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RESUMEN 

 

La Tripanosomosis* Americana es una enfermedad ocasionada por 

Trypanosoma cruzi, que es un parásito intracelular obligado que infecta una 

gran variedad de células del huésped mamífero. El proceso de infección es un 

evento complejo en el que se ha sugerido participan diversas moléculas, tanto 

del parásito como de la célula hospedero; sin embargo, muy pocas han sido 

caracterizadas a la fecha. Nuestro grupo caracterizó a LYT1, que es una 

molécula que presenta actividad lítica en condiciones ácidas y demostró, en 

parásitos knock-out, que participa en el proceso de infección y de transición de 

estadio. También demostramos, que esta diferente funcionalidad es resultado 

de la producción de tres transcritos distintos obtenidos por trans-splicing 

alternativo, dos de los cuales codifican para una proteína completa conteniendo 

tanto una secuencia señal amino-terminal como una secuencia nuclear; y el 

otro, que codifica para una proteína truncada conteniendo únicamente la 

secuencia nuclear.  

A fin de evaluar si los diferentes transcritos de LYT1 efectivamente 

codifican para proteínas distintas con posible localización y función diferencial, 

en el presente trabajo se obtuvieron y analizaron parásitos knock-in que 

expresan una copia exógena de LYT1 fusionada a EGFP, expresando las dos 

proteínas LYT1s+n o únicamente la proteína completa LYT1s o la proteína 

truncada LYT1n. Los diferentes parásitos knock-in mostraron que los distintos 

productos de LYT1 presentan diferente localización en epimastigotes. Mientras 

que los parásitos LYT1s-EGFP presentaron la fluorescencia en núcleo, 

cinetoplasto, flagelo, reservosoma, vacuolas y frecuentemente en membrana; 

los parásitos LYT1n-EGFP mostraron la fluorescencia en núcleo, cinetoplasto, 

reservosoma y ocasionalmente en vesículas. Finalmente, como era esperado, 

los parásitos LYT1s+n-EGFP mostraron un patrón de localización que 

corresponde a la sumatoria de los parásitos anteriores, ya que éstos expresan 

ambas formas de la proteína. Un patrón distribución similar se observó en 

núcleo y cinetoplasto de tripomastigotes y amastigotes. 

_________ 

*Standardized Nomenclature of Animal Parasitic Diseases (SNOAPAD). Kassai, et al., 1988. 
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La expresión exógena de LYT1s+n y LYT1s produjo un defecto en la 

motilidad de los parásitos, observándose una reducción en su movimiento de 

aproximadamente 84% y 78% respectivamente y recorrieron distancias 

menores (hasta 40 µm / LYT1s+n y 100 µm / LYT1s) que los parásitos control 

(hasta 400 µm). Para determinar las causas en los cambios de motilidad 

observados, se realizó un análisis de varianza (ANOVA) de la velocidad (vi) y 

del cambio angular de dirección (θi) de los parásitos. Los resultados mostraron 

que los parásitos LYT1n+s-EGFP presentaron una reducción en la vi (30%) y 

un aumento en θi (26%), mientras que los parásitos LYT1s-EGFP solo 

disminuyeron su vi (43%) con respecto a los parásitos control. No se observó 

un cambio significativo en la motilidad de los parásitos que expresan a LYT1n-

EGFP comparado con los parásitos control indicando que la expresión de la 

proteína completa de LYT1 es la responsable del fenotipo observado.  

Como los parásitos knock-out de LYT1 no presentaron defectos en la 

motilidad, nuestros resultados sugieren que LYT1 aparentemente tiene una 

participación indirecta en el proceso de motilidad del parásito. Esta hipótesis 

esta apoyada por los resultados obtenidos con FM4-64 que sugieren que LYT1 

es transportado en las mismas estructuras vesiculares involucradas en el 

transporte vesicular del parásito. Además, experimentos de microscopía 

electrónica de barrido y transmisión, mostraron defectos en la morfología de las 

vesículas de secreción, base del flagelo y estructura flagelar de los parásitos 

LYT1s+n y LYT1s, que no se observaron en los parásitos control y knock-out 

de LYT1, apoyando la hipótesis anterior. Los tripomastigotes knock-in de LYT1 

no mostraron cambios en su motilidad, sugiriendo un efecto deletéreo 

específico de estadio.  

La expresión exógena de LYT1 disminuyó la capacidad infectiva de los 

parásitos en un modelo murino, mostrando además un retardo en la cinética de 

infección.   

En conjunto nuestros resultados indican que los diferentes productos de 

LYT1 presentan una localización y función diferencial, en donde la forma 

completa de la proteína tiene aparentemente una participación indirecta en el 

proceso de motilidad del parásito.  
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"There is no more valuable than talent to not use two words when one is 

enough." 

 
                                                                                                  Thomas Jefferson  
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ABSTRACT 

 

The American Trypanosomosis is a disease caused by Trypanosoma 

cruzi, which is an intracellular parasite that infects a wide variety of cells in the 

mammalian host. The infection process is a complex event in which it has been 

suggested that several molecules from the parasite and the host cell are 

involved; however, very few have been characterized to date. Using knock-out 

parasites our group reported the characterization of LYT1, which is a lytic 

molecule in acidic conditions that is involved in the infection process and in the 

developmental stage process of the parasite. We also showed that this different 

functionality is the result of the production of three different transcripts 

processed by alternative trans-splicing. Two of them encode for a complete 

protein containing the amino-terminal signal sequence and the nuclear 

sequence and a third one which encode a truncated protein containing only the 

nuclear sequence.  

In order to known if the different transcripts of LYT1 effectively produce 

different proteins with differential location and function, in this work were 

obtained and characterized knock-in parasites that express an exogenous 

sequence of LYT1 fused to EGFP. Then, one of the transgenic parasites 

express both forms of the proteins LYT1s+n while the others two expresses 

only the complete protein LYT1s or the truncated protein LYT1pn respectively. 

The different knock-in parasites showed that the different LYT1 products show 

differential localization in epimastigotes. While the LYT1s-EGFP parasites 

showed the fluorescence in the nucleus, kinetoplast, flagellum, reservosome, 

vacuoles and mainly in membrane, the LYT1n-EGFP parasites showed the 

fluorescence in the nucleus, kinetoplast and reservosome and occasionally in 

vesicles. Finally, as expected, the LYT1s+n-EGFP parasites showed a pattern 

of location that corresponds to LYT1s-EGFP plus LYT1n-EGFP parasites.  

Similar patterns of distribution were observed in the nucleus and 

kinetoplast of trypomastigotes and amastigotes. 

The exogenous expression of LYT1s+n and LYT1s, produced a defect in 

the parasite motility resulting in approximately 84% and 78%  motion reduction 

respectively and smaller distances traveled (up to 40 microns / LYT1s+n and  

100 microns  / LYT1s) than control parasite (up to 400 microns). 
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To determine the possible causes for the motility defect, we performed a 

variance analysis (ANOVA) of parasite velocity (vi) and rotational angles (θi). 

The results showed that LYT1n+s-EGFP  parasites had a vi reduction (30%) 

and θi increase (26%), whereas LYT1s-EGFP parasites only had a vi (43%) 

decrease compared to control parasites. No significant change was observed in 

the motility of parasites that express LYT1n-EGFP compared with control 

parasites thus indicating that the expression of the complete LYT1 protein is 

responsible for the observed phenotype.  

As LYT1 knock-out parasites did not present defects in motility, our 

results suggest that LYT1 apparently has an indirect participation in the parasite 

motility process. This hypothesis is supported by the results obtained with FM4-

64 which suggests that LYT1 is transported in the same vesicular structures 

involved in the parasite vesicular transport. Furthermore, transmission and 

scanning electron microscopy experiments, showed defects in the secretory 

vesicles morphology, base of the flagellum and flagellar structure in LYT1s+n 

and LYT1s parasites that not were observed in control and knock-out LYT1 

parasites, supporting the above hypothesis. The LYT1 knock-in trypomastigotes 

not show changes in their motility, suggesting a deleterious effect stage 

specific.  

The exogenous expression of LYT1 decreased the parasite infectivity in 

a murine model, showing also a delay in the infection kinetics. 

Taken together, our results indicate that different LYT1 products exhibit 

differential localization and function, where the full form of the protein appears 

to have an indirect participation in the parasite motility process. 
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“Quien no haya experimentado la irresistible atracción de la ciencia, no podrá 

comprender su tiranía”.  

                                                                                                          Mary Shelley 
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I. INTRODUCCIÓN. 
 

1. Generalidades.  

 

La Tripanosomosis Americana es una enfermedad parasitaria ocasionada 

por el protozoario flagelado Trypanosoma cruzi que afecta a varias especies de 

mamíferos y es considerada una importante zoonosis (Salazar et al., 1988) 

(Tay et al., 1992).  Dependiendo del estadio de desarrollo, el parásito puede 

medir de 16-27 µm de largo por 3-5 µm de ancho. Se caracteriza por presentar 

una sola mitocondria en la que se sitúa el cinetoplasto, el cual está formado por 

una red de fibras circulares de ADN que constituye aproximadamente el 25% 

del ADN total del parásito y que se localiza cercano al sitio de nacimiento del 

flagelo (Cevallos y Hernández,  2002).  El tamaño y la posición del cinetoplasto 

varían con respecto al núcleo y junto con la presencia o ausencia de la 

membrana ondulante, determinan los diferentes estadios de desarrollo del 

parásito. El flagelo de T. cruzi está conectado al cuerpo basal y emerge de una 

invaginación especializada denominada pocket (o saco) flagelar, en el cual se 

llevan a cabo la ingestión y la captación de nutrientes del medio externo, así 

como de los procesos de secreción del parásito (de Souza, 1984; de Souza, 

1999; Stoppani, 1983; Schmidt y Roberts, 1989).   

 

T. cruzi presenta cuatro estadios de desarrollo: tripomastigote sanguíneo, 

epimastigote, tripomastigote metacíclico y amastigote. El tripomastigote que es 

la forma infectiva no replicativa, presenta forma de tirabuzón con su 

cinetoplasto en posición anterior y se encuentra tanto en la ampolla de la 

chinche (forma metacíclica) como en la sangre de los mamíferos (forma 

sanguínea). El epimastigote, es la forma replicativa localizada en el intestino 

del vector, tiene una morfología alargada, flagelo libre en uno de los extremos y 

su cinetoplasto está situado en la región anterior con respecto al núcleo. El 

amastigote, que es la forma intracelular replicativa en el mamífero, es de forma 

redondeada y carece de flagelo (Maria et al., 1972; de Souza y Souto, 1980; 

Tyler y Engman, 2000; Tyler y Engman 2001) (Figura 1).  
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Figura 1. Diferentes Estadios de T. cruzi. De izquierda a derecha: amastigote 

(2-5 m), epimastigote (20-40 m) y tripomastigote (25-27 m). 

 

 

1.1 Ciclo Biológico de T. cruzi.  

 

Los vectores involucrados en el ciclo de T. cruzi son insectos del orden 

Hemiptera, familia Reduviidae y subfamilia Triatominae. Se agrupan en 130 

especies, de las cuales 53 pueden adquirir de manera natural al parásito. 

Existen más de 30 especies de triatóminos en México, de las cuales al menos 

10 están involucradas en el proceso de infección en el humano (Cruz y 

Pickering, 2006). Los géneros más importantes son: Triatoma, Rhodnius y 

Panstrongylus, los cuales ingieren al parásito al alimentarse de sangre humana 

o animal que contiene parásitos circulantes (Miles, 2003; Cruz y Pickering, 

2006) (Figura 2).  

 

    

 

Figura 2. Principales Géneros de Vectores Transmisores de T. cruzi: 

Triatoma, Rodhnius y Panstrongylus respectivamente. 
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Los tripomastigotes ingeridos se transforman en epimastigotes en el 

intestino medio del vector y se multiplican por fisión binaria longitudinal. 

Posteriormente se diferencian en el intestino grueso del insecto, 

transformándose en tripomastigotes metacíclicos infectantes después de 8-10 

días de ser ingeridos.  

 

El ciclo de transmisión inicia cuando un vector infectado se alimenta de 

sangre del huésped mamífero y libera tripomastigotes metacíclicos en las 

heces y orina, los cuales pueden penetrar a través del sitio de la picadura, 

heridas o a través de la mucosa intacta, tal como la conjuntiva. Dentro del 

huésped los tripomastigotes pueden penetrar en cualquier tipo celular en donde 

pueden ser encontrados en el interior de una vacuola parasitófora. Las células 

más frecuentemente invadidas activamente por Trypanosoma cruzi son las 

células reticuloendoteliales del bazo, hígado y ganglios linfáticos, así como 

células del corazón, del músculo liso y esquelético, aunque también en algunos 

casos puede infectar células del sistema nervioso, piel, gónadas, mucosa 

intestinal, médula ósea y placenta. Los tripomastigotes también pueden entrar 

a través de fagocitosis por medio de los macrófagos. Después de algún tiempo 

se transforman al estadio de amastigote, en el citoplasma de la célula.  

 

Aproximadamente 35 horas después de la infección, se inicia el proceso 

de división celular binaria, que prosigue por varios días dependiendo de la cepa 

de T. cruzi y del tipo celular del huésped. El tiempo de generación es de 

aproximadamente 14 horas. Después de 5 días, cuando la célula contiene 

alrededor de 500 amastigotes, se inicia un proceso casi sincronizado de 

transformación a la forma de tripomastigote sanguíneo, pasando por un estado 

intermedio. Una vez que la célula huésped se rompe, los parásitos son 

liberados al espacio extracelular donde pueden infectar a las células vecinas o 

alcanzar el torrente sanguíneo por donde infectarán a nuevas células en 

diferentes tejidos o bien, pueden ser ingeridos por un nuevo insecto vector 

cerrando así el ciclo de vida. Los tripomastigotes circulantes en sangre no se 

replican (García y Azambuja, 1991; Kolien y Schaub, 2000; Tyler y Engman, 

2001) (Figura 3). 
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 Figura 3. Ciclo Biológico de T. cruzi (http:// dpd.cdc.gov/dpdx, 2004). 

 

La enfermedad de Chagas se transmite también a través de 

transfusiones sanguíneas, transplantes de órganos, a través de la placenta y 

por accidentes de laboratorio (Brener, 1973; de Souza, 1984; Vickerman, 1985; 

Bittencourt et al., 1988; Schmuñis, 1991; Tanowitz et al., 1992; CDC, 2000; 

Coura, 2007). 

 

Ocurre un ciclo de vida alternativo, en donde los amastigotes liberados 

por la lisis prematura de células infectadas (intracelulares) o por la 

diferenciación en torrente sanguíneo de tripomastigotes a amastigotes 

(extracelulares) son capaces de invadir células fagocíticas profesionales o no 

profesionales, sobreviviendo y continuando con su ciclo (Pan, 1978; Hudson, 

1984; Ley et al., 1988; Mortara, 1991; Barros et al., 1997). 
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1.2  Epidemiología.  

 

La enfermedad de Chagas se encuentra a lo largo del continente 

americano desde el sur de los Estados Unidos hasta el sur de Argentina, la 

mayor parte en áreas pobres y rurales del centro y sur de América. Las zonas 

endémicas están estrechamente relacionadas con la presencia del vector,  que 

como se dijo anteriormente, corresponden a chinches del género Triatoma, 

Rhodnius y Panstrongylus (Monfort et al., 2000; Martínez et al., 2001).  

 

El humano es el principal reservorio en el ciclo domiciliario, seguido por 

animales domésticos como el perro, el gato y algunos roedores domésticos. 

Numerosas especies de mamíferos pueden estar infectadas de manera natural 

en zonas endémicas. Por tanto, los animales que invaden las viviendas y las 

zonas peri-domiciliarias como los mapaches y los roedores, pueden ser un 

riesgo de transmisión de la enfermedad para los humanos (Salazar et al; 1987., 

Cruz y Pickering, 2006). Se estima un total de entre 16 y 18 millones de 

personas infectadas en 21 países de Latinoamérica (Castillo, 2003).  Argentina, 

Honduras, Paraguay y el Salvador presentan entre el 5 y el 10% de la 

población infectada con el parásito, mientras que en Chile, Colombia, Ecuador 

y Venezuela presentan entre el 1 y el 5% (Wendel, 1992; Clark y Pung 1994; 

Pung et al., 1995; WHO, 1995; Pung et al., 1998; Schmuñis, 1991).   

 

En México, estudios recientes muestran que el porcentaje de infección 

con T. cruzi en población abierta es de 1.65%. Además, se ha observado una 

amplia variación en los valores de sero-prevalencia encontrados en bancos de 

sangre en la República Mexicana, que versan desde un 0.5 hasta un 20% en 

diversos puntos del País. Por otro lado, en un estudio a nivel nacional realizado 

por el Instituto de Diagnostico y Referencia Epidemiológica (INDRE) en 

colaboración con los Centros Estatales de Transfusión Sanguínea (CETS), se 

mostró que el 1.5% de las muestras de donación contenían anticuerpos anti-T. 

cruzi (Guzmán, et al., 1998; Guzmán-Bracho, 2001). 
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En base a estos porcentajes de sero-prevalencia y al número de 

habitantes de nuestro país se estima que 1’768,376 personas están infectadas 

con T. cruzi, concentrándose un 69% de los casos sero-positivos (931,643 

individuos) en los estados de Chiapas, Veracruz, Guanajuato, Hidalgo, Puebla, 

Michoacán, México y Oaxaca. El 31% restante del total de los casos 

seropositivos está distribuido en los estados de Sinaloa, Jalisco, Tamaulipas, 

San Luís Potosí, Guerrero, Yucatán, Zacatecas, Tabasco, Nayarit, Nuevo León, 

Aguascalientes, Campeche, Morelos, Chihuahua, Querétaro, Quintana Roo y 

Colima. Además el 57% del total de la población infectada en el país es 

residente de zonas rurales, 34.1% de zonas urbanas y 8.9% de zonas 

suburbanas (Zavala, et al., 1996; Velasco, et al., 1991; Dumontiel, 1999; 

Guzmán-Bracho, 2001). 

 

A finales de la década de los 80’s, el número documentado de los 

inmigrantes latinoamericanos en los Estados Unidos procedentes de países 

endémicos para T. cruzi fue de 2.24 millones, de los cuales 1.55 millones 

provenían de México (resumen estadístico de los Estados Unidos, 1989). Más 

de 7 millones de personas originarias de los países endémicos de T. cruzi se 

convirtieron en residentes legales entre 1981 y 2005 (Oficina del Censo de 

E.E.U.U., 2007). La infección se encuentra más frecuentemente asociada a 

inmigrantes de México, Centro América y Sudamérica; se estima que existen 

entre 100 mil y 600 mil inmigrantes latinoamericanos infectados con la 

enfermedad de Chagas en Estados Unidos (Espinoza y Manning-Cela, 2007). 

Aproximadamente 250,000; 8,000; 200,000 inmigrantes procedentes de 

América Latina vivían en Europa, Australia y Japón respectivamente a finales 

de los años 80’s (Schmuñis, 1991). Los inmigrantes en Japón son 

principalmente brasileños de ascendencia japonesa cuyas condiciones de vida 

en Brasil hace poco probable que hayan sido infectados con T. cruzi. En 

Europa, España se ha convertido en un imán para los inmigrantes procedentes 

de América Latina (Schmuñis, 2007) (Figura 4). Las muertes por causa de esta 

enfermedad se calculan entre 45 mil y 50 mil cada año, siendo la 

miocardiopatía chagásica crónica la principal causa. 
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La mortalidad durante la fase aguda ocurre aproximadamente en el 5% 

de los niños menores de 2 años, debido a miocarditis aguda o 

meningoencefalitis (Barreto y Andrade, 1994; Guzmán-Bracho, 2001; Cubillos 

et al; 2004; Torrico et al; 2004). 

 

 

              

Figura 4. Distribución Geográfica de T. cruzi (Schmuñis, 1991). 

 

 



INTRODUCCIÓN
 

9 
 

1.3 Signos y Síntomas. 

  

 La enfermedad de Chagas presenta dos diferentes fases: aguda y 

crónica. La fase crónica, a su vez, se divide en dos etapas: la etapa 

indeterminada y la etapa clínica. 

 

 

1.3.1 Fase Aguda. 

  

 La fiebre, frecuentemente es un signo sugerente de infección en la fase 

aguda. La lesión en el sitio de entrada del parásito: chagoma (lesión 

furunculoide en la piel) o signo de Romaña (entrada a través de la conjuntiva) 

está presente del 20 al 50% de los casos agudos. En niños se ha observado  

hepatomegalia, esplenomegalia, edema subcutáneo generalizado o localizado 

en la cara y extremidades inferiores, en un 30 a 50% de los casos. Del 30 al 

80% de los pacientes desarrollan taquicardia persistente. Las manifestaciones 

de la fase aguda se solucionan espontáneamente en un plazo de entre 3 y 8 

semanas en, aproximadamente, el 90% de los individuos que han sido 

infectados (Prata, 2001; Cubillos et al., 2004; Torrico et al; 2004) (Figura 5). 

 

 

 

   

  Figura 5. Chagoma y Signo de Romaña. 
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1.3.2 Fase Crónica. 
 

1.3.2.1 Etapa Indeterminada. 

 

 Es una progresión directa entre la fase aguda y la fase definida 

(sintomática).  Aproximadamente, del 50 al 70% de los pacientes en la fase 

indeterminada nunca desarrollan lesiones y permanecen asintomáticos. Del 30 

al 50% restante de los pacientes desarrollan una disfunción cardiaca o 

digestiva de 10 a 30 años después de la fase aguda (Rassi, et al; 2000; 

Cubillos et al; 2004; Torrico et al; 2004). 

 

 

1.3.2.2 Etapa Sintomática. 

 

 Se caracteriza por presentar palpitaciones, mareos, síncope y 

convulsiones, debidos a una insuficiencia circulatoria aguda por disminución del 

ritmo cardíaco, taquicardia ventricular o paro cardíaco. En la insuficiencia 

cardíaca se puede observar arritmia, dolor precordial atípico sin evidencia de 

enfermedad coronaria y disnea. En la presencia de megaesófago hay 

regurgitación y aspiración de comida, hipertrofia de glándulas salivales, 

pérdidas de peso, caquexia, signos de ruptura esofágica y aumento en la 

incidencia de cáncer de esófago. En el caso de Megacolon existe distensión 

asimétrica del abdomen, meteorismo, oclusión intestinal y vólvulo del colon 

sigmoides (Prata, 2001; Cubillos et al; 2004; Torrico et al; 2004) (Figura 6). 

 

 

 

        Figura 6. Cardiomegalia, Megaesófago y Megacolon. 
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1.4 Inmunología. 

 

 La respuesta humoral a T. cruzi está dada por múltiples mecanismos 

efectores, entre los que se incluyen una potente respuesta de anticuerpos 

contra las formas extracelulares y una respuesta celular eficaz contra el estadio 

intracelular, con estímulos constantes del sistema inmune que determinan la 

respuesta del huésped durante la fase de la enfermedad.  

 

 Por otra parte, en los estadios iniciales de la infección, es esencial la 

respuesta innata o inespecífica a través de sus efectores y moduladores 

celulares y moleculares. Las citocinas y mediadores solubles juegan un papel 

fundamental durante la infección, ya que su actividad determina en gran 

medida el inicio, duración y composición de las distintas vías efectoras de la 

respuesta inmune (Fresno et al., 1997).  

 

 En la infección aguda, la respuesta inmune por células Th1 (Células T 

cooperadoras tipo 1) es estimulada por Interleucina 2 (lL-2) e Interferón gama 

(IFγ), lo cual se relaciona con el daño tisular generado en el huésped (Reed, 

1988; Torrico et al., 1991). Por otro lado, la inducción de una respuesta tipo 1 

por parte de las células T cooperadoras de tipo 2 (Th2), por aumento de 

Interleucina 4 (lL-4) e InterIeucina 10 (lL-10), hace al huésped más susceptible 

a la infección por T. cruzi. Al igual que en cualquier infección por agentes 

patógenos, el grado de susceptibilidad del huésped y el daño tisular generado 

depende de la inmunorregulación de la respuesta inmune Th1-Th2 y del 

predominio en la acción de las diferentes citocinas (Reed et al., 1994; Zhang y 

Tarleton, 1996). 

 

 La enfermedad de Chagas con frecuencia resulta ser letal en niños y 

personas de la tercera edad, debido posiblemente a las condiciones de su 

sistema inmune que no les permite montar una respuesta inmunoprotectiva. En 

adultos, por el contrario, frecuentemente la enfermedad evoluciona a la fase 

crónica, que después de un largo periodo de tiempo resulta en el desarrollo de 

megavísceras, resultando en la disfunción de estos órganos y la posterior 

muerte del paciente como consecuencia.  
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 Durante el transcurso de la enfermedad, en el parásito aparentemente 

operan un amplio rango de mecanismos para evadir la respuesta inmune; se ha 

propuesto la asociación de la supresión de la respuesta inmunológica del 

organismo, que se hace más evidente conforme la parasitemia avanza en tejido 

y sangre (Tafuri, 1999; Umekita y Mota, 2000; DosReis et al., 2005; Dutra et al., 

2005).  

 

 Existe también una reacción autoinmune durante la fase crónica que 

ocasiona daño al tejido del huésped en su relación con el parásito, lo que 

podría estar dado por el mimetismo molecular del parásito con relación a las 

moléculas del propio huésped, originando la reactivación del sistema inmune 

(Tarleton, 1997; Tarleton, 2001; Tarleton, 2003; Shevac, 2000). 

 

 

1.5 Diagnóstico. 

 

El diagnóstico está dado principalmente por la historia clínica del 

paciente, además de estudios de gabinete y de laboratorio. Los estudios de 

gabinete son principalmente radiológicos (torácico-abdominal), 

electrocardiograma, ultrasonido y ecocardiograma que son de mayor utilidad en 

la fase crónica de la enfermedad.  

 

En la etapa aguda, los estudios están centrados en la búsqueda del 

parásito en sangre. Debido a que la sensibilidad de los métodos utilizados es 

variable, se aconseja seguir con una rutina diagnóstica predeterminada 

(Dumontiel, 1999; Rassi, et al., 2000): 

 

* Examen directo: búsqueda de T. cruzi en sangre periférica. Es un método 

100% específico, pero de muy baja sensibilidad, dando numerosos falsos 

negativos. 

 

* Método de Strout: este método concentra los elementos parasitarios mediante 

centrifugación. La especificidad es de 100% y la sensibilidad de 95%. 
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* Microhematocrito: la sangre es extraída por capilaridad mediante punción 

digital o plantar en tubos de microhematocrito, centrifugándose posteriormente. 

Este método es recomendado en los recién nacidos, por la escasa cantidad de 

sangre utilizada. Su sensibilidad es de 95% y su especificidad de 100%. 

 

* Xenodiagnóstico: un insecto libre de patógenos criado en el laboratorio es 

llevado a succionar sangre de un paciente. El contenido del intestino del 

insecto se examina después en busca de la presencia del patógeno, este 

método continúa siendo el de elección en la etapa aguda, por su especificidad 

de 100% y sensibilidad cercana a 100%, debido a la amplificación parasitaria 

producida. 

 

* Hemocultivo: consiste en la siembra de sangre venosa en un medio apropiado 

en busca de crecimiento parasitario. La especificidad es de 100% y la 

sensibilidad cercana a 100%. 

 

En la etapa crónica de la enfermedad la parasitemia es transitoria, esto 

hace que la probabilidad de detectar al parásito en sangre sea muy baja y que 

el diagnóstico se base en la detección de anticuerpos circulantes anti-T. cruzi. 

El diagnóstico serológico se realiza de manera rutinaria, se lleva a cabo la 

determinación de IgM en la etapa aguda de la enfermedad, y de IgG en la 

etapa crónica. Se recomienda utilizar por lo menos dos técnicas 

complementarias al mismo tiempo para identificar a un paciente como 

chagásico, y de acuerdo a pautas establecidas por la OMS una de ellas debe 

ser la inmunofluorescencia indirecta (IFI). Esta técnica posee una sensibilidad 

del 100% y una especificidad cercana a 100%. Se consideran títulos 

significativos las diluciones superiores a 1:30. Los demás métodos serológicos 

utilizados son: 

 

* Hemaglutinación indirecta (HAI): se consideran títulos significativos los 

superiores a la dilución 1:16. 

 

* ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay): se destaca su utilización 

para “screening” por su alta sensibilidad. 



INTRODUCCIÓN
 

14 
 

* La reacción en cadena de la polimerasa (PCR-Polimerase Chain Reaction) 

detecta al parásito por medio de la amplificación de un fragmento de ADN del 

cinetoplasto, de regiones repetidas nucleares específicas o de la secuencia del 

miniexón (Montiel y Díaz 2002; Guhl et al., 2002).  

 

Para el caso de Chagas congénito, es sumamente importante tener en 

cuenta que sólo es posible realizar un tratamiento curativo de la enfermedad en 

su etapa aguda, por lo que los métodos de elección serán aquellos basados en 

la observación directa del parásito en la sangre del neonato, constituyéndose 

así un diagnóstico de certeza. Los métodos inmunoserológicos permiten 

detectar la presencia de IgM fetal específica y la presencia de IgG materna 

específica en los primeros seis meses y propia del producto luego del sexto 

mes de vida. La totalidad de los recién nacidos hijos de madre chagásica tienen 

serología convencional positiva, por pasaje transplacentario de anticuerpos 

IgG, durante los primeros seis meses de vida. Las IgM específicas son 

detectadas por IFI, aglutinación directa (AD) o ELISA de captura.  

 

Si estos resultados resultan positivos se debe intensificar la búsqueda 

del parásito, ya que antes de los seis meses de vida sólo deben ser tratados 

aquellos niños en quienes se haya comprobado la presencia del parásito. Los 

métodos serológicos mencionados anteriormente utilizan antígenos de 

epimastigotes de T. cruzi semi-purificados, lo que conduce en algunas 

ocasiones a tener falsos positivos o resultados no concluyentes, sobre todo en 

casos de co-infección de T. cruzi y Leishmania. Estos métodos también distan 

bastante de ser ideales para la determinación de la enfermedad en su fase 

aguda temprana, y en individuos con bajos títulos de anticuerpos anti-T. cruzi.  
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1.6 Tratamiento.  

 

El tratamiento etiológico en la enfermedad de Chagas está dirigido a 

erradicar el parásito, evitar la aparición o progresión de lesiones viscerales e 

interferir en la cadena de transmisión. Dicho tratamiento se indica en: infección 

aguda, infección congénita, reactivaciones en inmunodeprimidos e infección 

crónica indeterminada (exclusivamente en niños y menores de 14 años). Antes 

de realizar el tratamiento, la infección debe ser confirmada mediante técnicas 

de referencia cuantitativas, ya que la disminución de los títulos pos-tratamiento 

constituye un indicador de buena respuesta terapéutica en los casos agudos. 

 

La terapia para la enfermedad de Chagas ha dependido de dos drogas 

nitro-heterocíclicas: Nifurtimox y Benznidazol. El primero es un nitrofurano, 

introducido en la década de los 60’s, para el tratamiento de la patología en el 

estado agudo, es una droga tripanocida fundamentalmente para los 

tripomastigotes circulantes, y es mejor tolerada en pacientes jóvenes. El 

Benznidazol es un 5’-nitroimidazol, que se dio a conocer en la década de los 

70’s, y su efecto se produce a través de la unión a macromoléculas 

produciendo daño a nivel del ADN. El mecanismo de acción de Nifurtimox 

involucra un metabolismo reductivo que lleva a la formación de radicales libres 

del oxígeno altamente tóxicos (Packchanian, 1957). El tratamiento específico 

con Nifurtimox es de 8-16 mg/Kg dividido en tres dosis por 50-120 días y con 

Benznidazol es de 5-7 mg/Kg por 60 días, de los cuales este último es el de 

elección. 

 

Debido a que los tratamientos con ambas drogas son prolongados, 

producen serios efectos secundarios y su eficacia es parcial (ya que no son 

efectivos para el tratamiento del Chagas crónico), el desarrollo de nuevos 

agentes quimioterapéuticos se ha convertido en una problemática de carácter 

urgente para la comunidad científica. En la etapa aguda el tratamiento se debe 

administrar con rapidez, observando una mejora en los síntomas así como una 

notable disminución de parásitos en sangre periférica, cinco días después del 

tratamiento; las pruebas serológicas y el xenodiagnóstico deben ser negativos 
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en días posteriores. En casos crónicos se logra la reducción de la parasitemia, 

pero las pruebas serológicas pocas veces se vuelven negativas.  

El tratamiento no mejora la función cardiaca, las manifestaciones clínicas 

ni la progresión de la enfermedad. Los resultados obtenidos en diferentes 

países difieren, tal vez debido a que son otras cepas y a la diferente 

susceptibilidad de los medicamentos. Los efectos secundarios que ocasiona el 

Nifurtimox son anorexia, pérdida de peso, nerviosismo, insomnio, temblor, y 

neuritis periférica; las alucinaciones y convulsiones son raras. Con la 

administración del Benznidazol los efectos secundarios son nauseas, cefalea, 

anorexia, dolor abdominal, pérdida de peso, mareos, vomito, dermatitis 

exfoliativa y trombocitopenia (Cabello, 1998; Cevallos y Hernández,  2002). 

 

 

2. Características Estructurales de T. cruzi. 
 

2.1 Núcleo. 

 

La forma del núcleo depende del estadio del parásito. Tal como se 

mencionó anteriormente, en tripomastigotes metacíclicos y sanguíneos es 

alargado y se encuentra ubicado en la parte central de la célula; en 

epimastigotes y amastigotes, en cambio, posee forma redondeada. Se 

encuentra rodeado por una membrana nuclear típica, y se ha determinado la 

existencia de continuidad entre la membrana nuclear externa y el retículo 

endoplásmico (RE). El nucléolo posee una ubicación algo excéntrica y deja de 

ser observado cuando la célula entra en división (Figura 7).  

 

El genoma de T. cruzi posee un tamaño aproximado de 45-50 Mpb, y 

una característica particular de este parásito es que el ADN nuclear no se 

condensa para formar cromosomas en ninguna de sus formas de vida; 

solamente es posible observar, durante la interfase, ciertos acumulos de 

cromatina en la periferia del núcleo por debajo de la membrana nuclear interna. 

Sin embargo, el desarrollo de la técnica de electroforesis de campos pulsados 

ha permitido identificar en epimastigotes de T. cruzi, de 30-40 “bandas 
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cromosomales” que poseen un tamaño de entre 0.45 y 4 Mpb (de Souza, 

2002).  

 

En tripanosomátidos los genes nucleares carecen de intrones y 

aparecen generalmente dispuestos en densos grupos que contienen repetidos 

de un mismo gen, con marcos abiertos de lectura (ORF por sus siglas en 

ingles) no relacionados interpuestos. Los genes sucesivos están separados 

entre sí por secuencias cortas denominadas secuencias intergénicas. Debido a 

la existencia de tan solo unos pocos promotores para la transcripción, estos 

genes son transcritos por la ARN polimerasa II como largas unidades 

policistrónicas (Onn et al., 2006).  

 

Los transcritos primarios así generados, son posteriormente procesados 

mediante un mecanismo de cortado y pegado para dar lugar a ARNm maduros 

e individuales correspondientes a cada uno de sus genes. Este proceso 

involucra la adición de una cola de adeninas en el extremo 3’ de los transcritos 

(poliadenilación) y de 35 nucleótidos estrictamente conservados, denominados 

mini exón o splice leader, en el extremo 5’ (Ochsenreiter et al., 2007). Ya que el 

mini exón previamente sufrió el proceso de capping, la adición del CAP a cada 

uno de los transcritos maduros ocurre de manera simultánea con el trans 

splicing. Tanto la poliadenilación como el capping no se llevan a cabo en un 

lugar fijo de la región intergénica, sino que pueden ocurrir en varios lugares 

dentro de una ventana relativamente estrecha de la misma, y están 

influenciados por la presencia de tractos de polipirimidinas que interaccionan 

con aquellas proteínas involucradas en el procesamiento del ARN.  

 

Estas posiciones alternativas para el procesamiento de los mensajeros 

primarios hacen que existan distintos ARNm con regiones no traducidas (UTR) 

de distinta longitud para un mismo gen. Estas variaciones serían 

potencialmente importantes para la regulación de la expresión génica en 

tripanosomátidos, ya que a diferencia de otros organismos, los niveles en la 

expresión de proteínas en estos parásitos están controlados post-

transcripcionalmente por un mecanismo que involucra estabilización o 

desestabilización de los ARNm (Vanhamme et al., 1995). La posibilidad de 
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interferir con este proceso es considerada un posible blanco para el desarrollo 

de drogas (Figura 7). 

 

2.2 Superficie Celular. 

 

El parásito presenta, en todos los estadios una estructura muy delgada 

uniformemente distribuida en su superficie, denominada glucocaliz, que está 

constituida principalmente por mucinas que se encuentran implicadas tanto en 

el mecanismo de adhesión del parásito, como también en protegerlo contra el 

sistema inmunológico del vector y el hospedero (Buscaglia et al., 2006).  

 

Puede considerarse que la superficie celular de los tripanosomátidos 

posee dos componentes estrechamente asociados: la membrana plasmática, y 

una capa extensa de microtúbulos, denominados microtúbulos subpeliculares, 

asociados a ella. La membrana puede subdividirse en tres subdominios 

morfológicamente distintos, cada uno de los cuales posee funciones, 

composición proteica y lipídica diferentes: la membrana flagelar, la membrana 

del bolsillo flagelar y la membrana plasmática del cuerpo del parásito (de Souza 

1999; Landfear et al., 2001) (Figura 7). 

 

 

2.3 Microtúbulos. 

 

Los microtúbulos subpeliculares se extienden por debajo de la 

membrana plasmática a lo largo de todo el cuerpo del parásito, excepto en la 

región del bolsillo flagelar. Se encuentran unidos entre sí y a la membrana 

mediante filamentos cortos de naturaleza desconocida que le dan rigidez a la 

célula; están regularmente espaciados y su número está relacionado con el 

diámetro de la misma. De esta manera, en la parte posterior y anterior del 

parásito la cantidad de microtúbulos es menor, mientras que en la región 

central, entre el núcleo y el cinetoplasto donde se encuentra el aparato de 

Golgi, existe una gran acumulación de ellos. Están involucrados en los cambios 

morfológicos que sufre T. cruzi durante su ciclo de vida, y cumplen un rol 
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fundamental en la división celular (Figura 7). Debido a esto, el desarrollo de 

drogas que inhiban el ensamblado de los microtúbulos es un blanco 

quimioterapéutico potencial.  

Se ha demostrado que son resistentes a los inhibidores clásicos de 

microtúbulos tales como colchicina y benzimidazoles, sin embargo algunos 

alcaloides y macrólidos han mostrado ser efectivos (de Souza, 2002). Los 

tripanosomátidos poseen transportadores de membrana que median la 

captación de nutrientes del medio (célula hospedadora) e intervienen en la 

internalización de drogas. En el primer caso, el diseño de compuestos que 

bloqueen específicamente dichos transportadores es considerado de gran 

importancia (Hasne et al., 2000); mientras que en el segundo, el conocimiento 

de la estructura de las moléculas transportadoras es crucial para el desarrollo 

de drogas que puedan adaptarse mejor a ellas, y por lo tanto puedan ser 

internalizadas con mayor eficacia. Muchas de las proteínas estructurales de 

superficie de los tripanosomátidos, incluso las mucinas de T. cruzi, están 

unidas a la membrana mediante anclas de glicosil-fosfatidil-inositol (GPI). Las 

enzimas parasitarias encargadas de la biosíntesis de dichas anclas difieren 

bastante de sus homólogas de mamíferos, y se ha demostrado que son 

esenciales para la sobrevivencia del parásito, mediante la utilización de 

inhibidores específicos (Ferguson et al., 1999). 

 

 

2.4 Flagelo. 

 

Todos los miembros de la familia Tripanosomatidae poseen un flagelo 

que emerge del saco flagelar y le otorga movilidad al parásito. Posee una 

estructura básica similar a la de otros flagelos, presenta un axonema con un 

patrón de microtúbulos de 9+2, y una estructura filamentosa altamente 

organizada que lo acompaña en toda su longitud y que se denomina bastón 

paraflagelar (paraflagellar rod).  

 

La longitud del flagelo varía de acuerdo al estadio del ciclo de vida del 

parásito, de esta manera, en amastigotes mide solamente 1µm, mientras que 



INTRODUCCIÓN
 

20 
 

en epimastigotes y tripomastigotes llega a medir 20 µm (Balber, 1990; de 

Souza, 1999; de Souza, 2002; Miranda et al., 2006) (Figura 7). 

 

 

2.5 Saco Flagelar. 

 

El saco flagelar es una invaginación de la membrana plasmática ubicada 

en la región anterior del parásito desde donde emerge el flagelo; presenta 

diferente morfología en los distintos cinetoplástidos, y también varía de acuerdo 

al estudio del ciclo de vida del parásito; sin embargo, en todos los casos su 

función es similar. En epimastigotes y amastigotes de T. cruzi es una estructura 

con forma de túnel denominada complejo citostomo-citoprandix, constituida por 

una profunda invaginación de la membrana plasmática que puede llegar hasta 

la región nuclear. La apertura del complejo, conocida como citostoma, posee 

un diámetro que puede llegar a los 0.3 µm (de Souza, 2002). En la región del 

saco flagelar existe solución de continuidad entre la membrana plasmática y la 

flagelar. Representa entre el 0.4 y el 3% de la superficie del parásito, su lumen 

ha demostrado estar constituido por un material electrodenso que contiene 

proteínas específicas y, debido a que es una región altamente especializada de 

la membrana, difiere en composición y distribución de proteínas con respecto al 

resto y carece de los microtúbulos subpeliculares (Balber, 1990).  

 

Es el único sitio conocido, hasta el momento, en tripanosomátidos a 

través del cual se llevan a cabo los procesos de endocitosis, secreción de 

proteínas hacia el espacio extracelular, e integración de proteínas de 

membrana de la superficie del parásito (Webster y Rusell, 1993; Landfear et al., 

2001; de Souza, 2002) (Figura 7). 

 

 

2.6 Reservosomas 

 

Las moléculas a ser endocitadas por el parásito, inicialmente se unen al 

citostomo y luego son internalizadas en el fondo del citoprandix, apareciendo 

en el citoplasma celular como pequeñas vesículas endocíticas que, 
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posteriormente, se fusionan entre si y generan estructuras tubulares que 

pueden observarse en la zona central del parásito. Más tarde las 

macromoléculas endocitadas son concentradas en estructuras denominadas 

reservosomas.  

Cada epimastigote presenta varios reservosomas localizados en la 

región posterior de la célula, su forma puede variar de acuerdo a las 

condiciones de crecimiento del parásito, pero puede decirse que en general 

presentan forma esférica, que están rodeados por una membrana única y que 

poseen un diámetro aproximado de 0.7 µm. Tal como lo indica su nombre, los 

reservosomas son organelos de reserva que contienen lípidos y proteínas que 

son almacenados y utilizados por el parásito cuando se encuentra creciendo en 

un medio escaso de nutrientes. Una característica importante de los 

reservosomas es que acumulan grandes cantidades de cruzipaina, que es la 

cisteina proteinasa principal presente en T. cruzi (de Souza, 1999; Porto 

Carreiro et al., 2000) (Figura 7). 

 

 

2.7 Vía Secretora. 

 

Los tripanosomátidos poseen un retículo endoplasmico (RE) extenso, 

disperso por todo el citoplasma celular, que posee solución de continuidad con 

la membrana nuclear externa. El aparato de Golgi es un organelo situado en el 

centro de la vía secretoria, cuya función es la de agregar carbohidratos 

complejos a lípidos de membrana y proteínas sintetizadas de novo en el RE 

que serán secretadas al medio extracelular o integradas a membranas. El 

complejo de Golgi se encuentra ubicado entre el núcleo y el cinetoplasto, posee 

de 4-6 sacos aplanados con una cara cis, de entrada de vesículas provenientes 

del RE y una cara trans de salida de vesículas (conteniendo lípidos y proteínas 

ya procesados) hacia el bolsillo flagelar (de Souza, 2002; Mc Conville, 2002) 

(Figura 7). 

 

 

2.8 Mitocondria y Cinetoplasto. 
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Trypanosoma cruzi, al igual que el resto de los miembros de la familia 

tripanosomatidae, posee una única mitocondria que se extiende a lo largo del 

cuerpo celular del parásito. A diferencia de lo que ocurre en las células de 

mamíferos, la membrana mitocondrial de los tripanosomátidos presenta una 

alta cantidad de esteroles. Se ha demostrado que el tratamiento de parásitos 

con drogas que alteran la síntesis de ergosterol produce graves cambios 

morfológicos y funcionales en la mitocondria; esta característica hace que el 

desarrollo de nuevas drogas que inhiban la biosíntesis de esteroles sea 

considerado un blanco de quimioterapia muy promisorio (de Souza, 2002).  

 

Otra característica importante de la mitocondria de los tripanosomátidos 

es su material genético, como se dijo anteriormente el ADN mitocondrial 

representa entre el 20 y el 25% del ADN total del parásito y se encuentra 

localizado cerca del cuerpo basal formando una estructura denominada 

cinetoplasto. Éste está constituído por una intrincada red de mini y maxi 

círculos de ADN (Shapiro et al., 1995). 

 

El cinetoplasto es una estructura en forma tubular o de disco particular 

del orden Cinetoplástida, esta estructura se encuentra localizada en la parte 

posterior del organismo dentro de la mitocondria y está organizada como una 

red de moléculas circulares de ADN grandes y pequeñas. Las moléculas 

grandes (maxicírculos) contienen el equivalente típico del ADN mitocondrial y 

en ellas se han encontrado codificados dos genes de ARN ribosomal y genes 

de proteínas tales como citocromos, apocitocromos o subunidades de la NADH 

deshidrogenasa. Durante mucho tiempo se desconoció la función de las 

moléculas pequeñas (minicírculos), pero se ha encontrado recientemente que 

codifican para unas pequeñas moléculas de ARN "guía" (ARNg), que participan 

en el proceso de edición de estos parásitos (Abu-Elneel et al., 2001; Blum et 

al., 1990; Shlomai, 2004).  

 

En el cinetoplasto hay aproximadamente 20,000 minicírculos que poseen 

una longitud de 0.45 µm (aproximadamente 1,440 pb) y cerca de 30 

maxicírculos con un diámetro de 10 µm con un tamaño comparable al ADN 
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mitocondrial de otras células eucariotas, estos últimos son los componentes 

activos del genoma mitocondrial del parásito (de Souza, 2002) (Figura 7).  

 

 

En este genoma se ha observado un intrigante proceso de edición del 

mensajero (ARNm), el cual consiste en la adición o remoción de uridinas post-

transcripcionalmente. Esta adición puede ser desde 4 nucleótidos hasta el 60% 

del total del transcrito y crea codones de iniciación y terminación de la 

traducción; así como, de sitios de poliadenilación que no estaban codificados 

en el genoma mitocondrial (Schnaufer et al., 2001; Benne et al., 1986; Feagin 

et al., 1988).  

 

Al parecer, la edición se lleva a cabo del extremo 3´ hacia el 5´ y siempre 

teniendo en el extremo 3´ una purina (Benne, 1988). Se ha propuesto un 

modelo para este proceso de edición del ARNm. Existe evidencia de una 

especie de ARN que coordina la adición o remoción de las uridinas. Estos 

ARNg son complementarios en su extremo 3’ con el transcrito no editado y en 

su extremo 5’ con el transcrito editado. En su mayoría, están codificados en los 

minicírculos del ADN mitocondrial (ADNm) y su tamaño se estima que es 

aproximadamente de 80 nucleótidos (Blum et al., 1990) (Figura 7). 

 

 

2.9 Glicosomas. 

 

Son organelos relacionados con los peroxisomas y glioxisomas debido a 

que poseen características morfológicas y algunas vías metabólicas en común. 

La característica más importante de los glicosomas, es la presencia de las siete 

primeras enzimas de la vía glicolítica en la matriz glicosomal. Esta 

compartimentalización les otorga a las enzimas características bioquímicas y 

de regulación (de Souza, 1999; Docampo et al., 2005) (Figura 7). 
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Figura 7. Esquema de los Organelos en el Estadio de Epimastigote 

de T. cruzi.  

 



INTRODUCCIÓN
 

25 
 

3. Transcripción en T. cruzi. 

 

Se ha observado que T. cruzi es un organismo diploide con, por lo 

menos, 20 pares de cromosomas y que, a diferencia de T. brucei, carece de 

minicromosomas. Como se describió anteriormente, los genes codificadores de 

proteínas de algunos tripanosomatidos están organizados en unidades de 

transcripción policistrónicas, genes repetidos en tándem y separados por 

regiones intergénicas que son transcritos y procesados simultáneamente; como 

se ha estudiado ampliamente en T. brucei.  

 

El ribosoma es un complejo de proteínas y ARN, es el organelo 

encargado de catalizar la síntesis de proteínas. Un ribosoma típico está 

compuesto por dos subunidades, que juntas contienen cuatro moléculas de 

ARN ribosomal (ARNr) y 80 proteínas. A pesar de la gran similitud estructural 

observada entre ribosomas eucarióticos y procarióticos, existen diferencias 

entre los mismos. Es posible que el mayor número de proteínas en el ribosoma 

eucariótico pueda deberse a que existe una mayor interacción de los ribosomas 

con otros organelos, y a la necesidad de transporte de los ribosomas desde el 

núcleo hacia el citoplasma (Gibson y Mails, 1986; Graham y Barry, 1995; Ejchel 

et al., 2003).   

 

 

3.1 Procesamiento Postranscripcional.  

3.1.1 Splicing. 

 

Todos los genes descritos hasta ahora en T. cruzi carecen de intrones, 

por lo que el procesamiento del ARNm es distinto al del resto de los 

eucariontes. El corte de los intrones en el ARNm poligénico (splicing) es un 

cambio a nivel post-transcripcional que se lleva a cabo con frecuencia en 

eucariontes, ya que contienen en su genoma secuencias que no son 

traducibles, denominadas intrones, y secuencias que contienen información 

genética expresada mediante la transcripción y la traducción, denominados 

exones.  
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Por lo tanto, la maduración del ARNm (splicing) consiste en la 

eliminación de las secuencias de los intrones del transcrito primario, de modo 

que las secuencias de los exones quedan unidas unas con otras. Las 

secuencias que codifican para proteínas de los tripanosomatidos están 

organizadas en transcritos policistrónicos que contienen genes únicos o a una 

familia de genes (Benne, 1988; Stuart et al., 1989), por lo que solo llevan a 

cabo el procesamiento por trans-splicing que se describe a continuación. 

 

 

3.1.2 Trans-splicing. 

 

Los transcritos policistrónicos primarios son transformados en ARNm 

monocistrónicos mediante un procesamiento denominado trans-splicing (en 

contraposición al cis-splicing del resto de los eucariotas), que consiste en la 

adición en el extremo 5´ de un miniexón común a todos los transcritos (Stuart et 

al; 1989; Cevallos et al., 2003). Este miniexón, denominado "spliced leader" 

(SL) es una secuencia de 39 nucleótidos derivada de una secuencia precursora 

de 110 bases (SL-RNA), cuyos genes se encuentran organizados en cúmulos 

de 0.6 Kb (McCarthy-Burke et al., 1989). La adición de este miniexón da como 

resultado, además de la adición de un "CAP" de 5´metil-guanosina que confiere 

estabilidad al transcrito, una molécula en forma de "Y" derivada de las 

porciones escindidas de los transcritos, con una unión 2´-3´-ADP en el sitio de 

la bifurcación. Se cree que este proceso pueda constituir un nivel de regulación 

de la expresión de los genes codificados en unidades de transcripción 

policistrónicas (Muhich y Boothroyd, 1989).  

 

La poliadenilación está, al parecer, relacionada con el proceso de trans-

splicing, aunque no se ha identificado una secuencia consenso en la región no 

traducida en el extremo 3´ del mensajero para este proceso. Se ha identificado 

una región rica en pirimidinas dentro del espaciador intergénico que, se 

sugiere, pudiera controlar la poliadenilación (Elias et al., 2001) (Figura 8).  
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       Figura 8. Proceso de Trans-splicing. 

 

 

4. Sistemas de Transfección. 

 

Los métodos de transfección en eucariontes son equivalentes a los de 

transformación en procariontes, y han sido utilizados para introducir secuencias 

de ADN exógeno en el genoma de células eucariontes in vitro. El mecanismo 

de transcripción, procesamiento de ARNm y estabilidad de ARNm han sido 

objeto de muchas investigaciones, utilizando métodos basados en transfección. 

Estos métodos, han sido usados para el estudio de proteínas, además del 

aislamiento de genes por complementación funcional. Los sistemas de 

transfección pueden ser divididos en dos grandes categorías: sistemas 

temporales y estables.  

 

Los sistemas temporales son aquellos en los que un plásmido vector es 

introducido dentro del parásito y la expresión de un gen reportero, codificado en 

el plásmido, es medida poco tiempo después; este sistema ha sido utilizado 

para el estudio de la transcripción, procesamiento de ARN y proteínas blanco.  
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El sistema de transfeccción estable provoca una alteración estable en el 

genoma del parásito. Esto puede ocurrir como resultado del mantenimiento de 

un plásmido episomal libremente replicándose, o por inserción de un plásmido 

o fragmento de ADN dentro de un cromosoma por recombinación homóloga.  

 

Los sistemas de transfección temporales están basados en la expresión 

de un gen reportero; el origen de los genes reporteros es de procariotes y 

codifican productos para los que no hay un equivalente en la célula eucariota, 

por lo que hay una nula o muy poca actividad endógena que limite los 

resultados.  

 

Los métodos de transfección más frecuentes para la introducción de 

ADN dentro de tripanosomátidos son por electroporación. Con la transfección 

estable se puede manipular el genoma del parásito, la única limitante 

significativa es que los cambios pueden ser letales al parásito. Por lo que se 

han desarrollado diferentes métodos para estabilizar las transfecciones 

estables. Estos métodos incluyen el mantenimiento del plásmido como un 

elemento cromosomal, la integración de un plásmido circular dentro de un 

cromosoma (por un evento único de recombinación) y la integración de un 

fragmento lineal de ADN por doble recombinación (Kapler et al., 1990; Cooper 

et al., 1993; Cruz, 1990; Coburn et al., 1991).  

 

 

5. Genes Reporteros. 

 

La expresión de genes es un proceso complejo regulado a muchos 

niveles, cuya etapa limitante es, generalmente, la transcripción. Una técnica 

muy común en el estudio de la actividad transcripcional, es el uso de los 

llamados genes reporteros que codifican para proteínas fácilmente detectadas. 

Los genes reporteros son secuencias de ácido nucleico que se utilizan para 

sustituir o integrarse a otras regiones que codifican para otras proteínas 

(proteínas de fusión). Entre ellas, está la enzima bioluminiscente luciferasa 

cuya actividad genera emisión de fotones que se pueden medir con precisión.  
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Para investigar la actividad transcripcional de un gen, la secuencia del 

promotor que regula su expresión se liga a la secuencia que codifica para la 

enzima. Estas construcciones de ADN son introducidas en las células por 

medio de plásmidos. Una vez que las células han sido transfectadas, la 

activación del promotor exógeno inducirá la síntesis de las dos proteínas. Las 

células se transfectan con un plásmido que contiene la secuencia estructural 

del gen reportero bajo el control del promotor a estudiar. La transfección puede 

llevarse a cabo por diversos métodos como son: la electroporación, fosfato de 

cálcio, lipofectamina, microinyección, etc.  

 

Se han utilizado varios genes reporteros, como los genes de: 

Cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), β-glucoronidasa (GUS), luciferasa de la 

luciérnaga (LUX), β-galactosidasa, GFP y EGFP. La expresión de un gen 

reportero se puede medir por simples técnicas bioquímicas, la síntesis del 

producto del gen reportero es una medida indirecta de los procesos que llevan 

a la expresión de la transcripción, trans-splicing y poliadenilación.  

 

 

5.1 Proteína Verde Fluorescente (Green Fluorescent Protein-GFP). 

 

La proteína verde fluorescente (GFP-Green Fluorescent Protein), 

descubierta por Shimomura en 1964, es una proteína que se encuentra en 

forma natural en la medusa del Pacífico Aequoria victoria. Los componentes 

requeridos para su bioluminiscencia son una fotoproteína activada con Ca++ 

llamada aquarina, la cual emite una luz azul-verde. La proteína verde 

fluorescente es extremadamente estable, está compuesta de un monómero de 

27 kDa de 238 aminoácidos. Su fluorescencia natural es ocasionada por un 

único cromóforo pegado covalentemente, que se origina de una secuencia 

interna Ser-Tyr-Gly (residuos 65, 66 y 67 respectivamente) la cual es 

modificada después de la traducción por ciclización y oxidación de un p-

hidroxibenciliden-imidazolin.  
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El espectro de excitación de la GFP nativa de A. victoria (azul) tiene dos 

picos a 375 nm y uno más pequeño a 470 nm. Mientras que el espectro de 

emisión de la fluorescencia (verde) tiene un pico de 509 nm.  

 

Esta proteína presenta una estructura de un dominio único compacto en 

donde el cromóforo se encuentra localizado en el centro de la molécula, lo cual 

le proporciona algunas ventajas, como la resistencia a la desnaturalización con  

tratamientos de guanidina-HCl 6 M, urea 8 M, SDS al 1% y dos días de 

tratamiento con varias proteasas tales como: Tripsina, quimiotripsina o papaína 

a concentraciones de hasta 1 mg/ml. Deleciones en la secuencia de 

aminoácidos, en particular del residuo más allá de la metionina del extremo N-

terminal o más de siete aminoácidos del extremo C-terminal, resultan en la 

pérdida total de la fluorescencia aún cuando las características del espectro de 

absorción del cromóforo se encuentren intactas. 

 

La GFP puede ser fusionada a otras proteínas tanto a su extremo N-

terminal o C-terminal. Este hecho es debido a que ambos extremos de la 

proteína GFP parecen ser flexibles con respecto a la estructura beta-can, 

denominada así, por la forma estructural de la proteína la cual presenta 11 

pliegues antiparalelos beta en la parte externa formando así un cilindro muy 

compacto parecido a una lata, por lo que la estructura de la GFP no se 

distorsiona significativamente por la fusión con otras proteínas. Una de las 

aplicaciones más exitosas, es fusionarla con otras proteínas y así monitorear la 

localización y características de las proteínas de interés utilizando a la GFP 

como marcador o bandera. La fusión es realizada utilizando la secuencia del 

gen que codifica para la GFP junto con la secuencia del gen que codifica para 

la proteína de interés, y la quimera resultante se introduce a la célula blanco de 

forma que se exprese manteniendo las funciones normales. Por el tamaño y la 

forma de la GFP, los diferentes pH´s, así como el potencial redox de los 

diferentes organelos celulares, no parecen ser una barrera importante en la 

expresión de esta proteína, logrando obtener resultados exitosos al expresar y 

localizar quimeras con la GFP en núcleo, mitocondrias, vesículas secretoras, 

retículo endoplásmico, aparato de Golgi, peroxisomas, vacuolas, fagosomas, 
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citoesqueleto y la membrana plasmática, permitiendo así su análisis “in vivo” 

(Yang et al., 1996). 

 

Por otra parte, la enorme flexibilidad que tiene como marcador no 

invasivo en células vivas, sirve para otras numerosas aplicaciones, tales como 

control en experimentos de transfección, monitorear la proteína en células 

vivas, marcar células para protocolos de separación de células activadas por 

fluorescencia (FACS-Fluorescence Activated Cell Sorting), la expresión de 

genes reporteros y como una medida en el estudio de interacciones proteína-

proteína. 

 

Los factores que afectan la expresión, o de los cuales depende la 

detectabilidad de la GFP son los siguientes: Cantidad total de la GFP (número 

de copias del gen y duración de la expresión) y eficiencia de la formación del 

cromóforo después de la traducción (disponibilidad de las chaperonas, tiempo, 

temperatura, propiedades moleculares de la GFP madura o dimerización, 

competencia con otras señales de fondo o con autofluorescencia de células o 

medio de cultivo, calidad de excitación y filtros de emisión). Además, la 

proteína requiere de la presencia de oxígeno para su expresión en las etapas 

tempranas, particularmente para el deshidrogenado de los enlaces  y  del 

residuo 66 que se localiza en el cromóforo. Una vez que la proteína ha 

madurado el oxígeno no tiene efecto (Tsien et al., 1998). La GFP original ha 

sido modificada de varias maneras, tanto para la optimización de la 

fluorescencia así como para una mayor expresión y estabilidad en diferentes 

sistemas eucariotas. Existen diferentes variantes de la GFP, dentro de las 

cuales está la llamada EGFP-Enhanced Green Fluorescent Protein; ésta 

proteína ha sido modificada para optimizar la obtención de una mayor 

fluorescencia y expresión en células de mamífero (excitación máxima = 488 

nm, emisión máxima = 507 nm). El cromóforo de la EGFP tiene una 

fluorescencia 35 veces más alta que la GFP, sin embargo, la proteína requiere 

de promotores fuertes para su expresión, tales como el del citomegalovirus 

(CMV), CV40 y el del VIH para que la detección sea apreciable, y más aún en 

células de mamífero (Tsien et al., 1998). 
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Existen varios métodos por medio de los cuales se puede conseguir la 

transferencia de genes con una alta eficiencia en células, particularmente de 

mamífero. Cada una de las técnicas está asociada a problemas de equipo 

como la electroporación y la microinyección, en comparación con técnicas 

como la transfección por medio de DEAE-Dextrán y la co-precipitación con 

fosfato de calcio, siendo estas últimas técnicas sencillas de realizar sin requerir 

de equipo especial y por medio de las cuales, se pueden transfectar células 

eucariotas con ADN genómico de otro origen (Pollad et al., 1990) (Figura 9). 

 

 

 

 

Figura 9. Epimastigote de T. cruzi Expresando EGFP (Transfectado 

por  electroporación en nuestro laboratorio). 

 

 

6. Proceso de Infección de T. cruzi. 

 

 Los mecanismos moleculares por los que se lleva a cabo el proceso de 

infección de T. cruzi a la célula huésped se encuentran aún en debate. Algunos 

estudios han demostrado que este proceso presenta varias etapas: adhesión, 

invasión, diferenciación, multiplicación y salida, y que permiten al parásito su 

diseminación tanto en células fagocíticas como no fagocíticas (Espinoza y 

Manning-Cela 2007). 
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6.1 Adhesión. 

 

 Este paso consiste en la unión del parásito a la superficie de la célula 

mediante una serie de moléculas de superficie específicas, tanto de la célula, 

como del parásito. Se ha observado el aumento en la expresión de moléculas 

de adhesión en células neuronales (NCAM-Neuronal cell adhesion molecular) 

en la miocarditis ocasionada por la tripanosomiasis americana, lo que sugiere 

que NCAM puede ser un receptor en el proceso de unión y de invasión a la 

célula por el parásito. La variedad de moléculas que participan en el 

reconocimiento y unión del parásito sugieren que este proceso no está en 

función de un único ligando-receptor específico, si no que depende de la 

participación de un conjunto de moléculas tanto de la célula huésped como del 

parásito (Burleigh y Andrews, 1995; Burleigh y Andrews, 1998; Carvalho et al., 

1999; Espinoza y Manning-Cela 2007). 

 

 Entre las moléculas que se han relacionado de manera importante con la 

adhesión de los tripomastigotes metacíclicos se encuentran gp82, gp35/50, 

penetrina, y trans-sialidasa.  La penetrina es capaz de unirse a heparina, 

heparán sulfato y colágena (Ortega y Pereira, 1991; Santori et al., 1996). Las 

trans-sialidasas transfieren residuos de ácido siálico de la membrana del 

hospedero a los residuos -galactosilados de la superficie del parásito, aunque 

el papel de estas enzimas en el proceso de invasión no está del todo definido 

(Meirelles et al., 1992; Schenkman y Eichinger, 1993; Yoshida, 1997; Espinoza 

y Manning-Cela, 2007).  

 

El proceso de adhesión activa distintas cascadas de señalización 

dependientes de IP3, PLC y PI3K, que llevan a la movilización intracelular de 

calcio en la célula hospedera como un evento indispensable para que se lleve a 

cabo la internalización del parásito. Dos proteínas que se han relacionado con 

la activación de éstas cascadas son oligopeptidasa B y cruzipaína. Estas 

proteínas pudieran estar actuando en procesos independientes o coordinados.  
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La oligopeptidasa B actúa en el citoplasma del parásito generando un 

intermediario agonista de éstas cascadas, mientras que la cruzipaína es 

secretada y origina quininas del tipo de la bradiquinina, mediante el 

procesamiento de un quininógeno secretado del hospedero (Burleigh y 

Andrews, 1995; Caler et al., 1998; Paiva et al., 1998; Scharfstein et al., 2000; 

Burleigh y Woolsey, 2002; Marino et al., 2003). Durante la activación de éstas 

cascadas en el hospedero, se activan cascadas similares de manera 

simultánea en el parásito, las cuales son iniciadas por glucoproteínas como 

gp82, así como tirosina-cinasas y PLC. Esta movilización de calcio es 

igualmente necesaria para el proceso de internación (Moreno et al., 1994; 

Burleigh y Woolsey 2002).  

 

Recientemente, se ha reportado la familia de proteínas SAP ricas en 

serina, alanina y prolina, de las cuales se han descrito una forma anclada a la 

membrana y otra forma secretada. Estas proteínas también han sido 

involucradas en la activación de vías de señalización para la movilización 

intracelular de calcio en la célula blanco (Baida et al., 2006). 

 

Se conoce muy poco también acerca de los mecanismos y moléculas 

implicadas en el proceso de infección por amastigotes.  La glucoproteína SA85-

1 se ha relacionado con los procesos de adhesión e internación de los 

amastigotes, por medio de su interacción con un receptor de manosa de la 

célula hospedera (Kahn et al., 1996). Al igual que en tripomastigotes, posterior 

al proceso de adhesión, ocurre una activación de vías dependientes de calcio 

tanto en el parásito como en la célula huésped, lo cual ha sido asociado con la 

activación de tirosina cinasas o cinasas relacionadas con la señalización por 

IP3 y PI3K. (Fernándes et al., 2006).  

 

Los procesos  posteriores a la internación, al igual que en 

tripomastigotes no son conocidos, aunque se sugiere que podrían ser 

parecidos (Espinoza y Manning-Cela,  2007) (Figura 10). 
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 6.2 Invasión.  

 

 Se ha propuesto que los mecanismos por los que el parásito puede 

penetrar en la célula huésped están dados por varios procesos: uno tipo 

fagocítico, el cual involucra la formación de proyecciones tipo filopodio en la 

célula y que es dependiente del ensamblaje de filamentos de actina. Un 

segundo proceso tipo endocítico, el cual no depende de la formación de 

estructuras tipo filopodio, pero que es dependiente de actina. Y un proceso tipo 

endocítico, que no depende de actina. Existe también un mecanismo propuesto 

a partir de la unión del parásito a la superficie celular del huésped activando 

una serie de vías de señalización, las cuales actúan liberando calcio 

intracelular, lo que estimula el reclutamiento de los lisosomas hacia el sitio de 

unión del parásito con la membrana plasmática, para posteriormente fusionarse 

en una vacuola parasitófora que envuelve al parásito y lo ayuda en su 

penetración hacia el citoplasma (Herrera, 1994; Burleigh y Andrews, 1995; 

Burleigh et al., 1997; Burleigh y Andrews, 1998; Carvalho et al., 1999; Tardieux 

et al., 1992; Rodríguez et al., 1996).  

 

 También se ha descrito un mecanismo independiente de lisosomas, en el 

cual, el parásito es internado a través de una vacuola derivada directamente de 

la membrana plasmática de la célula huésped de un modo similar a la 

endocitosis. En éste último caso, esta vacuola adquiere posteriormente 

marcadores lisosomales, dado el proceso normal de su maduración y su fusión 

con lisosomas (Rodríguez et al., 1996; Rodríguez et al., 1997; Burleigh y 

Woolsey 2002). La participación que tiene el citoesqueleto de actina en estos 

procesos no ésta del todo clara. Algunos trabajos sugieren que es necesaria 

para la fusión de lisosomas a la membrana.  

  

 Otras evidencias señalan que la actina es necesaria para la fusión de las 

vacuolas derivadas de la membrana con los lisosomas, lo cual aparentemente 

también es un paso importante para que el parásito se mantenga dentro de la 

célula y pueda completar su ciclo (Andrews et al., 1990; Carvalho et al., 1999; 

Fonseca et al., 2002; Woolsey et al., 2003; Woolsey et al., 2004; Andrade 2004; 

Ferreira et al., 2006; Yoshida, 1997; Espinoza y Manning-Cela, 2007).  
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Estos procesos de internación se han evaluado en parásitos con distinta 

infectividad y linaje; los resultados sugieren que es posible que no exista un 

mecanismo generalizado para la internación, sino más bien una mezcla de 

éstos que dependa tanto de la cepa del parásito como del tipo de célula que 

infecte (Fernándes y Mortara 2004; Andrade y Andrews 2005; Yoshida, 1997) 

(Figura 10). 

 

 

 6.3 Multiplicación. 

 

 Dentro de este evento se ha propuesto que se requiere de un ambiente 

ácido, proporcionado por la vacuola parasitófora, para que se pueda iniciar la 

diferenciación del parásito del estadio de tripomastigote al de amastigote antes 

de iniciar su multiplicación (Ley et al., 1990; Tomlinson et al., 1995; Espinoza y 

Manning-Cela 2007).  

 

 En el proceso de escape de la vacuola parasitófora se ha relacionado a 

Tc-TOX y a las enzimas trans-sialidasas. La proteína Tc-TOX expresada en 

todos los estadios de desarrollo, fue inicialmente identificada como un factor 

hemolítico que depende de condiciones ácidas para su actividad. Tiene 

características que la relacionan con porinas e implicaciones importantes, como 

se ha mencionado, en el escape de la vacuola parasitófora. Sin embargo, no se 

cuenta con una caracterización genética de su función debido a que la proteína 

es muy inestable y no ha sido posible su clonación para caracterizarla 

(Andrews et al., 1990; Ley 1990). Otras proteínas relacionadas con el escape 

de la vacuola parasitófora incluyen trans-sialidasas, las cuales parecen conferir 

mayor eficiencia a éste proceso (Shenkman et al., 1991; Frevert et al., 1992; 

Rubin de Celis et al., 2006).  

 

Recientemente LYT1, fue aislada y caracterizada genéticamente por 

nuestro grupo de trabajo. Se demostró, por análisis de parásitos knock-out, que 

LYT1 participa en el proceso de infección y escape de la vacuola parasitófora 

(Manning-Cela et al., 2001, 2002, 2003; Espinoza y Manning-Cela, 2007).  
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Posterior a la salida del parásito de la vacuola parasitófora, se inicia el 

proceso de replicación de los amastigotes por fisión binaria. Hasta ahora no se 

conocen los mecanismos que participan en el proceso de diferenciación a 

amastigotes, replicación, diferenciación a tripomastigotes, así como de la salida 

de estos últimos de la célula huésped (Espinoza y Manning-Cela 2007) (Figura 

10). 

 

 

 6.4 Liberación. 

  

 La última etapa del proceso de infección es la salida del tripomastigote 

sanguíneo de la célula huésped, para la posterior diseminación de la infección. 

Los mecanismos utilizados por el parásito en esta parte del ciclo de vida, hasta 

ahora, se desconocen (Rodríguez et al., 1996) (Figura 10). 

 

 

 

Figura 10. Esquema del Mecanismo de Infección de T. cruzi en Células no 

Fagocíticas. (Espinoza y Manning-Cela 2007). 

  

 



INTRODUCCIÓN
 

38 
 

 7. Antecedentes Directos. 

 

 LYT1 es la segunda proteína que, con base a evidencias genéticas, se 

mostró que es requerida no solo para una infección eficiente, sino también, que 

está involucrada en el proceso de transición de estadio del parásito. El gen 

LYT1 se clonó a partir de una biblioteca de expresión de T. cruzi de la cepa Y, 

aprovechando la reacción cruzada que presentó el anticuerpo contra el 

componente C9 del complemento. LYT1 es un gen de copia única, con un 

marco de lectura abierto de 1, 659 pb presente en dos alelos y que codifica 

para una proteína de 552 aa. Al analizar su secuencia no se encontró 

homología con proteínas ya registradas y de función conocida (Manning et al., 

2001).  

 

 La secuencia de aminoácidos de LYT1 contiene una región que 

corresponde a una secuencia señal de secreción (SS), una secuencia de corte 

y una secuencia con localización nuclear (SLN), la cual presentó homología 

con la secuencia clásica de localización nuclear reportada para el antígeno T 

grande del virus SV40 del simio (Manning, 2002) (Figura 11).  

 

 

       

 

Figura 11. Esquema de la Secuencia de Aminoácidos de LYT1. Se indica la 

secuencia señal de secreción (SS) (negritas), la secuencia del sitio de corte 

(negritas y minúsculas) y la secuencia con localización nuclear (SLN) 

(subrayado). 
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Nuestro grupo obtuvo y caracterizó parásitos knock-out para demostrar 

la función de LYT1, reportando que no es esencial en epimastigotes; sin 

embargo, los parásitos deficientes de LYT1 mostraron tres fenotipos 

sobresalientes: Una capacidad infectiva disminuida, un desarrollo acelerado in 

vitro y una actividad hemolítica disminuida (Manning-Cela et al., 2001). La 

diferente funcionalidad de esta molécula fue explicada mediante experimentos 

de extensión 5’ y RT-PCR por la presencia de tres transcritos obtenidos por 

trans-splicing alternativo, dos de los cuales codifican para la proteína completa 

conteniendo una SS (relacionada con la infectividad) y otro que codifica para la 

proteína truncada (-28 aa) sin la SS y con una SLN (relacionada con 

diferenciación) (Manning-Cela et al., 2002).  

 

El análisis de una clona knock-out de LYT1, denominada L-13, la cual 

mostró retener ambos alelos de LYT1 más un alelo adicional truncado de LYT1, 

presentó los tres fenotipos obtenidos en los parásitos mutantes nulos 

(capacidad infectiva y hemolítica disminuida, y capacidad de transición de 

estadio incrementada). Este fenotipo es consistente con el comportamiento de 

una mutante dominante negativa, en la que la copia adicional truncada de LYT1 

parece estar inhibiendo la función de la proteína normal, lo que sugiere que 

posiblemente LYT1 es parte de un complejo protéico (Manning-Cela, 2003).   

 

Esta posibilidad fue evaluada con ensayos de co-inmunoprecipitación y 

GST- pull down, demostrándose que LYT1 interacciona con diversas proteínas 

en un rango de 8 a 255 kDa; proteínas cuyas funciones están relacionadas con 

el fenotipo de infección (Trans-sialidasa, fosfatasa tipo DSPc, gp63, MASP, 

LYT1) y de transición de estadio (histonas H2A y H2B, C2H2 putativa, glutatión 

sintetasa putativa), procesos en los que, como se dijo anteriormente, se ha 

demostrado la participación de LYT1 (Lugo-Caballero, 2008; Manning-Cela et 

al., 2001 y 2002).  

 

En conjunto, estos resultados sugieren que la presencia de las diferentes 

secuencias de localización en LYT1, así como su posible interacción con 

distintas proteínas, pudiera ser resultado de una localización diferencial que 

expondría a la proteína a un microambiente diferente, lo que impactaría en su 
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multi-funcionalidad.  Por lo tanto, es necesario continuar con su caracterización, 

evaluando la localización de los distintos productos de LYT1 en los diferentes 

estadios de desarrollo de T. cruzi, así como del  impacto que pudiera tener esto 

en su función. 

 



JUSTIFICACIÓN
 

41 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

II. JUSTIFICACIÓN. 

 
 

 
 
 
 
 
 
“Un científico debe tomarse la libertad de plantear cualquier cuestión, de dudar 
de cualquier afirmación, de corregir errores”. 
 
                                                                                   Julius Robert Oppenheimer 
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II. Justificación 
 

 Como se describió anteriormente, reportamos la caracterización genética 

de LYT1 demostrando que participa en el proceso de infección y transición de 

estadio del parásito. Así mismo, encontramos que, como resultado de un trans-

splincing alternativo que es regulado diferencialmente en los distintos estadios 

del parásito, se obtienen tres transcritos diferentes que codifican para dos 

posibles proteínas distintas en su amino-terminal. Siendo tan importante el 

papel de LYT1 en procesos escenciales para la sobrevivencia del parásito y 

para el establecimiento de la patogenia de la enfermedad, es importante 

continuar con la caracterización de los diferentes productos de LYT1. 
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III. HIPÓTESIS. 
 

 
 
 
 
 
 
 
“La hipótesis es una interpretación anticipada y racional de los fenómenos de la 

naturaleza”. 

 
                                                                                                      Claude Bernard 
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 III. Hipótesis 

 

 Se sintetizan dos diferentes productos del gen LYT1 de Trypanosoma 

cruzi con diferente localización y diferente función. 
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IV. OBJETIVO GENERAL. 

 
 
 
 
 
 
 
“El experimentador que no sabe lo que está buscando no comprenderá lo que 

encuentra”. 

 

                                                                                                      Claude Bernard 



OBJETIVO GENERAL
 

46 
 

IV. Objetivo General 

 

 Determinar si los transcritos alternativos de LYT1 de Trypanosoma cruzi 

dan lugar a productos con diferente localización y función. 
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V. OBJETIVOS PARTICULARES 

 
 
 
 
 
 
 
 
“Aprendemos, o por inducción o por demostración. La demostración parte de lo 

universal; la inducción de lo particular.” 

 

                                                                                                              Aristóteles
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V. Objetivos Particulares 

 

1. Obtener Parásitos Knock-in de LYT1. 

 - Clonar LYT1(s+n, s y n) en el vector pEGFP-N1. 

- Subclonar LYT1(s+n, s y n)-EGFP en el vector de expresión  pTREXn. 

- Transfectar epimastigotes con pTREXn-LYT1(s+n, s y n)-EGFP. 

 - Secuenciar el ADN de pTREXn-LYT1(s+n, s y n)-EGFP. 

- Análizar por Western blot de la expresión de las proteínas quiméricas y 

controles en los parásitos knock-in. 

  

2. Determinar la Localización de los Productos LYT1(s+n, s y n) en los 

Parásitos Knock-in. 

- Localizar las proteínas control y quiméricas LYT1(s+n, s y n)-EGFP por 

epiflurorescencia.  

- Localizar las proteínas control y quiméricas LYT1(s+n, s y n)-EGFP por 

microscopía confocal. 

- Determinar del porcentaje de colocalización en núcleo y cinetoplasto de 

epimastigotes control y knock-in. 

3. Caracterizar a los Parásitos Knock-in que expresan LYT1(s+n, s y n)-

EGFP. 

- Determinar la curva de crecimiento de epimastigotes de T. cruzi de los 

parásitos control y knock-in con agitación y sin agitación. 

- Determinar la motilidad de epimastigotes control (WT y knock-out de 

LYT1) y knock-in LYT1. 

- Análizar la trayectoria y distancia recorrida de epimastigotes control 

(WT y knock-out de LYT1) y knock-in LYT1 por videomicroscopía. 

- Análizar de manera cuantitativa el movimiento en parásitos control (WT 

y knock-out de LYT1) y knock-in LYT1. 

- Cuantificar el promedio del largo del flagelo de parásitos control (WT y 

knock-out de LYT1) y knock-in LYT1. 

- Realizar el análisis vectorial del movimiento de  los parásitos control 

(WT y knock-out de LYT1) y knock-in LYT1. 

- Análisis de varianza (ANOVA) de los datos anteriores. 
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4. Evaluar la Localización de LYT1 en Vesículas Involucradas en el Tráfico 

Vesicular del Parásito.  

 - Realizar el marcaje de vesículas involucradas en el tráfico vesicular del 

parásito con FM4-64, en epimastigotes  transfectados que expresan 

LYT1s+n-EGFP. 

 -Evaluar la localización de LYT1s+n-EGFP y FM4-64 por microscopía 

confocal y determinación de su posible colocalización. 

 

5. Analizar las Características Morfológicas de los Parásitos Control (WT y 

Knock-out de LYT1) y Knock-in de LYT1 por Microscopía Electrónica de 

Barrido y de Transmisión.  

 

6. Determinar los Índices de Infectividad in vivo con Parásitos Knock-in de 

LYT1. 

- Parasitemia de ratones Balb/c infectados con parásitos control y knock-

out de LYT1. 

- Parasitemia de ratones Balb/c infectados con parásitos control y knock-

in de LYT1. 
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VI. MATERIAL Y MÉTODOS. 

 

 
 
 
 
 
 

 
“La ciencia se compone de errores, que a su vez, son los pasos hacia la 

verdad”. 

 

                                                                                             Julio Verne 
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VI. Material y Métodos 

1. Parásitos.  

 

Se utilizaron parásitos de Trypanosoma cruzi cepa CL-Brener, tipo 

silvestre (WT-Wild Type), transfectados de manera estable con ADN de los 

plásmidos: pTREXn-EGFP, pTREXn-LYTs+n-EGFP, pTREXn-LYTs-EGFP y 

pTREXn-LYTn-EGFP (obtenidos en este trabajo de investigación), y knock-out 

de LYT1 L-14 (sencillo) y L-16 (nulo) obtenidos en un trabajo previo (Manning-

Cela et al., 2001) (Tabla 1). 

 

 

  Tabla 1. Cepas de Parásitos 

 

CEPA DESCRIPCIÓN REFERENCIA 

 

CL- BRENER 

WT                          

Cepa de referencia para el 

proyecto genoma de T. cruzi 

 

Zingales et al; 1997 (a,b y c) 

EGFP WT transfectados con pTREXn-

EGFP 

Vázquez y Levin, 1999 

L-14 Knock-out sencillo de LYT1 Manning-Cela et al., 2001 

L-16 Knock-out nulo de LYT1 Manning-Cela et al., 2001 

LYT1s+n-EGFP WT transfectados con pTREXn-

LYT1s+n-EGFP 

Este estudio 

LYT1s-EGFP WT transfectados con pTREXn-

LYT1s-EGFP 

Este estudio 

LYT1n-EGFP WT transfectados con pTREXn-

LYT1n-EGFP 

Este estudio 

                       

 

2. Bacterias. 

 

La cepa DH5α de Escherichia coli se utiliza para la clonación y propagación 

de plásmidos con una alta eficiencia (Tabla 2). 

 

 lacZ∆ M15.- Deleción parcial del amino terminal de β-D-galactosidasa 

que permite la complementación con ciertos plásmidos que codifican 
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esta región (PUC, M13), confiriendo el fenotipo azul/blanco para la 

selección de las colonias recombinantes. 

 endA1.- Contiene una mutación en la endonucleasa I, lo que permite 

generar ADN-ss de M13, incrementando la calidad del plásmido. 

 gyrA96.- ADNgirasa mutante que produce resistencia al ácido nalidíxico. 

 thi-1.- Requiere tiamina para su crecimiento en medio mínimo. 

 hsd R17.- Permite una eficiente transformación con ADN sin cortar 

proveniente de la amplificación por PCR. 

 supE44.- Supresor de ARNt-glutamina. 

 relA1.- El ARN es sintetizado en ausencia de la síntesis de proteína.  

 

 

     Tabla 2. Cepas Bacterianas 

 

CEPA DESCRIPCIÓN REFERENCIA 

Escherichia coli 

DH5α 

F- φ80∆, lacZ∆ M15, ∆(lacZ YA-argF), U169, 

endA1, gyrA96, thi-1, hsd R17(rk-, mk+),  

supE44, relA1 

GIBCO®  BRL® 

               

         

3. Técnicas de ADN Recombinante. 

 

 La extracción de ADN, la reacción en cadena de la polimerasa, la 

transformación bacteriana, la electroforesis en geles de agarosa y la 

manipulación genética se realizaron de acuerdo a las especificaciones y 

protocolos del manual de laboratorio para clonación molecular (Ausubel et al., 

1996; Sambrook y Russell, 2001) y de acuerdo a las recomendaciones de los 

kits comerciales utilizados. Los oligonucleótidos empleados fueron sintetizados 

por Invitrogen™. Todas las enzimas utilizadas para digerir el ADN y para 

realizar las ligaciones fueron de New england Biolabs™. Para la purificación de 

los productos de digestión enzimática del ADN plasmídico y de los productos 

de PCR se utilizó un KIT de gel nebulizador para la extracción de ADN a partir 

de agarosa (Ultrafree®-DA-Millipore). 
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4. Extracción de ADN. 

 

El aislamiento del ADN se realizó por lisis alcalina. Se inoculó una 

colonia de bacterias conteniendo el ADN de cada cepa a trabajar en 10 ml de 

medio LB (Luria-Bertoni) adicionando 100 µg/ml de ampicilina, se dejó 

incubando toda la noche a 37 °C y en agitación a 2,500 rpm en un aparato 

Environ Shaker.  

 

El cultivo fue centrifugado a 10,500 g durante 10 min, se eliminó el 

sobrenadante y se dejó secar la pastilla formada para después resuspenderla 

en 200 µl de la solución de lisis I (Glucosa 50 mM, Tris-Cl 25 mM ph 8.0, EDTA 

10 mM ph 8.0). Se adicionaron 400 µl de la solución de lisis II (0.2 N NaOH, 1% 

SDS), la cual se preparó al momento para ser utilizada fresca, se agregaron 

300 µl de la solución III (Acetato glacial 5 M, acetato potásico 5 M) y se 

mezclaron suavemente. Después de 5 min se centrifugó  a 11,200 g durante 5 

min. Se recuperó el sobrenadante y se le adicionaron 10 µg/ml de ARNasa, se 

incubó a 37 °C durante 2 h. Se agregó un volumen igual de fenol: cloroformo: 

alcohol isoamilico (25:24:1), se mezcló fuertemente hasta obtener una emulsión 

y se centrifugó a 11,200 g durante 5 min a 4 °C. Se recuperó la fase acuosa y 

se adicionó un volumen igual de isopropanol para precipitar el ADN dejando 10 

min a temperatura ambiente. Se centrifugó a 11,200 g por 5 min a 4 °C. Se 

descartó el sobrenadante y se resuspendió la pastilla formada en 1 ml de 

etanol al 70%, se volvió a centrifugar a 11,200 g por 5 min a 4 °C, se retiró el 

sobrenadante, se dejó secar a temperatura ambiente y finalmente se 

resuspendió el ADN en 50 µl de TE (10 mM Tris-Cl pH8.0, 1 mM EDTA pH8.0). 

 

 

5. Análisis de ADN por Electroforesis.  

 

 Se prepararon geles de agarosa al 1% con TBE 0.5X (0.045 M Tris-

Borato, 1mM EDTA pH 8.0) calentando a ebullición para disolver la agarosa, se 

dejó enfriar y después se vaciaron aproximadamente 20 ml en una cámara de 

electroforesis, colocando un peine especial para la formación de los pozos, se 

dejó enfriar para que la agarosa solidificara y se cubrió el gel con TBE 0.5X 
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(0.045 M Tris-Borato, 1mM EDTA pH 8.0). A las muestras de ADN se les 

adicionó buffer de corrida (azul de bromofenol 0.25%, glicerol 30% y xilencianol 

0.25%), para después ser colocadas en los pozos correspondientes, la cámara 

se sometió a una corriente de 100 V y el ADN se dejo correr por 40 min. 

Posteriormente el gel fue teñido con bromuro de etidio y la imagen se registró 

con una cámara digital Kodak EDAS 290, utilizando un transluminador de luz 

UV.    

 

 

6. Construcciones de los Vectores pEGFP-N1-LYT1.  

 

Con el propósito de determinar la localización tanto de la secuencia señal 

como de la secuencia nuclear de LYT1, su secuencia codificante se fusionó a 

la secuencia de la proteína verde fluorescente. Para lo cual se amplificó la 

secuencia de LYT1 por PCR en tres diferentes variantes: 1) LYT1s+ n: a partir 

del primer ATG en la posición +1, que contiene tanto la posible secuencia señal 

(SS), como la posible secuencia con localización nuclear (SLN), 2) LYT1s: a 

partir del primer ATG y con una mutación en el segundo ATG para asegurarnos 

que no se produzcan dos proteínas como resultado del trans-splicing 

alternativo de sus transcritos y se obtenga únicamente la proteína conteniendo 

la SS en su amino terminal y 3) LYT1n: a partir del segundo ATG de la posición 

+85 y por lo tanto conteniendo únicamente la posible SLN. Se empleó el 

plásmido comercial pEGFP-N1 (4.7 Kb) de Clontech® para fusionar la 

secuencia de LYT1 en sus diferentes variantes con la secuencia que codifica 

para la proteína verde fluorescente EGFP, como se describe a continuación 

(Figura 12) (Tabla 3). 

 

 

   Tlaba 3. Plásmidos pEGFP-N1-LYT1(s+n, s y n) 

NOMBRE TAMAÑO PROTEINA REFERENCIA 

pEGFP-N1 4,700 pb EGFP CLONTECH® 

pEGFP-N1-LYT1s+n 6,359 pb LYT1s+n-EGFP Este estudio 

pEGFP-N1-LYT1s 6,359 pb LYT1s-EGFP Este estudio 

pEGFP-N1-LYT1n 6,275 pb LYT1n-EGFP Este estudio 
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Figura 12. Diagramas de las Construcciones pTREXn-LYT1s+n-EGFP, 

pTREXn-LYT1s-EGFP, pTREXn-LYT1n-EGFP y pTREXn-EGFP, así como 

de los Productos Obtenidos de LYT1 Fusionados a EGFP.  
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6.1 LYT1s+n. 

 

 La secuencia completa de LYT1 fue amplificada por PCR a partir del 

primer codón de inicio de la traducción (ATG) con los oligonucleótidos: LYT-11 

S (sentido) conteniendo un sitio de corte EcoRI en el extremo 5´, y LYT-17 AS 

(antisentido) conteniendo un sitio de corte KpnI en el extremo 3´. Tanto el 

producto de PCR como el ADN del vector pEGFP-N1 fueron digeridos con las 

enzimas de restricción EcoRI y KpnI, para posteriormente purificarlos y ligarlos 

dando origen a la construcción pEGFP-N1-LYT1s+n (Tabla 4) (Figura 13).  

 

 

 6.2 LYT1s. 

  

 En este caso se realizaron dos reacciones de PCR. La primera 

amplificación por PCR se realizó a partir del segundo codón de inicio de la 

traducción (ATG), en donde el oligonucleótido sentido LYT-13 S contiene una 

mutación en la que se sustituye G por C del ATG. Como  oligonucleótido 

antisentido se utilizó LYT-17 AS conteniendo los últimos nucleótidos de la 

secuencia codificante de LYT1, eliminando el codón de paro para permitir la 

correcta fusión con la secuencia de EGFP  (Tabla 4) (Figura 14).  

 

 Una vez obtenido el primer producto de PCR, éste fue empleado como 

templado para realizar una segunda reacción de PCR para amplificar LYT1 a 

partir del primer codón de inicio de la traducción (ATG) conteniendo la posible 

SS. Se emplearon los oligonucleótidos LYT-14 S (sentido) con un sitio de corte 

HindIII en el extremo 5´, y LYT-17 AS (antisentido) con un sitio de corte KpnI 

en el extremo 3´.  

 

 Tanto el producto de PCR como el ADN del vector pEGFP-N1 fueron 

digeridos con las enzimas de restricción HindIII y KpnI, para posteriormente 

purificarlos y ligarlos, dando origen a la construcción pEGFP-N1-LYT1s  (Tabla 

4) (Figura 15). 
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Tabla 4. Oligonucleótidos 

 

  NOMBRE SECUENCIA CARACTERÍSTICAS 

LYT-11 A GCG GAA TTC ATG CGG AAG AAA GCC GCA GC Oligonucleótido sentido de 29 pb. Del 

nucleótido 4 al 9 contiene un sitio de 

corte para HindIII. Del nucleótido 10 al 

29 contiene del sitio +1 al +20 de la 

secuencia codificante de LYT1 alelo b 

(Genebank AF320626).                              

 

LYT-12 S 

 

GGG CAA AGC TTT CTA GAA TGG GAC GTG CCG 

GCC CCC G 

Oligonucleótido sentido de 37 pb. Del 

nucleótido 6 al 11 contiene un sitio de 

corte para HindIII. Del nucleótido 18 al 

37 contiene del sitio +1 al +20 de la 

secuencia codificante de LYT1 alelo b 

(Genebank AF320626). 

 

LYT-13 S 

 

GTA GCA CCC ACA GCA GAC ACA CGG CCG ACG 

TGC CGC GGG GCT GCC ATT GCG AAT AAC TTT 

ATC GGA CGA CGT G 

Oligonucleótido sentido de 73 pb. En el 

nucleótido 63 contiene una mutación 

puntual en la que se sustituye G por C 

del 2º ATG, nucleótido +85 de la 

secuencia codificantes de LYT1 

(Genebank AF320626). 

 

LYT-14 S 

 

GGG CAA AGC TTT CTA GAA TGC GGA AGA AAG 

CCG CAG CAT TAG TAG CAC CCA CAG CAG ACA C 

Oligonucleótido sentido de 61 pb. Del 

nucleótido  6 al 11 contiene un sitio de 

corte HindIII. Del nucleótido 18 al 61 

contiene el sitio +1 al +44 de la 

secuencia codificante de LYT1 alelo b 

(Genebank AF320626). 

 

LYT-17 AS 

 

GGG GTA CCC CAT CAG CTG CCA GCA TGT TTT C 

Oligonucleótido antsentido de 31 pb. Del 

nucleótido 3 al 6 contiene un sitio de 

corte KpnI en el extremo 3´. 

 
Se utilizó como templado ADN de PBS 4.3 Kb-LYT1 alelo b 
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                  Figura 13. Esquema del Vector pEGFP-N1-LYT1s+n. 

 

 

 

 

                           

 

        Figura 14. Esquema del Producto de la Primera Reacción de 

          PCR de LYT1s. 

 

 

EcoRI
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       Figura 15. Esquema del Producto de la Segunda Reacción de 

 PCR de LYT1s y del Vector pEGFP-N1-LYT1s. 

  

 

6.3 LYT1n. 

 

 La secuencia de LYT1 fue amplificada por PCR a partir del segundo 

codón de inicio de la traducción (ATG) conteniendo la posible SLN. Se 

emplearon los oligonucleótidos LYT-12 S (sentido) con un sitio de corte HindIII 

en el extremo 5´ y LYT-17 AS (antisentido) con un sitio de corte KpnI en el 

extremo 3´. Tanto el producto de PCR como el ADN del vector pEGFP-N1 

fueron digeridos con las enzimas de restricción HindIII y KpnI, y posteriormente 

purificados y ligados para dar origen a la construcción pEGFP-N1-LYT1n  

(Tabla 4) (Figura 16). 
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 Figura 16. Esquema del Vector pEGFP-N1-LYT1n. 

 

                  

7.  PCR. 

 

La secuencia completa de LYT1 puede consultarse en el GenBank 

(www.pubmed.com) con los códigos AF263616 y AF320626 para los alelos 

LYT1a y LYT1b respectivamente, cuyo marco de lectura abierto es de 1,659 pb 

que codifica para una proteína de 552 aa (Manning-Cela et al., 2001). La 

secuencia LYT1b (Anexo I) fue amplificada de acuerdo a las construcciones 

correspondientes utilizando 10 ng de ADN de LYT1, 1 ng de cada uno de los 

oligonucleótidos, 1.25 mM de dNTPs, buffer Taq Herculasa 1X, enzima 

Herculasa (Stratagen) y agua inyectable estéril, para un volumen final de 50 µl. 

Se emplearon las siguientes condiciones de reacción (Figura 17): 
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        1 ciclo         30 ciclos    1 ciclo 
 
         95°C      95°C 
        1 min      1 min                  72°C 72°C 
              60°C       3 min 7 min 
         
              1 min 
 
   

Figura 17. Condiciones para la Amplificación de LYT1 por PCR para 
la Construcción de los Vectores Requeridos.                                                 

 

 

8.  Digestión con Enzimas de Restricción. 

 

 Para verificar la correcta amplificación del ADN se sometió a análisis por 

electroforesis en gel de agarosa al 1%, 5 µl de cada uno de los productos 

obtenidos. Una vez comprobado que el producto de PCR fuera del peso 

molecular esperado (inserto) y que el ADN del plasmido (vector) no estuviera 

degradado se procedió a digerirlos con las enzimas correspondientes, para 

linearizar al vector y generar extremos cohesivos tanto en el inserto como en el 

vector realizando la siguiente reacción de restricción y dejando incubar a 37 °C 

durante toda la noche (Tabla 5). 

 

 

Tabla 5. Mezcla de Reacción para Digestión con Enzimas de Restricción. 

 

 

Tipo de ADN 

Inserto

LYT1s+n 

Inserto

LYT1s 

Inserto

LYT1n 

Vector 

pEGFP-N1 

ADN 3 µl 3 µl 3 µl 3 µl 

Buffer 2 10X _____ 3 µl 3 µl 3 µl 

Buffer EcoR1 10X 3 µl _____ _____ ______ 

BSA 10X 3 µl 3 µl 3 µl 3 µl 

EcoR1 0.5 µl _____ ______ ______ 

HindIII _____ 0.5 µl 0.5 µl 0.5 µl 

KpnI 0.5 µl 0.5 µl 0.5 µl 0.5 µl 

H2O MiliQ 20 µl 20 µl 20 µl 20 µl 

Total 30 µl 30 µl 30 µl 30 µl 
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9.  Purificación del ADN.  

  

 Se corrieron 5 µl de la reacción de digestión en un gel de agarosa al 1% 

con TBE 0.5X (0.045 M Tris-Borato, 1mM EDTA pH 8.0) y se tiñó con bromuro 

de etidio para visualizar el ADN y comprobar que se obtuvo su digestión total. 

El resto de la reacción, 25 µl, se corrieron en otro gel para después cortar la 

banda correspondiente, y colocarla en los tubos del KIT Ultrafree®-DA 

(Millipore); y se centrifugó por 1 min a 11,200 g para la obtención del ADN 

purificado. 

 

 

10.  Ligación.  

 

 Para llevar a cabo la reacción de ligación, que consiste en que el 

producto de PCR se inserte entre los sitios de restricción de las enzimas 

correspondientes (EcoRI/KpnI ó HindIII/KpnI) del vector pEGFP-N1, se realizó 

la siguiente reacción de ligación y se dejó incubando a 16° C toda la noche 

(Tabla 6). 

 

 

Tabla 6.  Reacción de Ligación con una Relación Inserto: Vector de 1:5 

para las Contrucciones pEGFP-N1-LYT1 

 

Inserto 10 µl (1 µg) 

Vector 2 µl (200ng) 

Buffer ligasa 10X 2 µl 

Enzima T4 ligasa 1 µl 

H2O MiliQ 5 µl 

Total 20 µl 
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11.  Células Calcio Competentes. 

 

 Las bacterias DH5α fueron tratadas con CaCl2 (bacterias calcio 

competentes), para facilitar que el ADN pasara a través de su membrana. En 

20 ml de medio TYM (triptona, extracto de levadura y maltosa) contenidos en 

un matraz de 250 ml, se creció un cultivo de bacterias obtenidas de un cultivo 

fresco recién resembrado en LB agar sólido, se incubó toda la noche a 37° C 

en agitación a 250 rpm; de este cultivo se tomaron 2 ml, colocándolos en otro 

matraz de 250 ml, se dejó crecer en agitación a 37° C hasta obtener una 

densidad óptica de 0.5-0.8 nm. Se agregó medio TYM (triptona, extracto de 

levadura y maltosa) hasta alcanzar un volumen final de 500 ml y se dejó crecer 

hasta obtener una densidad óptica de 0.6 nm. El cultivo se enfrió en hielo por 5 

min. Las células se centrifugaron para su empastillado a 4,000 rpm por 15 min 

a 4° C en un rotor GSA y en una centrífuga Sorvall, se desechó el 

sobrenadante y se resuspendió suavemente en 33 ml de buffer TFBI (30 mM 

acetato de potasio, 100 mM RbCl2, 10 mM CaCl2, 50 mM Mn Cl2, 15% de 

glicerol H2O a pH5.8), se incubó 5 min en hielo y se centrifugó a 2, 500 rpm 

durante 8 min a 4° C en un rotor GSA, se retiró el sobrenadante y las células 

fueron resuspendidas en 4 ml de buffer TFBII (10 mM MOPS, 75 mM CaCl2, 10 

mM RbCl2, 15% glicerol a pH6.5). Las células se incubaron por 15 min en hielo 

y se congelaron rápidamente en hielo seco en alícuotas de 100 µl para 

posteriormente almacenarlas en una ultracongeladora a -70° C hasta ser 

utilizadas. 

 

 

12. Transformación Bacteriana. 

 

 Se realizó la transformación con cada uno de los tres diferentes tipos de 

ligaciones, colocando un tubo de vidrio con tapa para cada transformación, los 

cuales se preenfriaron en hielo por 5 min, después se colocaron 25 ng del 

ADN, se mezcló suavemente con 100 µl de solución fría TFBII (10 mM MOPS, 

75 mM CaCl2, 10 mM RbCl2, 15% glicerol a pH6.5), se adicionaron 50 µl de 

células calcio competentes DH5α, lo cual se debe realizar en un cuarto frío y 
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sin que las bacterias toquen las paredes del tubo de vidrio. La mezcla se dejó 

incubar a 4° C por 20 min, sin mover. Posteriormente se les aplicó un choque 

térmico de 42° C durante 1:30 min exactos. Las células transformadas se 

enfríaron en hielo por 2 min para después ser colocadas a temperatura 

ambiente durante 5 min, se agregó 1 ml de LB (Luria-Bertoni) y se incubó a 30° 

C en agitación durante 1 h. Del total del cultivo se tomaron 300 µl para plaquear 

en una caja de petri con LB  (Luria-Bertoni) agar, conteniendo ampicilina en 

una concentración de 100 µg/ml, y se incubó a 30° C hasta observar el 

crecimiento de colonias, que es alrededor de 16 h. Las colonias que crecieron 

fueron colonias positivas conteniendo el plásmido de interés y por ello 

resistencia al antibiótico, lo cual se comprobó con la extracción de ADN por 

STET y su digestión con enzimas de restricción. 

 

 

13.  Extracción de ADN por STET. 

 

 De las colonias resistentes al antibiótico de selección, se tomaron algunas 

para inocularlas en 5 ml de medio LB (Luria-Bertoni) conteniendo 100 µg/ml de 

ampicilina y se incubaron en agitación a 30 °C durante toda la noche. Se tomó 

1.5 ml del cultivo y se centrifugó a 11,200 g por 1 min para obtener una pastilla 

de bacterias, la cual fue resuspendida en 350 µl de solución STET (10 mM Tris-

Cl a pH8, 0.1 M NaCl, 1mM EDTA a PH8, 5% (v/v) Tritón X-100), se mezcló en 

vortex y se agregaron 25 µl de lisozima (10 mg/ml) recién preparada. Los tubos 

se colocaron en agua hirviendo durante 40 seg exactos.  

 

 Posteriormente se incubó a temperatura ambiente. Se mezcló y se 

microcentrifugó a 11,200 g por 10 min a temperatura ambiente y se recupero el 

sobrenadante en otro tubo, adicionando 40 µl de acetato de sodio 2.5 mM más 

420 µl de isopropanol, incubando por 10 min a temperatura ambiente. Se 

centrifugó a 11,200 g por 5 min a 4° C, se descartó el sobrenadante y se dejó 

secar la pastilla formada, después se agregó 1 ml de etanol al 70%, se 

microcentrifugó nuevamente a 11,200 g durante 5 min a 4° C, y se retiró el 

sobrenadante. 
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 Posteriormente se dejó secar a temperatura ambiente y finalmente se 

resuspendió en 25 µl de TE (10 mM Tris-Cl ph8.0, 1 mM EDTA pH8.0). El ADN 

obtenido se corrió en un gel de agarosa al 1% con TBE 0.5X (4.5 mM Tris-

Borato, 0.1mM EDTA pH 8.0) y se tiñó con bromuro de etidio para visualizar el 

ADN en un transluminador de luz UV. 

 

 

14.  Comprobación de las Clonas Positivas por Mapas de Restricción. 

 

 Para comprobar que las clonas fueran realmente positivas, el ADN 

obtenido en la extracción por STET (10 mM Tris-Cl a pH8, 0.1 M NaCl, 1mM 

EDTA a pH 8.0 5% (v/v) Tritón X-100), se digirió con las enzimas de restricción 

correspondientes (EcoRI ó HindIII/KpnI) para liberar el inserto de cada una de 

las contrucciones (LYT1s+n, LYT1s y LYT1n). Posteriormente el ADN digerido 

se corrió y visualizó en un gel de agarosa al 1% con TBE 0.5X (0.045 M Tris-

Borato, 1mM EDTA pH 8.0), teñido con bromuro de etidio, a través de un 

transluminador de luz UV. 

 

 

15.  Subclonación de LYT1(s+n, s y n)-EGFP en el Vector pTREXn. 

 

 Para poder observar en el parásito la localización de LYT1 fusionada a la 

proteína verde fluorescente LYT1(s+n, s y n)-EGFP, fue necesario subclonar 

los diferentes insertos quiméricos en el vector de expresión específico para T. 

cruzi pTREXn (Vázquez y Levin, 1999), el cual dirige la expresión del gen 

exógeno bajo un promotor homólogo ribosomal y permite la selección estable 

de los parásitos transfectados con Geneticina (G418) (Tabla. 7).  
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     Tlaba 7. Plásmidos pTREXn-LYT1(s+n, s y n)-EGFP 

       

 

16.  Análisis por Mapas de Restricción de pTREXn-LYT1(s+n, s y n)-

EGFP. 

 

 Una vez que las secuencia de LYT1(s+n, s y n) fueron fusionadas a la 

secuencia que codifica para la proteína verde fluorescente (EGFP) en las 

construcciones pEGFP-N1-LYT1(s+n, s y n), se realizó la digestión de estos 

ADNs con las enzimas de restricción correspondientes (EcoRI/NotI y 

HindIII/NotI) para liberar el inserto LYT1(s+n, s y n)-EGFP, el cual, se purificó y 

se ligó al vector pTREXn-EGFP (7,062 pb), digerido previamente con las 

mismas enzimas de restricción para liberar a la proteína EGFP (720 pb) y dejar 

los extremos cohesivos para permitir la ligación de los insertos, de la misma 

forma descrita anteriormente (Tabla 8) (Figura 18).  

 

 

Tabla 8. Mezcla de Reacción para Digestión con Enzimas de Restricción 

NOMBRE TAMAÑO PROTEINA REFERENCIA 

pTREXn 7, 062 pb ------------ Vázquez y Levin, 1999 

pTREXn-LYT1s+n-EGFP 8,721 pb LYT1s+n-EGFP Este estudio 

pTREXn-LYT1s-EGFP 8,721 pb LYT1s-EGFP Este estudio 

pTREXn-LYT1n-EGFP 8,637 pb LYT1n-EGFP Este estudio 

  

Tipo de vector 

pTREXn-

LYT1s+n-EGFP 

pTREXn-

LYT1s-EGFP 

pTREXn-

LYT1n-EGFP 

pTREXn-

EGFP 

ADN 3 µl 3 µl 3 µl 3 µl 

Buffer 2 10X _____ 3 µl 3 µl 3 µl 

Buffer EcoR1 10X 3 µl _____ _____ ______ 

BSA 10X 3 µl 3 µl 3 µl 3 µl 

EcoR1 0.5 µl _____ ______ ______ 

HindIII _____ 0.5 µl 0.5 µl 0.5 µl 

NotI 0.5 µl 0.5 µl 0.5 µl 0.5 µl 

H2O MiliQ 20 µl 20 µl 20 µl 20 µl 

Total 30 µl 30 µl 30 µl 30 µl 
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Figura 18. Esquema de las Tres Diferentes Construcciones 

pTREXn-LYT1(s+n, s y n)-EGFP.  

 

 

Una vez obtenidos los insertos LYT-EGFP en sus tres diferentes 

variantes, y digerido el plásmido pTREXn con las enzimas 

correspondientes, se realizaron los procesos de purificación, ligación 

del ADN, transformación de las bacterias y la comprobación de  clonas 

positivas por extracción de ADN por STET y digestión con enzimas de 

restricción, del mismo modo en que se describe para las 

construcciones pEGFP-N1-LYT1.  
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17.  Extracción de ADN por Cloruro de Cesio (ClCs). 

 

Una vez obtenida la subclonación de LYT1-EGFP en pTREXn, se 

procedió a extraer ADN de las tres diferentes construcciones por medio de 

ClCs y bromuro de etidio, procedimiento que se utiliza para extraer gran 

cantidad de ADN con un alto grado de pureza, además de permitir la 

separación del ADN circular del ADN cortado de una sola cadena. Primero se 

inocula una colonia positiva en 20 ml de LB (Luria-Bertoni) conteniendo 

ampicilina (100 µg/ml), se deja incubar a 30° C durante 8 h en agitación. 

Después, se tomaron 5 ml de este cultivo y se colocaron en un matraz de 1 litro 

con 500 µl de medio LB (Luria-Bertoni) conteniendo ampicilina (100 µg/ml) y se 

dejó incubar toda la noche a 30° C en agitación. Posteriormente, se centrifugó 

el cultivo a 10,500 g durante 10 min a 4° C, desechando el sobrenadante y 

resuspendiendo la pastilla obtenida en 4 ml de solución TS (Tris-Cl 50 mM, 

sucrosa al 25%, ajustada a 500 ml), luego se agregaron 4 ml de solución ELT 

(EDTA 100 mM, lisozima 2 mg/ml, Tritón X-100 0.1% ajustada a 200 ml) y se 

incubó a 70 °C por 10 min exactos. Se ultracentrifugó a 40,000 rpm en un rotor 

SW 40Ti durante 20 min a 4° C y se recuperó el sobrenadante en un tubo 

Corex de 30 ml.  

 

Se agregó un volumen igual de solución PEG-NaCl, se mezcló por 

inmersión y se dejó incubando 30 min a temperatura ambiente. Se 

ultracentrifugó a 70,000 rpm por 10 min a 4° C en un rotor SS, se desecho el 

sobrenadante y se resuspendio la pastilla en 3 ml de TE (10 mM Tris-Cl ph8.0, 

1 mM EDTA ph8.0), se adicionaron 25 µl de ARNsa (5 µg/ml) y se incubó a 37° 

C por 4 h.Posteriormente se adicionaron 4 g de ClCs más 500 µl de bromuro de 

etidio (5 mg/ml). Se ultra centrifugó a 90,000 rpm por 4 h a 20° C en un rotor 

NVT90. Con ayuda de luz UV se observó la banda formada por el ADN circular, 

el cual se recuperó con una aguja y jeringa para posteriormente pasarlo a tubos 

Falcon donde se adicionó un volumen igual de isopropanol y, centrifugando a 

10,500 g durante 1 min para quitar el bromuro de etidio, paso que se repitió 3 

veces; luego se agregaron 3 volúmenes de etanol al 70% y se dejó a -20° C 

toda la noche. Se centrifugó la muestra a 10,500 g durante 30 min a 4° C.  
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Se resuspendió en 200 µl de TE (10 mM Tris-Cl ph8.0, 1 mM EDTA 

ph8.0) en condiciones estériles y se extrajo el ADN con un volumen de fenol: 

cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1). Se mezcló en el vortex y después se 

centrifugó a 11,200 g durante 1 min, recuperando la fase acuosa. Se agregó 

1/10 volúmenes de acetato de sodio 2.5 M más 2.5 volúmenes de etanol 

absoluto y se dejó a -70° C por 20 min. Finalmente, se lavó con etanol al 70%, 

centrifugando a 11,200 g por 10 min, a 4° C, se dejó secar a temperatura 

ambiente y se resuspendió en 50 µl de TE (10 mM Tris-Cl pH8.0, 1 mM EDTA 

pH8.0). 

 

 

18.  Cuantificación del ADN. 

 

Para cuantificar la cantidad de ADN se utilizó espectrofotometría, 

determinando la densidad óptica (DO) de cada muestra a una longitud de onda 

de 260 nm y a 280 nm. Una DO corresponde a 50 µg/ml de ADN de doble 

cadena, 40 µg/ml de ADN de cadena sencilla y 20 µg/ml para oligonucleótidos 

de cadena sencilla. La relación de las lecturas de 260 nm/280 nm = 1.8 indica 

que el ADN es puro. Las muestras de ADN se diluyeron 1:1000 µl con agua y 

se realizó la lectura en una cubeta de cuarzo. La densidad óptica se leyó en un 

espectrofotómetro UV/VIS Beckman a las longitudes de onda de 260 nm y 280 

nm. 

 

 

19.  Secuenciación de pTREXn-LYT1(s+n, s y n)-EGFP. 

 

 Se llevó a cabo la secuenciación automática de cada una de las 

construcciones obtenidas para verificar que la secuencia de los insertos fuera 

la correcta LYT(s+n, s y n), empleando el oligo antisentido POR-2. Además, se 

secuenciaron las construcciones para verificar que cada una de las secuencias 

de LYT1(s+n, s y n) fueran correctas y que se encontraran en fase con la 

secuencia del gene que codifica para la proteína EGFP, de acuerdo al siguiente 

protocolo para la extracción de ADN utilizando el oligo antisentido EGFP-AS.  
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Cada clona fue crecida en 5 ml de medio LB suplementado con ampicilina 

(100 µg/ml), a 2000 rpm, de 20 a 24 h. El cultivo se centrifugó a 9,700 g por 5 

min, se decantó el sobrenadante y la pastilla fue resuspendida en 200 µl de 

buffer P1 (50 mM Tris-HCl pH 7.4, 10 mM EDTA pH 8) y transferida a un tubo 

eppendorf. Posteriormente se agregaron 300 µl de buffer P2 (0.2 M NaOH, 1% 

SDS) recién preparado y 300 µl de buffer P3 (29.4 g de acetato de potasio, 

11.5 ml de ácido acético glacial y aforado a 100 ml de H2O). La muestra fue 

microcentrifugada por 15 min a 12,000 rpm a temperatura ambiente, se 

recuperó el sobrenadante y se trató con 3 µl de ARNasa (10 mg/ml) durante 3 h 

a 37° C.  

 

Para eliminar las proteínas presentes en la muestra, se trató el 

sobrenadante con un volumen igual de fenol: cloroformo: alcohol isoamílico, a 

una proporción 25:24:1, con pH 8.0, se microcentrifugó por 10 min a 12,000 

rpm a temperatura ambiente, se transfirió la fase acuosa a un nuevo tubo y se 

precipitó el ADN con volumen igual de isopropanol frío. La muestra se 

microcentrifugó por 5 min a 12,000 rpm a temperatura ambiente, se decantó el 

sobrenadante y se lavó la pastilla con 300 µl de etanol frío al 70%. Nuevamente 

la muestra se microcentrifugó durante 5 min a 12,000 rpm a temperatura 

ambiente y la pastilla se resuspendió en 40 µl de agua. Se agregaron 6.4 µl de 

NaCl 5 M, 40 µl de PEG y 120 µl de etanol frío al 95%, y se incubaron las 

muestras por 20 min en hielo.  

 

Se recuperó el ADN microcentrifugando por 20 min a 12,000 rpm a 

temperatura ambiente y se retiró el sobrenadante lavando la pastilla con 300 µl 

de etanol frío al 70%, y después de microcentrifugar 5 min a 12,000 rpm a 

temperatura ambiente, se eliminó el sobrenadante y la pastilla seca fue 

resuspendida en 40 µl de agua. 
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 20. Transfección de Epimastigotes por Electroporación. 

  

 3X108 de epimastigotes de T. cruzi fueron lavados en 10 ml de medio LIT 

no complementado, preenfriado, centrifugando a 800 g durante 10 min. 

Posteriormente, fueron resuspendidos en 350 µl de medio LIT sin 

complementar, y se colocaron en cubetas de electroporación (BTX 2 mm) 

preenfriadas. Se le adicionaron 40 μl con una concentración de 100 μg del ADN 

del plásmido purificado por el procedimiento de Cluoruro de Cesio.  

 

 Los parásitos fueron transfectados con el electroporador BTX ECM 830 

aplicando una descarga eléctrica de 300 V, de 12 ms, y se dejaron reposar 5 

min a temperatura ambiente. Los epimastigotes fueron resuspendidos en 10 ml 

de medio LIT (Liver Infusion Tryptose) (Camargo, 1964) complementado con 

10% de suero fetal bovino (SFB) (Gibco®  No. Cat. 12318-028), 0.5% de 

penicilina/ estreptomicina (Gibco® ® No. Cat. 15140-122), y 1% de hemina (5 

mg/ml), e incubados a 28° C durante 24 h. Posteriormente se puso un cultivo a 

una dilución 1:5 en medio LIT conteniendo 500 μg/ml de G418. Después de 48 

h, se colocó otro cultivo a una dilución 1:5 en el mismo medio. Después de 7-10 

días de incubación, los parásitos transfectados no resistentes dejan de dividirse 

por completo. Los parásitos que sobreviven a la selección, fueron incubados en 

la presencia de presión selectiva por otros 7 días.  

 

 

21. Obtención de Clonas de Parásitos Resistentes a G418. 

 

Los parásitos trasfectados resistentes al antibiótico de selección (500 

g/ml de G418) en fase de crecimiento logarítmica y expresando la proteína de 

fusión LYT(s+n, s y n)-EGFP, fueron clonados en el FACS (de las siglas en 

inglés: Fluorescence Activated Cell Sorting) en cajas de 96 pozos, con 100 µl 

en cada pozo de medio LIT (Liver Infusion Tryptose) (Camargo, 1964) 

complementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) (Gibco®  No. Cat. 12318-

028), 0.5% de penicilina/ estreptomicina (Gibco®  No. Cat. 15140-122), y 1% 

de hemina (5 mg/ml).  
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Se verificó la presencia de los parásitos fluorescentes con la ayuda del 

microscopio invertido de fluorescencia. Las placas de cultivo se mantuvieron en 

una cámara húmeda a 28° C durante 14 días, monitoreando el crecimiento de 

los parásitos. Transcurrido este tiempo, se seleccionaron aquellos pozos en 

donde se observó una colonia de parásitos fluorescentes y se cultivaron 

extendiéndolas a un volumen de 200 µl, 500 µl, 1 ml, 2 ml y hasta 5 ml de 

medio LIT (Liver Infusion Tryptose) (Camargo, 1964) complementado con 10% 

de suero fetal bovino (SFB) (Gibco®  No. Cat. 12318-028), 0.5% de penicilina/ 

estreptomicina (Gibco®  No. Cat. 15140-122) y 1% de hemina (5 mg/ml), 

incubando a 28° C en tubos falcón de 15 ml para mantenerlas en fase de 

crecimiento logarítmica, para lo cual se contarán los parásitos y se 

resembrarán constantemente hasta obtener poblaciones más grandes en 

cuanto al número de parásitos de cada clona obtenida. 

 

 

  22. Obtención de Extractos Protéicos Totales (EPT) de T. cruzi. 

 

Se cosecharon 1X108 epimastigotes de la cepa CL-Brener tipo silvestre 

(WT-wilde type), así como de parásitos transfectados establemente con 

pTREXn-EFGP, pTREXn-LYT1s+n-EFGP, pTREXn-LYT1s-EFGP y pTREXn-

LYT1n-EFGP. Se lavaron tres veces con 1 ml de PBS 1X, a pH 7.2, a 4° C, se 

centrifugaron a 3,200 g, a 4° C, por 5 min, La pastilla obtenida fue 

resuspendida en 500 µl de buffer de lisis A (Tris-HCl 50 mM pH7.8, Nonidet 40 

1% (Np40), EDTA 5 mM, SDS 1%), 100 µl de la mezcla de inhibidores de 

proteasas Complete® (ROCHE) y 15 µl de ZnCl2 100 mM.   

 

Se incubó a 4° C durante 20 min y se sonicaron 3 veces por 1 min, con 

intervalos de 10 seg, a una amplitud de 40 % (8 watts) en un sonicador Sonics 

and Materials INC. Se microcentrifugaron a 14,000 g por 10 minutos 

recuperándose al final el sobrenadante.  Finalmente se cuantificó por el método 

de Lowry y se verificó mediante geles de SDS-PAGE al 12 % teñidos con azul 

de Coomasie.   
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23. Análisis de la Expresión de las Proteínas Quiméricas LYT1(s+n, 

s y n)-EGFP en los Parásitos Knock-in por Western blot. 

 

Una vez cuantificados los EPT obtenidos para cada línea de parásitos, 

se  mezcló la cantidad equivalente a 10 µg con buffer Laemli 1X (62.5 mM Tris, 

pH 6.8, 10% glycerol, 3% SDS, 5% β-mercaptoethanol) (Laemmli, 1970), se 

hirvió cada muestra durante 5 min y se cargaron en geles SDS-PAGE al 4%, 

hasta lograr una adecuada separación de las bandas de 75 y 100 KDa del 

marcador de peso molecular (BIO-RAD #cat: 161-0374).  A continuación, se 

electrotransfirieron a membranas de nitrocelulosa con 100 V por una hora.  

Posteriormente se verificó la eficiencia de transferencia tiñendo la membrana 

con rojo Ponceau (Sigma cat: P-7170) y se destiñeron con PBS 1X (NaCl 0.14 

M, KCL 2.7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1.8 mM). Una vez hecha la 

comprobación, se bloqueó la membrana con PBS1X-Leche (Svelty) al 6% 

durante 1 h. 

 

 A continuación se descartó la solución de bloqueo y se incubó la 

membrana con el anticuerpo primario -GFP IgG2a producido en ratón (SANTA 

CRUZ BIOTECHNOLOGY # cat. GFP B-2 sc-9996), a una dilución 1:1000 

preparada en PBS1X-Leche (Svelty) al 6% durante 1 h. Posteriormente se 

realizaron 3 lavados a la membrana con 5 ml de PBS 1X durante 10 min, 5 ml 

de PBS 1X–Tween-20 0.05%, 5 ml de PBS 1X por 10 min. Después, se incubó 

la membrana con el anticuerpo secundario -mouse IgG (H+L) conjugado con 

peroxidasa producido en cabra (ZYMED LABORATORIES # cat. 81-6520), a 

una dilución 1:5000 preparada en PBS1X-Leche (Svelty) al 6% durante 1 h.  

 

Posteriormente, se realizaron 3 lavados a la membrana con 5 ml de PBS 

1X por 10 min, 5 ml de PBS 1X–Tween-20 0.05%, 5 ml de PBS 1X por 10 min. 

La membrana se reveló mediante quimioluminiscencia utilizando el reactivo 

ECL (Amersham cat: RPN2106) como sustrato de la peroxidasa. El resultado 

fue visualizado para determinar los pesos moleculares de las proteínas. 
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 24. Determinación de la Localización de las Proteínas Quiméricas 

por Epifluorescencia. 

 

 De los parásitos transfectantes estables resistentes a G418 se tomaron 

4X106, se lavaron con PBS centrifugando 800 g durante 6 min y se 

resuspendieron en 500 µl de paraformaldehido al 4%. Se tomaron 10 µl de 

cada tipo de parásito para aplicarlos en áreas delimitadas con lápiz graso en la 

superficie de laminillas siliconizadas (Silane-pep™ slides Sigma Diagnostics). 

Las gotas con los parásitos se dejaron secar en condiciones húmedas a 

temperatura ambiente durante 30 min. Las muestras se lavaron en agitación 

con PBS 1X pre-enfriado, para posteriormente permeabilizarlas con metanol 

absoluto durante 10 min. Se lavaron nuevamente en agitación con PBS y 

después, se adicionaron 15 µl de DAPI (4´,6-diamidino-2-phenylindole 

dihydrochloride) (Moleculars Probes™ Invitrogen detection technologies) para 

teñir los ácidos nucleícos, a una dilución de 1:1000  durante 5 min. Por último 

se lavó la laminilla con PBS 1X y se dejó secar a temperatura ambiente. Se 

adicionó Arvitol para la fijación de las preparaciones con un cubreobjetos.  

 

 Los parásitos se observaron al microscopio de epifluorescencia marca 

Olympus BX41, equipado con un objetivo 60X / 1.25 oil Iris Ph3 UPlan FL N, 

las imágenes se capturaron con una cámara Evolution VF Fast Cooled Color 

Media Cybernetics y se analizaron con el programa Image-Pro Plus V 6.0 

Media Cybernetics. También fueron analizados por fluorescencia confocal, 

usando un microscopio Leica microsystems TSC SP5, DM 1600, Mo por medio 

de los filtros de excitación: multifotónico 400 nm para DAPI y argón 488 nm 

para EGFP, y se determinó  la localización del núcleo y cinetoplasto (DAPI), 

así como la  expresión del gen LYT1 mediante la fluorescencia de la proteína 

verde fluorescente (EGFP) en los parásitos transfectados con pTREXn-

LYT1s+n-EGFP, pTREXn-LYT1s-EGFP, pTREXn-LYT1n-EGFP. Las muestras 

fueron observadas con el objetivo 63X 1.4 con aceite de inmersión. Las 

imágenes fueron capturadas con el programa LAS AF (Leica Application Suite 

Advanced Fluorescence Lite) 1.7.0 build 1240 Leica microsystems. 
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 25. Cultivo de Parásitos in vitro.  

 

Las clonas de los parásitos transfectados con los diferentes plásmidos 

se cultivaron en 5 ml de medio LIT (Liver Infusion Tryptose) (Camargo, 1964) 

complementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) (Gibco®  No. Cat. 12318-

028), 0.5% de penicilina/ estreptomicina (Gibco®  No. Cat. 15140-122) y 1% de 

hemina (5 mg/ml), en un tubo falcón de 15 ml, a 28° C, utilizando un inóculo 

con proporción de 1:5 del un cultivo en fase logarítmica. En estas condiciones 

los parásitos se resembraron periódicamente, manteniendo el stock y los 

cultivos para uso experimental semanalmente. 

 

 

26. Curva de Crecimiento. 

 

Obtenidas las clonas, y en fase de crecimiento logarítmico, se realizaron 

curvas de crecimiento celular para los diferentes tipos de parásitos 

transfectados, tomando como controles la cepa WT y la EGFP. Para ello, se 

colocaron epimastigotes de T. cruzi WT, EGFP, pTREXn-LYT1s+n-EGFP, 

pTREXn-LYT1s-EGFP y pTREXn-LYT1n-EGFP en tubos falcón de 15 ml, a un 

inoculo inicial de 1X106 parásitos/ml en medio LIT (Liver Infusion Tryptose) 

(Camargo, 1964) complementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) 

(Gibco®  No. Cat. 12318-028), 0.5% de penicilina/ estreptomicina (Gibco®  No. 

Cat. 15140-122) y 1% de hemina (5 mg/ml). Los parásitos se contaron cada 24 

h con la ayuda de una cámara de Neubauer.  

 

 

27. Análisis de Exclusión por Azul de Tripano. 

 

El azul de tripano es un colorante utilizado para el recuento de células íntegras 

por exclusión de dicho colorante. Este método está basado en que las células 

vivas (viables) no captan el azul de tripano, mientras que las células muertas 

(no viables) si lo hacen, por la pérdida de lípidos de su membrana.    Se 

adiciona azul de tripano al 0.2% en relación 1:1 (5 µl del cultivo de parásitos y 

se mezcla con 5 µl de azul de tripano) y se deja incubar de 2-3 min.  
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Posteriormente se cuentan los parásitos vivos (sin teñir) y muertos 

(teñidos) en la cámara de Neubauer.  

 

 

 28.  Análisis del Movimiento de los Parásitos Transfectados. 

 

Debido a la detección de un defecto en el movimiento de los parásitos 

transfectados, se capturaron imágenes y videos de las diferentes líneas de 

parásitos LYT1(s+n, s y n)-EGFP mediante la técnica de gota suspendida, 

colocando una gota en un porta objeto sin cubre objeto, utilizando el 

microscopio de fluorescencia confocal Leica microsystems TSC SP5, DM 1600, 

Mo por medio del filtro de excitación multifotónico de 488 nm para EGFP, 

empleando el programa LAS AF. Las imágenes fueron capturadas (the times 

series mode) a una razón de 10 cuadros por segundo y tomando 10 segundos 

por muestra. El movimiento de los parásitos fue medido y analizado utilizando 

el programa Image-Pro Plus V 6.0. Se utilizaron parásitos WT, EGFP y knock-

out L-14 (sencillo) y L-16 (nulo) como controles. 

 

 

29. Análisis del Movimiento de los Parásitos no Transfectados. 

 

Los parásitos que no expresan EGFP (WT, L-14 y L-16) fueron teñidos 

con carboxifluoresceína succinimidilo ester (CFSE), el succinimidilo ester 

reacciona con las aminas intracelulares, formando conjugados fluorescentes 

que son retenidos en la célula y heredados a las generaciones subsecuentes 

después de su división, y no se transfiere hacia las células adyacentes.  

 

Primero se recolectaron los epimastigotes, se lavaron 2 veces con PBS, 

se resuspendieron a una concentración de 1X107 células/ml en PBS. 

Posteriormente se añadió el fluorocromo CFSE (Molecular ProbesTM. Invitrogen 

detection technologies), hasta una concentración final de 5 µM, y se incubaron 

durante 10 min a 37º C en condiciones de oscuridad. Transcurrido este tiempo, 

se paró la reacción de tinción añadiendo PBS 1X  pre-enfriado a 4º C, y 

finalmente los parásitos fueron lavados 2 veces con PBS 1X.  
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Los epimastigotes teñidos con el marcador CFSE se analizaron al 

microscopio de fluorescencia confocal Leica microsystems TSC SP5, DM 1600, 

Mo por medio del filtro de excitación multifotónico  de 488 nm para EGFP, 

empleando el programa LAS AF, y el movimiento de los parásitos fue medido y 

analizado utilizando el programa Image-Pro Plus V 6.0, de igual manera que se 

hizo para los parásitos transfectados. 

 

 

30. Análisis Morfométrico del Flagelo de los Parásitos 

Transfectados. 

 

Debido a la detección de un defecto en el movimiento de los parásitos 

transfectados, y para determinar si éste defecto se relacionaba con el tamaño o 

el crecimiento del flagelo, se capturaron imágenes en el microscopio confocal 

con las especificaciones anteriores, en las que el flagelo de los parásitos fue 

medido y analizado utilizando el programa Image-Pro Plus V 6.0.  

 

 

31.  Análisis Vectorial del Movimiento. 

 

Las trayectorias de los distintos tipos de parásitos se analizaron a partir 

del video obtenido para cada uno de ellos. Usando el programa de análisis de 

video Image Pro Plus V 6.0 fue posible obtener las coordenadas a intervalos 

regulares de 1 s del campo analizado para los diferentes parásitos.  

 

Utilizando las siguientes formulas matematicas se determinaron las 

coordenadas de un parásito dado al tiempo ti como xi e yi.  

 

El primer paso para analizar la trayectoria de un parásito consistió en 

calcular la distancia recorrida por éste entre dos tiempos consecutivos, ti y ti+1. 

Para ello, usamos la siguiente fórmula del análisis vectorial mediante el 

programa MATLAB 7.1:  
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Dado que todos los intervalos entre puntos consecutivos son de 1 s, las 

distancias di son numéricamente iguales a las correspondientes velocidades vi. 

Posteriormente graficamos el histograma de velocidades vi, y calculamos la 

velocidad promedio v, para cada uno de los parásitos estudiados.  

 

A continuación, calculamos el cambio angular de dirección entre dos 

pasos consecutivos mediante la fórmula: 

 

 

 

Donde di-1 son las distancias (calculadas con la fórmula anterior 

recorridas por el parásito en los dos pasos consecutivos, entre los que se 

calcula el ángulo θi, en tanto que s está dado por: 

 

           

 

Se puede comprobar, a partir de los teoremas del análisis vectorial, que 

s=1 si el cambio de dirección ocurre en sentido opuesto al de las manecillas del 

reloj, y que s = -1 en caso contrario. 

 

Una vez calculados todos los ángulos θi para la trayectoria de un 

parásito dado, se procedió a graficar el correspondiente histograma, repitiendo 

el procedimiento para la totalidad de los parásitos estudiados. Puesto que 

todos los histogramas resultaron ser aproximadamente simétricos, procedimos 

a calcular el promedio de los valores absolutos de los ángulos θi (θ) como una 

medida de qué tan intrincada es la correspondiente trayectoria. 
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32. Análisis de Varianza (ANOVA). 

 

Para determinar la existencia de diferencias estadísticamente 

significativas en la movilidad de los diferentes tipos de parásitos transfectados 

LYT1(s+n, s y n)-EGFP) comparados con los parásitos control (WT, EGFP y 

knock-out L-14 y L-16), se realizó el análisis de varianza (ANOVA), tanto para 

la vi, como para el θi, mediante el programa MATLAB 7.1. 

 

 

33. Análisis por Microscopía Electrónica de Barrido. 

 

Para comprobar si el defecto en la motilidad de los epimastigotes que 

expresan de manera exógena LYT1(s+n, s y n)-EGFP está relacionado con 

algún cambio estructural, se realizó el análisis por microscopía electrónica de 

barrido y por microscoía electrónica de transmisión. 

 

1X109 epimastigotes fueron fijados con gluteraldehido al 2.5% durante 

1h, y luego fueron puestos en cubreobjetos de vidrio previamente tratados con 

1µg ml-1 de poli L-lisina; los parásitos fueron fijados con OsO4 al 1% durante 1h 

a 4° C, se deshidrataron las muestras con etanol en concentraciones 

crecientes, las muestras fueron secadas con CO2 en un aparato Samdry-780 y 

cubiertas con oro en un aparato de vacio Denton Vaccum Desk II, 

posteriormente las muestras fueron observadas en un microscópio electrónico 

de barrido JEOL JSM-35 C. 

 

 

34. Análisis por Microscopía Electrónica de Transmisión. 

 

1X109 epimastigotes fueron lavados con PBS 1X, se fijaron 

con glutaraldehido al 2.5% durante 30 minutos. Posteriormente se fijaron con 

con OsO4 al 1% durante 60 min a 4° C, se deshidrataron las muestras con 

etanol en concentraciones crecientes, para después ser embebidas en resina 

Spurr. Se realizaron cortes ultrafinos con un ultramicrótomo Reichert Jung. Los 

parásitos fueron teñidos con acetato de uranilo y citrato de plomo. 
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Posteriormente las muestras fueron analizadas en un microscopio electrónico 

de transmisión JEOL 2000 EX a 80 keV. 

 

 

34. Ensayos de Endocitosis con FM4-64. 

 

El estudio funcional de los parásitos expresando de manera exógena 

LYT1-EGFP, sugiere que esta proteína está implicada en el tráfico intracelular, 

por lo que se realizó un análisis de endocitosis, utilizando como marcador 

endocítico fluorescente al FM4-64 (Red fluorescent FM® 4-64, Molecular 

probes™) (Vida and Emr, 1995). Se emplearon 1X106 parásitos/ml, los cuales 

fueron lavados con PBS 1X, centrifugando a 800 g por 6 min, y resuspendidos 

en  medioLIT (Liver Infusion Tryptose) (Camargo, 1964) complementado con 

10% de suero fetal bovino (SFB) (GIBCO®  No. Cat. 12318-028), 0.5% de 

penicilina/ estreptomicina (GIBCO®  No. Cat. 15140-122) y 1% de hemina (5 

mg/ml), y conteniendo FM4-64 (5 μg/ml). Los parásitos fueron incubados a 28 

°C for 20 min, siguiendo el protocolo adaptado por McConville et al. (Mullin et 

al., 2001). 

 

Posteriormente los parásitos se colocaron en hielo durante 5 min y 

fueron lavados con PBS 1X centrifugando a  800 g, por 6 min, y se 

resuspendieron en 500 µl de paraformaldehido al 4%. Se tomaron 10 µl para 

aplicarlos en áreas delimitadas con lápiz graso en la superficie de laminillas 

siliconizadas (Silane-pep™ slides Sigma Diagnostics). Las gotas con los 

parásitos se dejaron secar en condiciones húmedas a temperatura ambiente 

durante 30 min.  

 

Las muestras se lavaron en agitación con PBS preenfriado, para 

posteriormente permeabilizarlas con metanol absoluto durante 10 min. Se 

lavaron nuevamente en agitación con PBS y después se adicionaron 15 µl de 

DAPI (4´,6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride) (Moleculars Probes™ 

Invitrogen detection technologies) para teñir los ácidos nucléicos, a una dilución 

de 1:1000  durante 5 min.  
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Por último, la laminilla se volvió a lavar con PBS y se dejó secar a 

temperatura ambiente. Se adicionó Arvitol para la fijación de las preparaciones 

con un cubreobjetos. Las muestras se observaron al microscopio de 

fluorescencia confocal Leica microsystems TSC SP5, DM 1600 Mo por medio 

de los filtros de excitation: multifotonico 400 nm para DAPI, argón 488 nm para 

EGFP y 558 nm para FM4-64 rojo. Las muestras fueron observadas con el 

objetivo 63X 1.4 con aceite de inmersión y las imágenes fueron capturadas con 

el programa LAS AF (Leica Application Suite Advanced Fluorescence Lite) 

1.7.0 build 1240 Leica microsystems. 

 

 

36. Cultivo Celular. 

 

Las células se cultivaron en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle 

Médium, GIBCO®  No. Cat. 12318-028) alta glucosa complementado con 10% 

suero fetal bovino (SFB) (GIBCO®  No. Cat. 12318-028), 0.5% de penicilina/ 

estreptomicina (GIBCO®  No. Cat. 15140-122), a 37 °C, en una atmósfera de 

CO2 al 5%. Para llevar a cabo la resiembra del stock de fibroblastos 3T3 NIH  

crecidos en frascos de cultivo T25 se les retiró el medio a las cajas con un 80%  

de  confluencia  y se  adicionaron  3 ml de  PBS 1X EDTA 0.53 M, a 37 °C, 

para lavar la monocapa. Se adicionaron 500 µl de 0.05% Tripsina-EDTA 1X 

(GIBCO®  No. Cat. 25300-062) moviendo la caja de forma que permita la 

distribución homogénea de la solución. Se dejó incubar a 37°C por 1 a 2 min 

para levantar y disgregar la monocapa. La suspensión celular se colocó en un 

tubo con 2 ml de medio DMEM alta glucosa sin complementar, y se centrifugó a 

500 g por 5 min, a 4 °C, para retirar la tripsina de las células.  

 

Se desechó el sobrenadante y la pastilla se resuspendió en 1ml de medio 

DMEM alta glucosa complementado con 10% SFB. Las células se resembraron 

a una razón de pase 1/5 en una caja con medio DMEM alta glucosa 

complementado como ya se indicó, y se incubaron a 37 °C con CO2 al 5% 

hasta obtener una confluencia del 70%. 
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37. Infección Primaria de Fibroblastos 3T3 con T. cruzi.  

 

Esta primera infección se hace con el propósito de obtener parásitos en 

sus fases de amastigote y tripomastigote. La infección primaria de fibroblastos 

3T3 se realizó en una monocapa de células al 70%, crecidas en frascos T-25 

con medio DMEM alta glucosa complementado con 10% SFB y O.5% 

ampicilina/estreptomicina.  

 

La infección de estas células se realizó con parásitos en fase de 

crecimiento logarítmica, a una densidad de 1X107 epimastigotes (previamente 

lavados con medio DMEM alta glucosa sin complementar para eliminar el 

medio LIT remanente) en medio DMEM alta glucosa complementado con 2% 

de SFB y 0.5% de ampicilina/estreptomicina. Después de 48 h se lavaron las 

cajas de cultivo, con 2 ml de medio DMEM alta glucosa sin complementar, 

hasta eliminar los parásitos remanentes en el sobrenadante y se agregó medio 

fresco cada tercer día (DMEM alta glucosa complementado con 2% de SFB y 

0.5% de ampicilina/estreptomicina), monitoreando diariamente el progreso de la 

infección bajo el microscopio de fluorescencia.  

 

 

38.  Purificación de Tripomastigotes y Amastigotes. 

 

Una vez que se observen tripomastigotes y amastigotes en el 

sobrenadante de las células infectadas, se retiró el sobrenadante. El medio de 

cultivo se colocó en un tubo falcón 15 ml, y se centrifuga a 145 g por 5 min para 

separar los restos de células 3T3. Se recuperó el sobrenadante y se centrifugó 

a 5,200 g, por 3 min, para colectar los parásitos.  

 

Después de centrifugar se desecha el sobrenadante, procurando dejar 

cerca de 500 l en el cual se resuspende la pastilla y se pasa a un tubo 

eppendorf de 1.5 ml centrifugando a 5,200 g por 5 min. Al término de esta 

centrifugación se desecha el sobrenadante y se adiciona un volumen 

aproximado de 4-5 veces el tamaño de la pastilla de anticuerpo primario anti-

2C2 (Andrews et al., 1987) dirigido contra la glicoproteína de superficie Ssp4, la 
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cual es específica de amastigotes. Posteriormente, se incubó a 37 °C por 1 h y 

se centrifugó por 5-6 seg a 5,200g. Se retiró el sobrenadante para colocarlo en 

otro tubo (aquí se encuentran suspendidos los tripomastigotes, con no más del 

10% de amastigotes contaminantes), la pastilla obtenida con el anticuerpo se 

lava con PBS 1X y se resuspende con PBS 1X. Al igual que el sobrenadante 

conteniendo los tripomastigotes, la suspensión de amastigotes no contiene más 

del 10% de tripomastigotes contaminantes.  

 

 

39. Índice de Infectividad in vivo de Parásitos Knock-out  y Knock-in 

de LYT1. 

 

Se utilizó un lote de 20 ratones Balb/c hembras de 4-6 semanas de edad, 

y de 20 ± 2 g de peso, proporcionados por la unidad del bioterio del 

CINVESTAV-IPN, el lote fue dividido en 4 grupos de 5 ratones cada uno. Los 

ratones fueron inoculados, vía intraperitoneal, con 2X106 tripomastigotes WT 

de la cepa CL-Brener, parásitos L-14 (knock-out sencillo), L-16 knock-out 

doble) y parásitos knock-in de LYT1 (LYT1s+n-EFGP, LYT1s-EFGP y LYT1n-

EFGP), los cuales fueron previamente lavados con PBS 1X, centrifugando a 

800 g por 6 min, por 3 veces. La parasitemia fue seguida cada dos días hasta 

que disminuyó de manera notable. Para la determinación de la presencia y 

cantidad de parásitos en sangre se tomaron muestras de sangre de cada uno 

de los ratones de los diferentes grupos y se utilizó el método descrito por de 

Arias y Ferro en 1988. 
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VII. RESULTADOS. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
“Las ciencias tienen las raíces amargas, pero muy dulces los frutos”. 
 
                                                                                              Aristóteles 
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VII. RESULTADOS. 

 

1. Construcción de los Plásmidos pTREXn-EGFP, pTREXn-LYT1 

(s+n, s y n)-EGFP. 

 

A fin de expresar las diferentes variantes de LYT1 (conteniendo y sin 

contener la secuencia señal amino-terminal) en los parásitos knock-in,  

clonamos las secuencias codificantes de las mismas en un vector de expresión 

para T. cruzi. Ya que en estos parásitos no es posible utilizar promotores 

heterólogos, utilizamos el vector pTREXn (reportado por Vázquez y 

colaboradores en 1999), que contiene un promotor ribosomal homólogo y la 

secuencia HX1, que le confiere el sitio aceptor del trans-splicing al gen a 

expresar; obteniéndose de este modo, altos niveles de expresión. También, 

como necesitamos determinar la localización de los diferentes productos de 

LYT1, fusionamos estas secuencias a la secuencia codificante de la proteína 

verde fluorescente (EGFP) para determinar de manera indirecta, la localización 

de LYT1 por microscopía de fluorescencia y confocal. 

 

Para llevar a cabo las construcciones de estos vectores de expresión, 

primero se amplificaron por PCR las secuencias codificantes de las diferentes 

versiones de LYT1 para su clonación en el vector pEGFP-N1 y poder obtener 

las quimeras LYT1 (s+n, s y n)-EGFP. Posteriormente las tres diferentes 

quimeras se subclonaron en el vector pTREXn para la obtención de pTREXn-

LYT1s+n-EGFP, pTREXn-LYT1s-EGFP, pTREXn-LYT1n-EGFP que fueron 

utilizados para transfectar los parásitos. Como control, se utilizó el plásmido 

pTREXn-EGFP que contiene la secuencia codificante de la EGFP subclonada 

del plásmido pEGFP-N1, como se describió en materiales y métodos. 
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1.1 Amplificación del Fragmento LYT1s+n por PCR. 

 

La secuencia codificante de LYT1 fue amplificada por PCR usando como 

templado el vector pBS+LYT1b (4.3 kb), que contiene clonada la secuencia 

codificante y flanqueante del alelo b de LYT1. Por lo tanto, se amplificó la 

secuencia a partir del primer codón de inicio de la traducción (ATG) de la 

posición +1 y consecuentemente la señal amino-terminal. El producto de PCR 

se corrió y analizó en un gel de agarosa, como se describe en materiales y 

métodos. Como se observa en la Figura 18, carril 4, se obtuvo una banda de 

peso molecular aproximado de 1,659 pb. Poseriormente el producto de PCR, 

así como el ADN del vector pEGFP-N1 (4.7 Kb), fueron digeridos con las 

enzimas de restricción EcoRI y KpnI, para linearizar al vector y favorecer los 

extremos cohesivos, dando como resultado una banda de aproximadamente 

1.6 Kb y otra de 4.7 Kb respectivamente (Figura 19, carril 3 y 4). Estos 

resultados indicaron que efectivamente se obtuvo el producto de PCR del peso 

molecular esperado y la digestión completa del vector. 

 

 

                                           

 

Figura 19. Amplificación del Fragmento LYT1s+n por PCR y Digestión de 

su Producto de PCR y Digestión de pEGFP-N1. Gel de agarosa al 1% donde 

se corrió en el carril 1.- Marcador de peso molecular 1 Kb, carril 2.- ADN del 

vector pEGFP-N1 sin digerir, carril 3.- ADN del vector pEGFP-N1 digerido con 

las enzimas EcoRI y KpnI (4.7 Kb) y carril 4.- Producto de PCR de LYT1s+n 

digerido con las enzimas EcoRI y KpnI (1,659 pb). 
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1.2  Amplificación del Fragmento LYT1s por PCR. 

 

 A fin de evitar que se obtengan los dos productos de LYT1 (con y sin 

contener la secuencia señal amino-terminal) en los parásitos transfectados, 

amplificamos la secuencia LYT1s a la cual se le incorporó una mutación 

conservativa (C por G) del segundo codón de inicio de la traducción (ATG 

+85), como se describió en materiales y métodos. 

 

 Para ello, realizamos una primera reacción de PCR utilizando un oligo 

sentido LYT-13 S (Tabla 4), el cual contiene la mutación (C por G) en su 

secuencia, y el oligo LYT-17 AS como oligo antisentido. El producto de PCR se 

analizó en un gel de agarosa al 1% en donde se observó un producto de peso 

molecular aproximado de 1,575 pb (Figura 20, carril 1). El producto de PCR 

fue entonces empleado como templado para realizar una segunda reacción de 

PCR, utilizando ahora como oligo sentido LYT-14 S (Tabla 4), el cual contiene 

la secuencia de LYT1 a partir del primer ATG de la posición +1, y parte de la 

secuencia de LYT1 contenida en el oligo LYT-13 S, utilizada para el 

acoplamiento del primer, y el oligo LYT-17 AS como antisentido.  De este 

modo, se amplificó LYT1s a partir del primer codón de inicio de la traducción y 

con la mutación en el segundo codón de inicio de la traducción (ATC). El 

producto anterior se analizó en un gel de agarosa al 1%, obteniéndose una 

banda de 1,659 pb aproximadamente (Figura 21, carril 2). El segundo 

producto de PCR obtenido, y el ADN del vector pEGFP-N1, fueron digeridos 

con las enzimas de restricción HindIII y KpnI, para linearizar el vector y 

favorecer los extremos cohesivos para la clonación posterior (Figura 21, carril 

2 y 3).  Los resultados anteriores mostraron que, efectivamente, se obtuvo el 

producto de PCR del peso molecular esperado y la digestión completa del 

vector.  
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Figura 20. Amplificación del Primer Producto de PCR del Fragmento 

LYT1s. Gel de agarosa al 1% donde se observa en el carril 1.- ADN del 

producto del primer PCR (1,575 pb) conteniendo la mutación puntual, carril 2.- 

ADN del vector pEGFP-N1 y carril 3.- Marcador de peso molecular 1 Kb. 

 

 

                                       

 

Figura 21. Amplificación del Fragmento LYT1s por PCR y Digestión de su 

Producto de PCR y Digestión de pEGFP-N1. Gel de agarosa al 1% donde se 

observa en el carril 1.- Marcador de peso molecular 1 Kb, carril 2.- ADN del 

producto del segundo PCR (1,659 pb) digerido con las enzimas HindIII y KpnI, 

carril 3.- ADN del vector pEGFP-N1 digerido con las enzimas HindIII y KpnI 

(4.7Kb) y carril 4.- ADN del vector pEGFP-N1 sin digerir. 
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1.3  Amplificación del Fragmento LYT1n por PCR. 

 

La secuencia de LYT1n fue amplificada por PCR a partir del segundo 

codón de inicio de la traducción (ATG +85), por lo que no contiene la secuencia 

señal amino-terminal, pero si la secuencia con localización nuclear. El producto 

de PCR se corrió y analizó en un gel de agarosa como se describe en 

materiales y métodos. Como se observa en la Figura 22, carril 4, se obtuvo 

una banda de peso molecular aproximado de 1,575 pb. Poseriormente el 

producto de PCR, así como el ADN del vector pEGFP-N1 (4.7 Kb), fueron 

digeridos con las enzimas de restricción HindIII y KpnI, para linearizar al vector 

y favorecer los extremos cohesivos, dando como resultado una banda de 

aproximadamente 1.6 Kb y otra de 4.7 Kb respectivamente (Figura 22, carril 3 

y 4). Estos resultados indicaron que, efectivamente, se obtuvo el producto de 

PCR del peso molecular esperado y la digestión completa del vector. 

 

 

                              

 

Figura 22. Amplificación de LYT1n por PCR y Digestión de su Producto de 

PCR y Digestión de pEGFP-N1. Gel de agarosa al 1% donde se observa en el 

carril 1.- Marcador de peso molecular 1 Kb, carril 2.- ADN del vector pEGFP-N1 

sin digerir, carril 3.- ADN del vector pEGFP-N1 digerido con las enzimas HindIII 

y KpnI (4.7 Kb), y carril 4.- Producto de PCR de LYT1pn digerido con las 

enzimas HindIII y KpnI (1, 575 pb). 
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1.4  Construcción del Vector pEGFP-N1-LYT1(s+n, s y  n). 

 

Los productos de PCR LYT1s+n, LYT1s y LYT1n obtenidos, se ligaron al 

vector comercial pEGFP-N1 como se describe en materiales y métodos. Una 

vez realizada la ligación y obtenida la construcción del vector pEGFP-N1 -LYT1 

(s+n, s y n), se procedió a  transformar células calcio competentes E. coli 

DH5α. De las colonias resistentes a ampicilina, conteniendo el vector que 

confiere esta resistencia, se seleccionaron algunas colonias de cada una de las 

construcciones para la extracción de ADN de los plámidos por STET, como se 

mencionó anteriormente. Para verificar si las colonias resistentes a ampicilina 

obtenidas efectivamente contenían el inserto de interés, se analizó su patrón de 

restricción, digiriendo con las enzimas correspondientes (EcoRI/NotI o 

HindIII/NotI) para liberar la secuencia de LYT1(s+n, s y n)-EGFP, como se 

observa en la Figura 23, carriles 4, 10, 14 y 17 y en la Figura 24, carriles 3, 4 

y 5, donde se aprecian dos bandas: una de 3,980 pb, correspondiente al vector 

pEGFP-N1 linearizado y la otra de aproximadamente 2,379 pb (LYT1s+n-EGFP 

y LYT1s-EGFP) o de 2,295 pb (LYT1n-EGFP), que corresponden al inserto. 

Estos resultados indicaron que efectivamente se obtuvieron las construcciones 

deseadas.  

                         

 

Figura 23. Análisis de Restricción del ADN de pEGFP-N1-LYT1(s+n, s y n). 

Gel de agarosa al 1% mostrando los resultados del análisis de restricción, con 

el ADN de las colonias positivas marcados con recuadros blancos, donde se 

aprecian dos bandas: una de 3,980 pb, correspondiente al vector pEGFP-N1 y 

la otra, de aproximadamente 2,379 pb (LYT1s+n-EGFP y LYT1s-EGFP) o de 

2,295 pb (LYT1n-EGFP), que corresponden a los insertos.  
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 De las tres construcciones se analizaron varias colonias resistentes a 

ampicilina, encontrándose una eficiencia de clonación del 23.5%. 

 

                                                 

 

Figura 24. Análisis del Mapa de Restricción del vector pEGFP-N1-LYT1. 

Gel de agarosa al 1%. Carril 1.- Marcador de peso molecular 1 Kb, carril 2.- 

ADN del vector pEGFPN1 (6,359 pb), carril 3.- ADN de pEGFP-N1-LYT1s+n 

digerido con EcoRI/NotI (3,980 pb y 2,379), carril 4.- ADN de pEGFP-N1-LYT1s 

digerido con las enzimas HindIII/NotI (3,980 y 2,379 pb), carril 5.- ADN de 

pEGFP-N1-LYT1n digerido con las enzimas HindIII/NotI (3,980 y 2,295 pb).  

 

 

1.5  Subclonación de los Fragmentos LYT1(s+n, s y n)-EGFP en el 

Vector pTREXn. 

  

 Para poder observar en el parásito la localización de LYT1 fusionada a la 

proteína verde fluorescente fue necesario subclonar el inserto LYT1-EGFP en 

el vector de expresión de T. cruzi pTREXn (Vázquez, 1999), el cual dirige la 

expresión del gen exógeno bajo un promotor homólogo ribosomal y permite la 

selección estable de los parásitos transfectados con G418. Una vez que la 

secuencia de LYT1, en sus tres diferentes variantes, fue fusionada a la 

secuencia que codifica para la proteína verde fluorescente (EGFP) en las 

construcciones pEGFP-N1-LYT1 (s+n, s y n), se realizó la digestión con las 

enzimas de restricción correspondientes (EcoRI/NotI y HindIII/NotI) para liberar 

al inserto (LYT1s, s y n -EGFP) como se describe en materiales y métodos. 
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 Se digirió y purificó tanto el ADN del inserto LYT1 (s+n, s y n) -EGFP 

(2,379 pb) como el ADN del vector pTREXn (6,342 pb), como se muestra en la 

Figura 25, carril 2, 3, 4, 5 y 6 respectivamente. Posterior a la ligación del 

inserto en el vector, se transformaron bacterias DH5α y se realizó la 

comprobación del ADN de  las clonas positivas por STET y su análisis con 

enzimas de restricción, del mismo modo que se describe anteriormente para 

las construcciones pEGFP-N1-LYT1 (Figura 26, carril 4, 7 y 10). Estos 

resultados indicaron que efectivamente se obtuvo el inserto LYT1 (s+n, s, n)-

EGFP del peso molecular esperado, siendo la subclonación en el vector de 

expresión pTREXn exitosa. 

 

                                   

 

Figura 25. Digestión y Purificación del ADN del Inserto LYT1(s+n, s y n)-

EGFP y del Vector pTREXn. Gel de agarosa al 1% donde se observa en el 

carril 1.- Marcador de peso molecular 1Kb, carril 2.- ADN del inserto LYT1s+n-

EGFP digerido con EcoRI/NotI (2,379 pb), carril 3.- ADN del inserto LYT1s-

EGFP digerido con las enzimas HindIII/NotI (2,379 pb), carril 4.- ADN del 

inserto LYT1n-EGFP digerido con las enzimas HindIII/NotI (2,295 pb),  carril 5.- 

ADN del vector pTREXn digerido con las enzimas HindI/NotI carril 6.- ADN del 

vector pTREXn digerido con las enzimas EcoRI/NotI (6,342 pb). 
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Figura 26. Análisis del Mapa de Restricción de pTREXn-LYT1(s+n, s y n)-

EGFP. Gel de agarosa al 1% donde se observa en el carril 1.- Marcador de 

peso molecular 1 Kb, carril 2.- ADN del  plásmido pTREXn-LYT1s+n-EGFP, 

carril 3.- ADN del plásmido pTREXn-LYT1s+n-EGFP dilución 1:10, carril 4.-  

ADN del  plásmido pTREXn-LYT1s+n-EGFP digerido con EcoRI/NotI, 

observándose dos bandas una del plásmido pTREXn (6,342 pb) y otra de 

correspondiente al inserto LYT1s+n--EGFP (2,379 pb), carril 5.- ADN del 

plásmido pTREXn-LYT1s-EGFP,  carril 6.- ADN del plásmido pTREXn-LYT1s-

EGFP dilución 1:10, carril 7.- ADN del plásmido pTREXn-LYT1s-EGFP digerido 

con las enzimas HindIII/NotI, mostrando dos bandas una del plásmido pTREXn 

(6,342 pb) y otra de correspondiente al inserto LYT1s-EGFP (2,379 pb), carril 

8.- ADN del plásmido pTREXn-LYT1n-EGFP, carril 9.- ADN del plásmido 

pTREXn-LYT1n-EGFP dilución 1:10, carril 10.- ADN del plásmido pTREXn-

LYT1n-EGFP digerido con las enzimas HindIII/NotI, carril 11.- ADN del 

plásmido pTREXn-EGFP dilución 1:10. 
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2. Secuenciación del ADN de  pTREXn-LYT1(s+n,  s y n)-EGFP. 

 

 A fin de verificar que la secuencia de los insertos fuera la correcta (s+n, s y 

pn) (Figura 27), y que se encontraran en fase con el marco de lectura en la 

secuencia del gene que codifica para la proteína EGFP (Figura 28), se llevó a 

cabo la secuenciación automática de cada una de las construcciones obtenidas, 

como se especifica en materiales y métodos. En la Figura 27 se muestran las 

tres diferentes secuencias de LYT1: A) LYT1s+n: a partir del primer ATG en la 

posición +1 que contiene tanto la posible secuencia señal, como la posible 

secuencia con localización nuclear; B) LYT1s: a partir del primer ATG y con una 

mutación en el segundo ATG cambiando G por C, y C) LYT1n: a partir del 

segundo ATG de la posición +85 y por lo tanto conteniendo únicamente la 

posible secuencia con localización nuclear. 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Secuenciación de las Construcciones pTREXn-LYT1(s+n, s y n)-

EGFP Mostrando el Sitio de Inicio de la Traducción. Se muestra en los 

recuadros A) LYTs+n * el primer ATG  y el ** segundo ATG. B) LYT1s * el 

primer ATG con una mutación en ** el segundo ATG cambiando G por C. C) 

LYT1n ** el segundo ATG (ATG = CAT secuencia complementaria inversa por 

el uso de oligonucleótidos antisentido para la amplificación). 

 

A 

B 

C 

*

*
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 Los resultados obtenidos en la secuenciación muestran que las 

secuencias de LYT1 (s+n, s y n) empleadas en las construcciones pTREXn-

LYT1-EGFP son las correctas. 

 

 Con el propósito de verificar que la fusión de LYT1-EGFP se encuentra en 

el marco de lectura correcto, se realizó la secuenciación del ADN de la 

construcción pTREXn-LYT1- EGFP obtenido por cloruro de cesio (ClCs), como 

se describió anteriormente en materiales y métodos. El resultado de la Figura 

28 muestra que, efectivamente, las fusiones de LYT1s+n, LYT1s y LYT1n se 

encuentran en fase con respecto a la secuencia EGFP, indicando que las 

construcciones obtenidas son correctas y pueden ser utilizadas para la 

transfección de parásitos. 

 

 

 

 

Figura 28. Secuenciación de las Construcciones pTREXn-LYT1(s+n, s y n)-

EGFP Mostrando el Sitio de Fusión de LYT1 con EGFP. Se muestra la 

secuencia de las tres diferentes construcciones, donde se marca en los 

recuadros la fusión del último codón codificante de LYT1, seguido del codón de 

inicio de EGFP (ATG = CAT secuencia complementaria inversa por el uso de 

oligonucleótidos antisentido para la amplificación). 
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3. Análisis de la Expresión de las Proteínas Quiméricas LYT1(s+n, 

s y n)-EGFP en los Parásitos Knock-in por Western blot. 

 

 Para determinar la expresión exógena de cada una de las proteínas de 

fusión se obtuvieron, separaron y transfirieron extractos totales de cada línea 

de parásitos estables expresando LYT1-EGFP (s+n, s y n), con los cuales se 

realizaron ensayos de western blot con el anticuerpo -GFP, como se describe 

en material y métodos. Se emplearon las líneas de parásitos EGFP y WT como 

control.  

 

La Figura 29 muestra el reconocimiento del anticuerpo en bandas con 

los pesos moleculares esperados de 26 kDa para los parásitos EGFP (carril 1) 

y aproximadamente 82 kDa y 86 kDa para LYT1s+n-EGFP (carril 2), LYT1s-

EGFP (carril 3) y para LYT1n-EGFP (carril 4). Aún cuando se esperaría 

obtener dos bandas, una de 82 kDa para el producto de LYT1n y otra de 86 

kDa para el producto de LYT1s, no fue posible separar ambas bandas, debido 

a la falta de resolución en el sistema. Como era de esperarse no hubo 

reconocimiento del anticuerpo en parásitos WT (dato no mostrado).  

 

Estos resultados indicaron que se obtuvo un reconocimiento en bandas 

correspondientes a los pesos moleculares esperados tanto del control EGFP 

como de las diferentes proteínas quiméricas LYT1s+n-EGFP, LYT1s-EGFP y 

LYT1n-EGFP, lo que demostró su expresión exógena en los parásitos 

transfectados. 
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Figura 29. Análisis por Western blot de la Expresión de las Proteínas 

Quiméricas LYT1(s+n, s y n)-EGFP en los Parásitos Knock-in.  

(A) Reconocimiento de las proteínas de fusión, con el anticuerpo αEGFP en 

condiciones desnaturalizantes. Carril 1.- Parásitos EGFP (26 kDa), Carril 2.- 

Parásitos LYT1s+n-EGFP (82 y 86 kDa), Carril 3.- Parásitos LYT1s-EGFP (86 

kDa), Carril 4.- Parásitos LYT1n-EGFP (82 kDa). (B) Anticuerpo α-LYT1, 

reconoce la proteína endógena LYT1 de T. cruzi (59-61 KDa). Carril 1.- 

Parásitos WT, Carril 2.- Parásitos Knock-out, Carril 3.- Parásitos EGFP, Carril 

4.- Parásitos LYT1s+n-EGFP, Carril 5.- Parásitos LYT1s-EGFP, Carril 6.- 

Parásitos LYT1n-EGFP. Se utilizó el anticuerpo α-Hsp70 (70 KDa) como control 

de carga. (C) Datos cuantitativos a partir de tres experimentos independientes 

del análisis de Western blot. Los niveles de las proteínas LYT1 endógena 

(barras vacías) y LYT1 exógena (barras rellenas) se cuantificaron en relación 

con los niveles de Hsp70, y se normalizaron con respecto a los parásitos WT, 

en los que se considera el nivel de LYT1 endógena como 1.  
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4. Localización de las Proteínas Quiméricas LYT1(s+n, s y n)-EGFP 

por Epifluorescencia. 

 

 Para determinar la localización de LYT1 (s+n, s y n)-EGFP en los 

parásitos, epimastigotes WT de la cepa CL-Brener fueron transfectados por 

electroporación con las diferentes construcciones de pTREXn-LYT1-EGFP 

(s+n, s y n). Como control se trasfectaron epimastigotes con pTREXn-EGFP 

utilizando las mismas condiciones. Los parásitos fluorescentes fueron crecidos 

en medio LIT, seleccionados con G418 (500 µg/ml) hasta obtener los 

transfectantes estables, posteriormente fueron procesados para su tinción con 

DAPI y observados al microscopio de fluorescencia como se describe 

anteriormente. La Figura 30 muestra que los epimastigotes transfectados que 

expresan LYT1s+n-EGFP (panel B), tuvieron localizada la fluorescencia en 

vacuolas, núcleo, cinetoplasto, flagelo, reservosoma y ocasionalmente en 

membrana.   

 

 Los parásitos que expresan LYT1s-EGFP (panel C), presentaron la 

fluorescencia localizada en núcleo, cinetoplasto, flagelo, reservosoma, 

vacuolas y frecuentemente en membrana. Finalmente los que expresan LYT1n-

EGFP (panel D), mostraron la fluorescencia localizada en núcleo, cinetoplasto, 

reservosoma y en algunas ocasiones en vesículas con un patrón diferente al 

observado en LYT1s+n. Como control se utilizaron epimastigotes transfectados 

con pTREXn-EGFP, los cuales muestran la localización de la fluorescencia a 

todo lo largo del cuerpo y flagelo del parásito (panel A). Estos resultados 

mostraron que los diferentes productos de LYT1 presentan una localización 

diferencial. 

 

La Figura 31 muestra la fluorecencia en verde de la proteína LYT1 endógena 

en epimastigotes WT, teñidos con un anticuerpo policlonal de ratón contra 

LYT1 y un anticuerpo secundario anti-ratón marcado con Alexa Fluor 488 

(verde). La muestra también fue teñida con DAPI (azul) para visualizar el ADN 

nuclear y cinetoplasto. 
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Figura 30. Análisis por Microscopía de Epifluorescencia de Epimastigotes 

Transfectados con pTREXn-LYT1-EGFP. A) Expresando EGFP, B) 

Expresando LYTs+n-EGFP, C) Expresando LYTs-EGFP, D) Expresando LYTn-

EGFP. Todas las muestras fueron contrastadas con DAPI (azul) para visualizar 

el ADN nuclear y cinetoplasto.  

        

 

                                   

 

Figura 31. Análisis por Microscopía de Epifluorescencia para la 

Observación Indirecta de Proteínas Endógenas LYT1 por Medio de 

Anticuerpos Policlonales Contra LYT1. 

 

 

 

 

 

 

 

E F
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5. Localización de las Proteínas Quiméricas LYT1(s+n,  s y n)-EGFP 

por Microscopía Confocal. 

 

 El microscopio confocal, además de determinar la localización de la 

fluorescencia con una mayor resolución, proporciona datos importantes sobre 

la cercanía de la fluorescencia correspondiente a LYT1-EGFP con relación al 

núcleo y al cinetoplasto (DAPI), excitando ambos elementos mediante dos 

canales diferentes, separando la longitud de onda para cada uno y tomando 

imágenes por separado para después empalmarlas determinando así la 

colocalización de ambos elementos. Ya que en el análisis de fluorescencia 

anterior, es difícil asegurar que LYT1n se encuentra tanto en núcleo como en 

cinetoplasto, se utilizó el análisis por microscopía confocal para determinar la 

colocalización con dichos organelos.   

 

 La Figura 32 muestra la fluorecencia en verde de LYT1 (s+n, s y n)-

EGFP, la tinción con DAPI, el empalme de ambas; el empalme de la 

fluorecencia con DAPI y el campo claro; así como la colocalización de la 

fluorecencia  con DAPI determinada por el aparato. En el caso de 

epimastigotes se observó la misma localización vista por microscopía de 

epifluorescencia (Figura 30), y se pudo determinar sin duda alguna que 

efectivamente LYT1 colocaliza en una región del núcleo y cinetoplasto. En 

tripomastigotes y amastigotes también se vió localizada LYT1 en una región de 

núcleo y cinetoplasto, así como en vesículas, sin observarse diferencias 

significativas entre las tres variantes de LYT1-EGFP (s+n, s y n).  

 

 

6. Determinación del Porcentaje de Colocalización 

 

Utilizando el programa LAS AF (Leica Application Suite Advanced 

Fluorescence Lite) 1.7.0 build 1240 Leica microsystems, para la captura de las 

imágenes, es posible realizar el análisis de colocalización de LYT1 en los 

diferentes estadios de desarrollo de T. cruzi expresando LYT1-EGFP (s+n, s y 

n) (Figura 32).  
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Con los resultados obtenidos de porcentaje de colocalización de LYT1 

en núcleo y cinetoplasto de 20 parásitos, analizados al azar, se calculó y se 

graficó como se muestra en la Tabla 9 y Gáfica 1. Los resultados muestran un 

mayor porcentaje de colocalización en los epimastigotes expresando LYTs+n-

EGFP (24.7%) comparado con los parásitos expresando LYTn-EGFP (12.7%) 

y LYTs-EGFP (6.2%) (Tabla 9) (Gráfica 1).          

                                                

 

 

Figura 32. Análisis de la Colocalización por Microscopía Confocal. 

Parásitos expresando LYTs+n-EGFP, LYTs-EGFP y LYTn-EGFP en los 

estadios de epimastigote (E), amastigote (A) y tripomastigote (T).  
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Tabla 9. Promedio de los Porcentajes de Colocalización de LYT1 

(s+n, s y n)-EGFP en Núcleo y Cinetoplasto en los Epimastigotes 

Knock-in  

 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 1.  

Promedio de los Porcentajes de Colocalización de LYT1(s+n, s y n)-

EGFP en Núcleo y Cinetoplasto de  Epimastigotes Knock-in. 

 

 

 

 

Los resultados nos revelan que existe una proporción de localización 

diferencial en núcleo y cinetoplasto de los diferentes productos de LYT1 en 

epimastigotes. También sugieren que en los parásitos expresando LYTs+n-

EGFP se encuentra aparentemente la combinatoria de los porcentajes de 

colocalización de los parásitos expresando LYTs-EGFP y LYTn-EGFP.  

 

 

Parásito % promedio 

LYTs+n-EGFP 24.7 

LYTs-EGFP 6.2 

LYTn-EGFP 12.7 
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7. Curva de Crecimiento de los Parásitos Knock-in. 

 

Para iniciar con la caracterización de los parásitos knock-in 

determinamos su curva de crecimiento en relación a los parásitos controles 

(EGFP y WT) en medio LIT, como se describe en material y métodos. Este 

análisis surgió del hecho de que las diferentes variantes presentaron un 

comportamiento diferente al de los parásitos controles a lo largo de su cultivo. 

Mientras que los epimastigotes control (EGFP y WT) presentaban un 

crecimiento homogéneo durante la fase logarítimica de crecimiento y formaban 

la pastilla de parásitos característica en el fondo del tubo en su fase 

estacionaria, las diferentes variedades de parásitos  LYT1-EGFP (s+n, s y n) 

formaron la pastilla en el fondo del tubo desde los inicios (3-4 días) del cultivo 

en su fase logarítmica. Cuando se revisó la viabilidad de los mismos con la 

prueba de exclusión de azul de tripano pudimos determinar que estos eran 

viables y por lo tanto que su sedimentación no era resultado de la muerte de 

los parásitos. Por lo tanto se realizaron las curvas de crecimiento, tanto antes 

como después de agitar el cultivo y se realizó el conteo celular utilizando la 

prueba de exclusión de azul de tripano, como se describe en material y 

métodos.  

  

Como se observa en la Gráfica 2, los parásitos expresando las tres 

diferentes variantes de LYT1-EGFP (s+n, s y n) tienen un crecimiento muy  

similar a los parásitos controles, cuando el conteo se realiza agitando el 

contenido del tubo. Sin embargo cuando el conteo se realizó antes de agitar el 

cultivo se observó que a partir del día 5 había una caída en la cantidad de 

parásitos en el sobrenadante de las variantes LYT1-EGFP (s+n, s y n) con 

respecto a  los controles (Gráfica 3).  

 

Estos resultados sugieren un posible defecto en la capacidad de 

movimiento de los parásitos transfectados con LYT1-EGFP (s+n, s y n), 

probablemente debido a la sobreexpresión de LYT1, por lo que decidimos 

analizar este fenotipo a continuación. 
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Gráfica 2.  

Curva de Crecimiento de Epimastigotes de T. cruzi WT y Transfectados 

 (Con Agitación) 

                

 

Gráfica 3.  

Curva de Crecimiento de Epimastigotes de T. cruzi WT y Transfectados  

(Sin agitar) 
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8. Determinación de la Motilidad de Epimastigotes WT y 

Transfectados.  

 

Debido a que los resultados anteriores sugirieron que los parásitos 

expresando LYT1s+n-EGFP, LYT1s-EGFP y LYT1n-EGFP presentaban un 

posible defecto en su motilidad, se analizaron al microscopio de fluorescencia, 

utilizando la técnica de gota suspendida, comparándolos con los epimastigotes 

control (WT y EGFP), y los parásitos knock-out (L-14 y L-16). Cabe mencionar 

que el análisis de motilidad se realizó con el programa Image Pro plus, 

utilizando la fluorescencia de los parásitos knock-in (EGFP, LYT1s+n-EGFP, 

LYT1s-EGFP y LYT1n-EGFP) como marca para poder hacer el seguimiento del 

movimiento. Los parásitos no transfectados (WT y knock-out) fueron marcados 

con el fluoróforo CFSE, como se describe en material y métodos, para poder 

analizar su movimiento. Los resultados mostraron que los parásitos LYT1s+n y 

LYT1s revelaron una disminución en su capacidad de movimiento, al 

compararlos con los parásitos control (WT y EGFP). En el caso de los parásitos 

LYT1n no se observó un cambio tan notorio como en los parásitos LYT1s+n y 

LYT1s. Para determinar este resultado a nivel cuantitativo se realizó la captura 

y análisis del movimiento de los epimastigotes por videomicroscopía en el 

microscópio confocal, como se describe en material y métodos. 

 

La Figura 33 muestra que la motilidad de los parásitos expresando la 

proteína LYT1(s+n y s)-EGFP esta notablemente disminuída con respecto a los 

parástitos control (WT, EGFP) y los parásitos knock-out de LYT1(L-14, 

sencillos y L-16, nulos). Se observó una disminución en el promedio de la 

distancia recorrida del 84% en parásitos LYT1s+n-EGFP (B) y 78% en 

parásitos LYT1s-EGFP (C) con respecto a los parásitos que expresan 

únicamente la proteína EGFP (A) (Tabla 10) (Gráfica 4). Aún cuando 

observamos una tendencia de disminución del movimiento en los parásitos 

LYT1n-EGFP (D) comparado con los parásitos control, el análisis estadístico 

usando la prueba t student con una p ≤ 0.001 indicó que no hay una diferencia 

significativa.   
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Los resultados obtenidos sugieren que la expresión exógena de la 

proteína de fusión LYT1(s+n y s)-EGFP tiene un efecto deletéreo en la 

motilidad de los parásitos. 

 

 

 

 

Figura 33. Análisis de la Trayectoria y Distancia Recorrida por  

Epimastigotes Knock-in Mediante Videomicroscopía. Parásitos control: WT 

y EGFP. Parásitos knock-in: expresando LYT1s+n-EGFP, LYT1s-EGFP, 

LYT1n-EGFP. Parásitos knock-out: L-14 (sencillo) y L-16 (nulo). 

 

 

Tabla 10. Promedio de la Distancia Recorrida y Porcentaje de Reducción 

de la Motilidad de Parásitos Knock-in. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Parásitos Distancia (µm) Disminución 
WT 89 ------ 

EGFP 88 ------
LYT1s+n 14 84% 

LYT1s 19 78% 
LYT1n 43 49% 
L-14 87 ------ 
L-16 88 ------ 
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Gráfica 4.  

Promedio de la Distancia Recorrida por los Parásitos WT, EGFP, 

LYT1(s+n, s y n)-EGFP y Parásitos Knock-out (L-14 y L-16)  

 

          

 
 

 
9.  Análisis Cuantitativo del Movimiento en Parásitos Transfectados. 

 
Una vez analizada la trayectoria del movimiento así como la distancia 

recorrida de los parásitos expresando WT, EGFP, LYT1(s+n, s y n)-EGFP y 

knock-out (L-14 y L-16), se cuantificó la cantidad de parásitos (de un total de 

100) que recorren determinados rangos de distancia (0-20, 21-40, 41-60, 61-

80, 81-100, 101-400 μm) durante 10 segundos, como se describió en material y 

métodos. 

 

La Tabla 11 y la Gráfica 5 muestran que los parásitos control (WT y 

EGFP) recorren desde distancias cortas, por debajo de 20 µm, hasta distancias 

largas, de hasta 400 µm, mostrando además que el mayor porcentaje de 

parásitos recorre las distancias más largas. Por el contrario, los parásitos que 

expresan la proteína de fusión LYT1s+n-EGFP y LYT1s-EGFP muestran una 

notoria reducción en la distancia recorrida y un comportamiento distinto entre 

ellos.  
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En el caso de los parásitos LYT1s+n, éstos no fueron capaces de 

recorrer distancias mayores a los 40 µm, mientras que los parásitos LYT1s lo 

hicieron hasta los 100 µm.  

 

Finalmente, los parásitos LYT1n recorrieron distancias de hasta 400 µm, 

pero el número de parásitos para este rango fue menor (9%) al observado en 

los parásitos control WT (30%) y EGFP (32%). Además, el mayor porcentaje de 

parásitos expresando LYT1(s+n, s y n)-EGFP se concentró por debajo de los 

20 µm (de 55 a 75 parásitos) en comparación con los parásitos WT y EGFP 

(aproximadamente 20 parásitos). Los parásitos knock-out (L-14 y L-16) se 

comportaron de manera similar a los parásitos control.  

 

Estos resultados sugieren que la expresión exógena de la proteína 

completa de LYT1 esta afectando, de una manera aparentemente indirecta, la 

capacidad mótil de los parásitos.  

 

 

Tabla 11. Porcentaje de Parásitos por Rangos de Distancia Recorrida en 

Parásitos WT, Parásitos Expresando EGFP, LYT1(s+n, s y n)-EGFP y 

Parásitos Knock-out de LYT1. 

  0-20 µ 21-40 µ 41-60 µ 61-80 µ 81-100 µ 101-400 µ Total 

WT 21 20 14 7 8 30 100 

EGFP 22 24 11 4 7 32 100 

LYT1s+n 76 24 0 0 0 0 100 

LYT1s 69 20 6 4 1 0 100 

LYT1n 56 24 3 4 4 9 100 

L-14 20 22 11 7 10 30 100 

L-16 21 22 11 9 6 31 100 
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Gráfica 5. 

Porcentaje de Parásitos por Rangos de Distancia Recorrida en 

Epimastigotes WT, Parásitos Expresando EGFP, LYT1(s+n, s y n)-EGFP y 

Parásitos Knock-out de LYT1 

 

 

 

 

Una vez analizada la disminución en la capacidad motora de los 

parásitos, se procedió a medir el largo del flagelo de los parásitos control y 

muestra con el propósito de determinar si la disminución del movimiento de los 

parásitos se relaciona con algún defecto en el crecimiento del flagelo. La Tabla 

12 y la Gráfica 6 muestran que los parásitos que expresan la proteína de 

fusión en sus tres variantes (s+n, s y n) no presentan diferencias en la longitud 

del flagelo, ni entre ellos, ni comparados con los parásitos control (WT y EGFP) 

y tampoco con respecto a los parásitos knock-out (L-14 y L-16).  
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Estos resultados muestran que el tamaño o el desarrollo del flagelo, en  

las diferentes líneas de parásitos, no están relacionados con la disminución de 

la capacidad mótil que ocasiona la sobre-expresión de la proteína de fusión 

LYT1- (s+n, s y n)-EGFP. 

     

 

Tabla 12. Promedio del Largo del Flagelo de Parásitos WT, Parásitos 

Expresando EGFP, LYT1(s+n, s y n)-EGFP y Parásitos Knock-out de LYT1. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 6. 

      Promedio de la Longitud del Flagelo de Parásitos WT, EGFP,    

LYT1(s+n, s y n)-EGFP y Parásitos Knock-out de LYT1 

 

 

PARÁSITOS 

 

PROMEDIO DE LA 

LONGITUD DEL FLAGELO 

WT 
10.87 ± 0.85 

EGFP 
10.78 ± 0.72 

LYT1s+n 
10.72 ± 0.77 

LYT1s 
10.74 ± 1.2 

LYT1n 
10.77 ± 0.72 

L-14 
10.7 ± 0.62 

L-16 
10.75 ± 1.14 
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10.  Determinación de la Motilidad de Tripomastigotes WT y 

Transfectados.  

 

Ya que se observó un defecto en la motilidad de los epimastigotes, fué 

necesario realizar el mismo estudio en tripomastigotes, debido a que éste 

también es un estadio  mótil. Para ello, analizamos tanto los parásitos control 

(WT y EGFP) como knock-in de LYT1 por videomicroscopía, como se describe 

en material y métodos. Los resultados no mostraron diferencias significativas 

en el movimiento, trayectoria y distancia de los parásitos LYT1s+n, LYT1s y 

LYT1n con respecto a los controles (datos no mostrados). Estos resultados 

indican que el efecto deletéreo en la motilidad de los parásitos como resultado 

de la expresión exógena de LYT1 es estadio específico. 

 

 

11.  Análisis Vectorial del Movimiento. 

11.1 Velocidad. 

 

           Los resultados de la Grafica 7 muestran un histograma de un parásito 

representativo del promedio de 20 parásitos analizados.   

 

Los parásitos LYT1s+n (LYT1s+n-EGFP) y LYT1s (LYT1s-EGFP) 

presentan una velocidad promedio menor a la observada en los parásitos 

control (WT y EGFP). Mientras que los parásitos EGFP alcanzan velocidades 

aproximadas de hasta 31.2 µm/segundo. Los parásitos LYT1s+n y LYT1s 

únicamente alcanzan velocidades entre 7.8 y 10.4 µm/segundo.  Por otro lado 

en el caso de los parásitos LYT1n no se observaron diferencias significativas 

con respecto a los parásitos control, obsevandose velocidades promedio de 26 

µm/segundo y de 31.2 µm/segundo para los parásitos que expresan EGFP. Los 

parásitos knock-out (L-14 y L-16) alcanzan velocidades aproximadas similares 

a los parásitos control (WT y EGFP) de hasta 31.2 µm/segundo. 

 

 

 

 



RESULTADOS
 

112 
 

Gráfica 7. 

Histogramas de Velocidad 

 

 

 

 

11.2 Cambio Angular de Dirección. 

 

En la Grafica 8, que muestra un histograma de un parásito 

representativo del promedio de 20 parásitos, se analizó el cambio angular de 

dirección del movimiento. Los resultados indican que el cambio angular es mas 

o menos simétricos en toda la gama, desde -180 hasta 180 grados en los 

parásitos knock-in (EGFP y LYT1s+n, LYT1s y LYT1n)-EGFP). En el caso de 

los parásitos WT y EGFP se observa un pico prominente en el centro, indicativo 

de trayectorias casi rectilíneas, con muy pocos cambios abruptos de dirección.  
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Por el contrario, en el caso de los parásitos LYT1s+n-EGFP se observan 

picos de altura similar en los extremos del histograma, los cuales revelan 

trayectorias intrincadas, en las que se favorecen cambios abruptos de 

dirección. Los parásitos LYT1s-EGFP y LYT1n-EGFP mostraron una 

combinación de ambos fenómenos, indicando una alternancia de trayectorias 

más o menos rectilíneas y de trayectorias muy intrincadas. Finalmente, los 

parásitos knock-out se comportaron de manera similar a los parásitos control 

(WT y EGFP), mostrando un comportamiento de trayectorias casi rectilíneas, 

con muy pocos cambios abruptos de dirección.  (Grafica 8 y 9). 

 

 

Gráfica 8. 

Histogramas del Cambio Angular de Dirección 
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Gráfica 9. 

Trazos de Velocidad y Cambio Angular de Dirección 

 

 

 

 

12.  Análisis de Varianza (ANOVA). 

 

Se realizó el análisis de varianza (ANOVA) del movimiento del promedio 

de 20 parásitos analizados para cada grupo de epimastigotes WT, EGFP,  

LYT1(s+n, s y n)-EGFP) y parásitos knock-out (L-14 y L-16). Como se muestra 

en la Tabla 13, mientras que los parásitos que expresan a la proteína completa 

exógena LYT1s-EGFP muestran una disminución en la velocidad (1.41 ± 0.49), 

aquellos que expresan la proteína truncada LYT1n-EGFP no mostraron 

diferencias (2.24 ± 1.11) con respecto a los parásitos WT y EGFP utilizados 

como control (2.45 ± 0.7 y 2.49 ± 0.9, respectivamente). Por otro lado, ambos 

parásitos no presentan diferencias significativas en el cambio angular de 

dirección (87 ± 15 para LYT1s y 79 ± 0.64 para LYT1n) con respecto a los 

parásitos control WT y EGFP (85 ± 15 y 84 ± 25, respectivamente). 
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Por el contrario, los parásitos que expresan de manera exógena ambas 

formas de la proteína LYT1s+n-EGFP presentan una marcada disminución de 

la velocidad (1.75 ± 0.89) y un aumento en el cambio angular de dirección (106 

± 20) con respecto a las células control WT (vi de 2.45 ± 0.7 y θi de 85 ± 15) y 

EGFP (vi de 2.49 ± 0.9  y θi de 84 ± 25), lo que resulta aparentemente en una 

alteración del movimiento del parásito. Se realizó también el análisis de 

varianza (ANOVA) del movimiento del promedio de los parásitos knock-out (L-

14 y L-16), observándose resultados sin diferencia estadística significativa con 

respecto a los controles. 

 
 
Tabla 13. ANOVA del Promedio de la Velocidad (vi) y del Cambio Angular 
de Dirección (θi) de Parásitos Control (WT y EGFP), Knock-in (EGFP, 
LYT1s+n, LYT1s y LYT1n) y Parásitos Knock-out (L-14 y L-16). Las 
diferencias estadísticamente significativas se marcan con un asterisco (*) y 
sombreadas en gris. 
 
 

 
WT 
 

EGFP 
 

 
LYT1s+n-EGFP  

 
LYT1s-EGFP 

 
LYT1n-EGFP  

 
 

L-14 
 

L-16  

Vi  2.45 ± 0.7 2.49 ± 0.9 1.75 ± 0.89 * 1.41 ± 0.49 * 2.24 ± 1.11 2.35 ± 0.78 2.41 ± 0.59

θi  85 ± 15  84 ± 25 106 ± 20 *  87 ± 15 79 ± 0.64 78 ± 20 86 ± 15 

 
 

 

13.  Ensayos de Endocitosis con FM4-64. 

 
Con la finalidad de determinar la posible participación de LYT1 en el 

proceso del tráfico vesicular utilizamos el marcador endocítico para células 

eucarioticas FM4-64, como se describe en material y métodos. Después de 20 

min de incubación con el marcador, se pudieron observar vesículas 

intracelulares relacionadas con la endocitosis. Los resultados obtenidos 

muestran que LYT1 comparte sitios de ubicación con algunas vesículas 

involucradas en el tráfico vesicular de T. cruzi, lo cual sugiere la participación 

de esta molécula en éste proceso (Figura 34). 
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Los resultados muestran en la colocalización de la expresión de LYT1s+n-

EGFP y FM4-64 que, aunque existen algunas vesículas que comparten 

localización, no todas las vesículas en las que se localiza LYT1 fueron 

marcadas con FM-64. Estos resultados sugieren que algunas de estas 

vesículas podrían corresponder a proteínas que viajan del Golgi, a núcleo o a 

membrana, lo que es consistente con el posible transporte de LYT1n-EGFP a 

núcleo y de LYT1s-EGFP a membrana a través del tráfico vesicular. 

 

 

Figura 34. Análisis de Endocitosis Mediante FM4-64 en Parásitos 

Expresando LYT1s+n-EGFP de Forma Exógena.  (A) EGFP; (B) FM4-64; (C) 

DAPI; (D) Colocalización. 

 

 

14.  Análisis por Microscopía Electrónica. 

 

Con la finalidad de determinar si el defecto observado en la motilidad de 

los epimastigotes knock-in esta relacionado con la estructura del flagelo, se 

realizó un análisis por microscopía electrónica de barrido (MEB) de los 

parásitos LYT1s+n-EGFP, LYT1s-EGFP y LYT1n-EGFP, utilizando como 

control parásitos WT y EGFP y como control negativo parásitos knock-out nulos 

de LYT1 (L-16). Los resultados en las micrografías obtenidas por el 

microscópio electrónico de barrido, muestran que los parásitos que expresan 

de manera exógena las proteínas de fusión LYT1(s+n, s y n)-EGFP presentan 

estructuras correspondientes a vesículas en la base del flagelo, cerca de la 

bolsa paraflagelar, o a lo largo del flagelo, con un marcado  defecto estructural 

con respecto a lo observado en los parásitos control (WT y EGFP), en los que 

se observan vesículas de menor tamaño en las mismas zonas. Cabe 
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mencionar que los parásitos knock-out nulos de LYT1 (L-16) presentan 

características morfológicas similares a los parásitos control (Figura 35). 

 

 

 

Figura 35. Análisis por Microscopía Electrónica de Barrido (MEB) en 

Parásitos Control (WT y EGFP), Parásitos Expresando LYT1(s+n, s y n)-

EGFP y Parásitos Knock-out nulos de LYT1(L-16). Se marcan con flechas 

blancas las vesículas normales observadas en los epimastigotes control (WT y 

EGFP) y las vesículas con defecto estructural de los parásitos  expresando 

LYT1(s+n, s y n)-EGFP y de los parásitos L-16. 
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Los resultados en las micrografías obtenidas por el microscópio 

electrónico de transmisión muestran que los parásitos que expresan de manera 

exógena las proteínas de fusión LYT1(s+n y s)-EGFP presentan estructuras 

correspondientes a vesículas de mayor tamaño o acumuladas en la base del 

flagelo, cerca de la bolsa paraflagelar, o a lo largo del flagelo, con respecto a lo 

observado en los cortes de los epimastigotes control (WT y EGFP) y los que 

expresan LYT1n-EGFP. Además, en los parásitos L-16 se observan las 

vesiculas en forma y tamaño similares a los parásitos control (Figura 36).  

 

 

  

Figura 36. Análisis por Microscopía Electrónica de Transmisión (MET) en 

Cortes de Parásitos Control (WT y EGFP), Parásitos Expresando 

LYT1(s+n, s y n)-EGFP y Parásitos Knock out (L-16). Se marcan con flechas 

negras las vesículas normales observadas en los cortes de los epimastigotes 

control (WT y EGFP) y las vesículas con defecto estructural, tanto de los 

parásitos  expresando LYT1-EGFP (s+n, s y n), como de los parásitos knock-

out nulos (L-16). 
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Estos resultados sugieren que algunas de estas vesículas podrían 

corresponder a proteínas involucradas con el posible transporte de LYT1 a 

través del tráfico vesicular, y que al sobreexpresarse de manera exógena la 

proteína de fusión LYT1-EGFP estas proteínas se ven afectadas en su función 

normal. 

 

 

15. Índices de infectividad in vivo de Parásitos Knock-out y Knock-

in de LYT1. 

 

Ya que los parásitos knock-in mostraron un defecto evidente en su 

motilidad, era necesario evaluar si esto tendría o no un impacto en la capacidad 

infectiva de los mismos; se evaluó su infectividad en un modelo murino, como 

se describe en material y métodos. Como control se utilizaron parásitos WT y 

EGFP. Para interpretar mejor los datos, también se incluyeron en el estudio los 

parásitos knock-out de LYT1 cuya infectividad in vivo no había sido evaluada 

previamente.  

 

Para evaluar la infectividad in vivo de los parásitos knock-out y knock-in 

de LYT1 se infectaron ratones Balb/c con parásitos L-16, L-14 y L-13 (Manning-

Cela et al 2001, 2003) o parásitos expresando LYT1(s+n, s y n)-EGFP 

obtenidos en este trabajo comparando con parásitos WT y EGFP como control.  

 

Los resultados obtenidos en las infecciones mostraron que la 

parasitemia de los ratones inoculados con los parásitos knock-out fueron, 

aproximadamente, 7 veces menor que la de los parásitos WT. Estos resultados 

demuestran que LYT1 tiene un papel importante durante la infección de T. cruzi 

in vivo (Gráfica 10). 
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Gráfica 10. 

Parasitemia de Ratones Balb/c Infectados con Parásitos Knock-out de 

LYT1 

 

 

 

En el caso de los parásitos knock-in, como se observa en la Gráfica 11, 

se muestra que la parasitemia de los ratones empieza a detectarse entre el 

cuarto y quinto día pos-infección, mientras que en los ratones infectados con 

los parásitos control (WT y EGFP) la parasitemia se empieza a detectar a partir 

del dia 2. Por otro lado, el pico de la parasitemia se alcanza alrededor del día 

10 en los ratones infectados con los parásitos knock-in, mientras que en los 

animales infectados con los controles se alcanza en el día 5.  

 

Además de que la parasitemia se encuentra desfasada en tiempo, 

también se encuentra disminuída aproximadamente 1.5 veces en los parásitos 

que expresan LYT1 exógenamente con respecto a los controles. Estos 

resultados demuestran que la expresión exógena de LYT1 afecta la infección in 

vivo de T. cruzi y que, el hecho de que lo haga con un comportamiento 

diferente a lo observado en los parásitos knock-out de LYT1, sugiere que 

posiblemente lo hace por un mecanismo diferente.  
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Gráfica 11. 

Parasitemia de Ratones Balb/c Infectados con Parásitos Knock-in de LYT1 
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 “Ciencia es todo aquello sobre lo cual siempre cabe discusión”. 
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VIII. DISCUSIÓN. 
 

Muchas proteínas son importantes en el proceso de infección de T. cruzi; 

sin embargo, muy pocas han sido demostradas experimentalmente. Como se 

dijo anteriormente, LYT1 es una molécula requerida para una infección 

eficiente y también está involucrada en el proceso de transición de estadio del 

parásito. Los parásitos deficientes en LYT1 muestran tres fenotipos 

sobresalientes: una infección deficiente, un desarrollo acelerado in vitro y una 

actividad hemolítica disminuida (Manning-Cela et al., 2001; Manning-Cela et al., 

2002; Manning-Cela, 2003; Espinoza y Manning-cela, 2007). Esta diferente 

función de LYT1 es resultado de la producción de tres transcritos distintos 

obtenidos por trans-splicing alternativo, dos de los cuales codifican para una 

proteína completa conteniendo tanto una secuencia señal amino-terminal como 

una secuencia nuclear, y otro que codifica para una proteína truncada 

conteniendo únicamente la secuencia nuclear (Maninng-Cela, 2002).   

 

Este comportamiento es factible ya que en los tripanosomátidos, la 

transcripción es policistrónica y los ARNm producidos son directamente 

dependientes de la presencia del miniexón en su extremo 5´ durante su 

procesamiento (Walder, 1986). Al igual que LYT1, se han reportado otros 

genes de tripanosomátidos con procesamiento de trans-splicing alternativo y 

que presentan diferente localización de las proteínas producidas, como en el 

caso de una prolina de T. cruzi, que es secretada en su transcrito largo y 

dirigida al citoplasma en su transcito corto (Chamond, 2003). Además, LYT1 

está altamente regulada durante los estadios de desarrollo de T. cruzi, en 

donde los ARNm largos son expresados mayoritariamente en los estadios de 

tripomastigote y amastigote, y los ARNm cortos son expresados más 

abundantemente en el estadio de epimastigote (Manning-Cela et al; 2002), lo 

que sugiere que posiblemente su expresión diferencial pudiera tener 

implicaciones en la biología de cada uno de los estadios de desarrollo del 

parásito, aunque futuros experimentos serán necesarios para demostrar esto. 
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Ya que se había determinado que el gen de LYT1 podía dar resultado a 

diferentes transcritos, era necesario determinar si éstos eran activos y daban 

lugar a distintos productos que pudieran tener diferente localización y función. 

Por ello, en este trabajo se evaluó la localización de los diferentes productos de 

LYT1, obteniendo y analizando parásitos knock-in que expresan una copia 

exógena de LYT1 fusionada a EGFP, expresando las dos proteínas (LYT1s+n-

EGFP), solo la proteína completa (LYT1s-EGFP) o únicamente la proteína 

incompleta (LYT1n-EGFP) (Figura 29).  

 

Los resultados mostraron que, efectivamente, los diferentes productos 

de LYT1(s y n)-EGFP presentan distinta localización. Al igual que lo reportado 

recientemente por Benabdellah y colaboradores en el 2007, quienes 

determinaron la localización de LYT1 usando anticuerpos dirigidos contra esta 

proteína, observamos que la proteína completa se localiza en membrana y la 

proteína truncada en cinetoplasto. Sin embargo, nosotros también 

determinamos que ambas proteínas, se localizan en núcleo, reservosoma y 

vesículas. Una posible explicación a estas diferencias, es que en nuestro 

sistema además de expresar LYT1 endógena los parásitos transfectados 

expresan LYT1-EGFP exógena bajo un promotor fuerte, por lo que los 

parásitos posiblemente expresan a LYT1-EGFP exógena a niveles altos. De 

este modo, esperaríamos que se evidenciara aún mas su localización, la cual 

posiblemente no es fácil de ver cuando únicamente se expresa la copia 

endógena, que sabemos lo hace en bajos niveles. Otra posible explicación es 

que la fusión de LYT1 con EGFP pueda de alguna manera modificar su 

localización. Esta posibilidad la consideramos poco probable por las siguientes 

razones: Se ha reportado que este gen reportero por lo regular no modifica la 

localización de las proteínas a las cuales se fusiona (Yang et al., 1996; Tsien et 

al., 1998). Además, la localización que obtuvimos en parte corresponde a la 

reportada por Benabdellah y colaboradores en el 2007 para la proteína 

endógena por lo que sería poco probable que se obtuviera una localización 

aberrante adicional a la localización de LYT1 endógena. 
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En las tres variantes de LYT1(s+n, s y n)-EGFP observamos una 

localización compartida en núcleo y cinetoplasto, una disposición esperada 

considerando que, tanto la proteína completa como la truncada contienen la 

secuencia de localización nuclear. A este respecto, se ha sugerido que cuando 

una proteína contiene más de una secuencia de localización, y aún cuando una 

de éstas predomina sobre la otra, siempre se observarán ambas localizaciones. 

Esto resulta relevante en el caso de LYT1-EGFP, ya que tanto la proteína 

completa como la incompleta se localizan en núcleo y cinetoplasto, lo que daría 

lugar a la posibilidad de que presenten funciones diferentes en estos organelos. 

A este respecto es interesante observar el resultado obtenido por Benabdellah 

y colaboradores en el 2007, cuando reconstituyeron diferencialmente el 

fenotipo de infectividad y diferenciación de estadio en parásitos knock-out de 

LYT1. Ellos observaron que al expresar a la proteína incompleta únicamente 

reconstituían el fenotipo de diferenciación de estadio, mientras que al expresar 

la proteína completa reconstituían el fenotipo de infectividad. Esto sugiere que 

la proteína completa, localizada en núcleo y cinetoplasto, pudiera tener una 

función diferente a la regulación de diferenciación de estadio del parásito, 

siendo necesario realizar experimentos futuros para determinar esto.  

 

También, es interesante el hecho de que LYT1-EGFP tanto completa 

como truncada se localice en el reservosoma. El reservosoma es un conjunto 

de organelos endocíticos propios del estadio de epimastigote de T. cruzi, que 

almacenan proteínas y lípidos que utiliza el parásito para su proceso de 

diferenciación. Se ha reportado que este organelo desaparece gradualmente 

cuando los epimastigotes son incubados en medio de cultivo en condiciones 

que inducen el proceso de transformación de epimastigote a tripomastigote 

(Soares y de Souza, 1988; Soares et al., 1989, Soares et al., 1999). Por lo 

tanto no es extraño encontrar a LYT1-EGFP en este organelo, ya que se ha 

demostrado genéticamente su participación directa en éste proceso (Manning-

Cela et al., 2001; Benabdellah et al., 2007). 
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Por otro lado, cada epimastigote puede presentar diversas formas de 

reservosomas, las cuales pueden variar, dependiendo de las condiciones de 

crecimiento y de la cepa del parásito, siendo común observar además de las 

vesículas anteriores, una vesícula característica grande y predominante que se 

localiza en la región posterior del parásito (región pos-nuclear) (Soares y de 

Souza, 1987). Esta misma organización fue observada en este trabajo, en 

donde tanto la proteína completa, así como la incompleta, se localizó en 

diversas vesículas incluyendo la característica, localizada en la parte posterior 

de los epimastigotes.  

 

Si consideramos que toda macromolécula ingerida por el parásito, a 

través de un proceso endocitico que tiene lugar en el citostoma y en el pocket 

flagelar, se acumula en el reservosoma y que se ha reportado que éste 

organelo está  implicado en el transporte de proteínas de membrana 

(Goncalves et al., 1991), no sería extraño tampoco el poder relacionar a LYT1-

EGFP completa, localizada en membrana e involucrada en infectividad, con 

éste organelo.  Sabemos que la localización de LYT1-EGFP en vesículas 

corresponde, al menos una parte de éstas, al reservosoma, ya que al usar el 

marcador FM4-64 usado para determinar este organelo en T. cruzi (Torres et 

al., 2004) colocaliza con la fluorescencia de LYT1-EGFP  (Figura 31). 

 

 En apoyo a lo anterior, el reservosoma desaparece en tripomastigotes y 

amastigotes al igual que la colocalización de LYT1-EGFP en éste, como era de 

esperarse (Figura 32). Además, se ha reportado que en los reservosomas se 

acumula una gran cantidad de cruzipaína, la principal cisteínproteasa de T. 

cruzi (Campetella, 1990; Murta et al., 1990; Souto-Padrón et al., 1990), que se 

sabe también es escencial para el crecimiento, diferenciación e infectividad del 

parásito (Meirelles et al., 1992; Harth et al., 1993; Franke de Cazzulo et al., 

1994; Engel et al., 1998). Por lo tanto, estos hallazgos en conjunto apoyan la 

presencia de ambas formas de la proteína en el reservosoma y su relación con 

el proceso de diferenciación de estadio e infectividad.  
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Ya que no todas las vesículas en que esta localizada LYT1-EGFP fueron 

marcadas con FM4-64, se sugiere que algunas de éstas podrían corresponder 

a vesículas de transporte de proteínas que viajan del golgi a núcleo o 

membrana, lo que es consistente con el posible transporte de LYT1n-EGFP a 

núcleo y LYT1s-EGFP a membrana.  

 

Por otro lado, la presencia de los diferentes productos de LYT1-EGFP en 

distintos organelos con características de pH diferentes, expone a esta 

molécula a adquirir conformaciones distintas que pudieran impactar en su 

función. Además, se ha considerado su posible interacción con distintas 

proteínas que, en conjunto, pudieran tener una participación en los fenotipos 

con que se le ha relacionado. A este respecto, en el laboratorio se ha explorado 

ésta posibilidad, y se encontró que LYT1 interactúa con diversas proteínas 

implicadas en el fenotipo de infección (Trans-sialidasa, fosfatasa tipo DSPc, 

gp63, MASP, LYT1) y de transición de estadio (histonas H2A y H2B, C2H2 

putativa, glutatión sintetasa putativa) faltando aún por determinar de que 

manera lo hace y que implicaciones biológicas pudiera tener dicha interacción 

(Andrews, 1990; Lugo-Caballero, 2008).  

 

Un fenotipo interesante e inesperado fué que la expresión exógena de 

LYT1(s+n y s)-EGFP afectó el movimiento de los parásitos. La motilidad del 

epimastigote depende escencialmente del flagelo, el cual está conformado 

principalmente de microtúbulos (Kohl y Gull, 1998; Gull, 1999; Kohl y Bastin 

2005; Hutchings, 2002).  A pesar de que se conocen algunas moléculas 

involucradas en el movimiento del flagelo en células eucariotas, es muy poco lo 

que se sabe sobre el mecanismo que regula o coordina este movimiento 

flagelar  (Cosson, 1995). Los microtúbulos tienen un papel importante en el 

mantenimiento de la estructura de T. cruzi, participa en la separación de los 

cuerpos basales, en el crecimiento del nuevo flagelo, en la mitosis, en la 

citocinesis y, por supuesto, en la motilidad del parásito (Robinson et al., 1995; 

Kohl y Gull, 1998; Gull, 1999). También éstos conforman el saco flagelar, que 

es por donde el parásito endocita y exocita sus proteínas, siendo un organelo 

importante en la regulación del tráfico vesicular que lleva las moléculas 
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necesarias para el crecimiento y funcionamiento del flagelo (Kozminski et al., 

1993; Souto-Padrón et al., 1990; Brooks et al., 2000).  

 

Ya que los parásitos knock-out de LYT1 (Manning-Cela et al., 2001) y la 

mutante dominante negativa de LYT1 (Manning-Cela et al., 2003) no 

presentaron defectos en la motilidad del parásito, indicando que ésta molécula 

no tiene una implicación directa en este fenómeno, es difícil explicar el porque 

los parásitos knock-in y knock out de LYT1 muestran defectos a este nivel.  

 

Una posible explicación es que LYT1-EGFP este participando de manera 

indirecta en este proceso. Esta propuesta se basa en el hecho de que, cuando 

se analizaron las moléculas que interactúan con LYT1, se encontró que entre 

estas se unen la tubulina, cineína y dineína, que son moléculas involucradas en 

el tráfico vesicular del parásito (Lugo-Caballero, 2008). Ya que este mecanismo 

es escencial para el transporte de las moléculas encargadas del crecimiento y 

buen funcionamiento flagelar, podría ser alterada la motilidad celular. Por lo 

tanto, si la expresión exógena de LYT1-EGFP y su interacción con tubulina, 

dineína y kinesina, están afectando la eficiencia del transporte intraflagelar y, 

por lo tanto, el funcionamiento correcto de cualquiera de las moléculas 

necesarias para el movimiento del flagelo, sería posible obtener un fenotipo 

deletéreo como el observado en los parásitos transfectados (Rosenbaum  y 

Witman, 2002). 

 

El sistema de transporte intraflagelar (IFT por sus siglas en ingles), que 

está formado de diversas partículas compuestas de 15 diferentes polipeptidos, 

identificados y conservados en muchas especies de flagelados, ha mostrado 

también que la inactivación de uno solo de sus genes es suficiente para inhibir 

el ensamble del flagelo, indicando que la integridad de las partículas es 

necesaria para un funcionamiento eficiente del IFT (Brazelton et al., 2001; 

Deane et al., 2001; Han et al., 2003; Gull, 1999), lo cual coincide con lo 

encontrado en el presente trabajo, ya que al análisis por microscopía 

electrónica de barrido y microscopia electrónica de transmisión se observa un 

defecto en la estructura de vesículas que salen del saco flagelar y que recorren 

el flagelo, lo que sugiere que algunas de estas vesículas podrían corresponder 
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a proteínas involucradas con el posible transporte flagelar de LYT1 a través del 

tráfico vesicular y que ésta proteína, al ser sobreexpresada, afecta la 

asociación de las proteínas con las que interactúa, alterando de este modo su 

función normal (Figuras 34 y 35). 

 

Se han reportado además, que algunas otras proteínas, como FLA1, que 

es una proteína que fue localizada a lo largo de la región del flagelo de T. 

brucei, y GP72, que es una glicoproteína asociada a la membrana de T. cruzi, 

actúan directamente en los procesos de movimiento y desplazamiento del 

parásito (Nozaki, 1994; Cooper, 1993; Haynes, 1996). Finalmente, usando 

mutantes nulos se determinó que PFR-2 en Leishmania mexicana y sus 

proteínas homólogas PFR-2 de T. brucei y PAR-2 de T. cruzi, que son 

proteínas propias del PFR (paraflagellar rod), son necesarias para la motilidad 

del parásito (Beard, 1992; Foust, 1998; Santrich, 1997; Kohl, 1998; Hunger 

Glaser, 1997).  

 

Otra posibilidad, es que LYT1-EGFP interactúe directa o indirectamente 

con moléculas relacionadas con la motilidad del parásito e interfiera, de manera 

indirecta y negativa en su función, en los parásitos knock-in de LYT1. Ejemplo 

de éstas moléculas son PF16 y PF20, que están asociadas con los pares 

centrales de microtubulos del axonema y que, usando ARNi para silenciar sus 

genes, se obtuvo la modificación, reducción o completa inhibición del 

movimiento del parásito (Ngo et al., 1998; Landfear, 2001; Gull, 1999; Hill, 

2003; Kohl y Bastin, 2005). Hasta el momento no hemos encontrado 

interacción de LYT1 con estas proteínas, sin embargo, aún no contamos con el 

interactoma completo de LYT1 y tampoco tenemos la información de varias 

proteínas hipotéticas a las que se les une LYT1, y que pudieran tener funciones 

parecidas a las de PF16 y PF20.  

 

Es interesante resaltar que el defecto en la motilidad observada fue un 

fenotipo específico de estadio ya que los tripomastigotes, que también son un 

estadio mótil del parásito, no presentaron disminución en su movimiento, 

trayectoria y distancia recorrida (datos no mostrados) (Ballesteros-Rodea et al., 

2012).  
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Estos resultados sugieren que ambos estadios de desarrollo utilizan 

probablemente mecanismos de motilidad diferentes. De manera distinta a los 

epimastigotes, los tripomastigotes cuentan con una membrana ondulante, 

además del flagelo, la cual agitan en movimientos que se continúan hasta el 

flagelo para llevar a cabo el desplazamiento del parásito con movimientos 

ondulatorios de todo el cuerpo.  

 

Ya que en los epimastigotes LYT1s+n y LYT1s se observó un defecto en 

la motilidad (Figura 32, gráfica 4 y 5), sugiere la posibilidad de que este 

fenotipo deletéreo pudiera ser resultado de un efecto indirecto y negativo sobre 

el trafico vesicular del parásito y consecuentemente de la función del flagelo. 

En apoyo a esta propuesta son los trabajos de Soares et al., en 1992 y 

Mauricio de Mendonca et al., en el 2000, en donde reportan que los índices de 

endocitosis son muy bajos en tripomastigotes y que en éste estadio 

desaparece el reservosoma y no es capaz de renovarse nuevamente como 

consecuencia de la baja endocitosis. Por lo tanto nuestros resultados sugieren 

que posiblemente LYT1 participa de alguna manera con moléculas 

involucradas en el tráfico vesicular. 

 

Los resutados del análisis de distancia recorrida, velocidad, y cambio 

angular de dirección de los parásitos (Graficas 4, 5, 7, 8 y 9), mostraron que 

los epimastigotes que expresan LYT1(s+n y s)-EGFP presentan cambios 

estadísticamente significativos en la motilidad celular. Ya que no se observó un 

defecto significativo en la motilidad de los parásitos que expresan a LYT1n-

EGFP comparado con los parásitos control, se sugiere que la expresión LYT1s-

EGFP aparentemente es la principal responsable del fenotipo observado.  

  

Sin embargo, ya que los epimastigotes que expresan de manera 

exógena ambas formas de la proteína muestran un efecto mas severo que los 

parásitos que solo expresan la forma completa LYT1s-EGFP, se sugiere que 

posiblemente LYT1n-EGFP por sí sola no tenga un efecto sobre la motilidad del 

parásito, pero que cuando esta junto con LYT1s-EGFP es capaz de 

potencializar el efecto de ésta última. Como se observa en el análisis de 

velocidad y cambio angular de dirección (Grafica 7, 8 y 9 y Tabla 13) los 
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parásitos LYT1n+s-EGFP presentan alteración de ambos parámetros, mientras 

que en los parásitos LYT1s-EGFP solo se altera la velocidad. En este sentido 

el hecho de que aún cuando LYT1n-EGFP no mostró diferencias significativas 

con respecto al control (Tabla 13), si evidenció algunos cambios. Por ejemplo, 

una tendencia a disminuir la distancia recorrida (Grafica 4).  

 

También, el número de parásitos que recorrieron los diferentes rangos 

de distancia analizados, mostraron un comportamiento parecido a LYT1s+n-

EGFP y LYT1s-EGFP, en donde se observó una mayor concentración de 

parásitos (55%-75%) que recorrieron distancias de 0 a 20 µm, a diferencia de 

los parásitos control (20%) (Grafica 5). Además, presentaron una alternancia 

de trayectorias más o menos rectilíneas y de trayectorias muy intrincadas, 

como las observadas en LYT1s-EGFP y de trayectorias intrincadas como las 

observadas en LYT1s+n-EGFP y LYT1s-EGFP, que no son comunes en los 

parásitos control (Grafica 8 y 9). Estos resultados entonces, nos sugieren que 

las tendencias observadas en los epimastigotes LYT1n-EGFP, si bien su efecto 

no es estadísticamente significativo, si pudiera de alguna manera aumentar el 

efecto de LYT1s-EGFP en los parásitos LYT1s+n-EGFP.  

 

El análisis de los histogramas de velocidad muestra que todos los 

parásitos estudiados tienen aproximadamente la forma de distribución de 

Maxwell-Boltzmann, típica de las partículas brownianas, lo que indica que los 

epimastigotes presentan un movimiento browniano. Además, el movimiento de 

los parásitos mostró que tienen un alto grado de estocasticidad (que se 

mueven tanto hacia a un lado como al otro sin tener una preferencia hacia 

alguno de los lados). La gran variabilidad de velocidades promedio observada 

entre distintos parásitos, indica que la motilidad de los parásitos, además de 

presentar un movimiento browniano, también es debida al movimiento de su 

flagelo. Esto se basa a que si sólo hubiera movimiento browniano, la 

variabilidad de velocidades promedio se debería únicamente a la variabilidad 

en el tamaño de los parásitos y por lo tanto no sería tan grande como se 

observó (Gráfica 7). 
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Dos hechos que se observan a simple vista en todos los parásitos son: 

1) que existen cambios angulares de dirección en toda la gama desde -180 

hasta 180 grados y 2) que todos ellos son aproximadamente simétricos. Ambas 

observaciones concuerdan con la afirmación de que el movimiento de los 

parásitos tiene un elevado componente estocástico, probablemente de origen 

similar al movimiento browniano.  

 

En particular, puesto que ángulos positivos y negativos indican cambios 

de dirección en sentido opuesto al de las manecillas del reloj, el que los 

histogramas sean simétricos revela la no existencia de una preferencia de 

dirección hacia la que los parásitos roten (Grafica 8).  

 

Por otra parte, si el movimiento de los parásitos fuera completamente 

aleatorio, los histogramas de los cambios angulares de dirección serían planos. 

Pero tal cosa no se observa, en concordancia con la existencia de una 

motilidad inherente a los parásitos. En algunos casos se observa un pico 

prominente en el centro, indicativo de trayectorias casi rectilíneas, con muy 

pocos cambios abruptos de dirección (EGFP). En otros casos se observan 

picos de altura similar en los extremos del histograma, los cuales revelan 

trayectorias intrincadas, en las que se favorecen los cambios abruptos de 

dirección (LYT1s+n-EGFP). Finalmente, en otros histogramas se aprecia una 

combinación de ambos fenómenos, lo que coincide con una alternancia de 

trayectorias más o menos rectilíneas y de trayectorias muy intrincadas (LYT1s-

EGFP y LYT1n-EGFP) (Grafica 8 y 9). 

 

Finalmente, los experimentos de infección in vivo mostraron, como era 

de esperarse, que los parásitos knock-out de LYT1 redujeran notablemente 

(85%) su capacidad infectiva (Gráfica 7) ya que se había mostrado con 

anterioridad que dsiminuían en aproximadamente un 95% su infectividad in 

vitro (Manning-Cela et al., 2001; Zago et al., 2007). Por otro lado los parásitos 

knock-in presentaron también una redución de su infectividad in vivo (30%); sin 

embargo, lo hicieron en niveles menores y con una cinetica diferente a los 

parásitos knock-out sugieriendo que lo hacen por mecanismos diferentes. En el 

caso de los parásitos knock-out se demostró por el análisis genético que LYT1 
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participa directamente en el proceso de infección de T. cruzi. Por lo que en los 

parásitos knock-in proponemos que la reducción de la infectividad, así como el 

defasamiento en la cinética de la parasitemia, es resultado posiblemente del 

defecto en la motilidad de los parásitos. 

  

LYT1 no solo muestra un procesamiento alternativo que conlleva a la 

producción de dos proteínas distintas, sino que también éstas se encuentran en 

diferentes localizaciones en la célula, que las expone a diferentes condiciones 

ambientales que pudiera impactar en su función. Aunado a esto, su expresión 

diferencial en los distintos estadios de desarrollo del parásito y su diferente 

localización, también las expone a poder interaccionar con distintas proteínas e 

impactar de manera directa o indirecta en diferentes procesos en la biología del 

parásito. Este comportamiento observado en LYT1, ha sido reportado en genes 

que presentan switch alternativo de expresión y función.  

 

Diversos genes de este tipo han sido descritos en Arabidopsis spp. y 

otras plantas, los cuales presentan switch de función ante el cambio 

conformacional de la proteína cuando es expuesta a diferentes condiciones al 

encontrarse en distintas localizaciones dentro de la célula (Obara et al., 2002; 

Hamada et al., 2002; Strobel et al., 2002; Silva-Filho 2003). También, en el 

caso del gen TcPRAC de T. cruzi que expresa dos proteínas de tipo prolina-

racemasas resultado de un trans-splicing alternativo, presentan diferente 

localización y distintas propiedades bioquímicas (San Martín et al., 2000). 

 

Estos resultados muestran que diversas proteínas pueden presentar un 

comportamiento multifuncional optimizando los sistemas biológicos, sobre todo 

aquellos cuyo genoma no permite la síntesis de una gran variedad de proteínas 

con funciones específicas como en el caso de T. cruzi. Por ello es importante 

continuar con su estudio para dilucidar a futuro los mecanismos que regulan el 

ciclo biológico e infectivo del parásito y poder diseñar estrategias genéticas, 

inmunológicas o terapéuticas para su control.  
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IX. CONCLUSIONES. 

 
 
 
 
 
 
“La ciencia, a pesar de sus progresos increíbles, no puede ni podrá nunca 

explicarlo todo. Cada vez ganará nuevas zonas a lo que hoy parece 

inexplicable. Pero las rayas fronterizas del saber, por muy lejos que se eleven, 

tendrán siempre delante un infinito mundo de misterio”. 

 
                                                                                   Gregorio Marañón  
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IX. CONCLUSIONES. 

 

• Los diferentes transcritos de LYT1 producen dos proteínas diferentes 

con localización diferencial.  

 

•  La expresión exógena de LYT1 produce un defecto en la motilidad del 

parásito, aparentemente por un efecto indirecto sobre las moléculas que 

participan el movimiento del flagelo. 

 

•  La expresión de una copia exógena de LYT1 tiene un impacto negativo 

en la infectividad in vivo de T. cruzi, posiblemente como resultado del 

defecto en la motilidad de los parásitos y no como un efecto directo de 

LYT1, como se observó en los parásitos knock-out de LYT1. 

 

• El análisis del movimiento del flagelo de los epimastigotes de T. cruzi 

mostró que el parásito presenta un bateo flagelar (simétrico de punta a 

base) y un bateo ciliar (asimétrico de base a punta) que resulta en dos 

tipos de desplazamiento (rectilíneo e intrincado) permitiendo así el 

movimiento direccional del parásito y su cambio de trayectoria.  

 

•  El epimastigote presenta una variabilidad en movimiento y trayectoria, lo 

que resulta en diferentes rangos de distancia recorrida. 

 
 

•  El análisis vectorial del movimiento indicó que éste no es un evento al 

azar, sino dependiente del comportamiento del parásito.  
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X. PERSPECTIVAS. 

 
 
 
 
 
 
 
 

“Cada día sabemos más y entendemos menos”. 

 
                                                                              Albert Einstein 
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X. PERSPECTIVAS. 
 

 

• Determinar la función de los dos distintos productos de LYT1 en cada 

uno de los organelos en los que se localizan. 

 

•  Caracterizar el interactoma de LYT1 y determinar con que proteínas 

interactúa cada uno de los productos en los distintos organelos, y de que 

manera impacta esto en su función. 

 

•  Determinar si efectivamente, el defecto observado en la motilidad del 

parásito es resultado de la interferencia indirecta de LYT1 con alguna 

molécula involucrada en motilidad o en el tráfico vesicular de T. cruzi. 

 

•  Determinar la motilidad en los diferentes estadios de Trypanosoma 

cruzi.  
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“La inteligencia consiste no sólo en el conocimiento, sino también en la   

destreza de aplicar los conocimientos en la práctica.” 

 

                                                                                                       Aristóteles 
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 “La ciencia más útil es aquella cuyo fruto es el más comunicable”. 
 

                                                                                                              Leonardo Da Vinci 
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APÉNDICE I.  

Secuencia completa del alelo b de LYT1 con un marco de lectura abierto 

de 1, 659pb, y que codifica para una proteína de 552 aminoácidos. 

 

 AF320626. Reports Trypanosoma cruzi...[gi:12958499]  
        Features 
        Sequence 
LOCUS       AF320626                2289 bp    DNA     linear   INV 22-MAY-
2001 
DEFINITION  Trypanosoma cruzi LYT1p (LYT1) gene, LYT1-b allele, complete cds. 
ACCESSION   AF320626 
VERSION     AF320626.1  GI:12958499 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Trypanosoma cruzi 
  ORGANISM  Trypanosoma cruzi 
            Eukaryota; Euglenozoa; Kinetoplastida; Trypanosomatidae; 
            Trypanosoma; Schizotrypanum. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 2289) 
  AUTHORS   Manning-Cela,R., Cortes,A., Gonzalez-Rey,E., Van Voorhis,W.C., 
            Swindle,J. and Gonzalez,A. 
  TITLE     LYT1 protein is required for efficient in vitro infection by 
            Trypanosoma cruzi 
  JOURNAL   Infect. Immun. 69 (6), 3916-3923 (2001) 
   PUBMED   11349059 
REFERENCE   2  (bases 1 to 2289) 
  AUTHORS   Manning-Cela,R.G., Cortes,A., Gonzalez-Rey,E., Van Voorhis,W.C., 
            Swindle,J. and Gonzalez,A. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (10-NOV-2000) Infection Disease Research Institute, 1124 
            Columbia Street, Suite 600, Seattle, WA 98104, USA 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..2289 
                     /organism="Trypanosoma cruzi" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /strain="CL Brenner" 
                     /db_xref="taxon:5693" 
     gene            <202..>1860 
                     /gene="LYT1" 
                     /allele="LYT1-b" 
     mRNA            <202..>1860 
                     /gene="LYT1" 
                     /allele="LYT1-b" 
                     /product="LYT1p" 
     CDS             202..1860 
                     /gene="LYT1" 
                     /allele="LYT1-b" 
                     /inference="non-experimental evidence, no additional 
                     details recorded" 
                     /codon_start=1 
                     /product="LYT1p" 
                     /protein_id="AAK09325.1" 
                     /db_xref="GI:12958500" 
                      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



APÉNDICE I
 

170 
 

/translation="MRKKAAALVAPTADTRPTCRGAAIANNFMGRAGPREGVGRSTEM 
                     
PAAGPTGSQRSQTQREVKASQDADAAAISSYFQSELVTSQSHEGVSPLAKTRANERRN 
                     
GEQEREKELPAVGGAVPTGKGTDPKQRVLQDLPAMHAEGQNQHGREGDKGVSVKMDSP 
                     
GRVQVLEQMLLHLAALNRQLELELIETRRELTMYKQLLPDVQRQTEAHALSQEHHKAN 
                     
SAAPPLMSDERRRQMLFTGQQQQQQQVEDLHGGISGWETAARRMRYGYEEGERDALSD 
                     
GEGRPRCAGRMGSPKRFLSTQPPRSSRNHRNPHAANGTNGNSHVPHSSRQKSHPTRGA 
                     
AVTSVPLAASATNRRGRSMRQHTRPRGPSHLFERLDAEDAIDMLETLKLSLMYRCNHS 
                     
HHRSTEGDVVRPAAKPRKGTRSVAPPPPPPSMLSSSQRKLAAAVAGAPACSVSARHGR 
                     
NHGVSAVGDPSRGNRVSETARIAHAPSFGGKKCAPGLTQLHFSSPSRRATPMKKDTPL 
                     SRGQAAGVAAVAVGGDGQLEALQRRYWEQSRAILEQLENMLAAD" 
     misc_feature    286 
                     /gene="LYT1" 
                     /allele="LYT1-b" 
                     /note="alternate site of translation initiation" 
 
 
ORIGIN       
        1 agtcctttgc tttttatttt taacctgtaa gtttcatgta aaatgaaaaa tgcggaaacc 
       61 aaaaggtatg gaattacggc gtatgtatgt catccacttc ccatcccctt tacgtgtttc 
      121 gcaacttgcc cttttgctct ctgccttgtt gaagtttccc ctcgtttttt ttttttttgt 
      181 tttgtggccg tgctcgccct catgcggaag aaagccgcag cattagtagc acccacagca 
      241 gacacacggc cgacgtgccg cggggctgcc attgcgaata actttatggg acgtgccggc 
      301 ccccgtgagg gcgttggaag atcaacggag atgccggctg ctggaccgac ggggtctcaa 
      361 agaagtcaaa cgcaacggga ggtgaaagcg tcacaagacg ccgacgcggc ggccattagt 
      421 agttatttcc agtccgaatt ggtgacatct cagtcgcacg agggtgtgtc tcctctggca 
      481 aagactaggg ccaacgaacg gcggaacggg gagcaggagc gggagaagga actgccggcg 
      541 gttggtggcg ccgttccaac tgggaagggg acggacccca aacagcgagt gctgcaggat 
      601 ttgccagcga tgcacgcgga gggacaaaac cagcacggta gagagggtga caagggtgtt 
      661 tccgtgaaga tggactcccc tggtcgcgta caggtgctgg agcaaatgtt gctacacctg 
      721 gctgcattga acagacagct agaattagaa cttatagaaa cgcgacggga actgacgatg 
      781 tacaagcagc ttttacctga tgtgcagcgc cagaccgagg cccatgcttt gtctcaggag 
      841 catcacaaag cgaatagtgc tgctccgcca ctgatgtcag atgagaggcg acgacagatg 
      901 ctcttcacag ggcaacaaca acaacagcaa caagtggaag atctgcatgg cggtattagc 
      961 gggtgggaaa cggcagcgag gagaatgcgc tatggttacg aggaggggga gagggacgcc 
     1021 ctttcagatg gtgagggccg tccacgttgc gcaggtcgta tgggctcccc gaagagattc 
     1081 ctttcaacac aaccgcctcg aagcagcagg aaccatcgga accctcacgc tgctaacggg 
     1141 acaaatggca atagtcatgt tccccattcg tccagacaaa aaagtcaccc gacaagagga 
     1201 gctgctgtaa cttccgtacc gttggcggcg tccgcaacca atcgccgagg tcgttccatg 
     1261 cgacaacata cccgaccccg cggaccttct catcttttcg aacgcctcga cgctgaggat 
     1321 gcaattgata tgctggagac cttgaagctc tctctcatgt atcgctgcaa ccactcgcat 
     1381 catcgatcaa cagaaggaga tgttgtgcgg cccgccgcga agccccggaa aggcacgcgg 
     1441 tctgttgcac caccaccgcc accaccgtcc atgttatcat cgtcacaaag aaagcttgcc 
     1501 gccgcagttg ctggagcgcc ggcatgcagc gtctcagcac gacacggaag gaaccatggc 
     1561 gtttctgcgg tgggagatcc gtcaaggggc aatcgagttt cagaaacagc tcgcatagct 
     1621 catgctcctt cttttggggg gaagaaatgc gcgccgggcc taacccaact ccatttctct 
     1681 tccccttcca gaagggctac gccgatgaaa aaagacacgc cattgtcacg tggtcaagcg 
     1741 gctggagtag cagcagtagc ggtgggcggt gacgggcagc tagaggcact gcagaggcgt 
     1801 tactgggaac agtcccgtgc gatattggag cagcttgaaa acatgctggc agctgattga 
     1861 agtctttggc attagggatg acaatcatag tcgttttgca gcttcgttga ggttggtaca 
     1921 ttctgagaat tgtatctgca cagggtgcag tgatacacac acacacacac acatacaaat 
     1981 acatgtacac ttatgttgtt tgctatctac caggaggggt gaggagtgag tggaaatgag 
     2041 caagcgggtg aaagttttct tcctcacagt cttccggcga cgcgaagagc aggagaatgg 
     2101 gaagtcaatg ccgagaagaa gaagaagaag aaggaaaaaa aaaaaaaata ggaagtaaaa 
     2161 tgacgttcga ccgtggtaag catacccctt gagtcctgga cagattaaac aagccccagg 
     2221 gtcagaaaaa tgaaaccggg attgaaaaaa aaaaaaaaaa atttccccca gaggagaagt 
     2281 ttgaaaaaa 
// 
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