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1. Abreviaturas 
 

°C 

µm 

Grado Celsius 

Micrómetro 

ADN  

AEBSF 

APS 

Ácido desoxirribonucleico 

4-(2-aminoetil)-benceno sulfonilo clorhidrato 

Persulfato de amonio 

BLAST del inglés Basic Local Alignment and Search Tool 

BSA 

Bz 

Albúmina de suero bovino 

Benznidazol 

C-terminal  Carboxilo terminal 

Da  

DTT 

Dalton 

Ditiotreitol 

dNTP 

DO 

                 -5  - trifosfato 

Densidad óptica 

EDTA  Ácido etilén-diamino-tetracético 

g  Aceleración de la gravedad terrestre 

IPTG  

Kb 

Isopropil-β-D-tiogalactósido 

Kilobases 

kDa kilodalton 

LB  Medio de cultivo Luria Bertani 

mA  Miliamperio 

N-terminal  Amino terminal 

NADH  

Nfx 

Nicotín adenín dinucleótido reducido 

Nifurtimox 

nm Nanómetro 

ORF  Marco abierto de lectura (Open Reading Frame) 

PAGE  Electroforesis en gel de poliacrilamida (Poly Acrylamide Gel Electrophoresis) 

pb  Pares de bases 

PBS  Tampón salino de fosfato 

PCR  Reacción en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction) 

p/v  Relación peso a volumen 

RNAsaA   Ribonucleasa A 

SDS  

TEMED 

Dodecil sulfato sódico 

N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamina 

V  Voltios 

v/v  Relación volumen a volumen 

TAE  Tris-acetato-EDTA 

Tm  Temperatura de fusión 
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2. Resumen 
 

La enfermedad de Chagas es una zoonosis potencialmente letal que afecta 

principalmente a la población rural y marginal de Latinoamérica. Su agente etiológico es el 

parásito protozoario Trypanosoma cruzi, un organismo unicelular digenético que se transmite al 

hospedero mamífero, en el que se desarrolla la patología, a través de insectos triatomineos 

hematófagos que funcionan como vectores. No existen vacunas disponibles ni una 

farmacoterapia adecuada para el tratamiento de esta enfermedad que ha sido clasificada según 

la Organización Mundial de la Salud, dentro del grupo de enfermedades “       a as” debido a 

la baja inversión histórica por parte de la industria farmacéutica. Probablemente esto se deba al 

bajo nivel económico de los pacientes aquejados, lo que lleva a avizorar un bajo retorno de 

cualquier inversión al respecto. En consecuencia, los esfuerzos para el desarrollo de nuevos 

fármacos para el tratamiento de esta enfermedad provienen principalmente del ámbito 

académico. Los tratamientos actuales se basan en dos fármacos desarrollados hace décadas y de 

amplio espectro, Benznidazol y Nifurtimox, con severos efectos secundarios por su alta 

toxicidad. La enzima fumarato reductasa NADH dependiente (FRD) resulta de gran interés como 

blanco terapéutico para el diseño de fármacos antichagásicos por catalizar un importante paso 

metabólico de T. cruzi y no estar presente en las células del mamífero hospedero. En este 

contexto, el grupo de la Dra. Gambino ha sintetizado complejos de paladio y platino que afectan 

la actividad FRD en extractos crudos de T. cruzi. La búsqueda en la base de datos TriTrypDB ha 

revelado la presencia de tres isoformas de FRD en T. cruzi. El objetivo de este trabajo consistió 

en la amplificación por PCR del marco abierto de lectura de una isoforma de la proteína FRD, el 

cual fue clonado en vector-T y en vectores de expresión bacterianos para su expresión en 

Escherichia coli. La proteína recombinante fue expresada de forma soluble y purificada por 

cromatografía de afinidad. 
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3. Introducción y antecedentes 
 

3.1 Introducción 

3.1.1 Características de la enfermedad de Chagas 

La   f rm  a     Chaga , tamb é         a   m  tr pa    m a    am r  a a      a 

z             b  rta p r       t r bra    r  Car    R b  r  J  t   a   Chaga     1909 (Chaga , 

1909). E    a   f rm  a  p t    a m  t    ta   a  a a p r    pará  t  pr t z ar   Trypanosoma 

cruzi (T. cruzi),  a   a  t         fa      í   a    aram  t    f r    a a . U a fa   ag  a q   

pr    ta   a   ra        4 a 8   ma a , y   a fa    r    a q   p r   t    ra t   a v  a     

af  ta   (WHO, 2014b). U a v z    traí a  a   f      ,   p               t       a       a    ,    

pr m r   g   p       r     ha  r    tá    ( hag ma)      ma  rb ta  púrp ra     at ra  (  g   

   R maña)        f a    patía     a    y f  br .   ra t   a fa   ag  a          tra  pará  t   

  r   a t       a gr  y     ara t r za p r   a    t mat   gía      t     a  y   ra     var ab   , 

  tr   a  q         ta a      r       ab za, m a g a ,      a,    ma     a    tr m  a    

  f r  r         a  ara,     r ab  m  a  y/  t rá    , h pat m ga  a,  r p       tá  a,         

    r    ,   p    m ga  a,    ma g   ra  za  ,   arr a, mú t p       f a    patía , m   ar  t   

y má  raram  t  m    g     fa  t  . La m  rt     pr        a    a m  t      a fa   ag  a 

(<5–10%         a       t mát    )   m  r    ta       a m   ar  t     m    g     fa  t   

  v ra,   amb  , part    arm  t       ñ  , a   a    y pa    t     m     pr m    . La  

ma  f  ta           a   f rm  a  ag  a    r     v     p  tá  am  t     a r     r     90% 

           v        f  ta   ,             a   f             trata     fárma    tr pa     a . E tr     

60-70%      t   pa    t       a    arr   ará  a   f rm  a    í   am  t  apar  t ;   t   

pa    t   t       a f rma     t rm  a a     a   f rm  a     Chaga   r    a. E  30-40% 

r  ta t         pa    t   p  t r  rm  t     arr   a   a   t rm  a a f rma      f rm  a  

 r    a, p r    g   ra     10 a 30 añ      p é      a   f            a . E     5–10%        

pa    t      ha r g  tra     a pr gr        r  ta     a fa   ag  a a   a f rma   í   a     a 

  f rm  a  (Ra    Jr, 2010).   ra t   a fa   ag  a, t         t p       é   a       a a        

h é p   h ma        bj t v   p t    a    para  a   f      . C         arr         a r  p   ta 

  m   ,  a para  t m a    r      a baja        tra       y     úm r     pará  t          t j     

   m   y     ta   a m  t ,    q        a    f  a      a fa   ag  a. S    mbarg , ya q      
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pará  t           m  a   mp  tam  t ,  a   f          t j       p  íf    , ta      m     mú      

  ga g       tér    , p r   t      f    am  t  para  a v  a     h é p   (Ra    Jr, 2010). 

Pr    am  t ,   ra t   a fa    r    a,     pará  t   p rma      pr    pa m  t      é   a      

mú       ar ía   y tra t    g  t v  y hay p     pará  t       a gr . Ha ta    30%        

pa    t     fr   tra t r     ar ía    y ha ta    10% pr    ta  a t ra         g  t va  

(típ  am  t , m ga   fag  y m ga     ),    r   g  a    m  ta . C      pa          añ  ,  a 

  f       p      a  ar m  rt   úb ta       f       a  ar ía a p r  a    tr       pr gr   va     

mú       ar  a   (WHO, 2014a). 

 

3.1.2 Epidemiología 

Datos de la Organización Mundial de la Salud (World Health Organization, WHO) estiman 

que entre 7 y 8 millones de personas en el mundo están afectadas por esta enfermedad 

potencialmente letal, con prevalencia en las regiones más pobres de América Latina, donde la 

enfermedad es endémica en 21 países (WHO, 2014a). De este gran número de personas 

afectadas, hay en promedio 12000 muertes anuales por complicaciones en las fases aguda y 

crónica de la enfermedad. De esta manera provoca más muertes por año que cualquier otra 

enfermedad transmitida por parásitos incluyendo la malaria (Moloney, 2009). Se estima que casi 

100 millones de personas en las Américas viven en áreas de exposición y están en riesgo de 

contraer la enfermedad; la incidencia anual es de 56000 casos (PAHO, 2014).  

Figura 1. Distribución mundial de casos de infección con Trypanosoma cruzi, basados en estimados oficiales y el estatus de la 

transmisión vectorial. En rojo se muestran los 21 países endémicos de Latinoamérica. En gris los países donde la enfermedad de 

Chagas se disemina debido a las altas tasas migratorias hacia zonas no endémicas. Adaptado de (WHO, 2010b). 
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La infección, que en principio se limitaba a zonas rurales y marginales de Latinoamérica, 

no sólo pasó a ser urbana, sino que ya no está limitada a las zonas donde la transmisión es 

endémica. Debido a las altas tasas migratorias desde estas zonas hacia zonas no endémicas, el 

número de casos está aumentando en Europa, Estados Unidos y el oeste del Pacífico, planteando 

un problema de salud pública, incluso en países donde no hay transmisión vectorial del parásito 

(Figura 1). Este incremento se debe mayoritariamente a los riesgos adicionales de transmisión de 

la enfermedad a través de transfusiones sanguíneas y trasplante de órganos (Bern, 2011; Cantey, 

2012).  

Con el objetivo de disminuir la transmisión vectorial y transfusional, en el año 1991, la 

Organización Mundial de la Salud lideró un plan para eliminar el vector de la enfermedad de 

Chagas en áreas endémicas. Estas acciones de control permitieron que Uruguay se encuentre 

actualmente en un estado avanzado de control vectorial, con interrupción de la transmisión, 

certificada desde 1997 (OPS, 2002). 

La enfermedad de Chagas es transmitida a seres 

humanos y más de 150 especies de animales domésticos 

y mamíferos silvestres por medio de insectos 

hematófagos de la subfamilia Triatominae conocidos 

  m  “v   h  a ”, que funcionan como vectores (De 

Souza, 2002). Aunque se han identificado 140 especies de 

triatomineos (Schofield, 2009), sólo unos pocos son 

vectores competentes para T. cruzi; particularmente 

Triatoma infestans, Rhodnius prolixus, y Triatoma 

dimidiata son los vectores más importantes en la 

transmisión de T. cruzi al hombre (WHO, 2002) (Figura 2). 

Cada región posee un vector principal de la enfermedad: 

en el Cono Sur es Triatoma infestans, en Centroamérica 

Rhodnius prolixus, mientras que Triatoma dimidiata se 

encuentra diseminado desde el centro de México hasta 

Panamá, registrándose también focos en partes de 

Colombia, Venezuela, Ecuador y el norte de Perú 

(Cerecetto, 2012).  

Figura 2. Principales especies de triatomineos 

vectores en la transmisión de T. cruzi al 

hombre. Extraído de (Rassi Jr, 2010). 
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A causa del gran número de animales silvestres que sirven de reservorio a este parásito, 

no resulta fácil la erradicación total de la enfermedad. Las principales políticas de control 

consisten en eliminar la transmisión vectorial y lograr que la población infectada y enferma 

tenga acceso a la asistencia sanitaria. Dependiendo de la región, las herramientas principales 

para prevenir la enfermedad en América Latina son el control de vectores mediante fumigación 

con insecticidas, mejoramiento de la vivienda (por ejemplo, paredes de yeso, pisos de cemento, 

techos de hierro corrugado) y medidas preventivas personales, como el uso de mosquiteros. La 

transmisión con el vector se da principalmente por contacto con las heces infectadas de estos 

insectos con mucosas o una lesión. El insecto vector se alimenta con sangre del hospedero 

dejando una herida en la piel y defecando cerca de la herida. Los parásitos penetran en el 

organismo cuando la persona se frota instintivamente y empuja las heces contaminadas con 

parásitos hacia los ojos, la boca o alguna lesión cutánea abierta. Además de este mecanismo 

natural de transmisión, la infección puede ser congénita (de madre a hijo durante el embarazo o 

el parto), por transfusión sanguínea, trasplante de órganos, transmisión accidental en 

laboratorios, e incluso por transmisión oral por contaminación de la ingesta con heces del vector 

(Alarcon de Noya, 2010; Otero, 2012; Shikanai-Yasuda, 2012). El cribado de la sangre donada es 

necesario para prevenir la infección por transfusiones sanguíneas y donación de órganos. Las 

tasas de contaminación en los bancos de sangre de algunas ciudades del continente americano 

varían del 3% hasta casi el 53%, indicando que la prevalencia de sangre contaminada por T. cruzi 

puede exceder la prevalencia de los virus VIH y Hepatitis B y C en los stocks de bancos de sangre 

(WHO, 2010a). En cuanto a la transmisión congénita la prevención se da mediante un diagnóstico 

de las mujeres embarazadas infectadas y la detección de la posible infección del recién nacido en 

los análisis parasitológicos y serológicos después de ocho meses de edad (con ausencia de 

anticuerpos de la madre). En laboratorios pueden prevenirse accidentes a través de protocolos 

estándar de seguridad (bata de laboratorio, guantes, mascarilla, gorro, lentes), especialmente 

cuando se trata de la forma infectiva en humanos del parásito. Por su parte, puede prevenirse la 

transmisión oral mediante buenas prácticas de higiene en la preparación de alimentos, el 

transporte, almacenamiento y consumo. 
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3.1.3 Estado actual del tratamiento 

 La enfermedad de Chagas ha sido clasificada como una de las 17 enfermedades tropicales 

“       a a ” (neglected tropical disease) (WHO, 2014b), caracterizada por su asociación con la 

pobreza y su proliferación en ambientes tropicales, además de la falta de una vacuna disponible 

y una farmacoterapia adecuada. Es así que a más de 100 años del descubrimiento de la 

enfermedad, los tratamientos disponibles aún se basan en dos drogas nitroaromáticas de amplio 

espectro: Nifurtimox y Benznidazol (Figura 3). 

Nifurtimox (Nfx) es un 5-nitrofurano (3-metil-4-(5’-

nitrofurfurilidenamina)tetrahidro-4H-1,4-tiazina-1,1-

dióxido) (Lampit®, Bayer), mientras que Benznidazol 

(Bz) es un 2-nitroimidazol (N-bencil-2-

nitroimidazolacetamida) (Rochagan®, Radanil®, 

Roche) (Rodrigues Coura, 2002). Se ha propuesto que 

Nfx podría inhibir la enzima tripanotiona reductasa, 

que cataliza la eliminación de especies reactivas del 

oxígeno en T. cruzi, sin embargo aún hoy en día no 

existe consenso sobre el mecanismo de acción 

exacto por el que ejerce su efecto tóxico sobre el 

parásito (Boiani, 2010; Hall, 2011). La acción del Bz 

podría involucrar la formación  de enlaces covalentes 

u otras interacciones de intermediarios de la 

nitrorreducción con los componentes del parásito 

(Polak, 1978), o uniones con el ADN, lípidos o 

proteínas (Diaz de Toranzo, 1988).  

 Estas drogas son básicamente efectivas sólo en los comienzos de la fase aguda, ya que 

son consideradas menos efectivas en pacientes crónicos por la resistencia desarrollada por parte 

del parásito (Nozaki, 1996). Los beneficios potenciales de la medicación para prevenir o retrasar el 

desarrollo de la enfermedad de Chagas deben sopesarse frente a la larga duración del 

tratamiento (hasta dos meses) y las posibles reacciones adversas (incidencia de hasta el 40% de 

los pacientes tratados). Tanto Bz como Nfx no pueden ser administrados a mujeres embarazadas 

Figura 3. Estructura química de los dos fármacos 

disponibles  para el tratamiento de la 

enfermedad de Chagas. 
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o personas con insuficiencia renal o hepática. El Nfx también está contraindicado en personas 

con antecedentes de trastornos neurológicos o psiquiátricos (WHO, 2014a). Además, se puede 

requerir un tratamiento específico para las manifestaciones cardíacas o digestivas. 

Adicionalmente, presentan severos efectos secundarios asociados con Bz y Nfx por su alta 

toxicidad, entre los que se destacan para Nfx la anorexia, pérdida de peso, alteraciones 

psíquicas, manifestaciones digestivas, entre otras. Las reacciones adversas del Bz involucran 

granulocitosis, dolor de garganta, ampollas hemorrágicas y hemorragias de las mucosas 

(Rodrigues Coura, 2002).  

 

3.1.4 Generalidades de T. cruzi 

El agente etiológico de esta enfermedad, T. cruzi, pertenece a la Clase Zoomastigophora, 

Orden Kinetoplastidiae, Familia Trypanosomatidae, Género Trypanosoma, Subgénero 

Schizotrypanuma. El taxón T. cruzi constituye una población muy heterogénea que consiste en 

un gran número de cepas con diferentes características relacionadas con la morfología, la tasa 

de crecimiento, las curvas de parasitemia, virulencia, patogenicidad, sensibilidad a drogas y perfil 

antigénico (Buscaglia, 2003). La gran diversidad genética observada entre las diferentes cepas 

permitieron en un inicio agrupar a las poblaciones en dos grandes grupos: T. cruzi I y T. cruzi II. T. 

cruzi I asociado con el ciclo de transmisión selváticos e infección de los marsupiales. T. cruzi II 

consistía en cinco subgrupos relacionados, denominados IIa–e, asociado con el ciclo de 

transmisión interno y la infección de los mamíferos placentarios (El-Sayed, 2005a). Actualmente, 

existe un consenso internacional que reconoce la existencia de seis cepas principales: T. cruzi I– 

VI (Teixeira, 2012; Zingales, 2009). 
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T. cruzi es un organismo unicelular que presenta al menos cuatro estadios bien 

diferenciados: amastigotas, tripomastigotas sanguíneos, epimastigotas y tripomastigotas 

metacíclicos (Ver 3.1.5 Ciclo de vida de T. cruzi). El núcleo presenta una organización estructural 

semejante al de las células eucariotas típicas, midiendo cerca de 2.5 µm de diámetro y 

conteniendo un nucléolo centralizado. En amastigotas y epimastigotas tiene forma redondeada; 

en tripomastigotas metacíclicos aparece como un organelo elongado con alto contenido de 

heterocromatina y carente de nucleolo. Presenta una membrana nuclear típica provista de 

poros. Los cromosomas son difíciles de distinguir ya que durante el ciclo celular la cromatina no 

se condensa (De Souza, 1974).  

Presenta una mitocondria única que se extiende a lo largo del cuerpo celular del parásito 

(Figura 4). La matriz mitocondrial posee una región especializada formada por ADN extranuclear 

correspondiente al genoma mitocondrial, denominado kinetoplasto, el cual puede llegar a 

representar hasta el 25% del ADN total. Está formado por dos tipos de ADN circular, los maxi y 

mini círculos, concatenados entre sí, que se concentran cercanos al cuerpo basal. Existen varios 

miles de minicírculos, los cuales tienen un tamaño que va de 0,5 a 2,5 kb dependiendo de la 

especie, y unas pocas decenas de maxicírculos cuyo tamaño varía entre 20 – 40 kb (Shapiro, 

1995). 

Posee un flagelo responsable de la movilidad; en las formas epimastigota y 

tripomastigota el flagelo esta adherido al cuerpo del parásito (Figura 4). También puede 

Figura 4. Vista  esquemática  de  la  forma  epimastigota  de  T. cruzi.  Se señalan  las  principales  estructuras 

celulares. Adaptado de (Teixeira, 2014). 
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observarse en amastigotas, pero presenta un tamaño muy corto. El flagelo muestra un arreglo 

típico de nueve pares de dobletes de microtúbulos periféricos y un par central.  

Otra característica distintiva de los tripanosomátidos es la compartimentalización de la 

glicólisis en organelos llamados glicosomas (Hannaert, 2003; Hannaert, 1994; Michels, 2000; 

Moyersoen, 2004; Opperdoes, 1977; Opperdoes, 1987; Parsons, 2004). Los glicosomas son organelos 

que juegan un importante rol en la adaptación metabólica del parásito a los diferentes entornos 

a los que se expone durante su ciclo de vida. La glicólisis se organiza de tal forma que las siete 

enzimas que convierten la glucosa en 3-fosfoglicerato están dentro del glicosoma, mientras que 

las últimas tres se ubican en el citosol (Figura 7).  

 

3.1.5 Ciclo de vida de T. cruzi 

El ciclo de vida de T. cruzi es complejo, con varias etapas de desarrollo en el insecto 

vector y en el hospedero mamífero. Entre estos estadios se encuentran formas de vida 

replicativas y no replicativas, así como formas infectivas y no infectivas. En el hospedero 

mamífero se encuentran las formas amastigotas y tripomastigotas sanguíneos, mientras que las 

formas tripomastigota  metacíclico y epimastigota se desarrollan en el insecto vector. Los 

tripomastigotas son infectivos, no replicativos, mientras que los amastigotas y los epimastigotas 

son formas replicativas, estos últimos no infectivos. Por su parte, estudios realizados con 

amastigotas obtenidos de diferentes fuentes han mostrado que también pueden ser infectivos 

para las células de vertebrados (De Carvalho, 1986). 

Durante el proceso de transición de una etapa del ciclo de vida a otra el parásito exhibe 

cambios profundos en morfología (tamaño celular, forma celular, posición de núcleo y 

kinetoplasto, y longitud del flagelo) y metabolismo (Figura 5). 

Los tripomastigotas metacíclicos tienen el núcleo cercano a la parte posterior de su 

cuerpo. Tienen además, un flagelo libre anclado a una membrana ondulante en el cuerpo y el 

kinetoplasto tiene una ubicación posterior al núcleo. Estos tripomastigotas tienen un tamaño 

aproximado de 20 µm de largo y 3 µm de diámetro.   
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Los amastigotas son intracelulares, de 

forma oval o redondeada, no tienen flagelo 

protuberante y el kinetoplasto se encuentra 

anterior al núcleo. Pueden alcanzar un tamaño 

de entre 1,5 y 5 µm de largo.  

Los tripomastigotas sanguíneos están 

expuestos a las moléculas efectoras del 

sistema inmune del huésped, incluyendo 

anticuerpos específicos. Estas formas celulares 

expresan en su superficie múltiples miembros 

de una gran familia de moléculas, las más 

caracterizadas son las mucinas y las trans-

sialidasas, asociadas a protección y evasión del 

sistema inmune del hospedero (De Pablos, 

2012; Frasch, 2000). Si bien los tripomastigotas 

metacíclicos y los sanguíneos son casi 

indistinguibles morfológicamente, existen 

diferencias a nivel de su biología molecular que 

permiten su identificación. 

Los epimastigotas tienen un flagelo anclado cerca del centro del cuerpo del parásito. El 

kinetoplasto se ubica anterior al núcleo y tiene forma de disco. En principio miden de 10 a 20 µm 

de largo, pero crecen otros 10 µm a medida que viajan por el intestino del insecto donde se 

transforman en tripomastigotas metacíclicos.  

El comienzo del ciclo de vida se da cuando los tripomastigotas metacíclicos se desarrollan 

en la ampolla rectal del insecto triatomineo y contenidos en las heces del vector inician la 

infección en vertebrados. Una vez dentro del hospedero penetran en células cercanas al sitio de 

inoculación (como ser macrófagos, fibroblastos y células epiteliales) por fagocitosis o 

endocitosis. Una vez dentro de la célula hospedera, los tripomastigotas se convierten en 

amastigotas que residen en el citoplasma de las células infectadas. Luego de múltiples rondas de 

fisión binaria, los amastigotas se diferencian en tripomastigotas flagelados que finalmente se 

Figura 5. Esquema de tres de los estadios del parásito. 

Pueden distinguirse la ubicación del núcleo, 

kinetoplasto, cuerpo basal y flagelo. 
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liberan al torrente sanguíneo luego de romper la célula hospedera. Desde allí, los 

tripomastigotas sanguíneos pueden invadir otras células dada su alta capacidad infectiva. 

Alternativamente pueden ser ingeridos por un insecto vector cuando se alimenta de la sangre 

del mamífero infectado, convirtiéndose luego en epimastigotas, los cuáles se replican en la luz 

del intestino del insecto, y en última instancia, se convierten en la forma infectiva tripomastigota 

metacíclico para cerrar el ciclo de vida (Figura 6). 

 

Figura 6. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. Un insecto triatomineo infectado que funciona como vector ingiere 

sangre y libera tripomastigotas en sus heces cerca del sitio de la herida. Los tripomastigotas entran a través de la 

herida o a través de membranas mucosas intactas, como la conjuntiva (1). Una vez dentro del hospedero, los 

tripomastigotas invaden las células cerca del sitio de la inoculación, donde se diferencian en amastigotas 

intracelulares (2). Los amastigotas se multiplican por fisión binaria (3) y se diferencian en tripomastigotas, que luego 

de romper la célula se liberan en el torrente sanguíneo (4). Los tripomastigotas infectan las células de una variedad 

de tejidos y se transforman en amastigotas intracelulares en nuevos sitios de infección. Las manifestaciones clínicas 

pueden resultar de este ciclo infectivo (d). Los tripomastigotas sanguíneos no se replican. La replicación se reanuda 

sólo cuando los parásitos se introducen en otra célula o son ingeridos por otro vector diferenciándose en 

epimastigotas cuando el insecto se alimenta de sangre humana o animal que contiene parásitos circulantes (5). Los 

tripomastigotas ingeridos se transforman en epimastigotas en el intestino del vector (6). Los parásitos se multiplican 

y se diferencian en el intestino medio (7) y se diferencian en tripomastigotas metacíclicos infecciosos en el intestino 

posterior (8). Adaptado de (CDC, 2014). 
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3.1.6 Biología molecular de T. cruzi 

La secuenciación del genoma de T. cruzi publicada en 2005 por el grupo de El-Sayed y 

cols., reveló que el genoma haploide de T. cruzi contiene 55 Mb distribuidas en 

aproximadamente 28 cromosomas; el número exacto se desconoce y los homólogos pueden 

diferir sustancialmente en tamaño. Se estima que el genoma haploide contiene 12000 genes y 

que más del 50% del genoma consiste en secuencias repetidas como ser retrotransposones y 

familias de moléculas de superficie, que incluyen trans-sialidasas y mucinas. Se evidenció un 

promedio de 57% de identidad aminoacídica entre T. cruzi y Trypanosoma brucei (T. brucei), y un 

44% de identidad entre Leishmania major (L. major) y los otros dos tripanosomátidos. Cada 

proteoma contiene miembros específicos de cada especie, presentando T. cruzi (32%) y T. brucei 

(26%) una proporción mucho mayor que la de L. major (12%). Debido a que la mayoría de las 

proteínas específicas de las especies parecen ser miembros de las familias de antígenos de 

superficie, los diferentes números pueden relacionarse con diferentes estrategias de 

supervivencia y evasión inmune utilizadas en cada organismo. Por su parte, de 1617 dominios 

proteicos identificados en el genoma de los TriTryp, menos de un 5% es exclusivo de una sola 

especie (El-Sayed, 2005a; El-Sayed, 2005b). 

Una particularidad de estos patógenos es que parecen no presentar regulación a nivel 

transcripcional. Esto es consecuencia de su inusual organización del genoma: los genes que 

codifican para proteínas se disponen en tándem y se transcriben como largos policistrones de 

10–100 genes, los cuales en su mayoría no están relacionados funcionalmente entre sí (Kramer, 

2012). Dada esta organización genómica y que todos los precursores de ARN policistrónico se 

transcriben aproximadamente a la misma tasa, se ha propuesto que la regulación de la expresión 

de genes ocurre básicamente a nivel post-transcripcional (Clayton, 2002; Gomez, 2010; Ouellette, 

2009). Otra evidencia de la falta de regulación al inicio de la transcripción es la falta de elementos 

canónicos conservados como promotores de la ARN polimerasa II (Clayton, 2002; Gomez, 2010). En 

este contexto se han evidenciado algunos mecanismos para aumentar el nivel de expresión de 

ciertos genes en tripanosomátidos. Una estrategia consiste en aumentar el número de copias del 

gen en el genoma resultando en arreglos de repetidos en tándem para ciertos genes. Otra 

estrategia es el uso de promotores fuertes para transcribir genes de alta expresión. La casi 

ausencia de control transcripcional tiene consecuencias como la subrepresentación de las 

enzimas modificadoras de la cromatina (Figueiredo, 2009; Janzen, 2006; Mandava, 2007). Las 
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modificaciones de la cromatina juegan un importante rol, ya que los inicios y finales de la 

transcripción de las unidades de transcripción policistrónicas están marcados epigenéticamente 

por variantes de histonas/histonas modificadas post-traduccionalmente (Respuela, 2008; Siegel, 

2009; Thomas, 2009).  

Estos ARNs policistrónicos son procesados por mecanismos intermoleculares de trans-

splicing y poliadenilación para dar lugar a los ARNs mensajeros individuales (De Lange, 1984). El 

trans-splicing es un proceso mediante el cual maduran los ARN mensajeros transcritos primarios 

al agregarse una secuencia de ARN (“ p        a  r”   “SL”   “m       ”)    39       t     a  

  tr m  5’      a p         b  a a            t     a t         t                   mar   

abierto de lectura (Pays, 1994). La         a     m        pr v           tr m  5’       ARN 

nuclear pequeño (snRNA), el ARN SL, que está compuesto por 120 nucleótidos y no está 

poliadenilado (Agabian, 1990). La adición del miniexón se produce en un sitio consenso 

constituido por un dinucleótido AG localizado corriente arriba del codón de iniciación a 

distancias variables (Agabian, 1990), y generalmente está precedido por un tracto de 

polipirimidinas. Este fenómeno ocurre co-transcripcionalmente (Ullu, 1993) y es fundamental 

para la traducción correcta de los mensajeros. 

Previo al proceso de trans- p     g,    m        a q   r          tr m  5’   a   tr  t ra 

CAP necesaria para el procesamiento del miniexón (Ullu, 1991). Se sugiere que una función de la 

        a     m          “ p        a  r”     a    pr v  r  a   tr  t ra CAP a     ARNm 

(Lenardo, 1985). En tripanosomátidos esta estructura, denominada CAP 4, consiste en una 7-

m t  g a     a y       atr  pr m r         t     m   f  a    p r a          gr p   2’O-metilo 

(Bangs, 1992). 

El proceso de poliadenilación en T. cruzi es similar al resto de los eucariotas superiores. 

En el mismo participa una endonucleasa de restricción específica que corta el pre-mensajero en 

     tr m  3’ y  a   z ma p   A p   m ra a q       rp ra a       a  a   p   a     ATP. A 

diferencia con los eucariotas superiores, para los cuáles se ha descrito una secuencia conservada 

AAUAAA que actúa como señal de poliadenilación (Wahle, 1992), en tripanosomátidos, no se ha 

podido describir una secuencia consenso. Sin embargo, se ha demostrado la importancia del 

trecho de polipirimidinas que interviene en el trans- p     g        g             tr m  5’     a 

po  a     a           tr m  3’     g   pr v   (Schurch, 1994).  
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Los transcritos mitocondriales requieren una maduración que involucra la adición, o 

menos frecuentemente, la deleción de residuos de ribonucleótidos (particularmente uridinas) en 

un proceso denominado “editing” (Shaw, 1988). E  “editing” resulta en cambios de la secuencia 

codificante del ARNm no dirigidos por el ADN molde sino por ARN guías codificados por los 

minicírculos. 

Una característica distintiva de los tripanosomátidos es la ausencia de intrones, las 

excepciones documentadas son los genes de la poliA polimerasa (Mair, 2000), el gen del ARNt-Tyr 

(Tan, 2002), y mediante el análisis del genoma se proponen otros dos genes que podrían 

contener intrones, los cuales codificarían para proteínas hipotéticas con motivos de unión al ARN 

(Ivens, 2005). 

 
 

3.1.7 Metabolismo energético de T. cruzi  

C       p         a  f rma   a g í  a     T. brucei, q   pr    ta     m tab    m  

   rgét    m y   mp   ba a       a     a         a g     a     a  a gr      h  p   r ,     

  má    ta     para  tar             f r  t   tr pa    mát     pr    ta     m tab    m      a 

g     a   mp  j ,   m           tra   q  mat za       a F g ra 7. E  pará  t    gra a g     a 

     par  a m  t  ha ta             arb   ,    r ta    ha  a    m         arb        a g     a 

  m  á       arb  í     . S    t ma q   apr   ma am  t     70%     a g     a      m  a p r 

  t   pará  t         v rt  a          at , p       á        m     pr    pa  pr    t     

   r      (B  t  r , 2002; Br  ga  , 2006; Cazz   , 1992; C   t  , 2005; va  W      , 2003; va  

W      , 2005). E    t   pará  t      f  f     p r vat  (PEP) pr v     t      a     a         a 

g     a           a     CO2 para f  a m  t  pr     r       at  (f rm  ta            í    ) 

(F g ra 7). La pr                  at  a part r     PEP   m   za      a f  f     p r vat  

 arb   q   a a (pa   14) y  a ma at     h  r g  a a (pa   16) q      v  rt   PEP    ma at ,    

  a        v rt       f marat  p r        f rma      a f mara a,   a   t      a (pa   17) y  tra 

m t     r a  (pa   19). E  f marat     f  a m  t  r        a       at  p r       z ma       -

r    ta a    p      t      NA H:  a fumarato reductasa glicosomal (pa   18) (B  t  r , 2002; 

Opp r    , 1981), y  a fumarato reductasa mitocondrial (pa   19) (C   t  , 2005).  
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P r    part ,    p r vat    tá    a  za         p  t  m tab      q      va a  a    r      

   var    pr    t   f  a      m  a  tat , a a   a y  a tat . E  a  tat        pr    t  f  a  q      

f rma may r tar am  t      a m t     r a y       r ta   p r   f        mp   a travé      a 

m mbra a   t p a mát  a. La may ría        tr pa    mát     pr       tamb é   a tat  a part r 

   g     a   m     pr    t  f  a  m   r tar   (Br  ga  , 2006; Cazz   , 1992). 

Figura 7. Representación esquemática del metabolismo de la glucosa en tripanosomátidos. Se resaltan en recuadros 

negros los productos finales de excreción (acetato, L-alanina, glicerol, L-lactato, succinato y CO2). Las flechas con 

diferente grosor representan el flujo metabólico de cada paso enzimático. Las flechas punteadas indican pasos que 

posiblemente ocurren en un bajo nivel o no ocurren. Las enzimas involucradas en la formación de succinato como 

producto de excreción son: 14 fosfoenolpiruvato carboxiquinasa; 16 malato deshidrogenasa glicosomal; 17 

fumarasa citosólica y glicosomal; 19 fumarasa mitocondrial; 18 fumarato reductasa dependiente de NADH 

glicosomal; 20 fumarato reductasa dependiente de NADH mitocondrial (recuadros rojos). Extraído de (Michels, 

2006). 

 

La maq   ar a   z mát  a para    m tab    m      at v    tá   mp  ta     a may ría    

      ta     para  tar   . E t       y    a  a   a r  p rat r a f      a   apaz    g   rar    

gra    t     pr t    , a í   m  tamb é          a a  t rm  a        p      t   ( a   t  r m  

    a a y  a     a a a t r at va). E     m     r       g     a,  a may ría     ATP    pr        
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p r f  f r  a     a   v          trat  (pa    10, 13 y 28), m   tra  q      m      p br      

g     a p r  r        am   á     ,  a f  f r  a         at va       v  rt      a pr    pa  f   t     

   rgía. Ta         a            ta            pará  t      T. brucei, T. cruzi, Leishmania spp. y 

Crithidia spp. q   v v         amb   t  r       L-pr    a    tr              t   (Br  ga  , 2006). 

 

3.1.8 Fumarato reductasa dependiente de NADH 

L    rga   m   a a r b     y m  r a r fí      (     y     m  ha    p         ba t r a , 

pr t z ar   , h  g   y h  m  t  )  t   za    a var   a     a  pt r          tr    , a v        

a       a    íg    y  tra       gar    é t . E t   a  pt r          tr     a t r at v   p        r 

   rgá      (  trat ,   tr t ,    f t ,   tr   tr  )    rgá      (var      mp   t        í      

f marat ). L    rga   m   q    t   za     f marat    m    m   r         tr     r         t  

  mp   t  a       at  (ΔƐ°' = 0.52 V)     a r a       ata  za a p r  a   z ma f marat  r    ta a 

  p      t     NA H (FR ) (T rr   , 2012):  

 

 

Esta enzima revierte la reacción del ciclo del ácido cítrico catalizada por la succinato 

deshidrogenasa (SDH), en la que el succinato se oxida a fumarato. Las FRDs son importantes 

oxido-reductasas responsables de la eliminación del exceso de equivalentes de reducción bajo 

condiciones anaeróbicas o microaerofílicas y del mantenimiento del balance redox intracelular 

en condiciones normales (Turrens, 2012). 

Las FRDs pueden dividirse en dos clases, por un lado los complejos multiméricos 

asociados con la cadena respiratoria y transferencia de electrones del quinol al fumarato y por 

otro las enzimas solubles, las cuales transfieren electrones de un cofactor de unión no covalente 

(NADH o FADH2/FMNH2) al fumarato. La mayoría de las FRD caracterizadas en procariotas y 

helmintos pertenecen a la primera clase y son estructuralmente similares a la SDH. Se presentan 

pocos ejemplos en la literatura de FRDs solubles: en la levadura Saccharomyces cerevisiae, que 

expresa una FRD citosólica y una promitocondrial, con FADH2 como donador de electrones 

Figura 8. Reacción de reducción de fumarato a succinato, a expensas de NADH, catalizada por la enzima FRD. 
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(Enomoto, 1996; Muratsubaki, 1994), en la bacteria Hydrogenobacter thermophilus TK-6, con NADH 

como donador de electrones (Miura, 2008), y en los tripanosomátidos que expresan FRDs 

dependientes de NADH localizadas en el glicosoma y en su única mitocondria (Coustou, 2005).  

La actividad fumarato reductasa fue primero detectada en dos especies de 

tripanosomátidos: en epimastigotas de T. cruzi y en formas procíclicas de T. brucei (Boveris, 1986; 

Turrens, 1989). En estos últimos, el grupo de Coustou y cols. ha caracterizado tres genes 

codificantes para FRD en el genoma, que dan lugar a la FRD glicosomal (FRDg), la FRD 

mitocondrial (FRDm1) y una FRD2 cuyo producto no pudo ser detectado en este modelo, pero 

que posee secuencia de localización mitocondrial. Mediante el uso de ARN interferente (RNAi) y 

Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de D-[1-13C en el metabolismo de la glucosa, evidenciaron 

que FR m1    r  p   ab         30%      a a t v  a  f marat  r    ta a      ar y     a 

pr               25% (  tr     14 y    44%)           at     r ta   por el metabolismo de la 

glucosa (Coustou, 2005). El conocimiento básico de las proteínas FRD surge de este trabajo en T. 

brucei, donde se ha reportado que la FRDm1 y FRD2 son 52.3% idénticas entre ellas y presentan 

a su vez 56.2 y 67.5% de identidad aminoacídica con la FRDg, respectivamente. FRDm1 y FRDg 

son proteínas multifuncionales compuestas por tres dominios diferentes. El dominio N-terminal 

es homólogo a las proteínas ApbE involucradas en la biosíntesis de tiamina, el dominio central es 

homólogo para las fumarato reductasas (Número de acceso PRK06175), y el dominio C-terminal 

es homólogo a las citocromo b5 reductasas (Figura 17). FRD2 sólo contiene los dominios central 

y C-terminal. De manera interesante, el dominio fumarato reductasa es el más conservado con 

un 99% de identidad a nivel aminoacídico entre FRDg y FRD2, y de 71.7% entre FRDm1 y 

cualquiera de las otras dos FRDs (Coustou, 2005). 

En cuanto al metabolismo energético, para mantener funcionando el sistema glicolítico 

debe existir un sistema eficiente para la reoxidación del NADH generado en la reacción de la 

gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (paso 8, Figura 7). En condiciones aeróbicas este 

sistema es usualmente la cadena respiratoria y en condiciones anaeróbicas existen varias vías 

fermentativas posibles, las más conocidas, en otros sistemas, son la producción de lactato por el 

músculo esquelético y la producción de etanol por las levaduras. Comparado con la típica 

fermentación del ácido láctico, la cual involucra sólo la enzima lactato deshidrogenasa, la 

fermentación succínica ofrece la ventaja que requiere sólo la mitad del PEP producido para 

mantener el balance NAD+/NADH. Esto es así porque, como se observa en la Figura 7, 
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teóricamente producir una molécula de succinato consume dos moléculas de NADH, cuando la 

formación de PEP sólo produce una (Michels, 2006). El PEP remanente es entonces convertido en 

acetato, lactato, alanina y/o etanol dependiendo de la especie. Esta ramificación de la vía 

catabólica de la glucosa puede proporcionar una importante flexibilidad de adaptación a rápidos 

cambios del medio (Bringaud, 2006). Por lo tanto, en tripanosomátidos, la FRD podría cumplir este 

rol de mantenimiento del balance redox por oxidación de NADH a NAD+, mediante la reducción 

de fumarato a succinato y eliminación de este producto al espacio extracelular (Turrens, 2012). 

Este procedimiento es claro en glicosomas, donde el PEP producido en el citosol es requerido 

para reoxidar todo el NADH producido por la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa. En el caso 

de la mitocondria de tripomastigotas procíclicos de T. brucei la explicación es más discutida, 

debido a la presencia de al menos dos NADH deshidrogenasas en la cadena respiratoria, una 

rotenona-sensible y otra rotenona-insensible, (Complejo I y paso 30 de la Figura 7, 

respectivamente). De todas maneras, la contribución relativa de estas enzimas en mantener el 

balance redox es desconocida. De hecho, se evidenció que la cantidad de succinato derivado de 

glucosa producido en la mitocondria está en el mismo rango que el acetato derivado del mismo 

sustrato en ese compartimento. La mitocondria produce un NADH por acetato (por el complejo 

piruvato deshidrogenasa), mientras una molécula de NADH es consumida por molécula de 

succinato producido (por la FRD), pudiendo concluirse que el balance redox mitocondrial debido 

al metabolismo de la glucosa puede ser mantenido por una producción equimolar de succinato y 

acetato (Coustou, 2005).  

La  ara t rí t  a q      ta a a  a    z ma  FR    p      t      NA H    q      

      tra     h  m  t  , tr pa    mát     y a g  a  ba t r a , p r         é   a    rma       

mamíf r   (L hm   r, 1981; M  ra, 2008; T rr   , 2012). A  má ,    T. cruzi   tá pr    t     t  a  

 a   tapa               v  a (ama t g ta, tr p ma t g ta y  p ma t g ta) (B v r  , 1986;        a-

S  a  , 1992; T rr   , 1989). E t , a  a   a  h  h     q     ta    z ma      r q  r  a  para 

ma t   r    ba a    r        tr pa    mát     a travé      a pr                  at   ata  ga  

a   ta    z ma    m    t r  a t   b a     t rapé t     para     ñ  ra    a     ag  t   

a t  hagá     . 

 

 



Introducción y antecedentes 

 
Página | 27  

 

3.2 Antecedentes 

En la búsqueda de nuevas herramientas terapéuticas contra la enfermedad de Chagas, 

los complejos metálicos aparecen como un nuevo enfoque prometedor. Una exitosa estrategia 

se basa en la síntesis de complejos que combinan la actividad de ligandos anti-tripanosomas y 

metales farmacológicamente activos, llevando a un efecto sinérgico o por lo menos un efecto 

aditivo (Sanchez-Delgado, 2004a; Sanchez-Delgado, 2004b). El desarrollo de agentes individuales que 

proporcionan la máxima actividad antiprotozoaria al actuar contra procesos específicos del 

parásito, podría disminuir los efectos tóxicos para el huésped mediante la reducción de la dosis 

terapéutica y/o por evasión del desarrollo de resistencia a los fármacos (Chibale, 2002). 

El Grupo Química Inorgánica Medicinal, dirigido por la Dra. Gambino (Facultad de 

Química, UdelaR), en colaboración con los Laboratorios de Interacciones Moleculares, Química 

Orgánica y Química Teórica y Computacional de Facultad de Ciencias, ha demostrado un interés 

particular en la enzima FDR como blanco de agente antichagásicos. Particularmente, ha 

sintetizando complejos del ligando bioactivo de piridina-2tiol N-óxido (2-mercaptopiridina N-

oxido, mpo), de paladio [Pd(mpo)2] y platino [Pt(mpo)2], los cuales fueron exhaustivamente 

caracterizados y evaluados in vitro (Vieites, 2008). Estos mpo, como otros N-óxidos de amina 

heterocíclicos, podrían liberar por biorreducción especies de radicales en la célula, 

principalmente el radical hidroxilo, que podrían causar daño celular (Cerecetto, 2001; Tobin, 2002). 

Algunos compuestos de paladio y platino han mostrado actividad anti T. cruzi actuando a través 

de diferentes mecanismos, como la interacción de ADN y la inhibición irreversible de la 

flavoenzima tripanotiona reductasa (Bonse, 2000; Lowe, 1999), lo que convierten a  esta enzima en 

un interesante blanco posible de acción. Además, se ha demostrado que varios agentes anti-

tripanosomas (incluyendo Benznidazol) mostraban una fuerte correlación entre el efecto 

inhibitorio de estos compuestos sobre la FRD y la inhibición del crecimiento celular in vitro, 

usando extractos totales de epimastigotas de T. cruzi y procíclicos de T. brucei (Turrens, 1996). 

La evaluación in vitro realizada por Vieites y cols. reveló que ambos compuestos 

mostraron ser potentes inhibidores del crecimiento del parásito (valores de IC50 en el rango de 

nanomolar); y resultaron ser 39–115 veces más activos que el Nfx. Además mostraron baja 

citotoxicidad inespecífica, evidenciando una capacidad antiparasitaria altamente selectiva, con 

muy baja citotoxidad para células normales. Particularmente el complejo de platino muestra ser 
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preferentemente tóxico hacia los parásitos, además de ser menos tóxico para las células 

normales que el ligando libre y el complejo de paladio análogo (Vieites, 2008). Se analizó el efecto 

de los complejos metal-mpo en la actividad fumarato reductasa a una dosis única en extractos 

proteicos crudos de epimastigotas de T. cruzi. En las condiciones ensayadas, el ligando libre y los 

complejos de metal-mpo inhibieron la actividad fumarato reductasa de T. cruzi. Con el fin de 

caracterizar aún más la inhibición de la enzima por estos complejos, se estudió la dependencia 

del efecto inhibidor con la concentración para el inhibidor más potente, que resultó ser 

Pd(mpo)2, y los resultados mostraron que este compuesto inhibe la actividad enzimática de una 

manera dependiente de la dosis (Vieites, 2008), en ensayos realizados también con extractos 

proteicos crudos de T. cruzi. La suplementación del medio de cultivo con succinato, el producto 

de la actividad de la FRD, para disminuir la inhibición del crecimiento producido por los 

compuestos en los epimastigotas de T. cruzi se ha utilizado para demostrar la participación de la 

FRD en su mecanismo de acción (Turrens, 1999). Con el fin de demostrar que la inhibición del 

crecimiento producida por Pd(mpo)2 y Pt(mpo)2 fue causada, al menos en parte, por su efecto 

sobre la actividad de la FRD, se cultivaron epimastigotas de T. cruzi durante 5 días en la 

presencia o ausencia de succinato y se observó una clara disminución de la inhibición del 

crecimiento producido por los complejos de metal-mpo en presencia de succinato. Los 

resultados muestran inhibición en la actividad fumarato reductasa, pero al tratarse de ensayos 

en extractos proteicos existe la posibilidad de que estos complejos puedan estar afectando otros 

procesos que contribuyen a la obstrucción del crecimiento del parásito, además del efecto 

inhibitorio sobre la FRD (Vieites, 2008). Recientemente, se han realizado estudios de modelado de 

la enzima y docking con los compuestos de paladio y platino estudiados experimentalmente para 

conocer detalles de su modo de unión in silico (Merlino, 2014). Surge entonces la idea de reforzar 

estos estudios realizando ensayos con los compuestos sobre la enzima FRD recombinante 

purificada, para determinar que efectivamente es esta enzima el blanco de los compuestos. Una 

vez obtenida la enzima purificada, y corroborado su funcionalidad en ensayos in vitro, se 

dispondrá de una valiosa herramienta que permita caracterizar en detalle el mecanismo y 

cinética de inhibición de los diferentes compuestos sobre la misma.
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4. Hipótesis y objetivos 
 

4.1 Hipótesis  

Dado que la enzima fumarato reductasa de Trypanosoma cruzi carece de ortólogos en las 

células del mamífero hospedero, y además, cataliza un importante paso metabólico, 

imprescindible para la viabilidad del parásito, es catalogada como un interesante blanco 

terapéutico para el diseño racional de agentes antichagásicos. 

 

4.2 Objetivo general 

Clonar, expresar y purificar la enzima fumarato reductasa dependiente de NADH de 

Trypanosoma cruzi en un sistema heterólogo a fin de generar una herramienta biológica que 

permita la evaluación de potenciales agentes antichagásicos. 

 

4.3 Objetivos específicos 

(i) Búsqueda in silico de las secuencias codificantes para enzimas FRD en T. cruzi. 

(ii) Amplificación y clonado de las secuencias codificantes de las isoformas de FRD de T. cruzi 

en vector-T. 

(iii) Clonado de las isoformas de FRD en vectores de expresión bacterianos. 

(iv) Monitoreo de las condiciones óptimas de expresión en bacteria de las versiones 

recombinantes de FRD. 

(v) Purificación por cromatografía de afinidad de las versiones recombinantes de FRD. 
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5. Materiales y métodos 
 

5.1 Soluciones y tampones 

Solución de CaCl2: CaCl2 60 mM; glicerol 15%; PIPES 10 mM, pH 7. Se esteriliza con filtro de 0,22 

m. 

Solución de mezcla lítica: SDS 1%; NaOH 0,2 N. 

Tampón de carga para ADN: azul de bromofenol 0,25 %; xylene cyanol 0,25%; glicerol 30%. 

Tampón TAE 10X: Tris-HCl 0,4 M, pH 7,2; EDTA 50 mM, pH 8,0; ácido acético hasta pH 7,2. 

Tampón SET: sacarosa 20%; Tris-HCl 50 mM, pH 7,6; EDTA 6,5 mM. 

Tampón de carga para SDS-PAGE: 25 ml Tris-HCl 0,5 M pH 6,8; SDS 0,4%; 4 g SDS; 20 mL glicerol; 

2 ml β-mercaptoetanol o 3,1 g DTT; 1 mg azul de bromofenol. 

Gel separador 10%: poliacrilamida:bisacrilamida 29:1 10%; Tris-HCl pH 8,8 390 mM; SDS 0,1%; 

APS 0,1%; TEMED 0,05%. 

Gel separador 12%: poliacrilamida:bisacrilamida 29:1 12%; Tris-HCl pH 8,8 390 mM; SDS 0,1%; 

APS 0,1%; TEMED 0,05%. 

Gel concentrador 5%: poliacrilamida:bisacrilamida 29:1 5%; Tris-HCl pH 6,8 125 mM; SDS 0,1%; 

APS 0,1%; TEMED 0,05%. 

Tampón de corrida 5X: 15,15 g Tris-base; 72 g glicina; 5 g SDS. 

Solución de tinción: 0,4 g Azul de Coomassie R; 80 mL ácido acético glacial; 250 mL etanol. 

Solución de desteñido: Igual a la Solución de tinción sin Azul de Coomassie R. 

PBS 1X: 8 g NaCl; 0,2 g KCl; 1,44 g Na2HPO4; 0,24g KH2PO4. 

PBS-Tween 0,1%: PBS 1X; 0,1% Tween 20. 

Tampón de transferencia: Tampón de corrida 1X; 10% etanol. 

Solución de Bloqueo: 5% leche en polvo descremada; PBS 1X. 

Tampón AP: 100 Mm Tris-Hcl pH9,5; 100 mM NaCl; 5mM MgCl2. 
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5.2 Medios de cultivo 

Para crecimiento de bacterias Escherichia coli (E. coli) se usó el medio de cultivo Luria-

Bertani (LB) (Invitrogen): triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L y NaCl 5 g/L. Para la 

preparación de medios sólidos se agregó agar 1,5%. La esterilización se realizó por autoclavado 

durante 20 minutos a 121 ºC. En los casos requeridos se utilizó  el antibiótico ampicilina (0,1 

mg/mL). 

 

5.3 Cepas, vectores y secuencias 

5.3.1 Cepas 

Los plásmidos empleados en el presente trabajo se propagaron en células XL1-Blue y  

BL21 Star (DE3)pLysS, ambas cepas de E. coli.  

 Las células XL1-Blue presentan el genotipo supE hsdR lac- F´ proAB+ lacIq  a Z∆M15. E ta  

células son endonucleasa (endA) deficiente, lo que mejora en gran medida la calidad de las 

minipreparaciones de ADN, y mejora de la estabilidad de inserción. La mutación hsdR impide la 

escisión de ADN clonado por el sistema de endonucleasa de EcoK. Estas células presentan 

resistencia a tetracicilina.  

 La cepa BL21 Star (DE3)pLysS de E. coli, presenta el genotipo F- ompT hsdSB (rB -mB -) gal 

dcm rne131 (DE3) pLysS (CamR). La designación DE3 significa que la cepa contiene el lisógeno 

λDE3 que lleva el gen para la ARN polimerasa de T7 bajo el control del promotor lacUV5. Esta 

cepa tiene también el gen RNE mutado que codifica la enzima RNasa E truncada, por lo que 

carece de la capacidad para degradar ARNm, lo que resulta en un aumento de la estabilidad del 

ARNm. La cepa es deficiente en la proteasa lon y también en la proteasa de la membrana 

externa, OmpT. La falta de estas proteasas reduce la degradación de proteínas heterólogas 

expresadas en las cepas. 
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5.3.2 Vector de clonado 

El vector de clonado empleado fue el pCR2.1-TOPO (Invitrogen) (Figura 9). Este es un 

vector diseñado para el clonado y secuenciación de fragmentos de ADN amplificados por PCR. 

 
 

Figura 9. Mapa del vector-T pCR2.1-TOPO (Invitrogen). Se muestran las principales características: el fragmento 

LacZα     f  a para  a r g    N t rm  a      a β ga a t    a a (bases 1-547), el sitio de hibridación del cebador M13 

reverso (bases 205-221); el sitio de clonado múltiple (bases 234-357); el promotor T7 (bases 364-383); el sitio de 

hibridación del cebador M13 forward (-20) (bases 391-406); el origen de replicación del plásmido f1ori (bases 548-

985); el gen de resistencia a kanamicina (bases 1319-2113); el gen de resistencia a ampicilina (2131-2991); el sitio de 

origen de replicación del plásmido pUC ColE:1 (bases 3136-3809). Extraído de (Invitrogen, 2006). 

 

Este sistema de TOPO TA Cloning Kit, está diseñado para clonar productos de PCR 

generados por la Taq p   m ra a ya q   p              t       t m  a 3’ pr t b ra t . E  

clonado es muy eficiente gracias a la presencia de una topoisomerasa I, la cual está 

covalentemente unida al vector porque cliva el esqueleto fosfodiéster luego de 5´-CCCTT en una 
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hebra, y esa energía liberada se conserva en la formación de un enlace covalente entre el fosfato 

3´ de la cadena rota y un residuo tirosina (Tyr-274) de la topoisomerasa I, como se muestra en la 

Figura 10 (Shuman, 1991). 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Clonación de un fragmento de ADN en el vector pCR
®
2.1-

TOPO
®
. El enlace fosfotirosil entre el ADN y la topoisomerasa I puede 

ser atacado por el 5´ hidroxilo de la cadena original clivada, liberando 

así la enzima (Shuman, 1994). Extraído de (Invitrogen, 2006). 

 

5.3.3 Vectores de expresión 

Para expresar las proteínas recombinantes se testaron dos vectores de expresión 

bacterianos: pQE (Qiagen) y pGEX (GE-Healthcare). Estos vectores de expresión permiten 

generar proteínas fusionadas a una secuencia conocida como tag lo que permite su purificación 

por cromatografías de afinidad. En el caso del vector pGEX el tag es la proteína GST y en el caso 

del vector pQE el tag consiste en un trecho de 6 histidinas. 

El vector de la línea pQE empleado en la expresión en bacterias fue pQE-30 (Figura 11). 

Este vector está diseñado para la expresión y purificación de proteínas recombinantes 

fusionadas a seis residuos de histidinas consecutivos. Es un vector de alto nivel de expresión y 

bajo número de copias, basado en el sistema de transcripción-traducción a partir del promotor 

del fago T5 reconocido por la ARN polimerasa de E. coli. En la región del promotor se encuentran 

dos operadores lac que aumentan la represión del sistema por unión del represor lac. Además 

cuenta con el sitio de unión del ribosoma (RBSII), para una alta tasa de traducción. El tag de seis 

h  t    a           tra         tr m  5’     a r g           a   y p rm t  q    a pr t í a 

fusionada al tag en su región N terminal pueda ser purificada mediante una cromatografía de 

afinidad usando columnas de Níquel. Cuenta con sitio múltiple de clonado, codones stop 

traduccionales en todos los marcos abiertos de lectura, dos terminadores transcripcionales 
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fuertes to del fago lambda y T1 del rrnB del operón de E. coli, evitando el read-through en la 

transcripción y asegurando la estabilidad de la constr            pr     . E  g      β-lactamasa 

(bla) le confiere resistencia a ampicilina (100 µg/mL) (QIA  pr        t™, 2006). 

 
 

 

Figura 11. Mapa del vector de expresión pQE-30 (Qiagen). Se ilustran las principales características. PT5: Promotor 
T5; lac o: Operador lac; RBS: Sitio de unión a ribosoma; ATG: Codón de inicio; 6xHis: Secuencia codificante para tag 
de histidinas; MSC: Sitio de clonado múltiple con sitios de restricción indicados y los sitios BamHI y KpnI destacados; 
Stop codons: codones stop en los tres marcos de lectura; Col E1: Origen de replicación Col E1; Ampicilin: Gen de 
resistencia a ampicilina. Extraído de (QIAexpressionist™, 2006). 

 

El otro vector de expresión empleado fue pGEX4T-1 (Figura 12). Este es un vector útil 

para la expresión de polipéptidos y proteínas fusionadas a la proteína glutatión S transferasa 

(GST). Las proteínas de fusión, al igual que en el vector pQE, son construidas insertando el gen de 

interés en el sitio de clonado múltiple en fase con la proteína tag del vector pGEX. La expresión 

está bajo el control del promotor laq, conteniendo también un sitio de unión para el represor 

lac, lo que lo convierte en un sistema inducible, al igual que en el caso del vector pQE. El vector 

también contiene un gen lacIq interno cuyo producto génico es la proteína represora que se une 

a la región operadora del promotor del gen manteniendo el sistema reprimido. Además, el 

vector contiene un sitio de clivaje con trombina lo que permite obtener la proteína 

recombinante sin la fusión GST. 
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Figura 12. Mapa del vector de expresión pGex4T1 (GE Healthcare). Se muestran las principales características: el gen 
de resistencia a ampicilina, el gen de la GST, el promotor taq inducible por IPTG, el gen lacI, el sitio de origen de 
replicación del plásmido y el sitio de clonado múltiple, donde se destacan los sitios BamH I y Xho I. Extraído de (GE 
Healthcare Life Sciences). 
 

En ambos vectores la inducción de la expresión se llevó a cabo utilizando el inductor 

gratuito isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido o IPTG, de función análoga a la alolactosa: el IPTG 

se une al represor lac, inhibiendo su acción. Una vez que el represor es inactivado, la ARN 

polimerasa puede comenzar a transcribir las secuencias codificadas corriente abajo del 

promotor, en este caso FRD. Las proteínas de fusión se obtienen insertando la secuencia del gen 

a expresar en el sitio de clonado múltiple del vector de expresión en fase con una cola de 

histidinas o con la proteína GST. 

 

5.3.4 Secuencias y análisis informático 

Las secuencias genómicas de las tres isoformas de la enzima FRD de T. cruzi usadas en el 

presente trabajo se obtuvieron de la información disponible en la base de datos TriTrypDB 

(Kinetoplastid Genomics Resource) disponible en http://tritrypdb.org/. Se buscaron secuencias 

que fueran ortólogas a las FRD de T. brucei, parásito relacionado donde estas enzimas han sido 

descritas (Coustou, 2005). El análisis informático de las secuencias se realizó con el software 

BioEdit. Los alineamientos múltiples se realizaron con la herramienta ClustalW (Thompson, 1994). 

La búsqueda de motivos conservados se realizó usando la herramienta Sequence Search en el 

sitio de Pfam (http://pfam.xfam.org/). Las secuencias de localización mitocondrial se buscaron 

usando el software MitoProt II v1.101. 

http://tritrypdb.org/tritrypdb/
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5.4 Clonado de las secuencias codificantes de FRD 

5.4.1 Diseño de oligonucleótidos cebadores 

Debido a que los tripanosomátidos no presentan intrones, se diseñaron cebadores 

específicos para el clonado de las tres isoformas de FRD a partir de sus secuencias genómicas. 

Los oligonucleótidos específicos fueron diseñados utilizando la herramienta OligoPerfect 

Designer de Life Technologies. Las propiedades fisicoquímicas, las posibles estructuras 

secundarias y heterodímeros no deseados, fueron evaluados mediante el uso de la herramienta 

OligoAnalyzer 3.1 de Integrated  DNA Technologies, disponible en el sitio web 

http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/. A su vez, para clonar en los 

vectores de expresión se adicionó a los cebadores los sitios de restricción adecuados para 

permitir el clonado de los marcos abiertos de lectura de interés en fase en los distintos 

plásmidos. La Tabla 1 resume los nombres de los oligonucleótidos diseñados, así como también 

su secuencia y características. 

Tabla 1. Detalle de los oligonucleótidos cebadores sintetizados. Se subrayan los sitios de restricción. FRD2 

(TcCLB.503849.60), FRDm1 (TcCLB.508535.10) y FRDg (TcCLB.510215.10) hacen referencia a ortólogos de las 

proteínas en T. brucei (Números de acceso: AY880989, AY880988 y AF457132, respectivamente). 

Nombre Secuencia (5’-3’) Tamaño (pb) Tm (ºC) 

FRD2_fw_BamHI GGA TCC ATG CAG CCA CAA CGA GAC G 25 70.7 
FRD2_rev_XhoI CTC GAG CTA TTC TAC AGT CGC GAT GGT GG 29 73.3 
FRD2_rev_KpnI GGT ACC CTA TTC TAC AGT CGC GAT GGT GG 29 67.4 
FRDm1_fw_BamHI GGA TCC ATG AGG GGA CTG GAG CAC AC 26 72.6 
FRDm1_rev_XhoI CTC GAG TTA CAG TGC GGC TTG CAT G 25 69.1 
FRDm1_rev_KpnI GGT ACC TTA CAG TGC GGC TTG CAT G 25 71.0 
FRDg_fw_BamHI GGA TCC ATG ATT GGC AGG CTT CCA GTT 27 71.6 
FRDg_rev_XhoI CTC GAG TTA CAT CTT GGA TGA GTT CTG GGT TTC 33 72.7 
FRDg_rev_KpnI GGT ACC TTA CAT CTT GGA TGA GTT CTG GGT TTC 33 65.9 

 

5.4.2 Extracción de ADN genómico de T. cruzi  

Para la purificación de ADN genómico total de T. cruzi se utilizó el reactivo DNAzol 

(Invitrogen) de acuerdo a las especificaciones del fabricante. El ADN se resuspendió en agua 

destilada estéril y fue almacenado a -20°C hasta su utilización. La cuantificación del ADN 

obtenido se realizó con un espectrofotómetro de microvolúmenes (ACTGene Asp-3700). 

 

http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/
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5.4.3 Amplificación por reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

Las condiciones de PCR se pusieron a punto probando diferentes concentraciones de 

cebadores, diferentes temperaturas de hibridación y número de ciclos hasta llegar a optimizar el 

procedimiento. Dadas las dificultades que se fueron presentando para amplificar el gen para la 

FRD, se decidió emplear la ADN polimerasa KAPA HiFi HotStart (KAPA Biosystems). La misma es 

una ADN polimerasa de la familia B, con una alta procesividad intrínseca que resulta en una 

mejora significativa en el rendimiento, velocidad y sensibilidad en comparación con los tipos  de 

ADN polimerasas de la familia B (Biosystems, 2013). Es una polimerasa de alta fidelidad (1 error 

por 3.6 x 106 nucleótidos incorporados), debido a q   a  má      a a t v  a  p   m ra a 5'→3', 

presenta actividad exonucleasa (proofreading) 3'→5', que mejora notablemente la precisión 

durante la amplificación de ADN. De esta manera la fidelidad es aproximadamente 100 veces 

mayor que la wild-type Taq ADN polimerasa y 10 veces mayor que la otras ADN polimerasas de 

la familia B. 

Para la amplificación de la secuencia FRD2 (TcCLB.503849.60) la combinación de 

cebadores empleada fue FRD2_fw_BamH I con FRD2_rev_Xho I o FRD2_rev_Kpn I, para clonar 

posteriormente en el vector de expresión pGEX4T1 o pQE-30, respectivamente (Figura 13). 

Como molde se usaron 50 ng de ADN genómico de CL Brener. Las condiciones de reacción y de 

ciclado para esta secuencia son especificadas en las Tablas 2 y 3. 

 

Figura 13. Esquema del ensayo de PCR realizado. A partir del ADN genómico de T. cruzi de la cepa CL Brener se 
utilizaron cebadores específicos para amplificar el gen de interés; la flecha azul corresponde al cebador directo con 
el sitio de restricción BamH I adicionado y la flecha verde el cebador reverso con el sitio de restricción Xho I o Kpn I, 
según sea para el clonado posterior en pGEX4T1 o pQE-30. 
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Tabla 2. Concentraciones y volúmenes de los reactivos utilizados en las reacciones de PCR. 

Reactivo Concentración stock Concentración final Volumen (µL) 

Buffer HiFi 5X 1X 10 
HiFi Taq Pol 1 U/µL 1 U/reacción 1 

dNTPs 10 mM 0,3 mM 1.5 
Cebador directo 10 µM 0,5 µM 2.5 
Cebador reverso 10 µM 0,5 µM 2.5 

ADN molde 50 ng/µL 50 ng 1 
Agua destilada - - c.s.p 50 µL 

 

 

Tabla 3. Características de ciclado optimizado para la reacción de PCR de la secuencia FRD2 con sitios de restricción 

BamH I y Xho I. 

Etapa Temperatura (ºC) Tiempo Ciclos 

Desnaturalización inicial 95 3 min 1 
Desnaturalización 98 20 seg  

10 Hibridación 62 15 seg 

Extensión 72 90 seg 

Desnaturalización 98 20 seg  
25 Hibridación 65 15 seg 

Extensión 72 60 seg 

Extensión final 72 5 min 1 

 

 

5.4.4 Electroforesis en geles de agarosa 

La visualización de ADN genómico, productos de PCR, ADN plasmídico y fragmentos de 

restricción se realizó mediante electroforesis en geles de agarosa 1%. Los geles fueron 

preparados en tampón TAE 1X, el cual también fue utilizado como tampón de corrida. Las 

muestras se prepararon adicionando tampón de carga para ADN 1X. Las corridas  

electroforéticas se realizaron a intensidad de corriente constante de 8 V/cm de gel. Como 

marcador de peso molecular se empleó GeneRuler 1 Kb DNA Ladder (Thermo Scientific) (Figura 

14). La visualización de ADN se realizó mediante tinción con Good View (SBS Genetech), 

alternativo al bromuro de etidio, y se observó en transiluminador de luz ultravioleta MacroVue 

2011 LKB, con el programa Careastrem MI SE. 
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Figura 14. Marcador de peso molecular G   R   r™ 1 kb DNA Ladder  250 a 10000 

pb empleado en las electroforesis en geles de agarosa 1%. Extraído de Thermo 

Scientific. 

 

5.4.5 Purificación de ADN a partir de geles de agarosa 

Los productos de amplificación obtenidos fueron purificados a partir de geles de agarosa 

mediante el kit comercial Zymoclean Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research) siguiendo 

instrucciones del comerciante. Brevemente, se incubó la porción de gel con 3 volúmenes de 

tampón de disolución de agarosa a 45ºC por 5 minutos. Se lavó la columna dos veces con buffer 

de lavado y se eluyó el ADN en 10 µL de buffer de elución. 

 

5.4.6 Cuantificación de ADN 

La cuantificación de ácidos nucleicos se realizó midiendo la absorbancia a 260 nm 

utilizando un espectrofotómetro de microvolúmenes (ACTGene Asp-3700). Para determinar la 

pureza de la muestra se tuvo en cuenta el cociente Abs260/Abs280, considerando la muestra como 

pura cuando esta relación es mayor o igual a 1,8 por tratarse de ADN. Para determinar la 

integridad de los ácidos nucleicos se corrieron geles de agarosa. 

 

5.4.7 Clonado en vector-T y selección de transformantes 

Dado que la ADN polimerasa empleada para amplificar los genes para FRD no es una Taq 

polimerasa por lo que no posee actividad nucleótido terminal transferasa, para el clonado del 

marco abierto de lectura en vectores-T, al producto de PCR se le adicionó desoxinucleótidos de 
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adenina (dATP) en el extremo 3'OH. Para ello se incubó el producto de PCR obtenido con KAPA 

HiFi HotStart con una enzima Taq polimerasa (Invitrogen), la cual transfiere un nucleótido al 

3'OH terminal del fragmento de ácido nucleico generado por PCR. Se adicionó entonces 1U de 

Taq polimerasa, 1X tampón de reacción, 1 mM de MgCl2 y 0,1 mM de dATP. La reacción se 

realizó a 72°C con una duración de 10 minutos. Una vez adenilado el producto de PCR, se clonó 

en el vector pCR2.1-TOPO, haciendo reaccionar 4 µL de este producto, 1 µL de vector y 1 µL de 

solución salina, a temperatura ambiente durante 5 minutos.  

Como primer paso para seleccionar los clones transformantes se corroboró la presencia 

del inserto en las construcciones realizadas mediante digestión con enzimas de restricción. El 

análisis por patrones de digestión se realizó empleando las enzimas de restricción EcoR I y Stu I 

(Thermo Scientific) que liberan el inserto clonado generando bandas de 1000 y 1100 pb 

aproximadamente. EcoR I r         a         a 5’G↓AATTC3’, m   tra  q   St  I reconoce 

5’AGG↓CCT3’. Se usaron las unidades de enzima especificadas por el comerciante, definiéndose 

1 unidad (U) de enzima de restricción como la cantidad de enzima necesaria para digerir 1 µg de 

ADN en 1 hora. Las mezclas de reacción se incubaron a la temperatura y tiempo recomendados 

por el fabricante. Particularmente, se realizaron digestiones con EcoR I y Stu I, en las condiciones 

especificadas en la Tabla 4, durante 1 hora a 37ºC. Los plásmidos positivos por digestión y PCR 

fueron enviados a secuenciar para su confirmación. 

Tabla 4. Concentraciones y volúmenes de los reactivos utilizados en la digestión con EcoR I y Stu I. 

Reactivo Concentración stock Concentración final Volumen (µL) 

Enzima de restricción 1U/µL 1U 1 

Buffer  10X 1X 5 

ADN  ≤1 μg  

Agua estéril - - c.s.p. 50 µL 

 

 

5.4.8 Clonado en vectores de expresión 

Para el clonado en los vectores de expresión se realizó la digestión del vector pCR2.1-

TOPO, conteniendo la secuencia codificante de la proteína en estudio con sitios de restricción 

compatibles con los vectores de expresión de destino. En el caso de pQE-30, se utilizaron los 

sitios BamH I y Kpn I, y para el vector pGEX4T1 se utilizaron BamH I y Xho I. En este caso, como 

se realizó una doble digestión, se empleó la herramienta DoubleDigest de Thermo Scientific, 
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disponible en el sitio web http://www.thermoscientificbio.com/webtools/doubledigest para 

seleccionar el tampón más adecuado para la reacción con dos  enzimas. La enzima BamH I 

r         a         a 5’G↓GATCC3’, Kp  I reconoce 5’GGTAC↓C3’, m   tra  Xh  I reconoce 

5’C↓TCGAG3’. S   mp     a r  a            a         z ma   p   f  a a  p r      m r  a t  y 

se llevó a cabo la reacción en las condiciones especificadas en la Tabla 5, durante 1 hora a 37ºC. 

Tabla 5. Concentraciones y volúmenes de los reactivos utilizados en la doble digestión con BamH I y Xho I. 

Reactivo Concentración stock Concentración final Volumen (µL) 

Enzima BamH I 1U/µL 1U 1 
Enzima Kpn I o Xho I 1U/µL 2U 2 

Buffer BamH I 10X 1X 5 
ADN  ≤1 μg  

Agua estéril - - c.s.p. 50 µL 

  

Una vez digeridos los vectores de expresión y el inserto correspondiente con las mismas 

enzimas, tanto los vectores linealizados como los insertos escindidos del vector pCR2.1TOPO se 

resolvieron en geles de agarosa, desde donde fueron purificados usando el Zymoclean Gel DNA 

Recovery Kit (Zymo Research). Previo a la reacción de ligación se empleó una fosfatasa alcalina 

termosensible (FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase, Thermo Scientific), que 

desfosforila      tr m  5’ de los vectores linealizados para evitar la recircularización de los 

mismos. Para ello se incubó el vector lineal con fosfatasa alcalina a 37ºC durante 10 minutos, y 

luego se inactivó dicha enzima a 75ºC por 5 minutos. Las reacciones de ligación de fragmentos 

de ADN se realizaron con la enzima T4 DNA ligasa (Thermo Scientific), procedente del 

bacteriófago T4. Esta enzima cataliza la formación de enlaces fosfodiéster entre los extremos 5´-

fosfato y 3´-hidroxilo del ADN, pudiendo unir tanto extremos cohesivos como romos. Las 

concentraciones de inserto y vector a emplear fueron determinadas mediante la ecuación:  

ng de inserto = (ng de vector) (tamaño en pb de inserto) (Relación Molar Inserto : Vector) 
(tamaño de vector en pb) 

La relación molar inserto:vector empleada fue 5:1. El volumen final fue de 20 L en el 

tampón suministrado por el comerciante y se incubó durante 10 minutos a 22ºC. Los productos 

de ligación fueron usados para transformar bacterias BL21  químicamente competentes. 

 

http://www.thermoscientificbio.com/webtools/doubledigest
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5.4.9 Preparación de células competentes 

Para la preparación de células químicamente competentes se usó el protocolo descrito 

por Ausubel (Ausubel, 1987). Brevemente, se inoculó 50 mL de medio LB con una colonia única y 

se crecieron las células 12 horas a 37ºC. Posteriormente, se inoculó 4 mL del cultivo en 400 mL 

de medio LB, dejándose crecer a 37ºC hasta una densidad óptica a 600 nm de 0,375 para 

después alicuotar el cultivo en 8 tubos de 50 mL y dejarse enfriar las células en hielo durante 10 

minutos. Luego de centrifugar el cultivo (1600 g, 7 minutos), se resuspendieron las bacterias en 

10 mL de solución de CaCl2 y se dejaron en hielo 30 minutos. Finalmente, se volvió a centrifugar 

y a resuspender las bacterias en 2 mL de solución de CaCl2 frío con 15% glicerol. Las bacterias 

competentes fueron alicuotadas de a 100 L y guardadas a –80ºC hasta su uso. 

 

5.4.10 Transformación de bacterias E. coli 

Para la transformación de bacterias competentes se sacaron 100 L de células a –80ºC y 

se dejaron descongelar en hielo 30 minutos. Se agregó ADN en una proporción menor a 25 L de 

ADN por 100 L de células. Se dejó 20 minutos en hielo y se dio un shock térmico de 90 

segundos a 42ºC. A continuación se colocó en hielo 1-2 minutos y se adicionó 4 volúmenes de LB 

a temperatura ambiente. Se dejó a 37ºC durante una hora con agitación fuerte y se plaquearon 

100 L en agar LB-ampicilina. 

 

5.4.11 Purificación de ADN plasmídico de bacterias 

Se empleó el método de lisis alcalina en el cuál las células son lisadas en una solución de 

detergente a pH alcalino lo que provoca la desnaturalización del ADN. Posteriormente, la 

solución se neutraliza y el ADN plasmídico se renaturaliza por su pequeño tamaño y estructura y 

permanece en solución, mientras que el ADN genómico precipita junto al detergente y las 

proteínas. Brevemente, se cultivaron células conteniendo el plásmido de interés en medio 

líquido LB hasta la fase estacionaria. Se transfirió cada cultivo a un tubo eppendorf de 1,5 mL y 

se centrifugó por 30 segundos. El pellet se lavó con 1 mL de tampón SET y luego se resuspendió 

en 150 L de dicho tampón. A continuación se agregó 50 g de RNAsa A y luego de mezclar bien 

se agregó 350 L de la mezcla lítica. Dicha solución alcalina, se neutralizó con 250 L de acetato 



Materiales y métodos 

 
Página | 43  

 

de sodio 3 M, pH 4,8 y se agitó por inversión. Se colocó 30 minutos en hielo para precipitar el 

SDS y el ADN cromosómico, se centrifugó 20 minutos a 4ºC y se guardó el sobrenadante 

conteniendo el ADN plasmídico. Al sobrenadante se le adicionó un volumen de isopropanol, se 

agitó por inversión, se dejó a temperatura ambiente por 15 minutos y se centrifugó 20 minutos. 

Se lavó el pellet con 200 L de etanol 70%, se volvió a centrifugar por 5 minutos, se secó el pellet 

y finalmente se resuspendió en 40 L de agua libre de nucleasas. 

 

5.4.12 Secuenciación 

La secuencia nucleotídica de todas las construcciones realizadas fue verificada por 

secuenciación capilar. La misma se realizó en el Servicio de Secuenciación de Macrogen, Korea, y 

las condiciones para la reacción de secuenciación fueron las requeridas por el servicio. Se 

secuenció automáticamente en ambas direcciones utilizando los cebadores M13 forward y M13 

reverse o los cebadores específicos previamente sintetizados. 

 

 

5.5 Análisis de proteínas 

5.5.1 Expresión de proteínas recombinantes en bacterias 

En primer lugar se realizó una expresión a pequeña escala para determinar las mejores 

condiciones de expresión de la proteína recombinante. Brevemente, se creció un precultivo de 

bacterias BL21 conteniendo el plásmido recombinante, a partir del cual se realizó una dilución 

1/100 en 3 mL de medio selectivo LB ampicilina 100 µg/mL hasta una densidad óptica (DO) a 600 

nm de   0,6 con agitación. Luego se indujo la expresión de la proteína recombinante agregando 

distintas concentraciones de IPTG, durante distintos tiempos a diferentes temperaturas. 

Luego de evaluar las condiciones de inducción que produjeron mayor cantidad de 

proteína recombinante soluble y menos degradada, se procedió a realizar la producción de 

proteína a mayor escala. Se creció un cultivo de 200 mL  de LB ampicilina (100 µg/mL) a 37ºC con 

agitación hasta la DO a 600 nm requerida y se indujo con IPTG por el tiempo y la temperatura 

que exhibieron los mejores resultados. 
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5.5.2 Obtención de extractos proteicos de E. coli 

Los cultivos se centrifugaron a 7000 g, 10 minutos a 4ºC para sedimentar las células, 

resuspendiendo en un volumen de PBS frío 1/20 del volumen del cultivo y se sonicaron en hielo. 

Luego de sonicado el cultivo, se suplementó con tritón 1% y se agitó durante 30 minutos en hielo 

para ayudar a la solubilización de la proteína. El lisado se centrifugó 45 minutos a 12000 g a 4ºC, 

y se separó en dos fracciones: soluble (sobrenadante) e insoluble (pellet). La fracción insoluble 

fue resuspendida en distintas concentraciones de urea. El pellet de la mayor concentración de 

urea fue resuspendido en PBS 1X. 

 

5.5.3 Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

La separación de proteínas se realizó en geles de poliacrilamida o SDS-PAGE (Sodium 

Dodecyl Sulfate-PoliAcrilamide Gel Electrophoresis). El tratamiento con SDS convierte las 

proteínas en poli-aniones cargados negativamente, para luego ser separadas en un campo 

eléctrico de acuerdo a su peso molecular. Los geles de poliacrilamida empleados fueron 

discontinuos, un gel concentrador y un gel separador. El gel concentrador se preparó con 5% de 

poliacrilamida, mientras que el gel separador se preparó con 10% o 12% de poliacrilamida. Se 

    p r   fat     am     (APS) y N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamina (TEMED) como agentes 

polimerizantes. Las muestras se mezclaron con tampón de carga para SDS-PAGE 1X y se 

desnaturalizaron por calor a 100ºC por 5 minutos. Un volumen de carga de 5 µL fue evaluado en 

los geles que se corrieron en tampón de corrida para SDS-PAGE 1X. Las corridas electroforéticas 

se realizaron a intensidad de corriente constante entre 100 y 150 V. Como marcador de peso 

molecular se empleó PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific) (Figura 15). El 

método de tinción de los geles fue azul de Coomassie. Este es un colorante que forma complejos 

fuertes no covalentes con las proteínas, y su incorporación es aproximadamente proporcional a 

la cantidad de proteínas. La tinción con Coomasie blue permite detectar bandas de hasta 100 ng 

de proteína. La tinción se realizó durante 1-4 horas y luego se decoloraron en Solución de 

desteñido durante el mismo tiempo. 
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Figura 15. Marcador de peso molecular PageRuler Prestained Protein 

Ladder empleado en SDS-PAGE. Extraído de Thermo Scientific. 

 

5.5.4 Western blot 

 La técnica de Western blot permitió verificar la presencia de la proteína recombinante 

FRD mediante un anticuerpo primario específico que reconoce el GST fusionado a la misma. Los 

extractos proteicos se transfirieron del gel, en el que fueron anteriormente separados de 

acuerdo a su peso molecular, hacia una membrana de nitrocelulosa Hybond C-Extra (Amersham 

Bioscience) sobre la cual se realizó la unión antígeno-anticuerpo. Se preparó el cassette con 

esponjas y papeles de filtro Whatman humedecidos en tampón de transferencia 1X, el gel y la 

membrana. Se colocó dentro de la cuba de transferencia, se cubrió con tampón de transferencia 

1X y se realizó la transferencia O.N. a 15 mA. Al finalizar la transferencia, se tomó la membrana y 

se incubó en la solución de bloqueo durante 1 hora con agitación constante a temperatura 

ambiente. Se incubó la membrana con el anticuerpo primario α-GST Cabra policlonal conjugada 

a fosfatasa alcalina (Thermo Scientific) en dilución 1/1000 en tampón de bloqueo durante 1 hora 

con agitación constante a temperatura ambiente. Se realizaron tres lavados con PBS-Tween 0,1% 

y se reveló con NBT (50 mg/mL en dimetilformamida 70%) y BCIP (50 mg/mL en 

dimetilformamida 100%) en Tampón AP. 
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5.5.5 Purificación por cromatografía de afinidad 

La proteína de fusión con GST se purificó por cromatografía de afinidad usando columnas 

comerciales GST Fast Flow (Amersham Bioisciences), las cuales tienen glutatión inmovilizado en 

una matriz de Sefarosa. La columna se equilibró con 5 volúmenes de PBS 1X y se aplicó la 

muestra con un flujo constante de 0,5 mL/min. Luego se lavó con 10 volúmenes de PBS 1X con 

flujo de 1 mL/min. Finalmente, se eluyó la proteína por competencia con 5 volúmenes de 

glutatión reducido 10 mM en tampón Tris-HCl 50 mM. 

 

5.5.6 Cuantificación de proteínas 

 La cuantificación de proteínas se realizó mediante el método de Bradford, usando el 

reactivo Bradford ready-to-use (Fermentas). El ensayo se basa en la formación de complejos 

entre el colorante Azul de Coomassie Brilliant G-250 y las proteínas en solución. Esta unión 

provoca un cambio en la absorción máxima del colorante de 465 nm a 595 nm. La concentración 

de la muestra de proteína es determinada por referencia a la absorción de una serie de 

diluciones estándar de Albúmina Bovina Sérica (BSA) ensayadas en paralelo (0,125–1 mg/mL). 

Brevemente, la muestra de proteína se mezcla con el reactivo a temperatura ambiente, se deja 

incubar 5 minutos y se mide la absorbancia de la solución a 595 nm, esta absorción se interpola 

en la curva de calibración realizada con BSA y obteniendo así la cantidad de proteína presente en 

la solución.  
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6. Resultados y discusión 
 

6.1 Obtención de los marcos abiertos de lectura de las isoformas de FRD 

Los marcos abiertos de lectura de las isoformas FRD2, FRDm1 y FRDg se obtuvieron de la 

información disponible en la base de datos TriTrypDB, mediante búsqueda por homología en el 

genoma completo de T. cruzi de la secuencia codificante para cada isoforma descrita en T. brucei 

(Números de acceso: AY880989, AY880988 y AF457132, respectivamente) (Coustou, 2005). La 

búsqueda en todos los casos reveló la presencia de tres secuencias codificantes de FRD putativas 

entre varios pseudogenes. Una de estas secuencias codificantes pertenecía a un alelo Non 

Esmeraldo-like de la cepa CL Brener, ubicada en el cromosoma 38-P, de 2370 pb y un peso 

molecular estimado de 85492 Da (Gene ID: TcCLB.503849.60), otra de las secuencias 

identificadas pertenecía al alelo Esmeraldo-like de CL Brener, ubicada en el cromosoma 38-S, de 

3429 pb y 124798 Da (Gene ID: TcCLB.510215.10) y la última secuencia correspondía al alelo 

Esmeraldo-like de la cepa CL Brener, ubicada en el cromosoma 38-S, de 3648 pb y 132385 Da 

(Gene ID: TcCLB.508535.10) (Tabla 6). Para todas las secuencias se analizó la presencia de señal 

de localización mitocondrial usando el programa MitoProt II v1.101 (Anexo 9.6). La proteína 

codificada por el gen TcCLB.503849.60, presenta según la base de datos CDD (Conserved Domain 

Database http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml) sólo dos de los dominios 

descritos para FRD (Figura 17)  presentando homología con la proteína FRD2 de T. brucei. A 

diferencia de la FRD2 de T. brucei, la FRD2 de T. cruzi no presenta señal de localización 

mitocondrial. Vale destacar que si bien la proteína FRD2 de T. brucei presenta una señal de 

localización mitocondrial sugerida por el programa MitoProt II 1.0a4 (Coustou, 2005), dicha 

localización no fue verificada experimentalmente. La proteína codificada por el gen 

TcCLB.510215.10 no presenta señal de localización mitocondrial (Anexo 9.6) y presenta los tres 

dominios descritos para proteínas FRD (Figura 17), presentando homología con la isoforma FRDg 

de T. brucei. Finalmente, la proteína codificada por el gen TcCLB.508535.10 presenta señal de 

localización mitocondrial (Anexo 9.6) y los tres dominios descritos como en la FRDm de T. brucei, 

por lo que se determinó por homología que corresponde a la isoforma FRDm1. 
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Tabla 6. Características de las isoformas de FRD en T. cruzi. Se detalla Gene ID, su ortólogo en T. brucei, su tamaño 

en pares de bases y peso molecular. 

Secuencia Gene ID Número de acesso GenBank 
del ortólogo en T. brucei 

Pares de 
bases 

Peso  
Molecular 

FRD2 TcCLB.503849.60 AY880989 2370 pb 85492 Da 
FRDm1 TcCLB.508535.10 AY880988 3648 pb 132385 Da 
FRDg TcCLB.510215.10 AF457132 3429 pb 124798 Da 

 

Se realizaron alineamientos con el programa BioEdit para determinar el porcentaje de 

identidad y similitud entre las secuencias obtenidas en T. cruzi y las reportadas en T. brucei. Este 

análisis reveló que las proteínas entre estos tripanosomátidos presentan entre un 56 y un 73% 

de identidad (Tabla 7). Adicionalmente se alinearon las secuencias proteicas de las tres 

isoformas de T. cruzi y también el dominio fumarato reductasa de cada isoforma de T. cruzi 

(Figura 16). Los resultados muestran una alta identidad a nivel aminoacídico de este dominio, 

siendo la porción más conservada al presentar entre 79 y 98% de identidad, valores similares a 

los de las FRD de T. brucei. La secuencia completa presenta una identidad de entre casi 40 y 64%, 

valores sensiblemente menores a los de las FRD de T. brucei. Los resultados se detallan en la 

Tabla 7. 

 
Tabla 7. Identidad y similitud entre las isoformas de FRD en T. cruzi y T. brucei, entre las isoformas de T. cruzi y entre 

el dominio fumarato reductasa de las isoformas de T. cruzi. 

Identidad/Similitud de secuencias de FRD entre T. brucei y T. cruzi 

 FRD T. cruzi vs. FRD T. brucei 

FRD2 0.562/0.699 

FRDg 0.728/0.851 

FRDm1 0.631/0.765 

Identidad/Similitud de secuencias de FRD en T. cruzi 

 FRD2 FRDg FRDm1 

FRD2 1 0.509/0.560 0.396/0.479 

FRDg 0.509/0.560 1 0.644/0.743 

FRDm1 0.396/0.479 0.644/0.743 1 

Identidad/Similitud del dominio fumarato reductasa de FRD en T. cruzi 

 FRD2 FRDg FRDm1 

FRD2 1 0.983/0.994 0.791/0.854 

FRDg 0.983/0.994 1 0.799/0.857 

FRDm1 0.791/0.854 0.799/0.857 1 
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Figura 16. Alineamiento entre las secuencias aminoacídicas FRDg, FRDm1 y FRD2 de T. cruzi. En negro se muestran 
los aminoácidos idénticos en las tres isoformas y en gris los similares. Se recuadra en rojo el dominio fumarato 
reductasa. 
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Dado que existen errores de anotación en la base de datos utilizada, una vez obtenidas 

las secuencias del TritrypDB, se recurrió al curado manual de las mismas, cotejando las 

secuencias anotadas con resultados experimentales disponibles de análisis genómicos masivos 

de transcriptómica y de riboprinting (Pastro, L., artículo en preparación; Smircich, P., sometido). En 

ambos casos se observó que la presencia de reads comenzaba varios pares de bases después del 

ATG       tr m  5’ a  ta  ,   g r          rr r    a  ta    . Por esto, se decidió trabajar a 

partir de un ATG interno, a los 115, 316 y 286 pares de bases después del inicio anotado para 

FRD2, FRDm1 y FRDg, respectivamente, corroborando que el marco abierto de lectura se 

mantenía en fase y los dominios relevantes para la función FRD no eran afectados (Figura 17). 

 

Figura 17. Salidas de Blast donde se observan los dominios y el sitio de unión a NAD de cada isoforma de FRD. A. 
Gene ID: TcCLB.503849.60 (FRD2). B. Gene ID: TcCLB.508535.10 (FRDm1). C. Gene ID: TcCLB.510215.10 (FRDg). 
FRDg y FRDm1 presentan tres dominios: uno N-terminal que es homólogo a las proteínas ApbE (en lila), un dominio 
central PRK06175 presente en las fumarato reductasas (en verde) y un dominio C-terminal, homólogo a las 
citocromo  b5  reductasas  (en rojo). FRD2 sólo presenta dos dominios, el central y el C-terminal. 
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6.2 Amplificación y clonado de las secuencias FRD 

El gen que codifica para la isoforma FRDm1 se logró amplificar por PCR, pero en presencia 

de otras bandas mayoritarias, por lo que la reacción debe continuar siendo optimizada. En el 

caso del gen codificante para la isoforma FRDg la reacción de PCR no ha amplificado el 

fragmento esperado. 

El marco abierto de lectura de la isoforma de FRD2 fue amplificado por PCR directamente 

del ADN genómico de CL Brener debido a que en T. cruzi los genes no poseen intrones. Se 

realizaron reacciones de PCR usando cebadores con los adaptadores adecuados compatibles 

para el clonado posterior en los vectores de expresión (Tabla 1). La optimización de la PCR 

resultó en el uso de casi el doble de la concentración recomendada de los cebadores para la 

amplificación con la HiFi Polimerasa (0,5 µM en lugar de 0,3 µM, Tabla 2) (Biosystems, 2013) y en 

el empleo de dos ciclos consecutivos de amplificación, el segundo con una temperatura de 

hibridación más rigurosa que el primero (Tabla 3). El amplicón esperado para la reacción era 

de   2200 pb. En la Figura 18 se muestra el resultado del PCR visualizado en un gel de agarosa 1%.  

 
Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa 1%. Carril 1: Producto de PCR de la secuencia FRD2 con adaptadores BamH  
I y Xho I para clonar en el vector de expresión pGEX4T1. Carril 3: Producto de PCR de la secuencia FRD2 con 
adaptadores BamH I y  Kpn I para clonar en el vector de expresión pQE-30. Carriles 2 y 4: controles negativos sin 
ADN molde de carriles 1 y 3, respectivamente. Carril 5: Marcador de peso molecular 1 kb DNA Ladder (Thermo 
Scientific). Se señala con una flecha roja el producto mayoritario de tamaño esperado. 

 
 

Luego de ensayar diferentes temperaturas, tiempos de hibridación y concentración de los 

oligonucleótidos cebadores no fue posible obtener una única banda específica como producto 

de la reacción de PCR. La presencia de bandas inespecíficas en la reacción de PCR a partir de ADN 

genómico podría deberse a que en el genoma de T. cruzi se encuentran varios pseudogenes de 
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FRD. El uso de ADNc como molde de la reacción de PCR tampoco mejoró el resultado de la 

reacción de PCR, esto podría deberse al hecho de que la transcripción es policistrónica y la 

regulación de la expresión génica en estos parásitos es post-transcripcional, por tanto el uso de 

ADNc no previene en gran medida la amplificación de estos posibles pseudogenes. De todas 

maneras, los controles fueron exitosos y no se observa amplificación en los controles sin ADN, 

por lo que se procedió a purificar del gel la banda mayoritaria de peso molecular esperado 

(Figura 18). Estos fragmentos fueron luego adenilados y clonados en el vector pCR2.1-TOPO, 

generando la construcción plasmídica que se esquematiza en la Figura 19. Con ello se 

transformaron bacterias quimiocompetentes XL1-Blue, a partir de las cuales se aisló el plásmido 

por el método de lisis alcalina. 

 

Figura 19. A. Mapa del vector pCR2.1-TOPO con el marco abierto de lectura de la isoforma FRD2 clonado 

representado en rojo. Se muestran los sitios de restricción relevantes en la verificación del plásmido y para el 

posterior clonado en los vectores de expresión. B. Secuencia aminoacídica de la isoforma FRD2 clonada, se muestra 

en rojo la porción N-terminal no incluida en la construcción. 
 

 

La presencia del inserto en el vector-T se comprobó por PCR, por patrones de digestión y 

secuenciación. La PCR se realizó usando el ADN plasmídico como molde, y se obtuvo un 

producto de amplificación con el tamaño de banda esperado (  2200 pb) usando los mismos 

cebadores con los que se amplificó desde el ADN genómico, en iguales condiciones de 

amplificación (Figura 20). 
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Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa 1%.  Carril 1: Producto de PCR  sobre el plásmido pCR2.1-TOPO-FRD2 con 

adaptadores BamH I y Xho I. Carril 3: Producto de PCR  sobre el plásmido pCR2.1-TOPO-FRD2 con adaptadores 

BamH I y Kpn I. Carriles 2 y 4: Controles negativos sin ADN de carriles 1 y 3, respectivamente. Carril 5: Marcador de 

peso molecular 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific). 

 

 

El análisis por patrones de digestión se realizó empleando las enzimas de restricción EcoR 

I y Stu I. El vector-T empleado tiene dos sitios de restricción para EcoR I que liberan el inserto del 

vector. Adicionalmente, el inserto posee un sitio para esta enzima que lo divide en dos 

fragmentos del mismo tamaño aproximadamente (Figura 19). De esta manera, el patrón de 

restricción esperado es una banda de   3.9 kb perteneciente al vector linealizado y dos 

fragmentos de    1.1 y    1 kb, correspondientes al inserto escindido. Por su parte, el vector no 

tiene sitio de restricción Stu I, pero si lo tiene el inserto como se observa en la Figura 19, por lo 

que el corte con esta enzima linealiza el vector con el inserto, lo cual se estima se ubica en los    6 

kb. De esta manera se confirma no sólo la presencia de inserto del tamaño esperado, sino 

también la identidad del inserto debido a la presencia del sitio Stu I. Estos patrones de 

restricción esperados se observan en la Figura 21. 

 

Figura 21. Electroforesis en gel de agarosa 1%. Digestión del plásmido pCR2.1-TOPO-FRD2 con adaptadores BamH I y 
Xho I. Carril 1: EcoR I. Carril 2: Stu I. Digestión del plásmido pCR2.1-TOPO-FRD2 con adaptadores BamH I y Kpn I. 
Carril 3: EcoR I. Carril 4: StuI. Carril 5: Marcador de peso molecular 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific). 
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Finalmente, los clones verificados por PCR y digestión fueron secuenciados para 

confirmar que el marco abierto de lectura clonado pertenece a la FRD y que no hay mutaciones 

ni codones stop en el mismo. En la Figura 22 se observa parcialmente el cromatograma 

proveniente de la         a         a  p r       5’ y 3’     g   FRD2 clonado en vector-T. Puede 

observarse parte de la secuencia del mismo, los cebadores con los sitios de restricción 

adicionados para el clonado en fase en los vectores de expresión y parte de la secuencia de 

FRD2. En el anexo 9.4 pueden observarse las salidas de Blast realizadas con las secuenciaciones, 

si bien no se logró la secuenciación completa por lo extenso del fragmento y la falta de 

cebadores internos, se evidencia la alta fidelidad de la polimerasa empleada dado el alto 

porcentaje de identidad y la ausencia de gaps entre la secuencia FRD2 anotada y la amplificada y 

clonada en este trabajo. 

 

 
Figura 22. Cromatograma obtenido de la secuenciación de los marcos abiertos de lectura de FRD2. Paneles A. 
Secuenciación de FRD2 para la clonación en el vector de expresión pQE-30. A1. Se observa parte de la secuencia del 
vector-T, el sitio BamH I adicionado al cebador, el primer directo con el codón de inicio (ATG) y  a p r     5’     g   
FRD2. A2. S   b  rva  a p r     3’     a secuencia de FRD2, el primer reverso con el codón stop (TAG), el sitio Kpn I 
adicionado al cebador, y parte de la secuencia del vector-T. Paneles B. Secuenciación de FRD2 para la clonación en 
el vector de expresión pGEX4T1. B1. Se observa parte de la secuencia del vector-T, el sitio BamH I adicionado al 
cebador, el primer directo con el codón de inicio (ATG) y  a p r     5’     g   FR 2. B2. S   b  rva  a p r     3’    
la secuencia de FRD2, el primer reverso con el codón stop (TAG), el sitio Xho I adicionado al cebador, y parte de la 
secuencia del vector-T. 
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Una vez verificados los marcos abiertos de lectura clonados en el vector-T, se procedió a 

la escisión del inserto con las enzimas de restricción compatibles con los vectores de expresión: 

BamH I y Xho I para clonar en el vector pGEX4T1, y BamH I y Kpn I para clonar en el vector pQE-

30. Las mismas enzimas se usaron para digerir estos vectores de expresión permitiendo así un 

clonado direccional en fase. En la Figura 23 A. se observa en un gel de agarosa 1% los fragmentos 

correspondientes al gen escindido con BamH I y Kpn I del vector-T (Carril 1, flecha roja); y al 

vector de expresión pQE-30 linealizado con las mismas enzimas de restricción (Carril 2, flecha 

verde). En la Figura 23 B. se observan los fragmentos correspondientes al gen escindido con 

BamH I y Xho I del vector-T (Carril 1, flecha roja) y al vector de expresión pGEX4T1 linealizado 

con las mismas enzimas de restricción (Carril 2, flecha verde). 

 
Figura 23. Electroforesis en gel de agarosa 1%. A. Carril 1: Doble digestión del vector pCR2.1-TOPO-FRD2 con BamH I 

y Kpn I. Carril 2: Doble digestión del vector de expresión pQE-30 con BamH I y Kpn I. Carril 3: Marcador de peso 

molecular 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific). B. Carril 1: Doble digestión del vector pCR2.1-TOPO-FRD2 con BamH 

I y Xho I. Carril 2: Doble digestión del vector de expresión pGEX4T1 con BamH I y Xho I. Carril 3: Marcador de peso 

molecular 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific). 

 

 

El vector de expresión lineal una vez purificado del gel fue desfosforilado con una 

fosfatasa alcalina termosensible, a fin de evitar su recircularización y luego fueron ligados vector 

e inserto usando la enzima T4 DNA ligasa. La mezcla de ligación se usó para transformar células 

quimiocompetentes BL21 Star (DE3)pLysS de E. coli y los plásmidos se aislaron por el método de 

lisis alcalina. Se realizaron nuevamente ensayos de PCR y digestión para confirmar la presencia 

del inserto y se envió a secuenciar. La secuenciación de pQE-30 no arrojó resultados 

concluyentes ya que falló la reacción de secuenciación. En el caso de pGEX4T1, la secuenciación 

fue parcial dado que en el laboratorio no contamos con cebadores del vector, así como tampoco 

contamos con cebadores reversos específicos que hibriden cerca del inicio de la secuencia de 
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interés, por lo que la secuenciación se realizó con los cebadores directos y reversos diseñados 

para la PCR inicial. El cromatograma no muestra el ATG inicial, por lo que para ambos vectores, la 

confirmación de que el inserto está en fase se realizó indirectamente. Primero se realizó un 

análisis teórico para estimar el tamaño de la proteína que se obtendría con los distintos marcos 

abiertos de lectura y luego de realizó un ensayo de expresión a pequeña escala. Como se 

observa en la Figura 24, si el marco abierto de lectura no está en fase se obtendrían proteínas 

truncadas, de unos pocos aminoácidos y no la proteína de peso molecular de 110 kDa esperada. 

 

 

 

 

 

Figura 24. Salida de Pfam (http://pfam.xfam.org/) de los marcos abiertos de lectura posibles de la secuencia FRD2. Los cuadrados 
rojos indican la presencia de codones stop. 

 

El ensayo de expresión a pequeña escala se realizó con un cultivo de 3 mL de bacterias de 

la cepa BL21 Star (DE3)pLysS de E. coli transformadas con los vectores de expresión generados a 

fin de comprobar la correcta expresión de la proteína recombinante. La inducción de la proteína 

FRD2 recombinante se realizó a 37ºC, con 0,1 mM de IPTG por 2 y 4 horas. Luego de esto las 

bacterias fueron colectadas y lisadas por el agregado de Tampón de carga para SDS-PAGE 1X e 

incubando a 95ºC durante 5 minutos. Los extractos proteicos totales de los cultivos sin inducir e 

inducidos fueron corridos en un gel discontinuo de poliacrilamida 12% que fue teñido con Azul 

de Coomassie para su visualización. El resultado de estas inducciones se observa en la Figura 25. 

 

http://pfam.xfam.org/
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Figura 25. SDS-PAGE (12%) de los extractos proteicos totales correspondientes a las inducciones de la expresión de 
la proteína de fusión en bacterias E. coli de la cepa BL21 Star (DE3)pLysS transformadas con los vectores de 
expresión generados. Carril 1: Marcador de peso molecular PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific). 
Carriles 2 y 3: Controles sin inducir de los vectores pGEX4T1 y pQE-30, respectivamente. Carriles 4 y 5: Inducción de 
los vectores pGEX4T1 y pQE-30 con 0,1 mM de IPTG, a 37ºC, por 2 horas, respectivamente. Carriles 6 y 7: Inducción 
de los vectores pGEX4T1 y pQE-30 con 0,1 mM de IPTG, 37ºC, por 4 horas, respectivamente. 
 
 

En el gel de poliacrilamida se aprecia la sobreexpresión de la proteína recombinante a 

partir del vector de expresión pGEX4T1, con un peso molecular de aproximadamente 110 kDa, 

tamaño esperado dado que el tag GST le añade 25 kDa a los 85 kDa predictivos de la proteína 

FRD2. Estos resultados estimularon la puesta a punto de la expresión de la proteína 

recombinante, dado que validaron el clonado en fase de FRD2 en dicho vector de expresión. En 

el caso del vector pQE-30 no se observa sobreexpresión de la proteína recombinante, lo que 

indicaría la incorporación de codones stop en la secuencia o que el marco abierto de lectura no 

quedó clonado en fase, por lo que se siguió adelante únicamente con el vector que expresa FRD2 

fusionada a GST. 
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6.3 Expresión de FRD2 recombinante 
 

A partir de bacterias BL21 Star (DE3)pLysS transformadas con el vector pGEX4T1 

conteniendo la FRD2, se procedió a ensayar las condiciones de expresión óptimas para obtener 

la proteína recombinante soluble fusionada a GST. Los parámetros más influyentes a tener en 

cuenta para poner a punto la expresión de una proteína recombinante son la concentración de 

IPTG, la temperatura y el tiempo de inducción. Para determinar si la concentración de IPTG 

generaba una expresión considerablemente diferente en la sobreexpresión de la proteína 

recombinante se realizó una prueba de expresión a pequeña escala con distintas 

concentraciones del mismo. El ensayo se realizó con un cultivo de 3 mL, durante 6 horas a 30ºC y 

se emplearon tres concentraciones de IPTG: 0,1, 0,5 Y 1 mM (Figura 26). 

 
Figura 26. SDS-PAGE (12%) donde se observa la fracción total de la inducción del vector pGEX4T1 a 30ºC, durante 6 
horas, en 3mL de cultivo con 0,1, 0,5 y 1 mM de IPTG en carriles 3, 5 y 7, respectivamente. Carril 1: Marcador de peso 
molecular PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific). Carriles 2, 4 y 6: Control sin inducir de carriles 3, 5 
y 7, respectivamente. 
 

 Como se observa en la Figura 26, las concentraciones de IPTG no generan una expresión 

significativamente diferente de la proteína recombinante. Se decidió entonces continuar los 

ensayos con la concentración más baja del inductor, dado que se ha encontrado que las células 

fuertemente inducidas presentan un comportamiento indeseable como crecimiento lento, 

eventual detención del crecimiento y producción de proteínas insolubles por la formación de 

agregados insolubles o cuerpos de inclusión, así como un crecimiento retardado como 

consecuencia del desvío del metabolismo celular hacia procesos de producción del ADN 

plasmídico y expresión de la proteína recombinante (Lee, 2008). Se continuó entonces la puesta a 

punto de la expresión de FRD recombinante induciendo con 0,1 mM de IPTG variando 

temperatura y tiempo de inducción a fin de encontrar las mejores condiciones de expresión de 

proteína.  
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Se realizaron inducciones a 37ºC durante 2, 4 y 6 horas, con 0,1 mM de IPTG, en un 

cultivo de 3 mL con una DO595 de   0,6, este valor de densidad celular asegura condiciones 

metabólicas favorables como el alto contenido de ribosomas, mayor disponibilidad de nutrientes 

y menor concentración de subproductos tóxicos. Para obtener información acerca de la 

solubilidad de la proteína se separó la fracción soluble de la insoluble del extracto total de 

proteínas, las cuales fueron incluidas en el gel de poliacrilamida (Figura 27). 

 

Figura 27. SDS-PAGE (10%) donde se observa la inducción del vector pGEX4T1 a 37ºC, durante 2, 4 y 6 horas, en 3 

mL de cultivo con 0,1 mM de IPTG. Carril 1: Marcador de peso molecular PageRuler Prestained Protein Ladder 

(Thermo Scientific). Carril 2: Control sin inducir. Carriles 3, 6 y 9: Fracción total de la inducción por 2, 4 y 6 horas, 

respectivamente. Carriles 4, 7 y 10: Fracción soluble de la inducción por 2, 4 y 6 horas, respectivamente. Carriles 5, 8 

y 11: Fracción insoluble de la inducción durante por 2, 4 y 6, respectivamente. 

 

En la Figura 27 se observa que si bien en las inducciones a 37ºC durante 2, 4 y 6 horas se 

observa un buen nivel de expresión de la proteína recombinante, la misma aparece 

mayoritariamente en la fracción insoluble (Figura 27 carriles 5, 8 y 11). Dado que se realizó el 

ensayo a tres tiempos de inducción diferentes sin la obtención de la proteína soluble en estas 

condiciones, se decidió variar otro parámetro: la temperatura de inducción. El uso de 

temperaturas inferiores a la del crecimiento óptimo, en algunos casos puede reducir respuestas 

metabólicas indeseables para la síntesis de proteínas recombinantes y, como consecuencia, 

mejorar el rendimiento y/o la solubilidad de la proteína de interés, posiblemente por la 

reducción de la velocidad de la tasa de traducción de las proteínas en cuestión, lo cual podría 

incidir en el correcto plegamiento. Se ha demostrado además, que la sobreproducción de 

proteínas recombinantes en E. coli a 37ºC induce a la formación de cuerpos de inclusión, 

mientras que a bajas temperaturas se genera un incremento en el plegamiento correcto de las 

proteínas producidas y la ubicación en los compartimentos deseados (Chen, 2003). Se realizaron 
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entonces inducciones a 30ºC durante 4 y 6 horas con 0,1 mM de IPTG, en un cultivo de 3 mL 

partiendo de una DO595 de 0,6 (Figura 28). 

 

Figura 28. SDS-PAGE (10%) donde se observa la inducción de la expresión de la FRD2 a partir del vector pGEX4T1 a 
30ºC, durante 4 y 6 horas, en 3 mL de cultivo con 0,1 mM de IPTG. Carril 1: Marcador de peso molecular PageRuler 
Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific). Carriles 2: Control sin inducir. Carriles 3 y 6: Fracción total de la 
inducción por 4 y 6 horas, respectivamente. Carriles 4 y 7: Fracción soluble de la inducción durante 4 y 6 horas, 
respectivamente. Carril 5 y 8: Fracción insoluble de la inducción durante 4 y 6 horas, respectivamente. 
 

 En la Figura 28 se observa que en las inducciones a 30ºC durante 4 y 6 horas  la fracción 

insoluble de la proteína recombinante aparenta ser proporcionalmente mayor a la fracción 

soluble, aunque se observa un aumento de la proteína en la fracción soluble con respecto a las 

inducciones realizadas a 37ºC (Figura 27).  A pesar de que una parte considerable de la proteína 

recombinante aún se expresa en forma insoluble, decidimos igualmente purificar la FRD 

presente en la fracción soluble obtenida en estas condiciones (inducción a 30°C con 0,1 mM de 

IPTG durante 4 horas) dado que no pudimos encontrar un mejor escenario de expresión de FRD 

en forma soluble. Antes de proceder a realizar la expresión en un cultivo a mayor escala para 

obtener mayores cantidades de proteína recombinante para purificar, se confirmó la identidad 

de la proteína obtenida realizando un western blot  t   za    a t    rp   m       a    α-GST, 

esperándose una banda de 110 kDa correspondiente a la proteína FRD recombinante fusionada 

a GST (Figura 29). 
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Figura 29. Western blot con anticuerpo α-GST contra el producto de inducción del vector pGEX4T1 con 0,1 mM de 
IPTG durante 4 horas a 30ºC. Carril 1: Control sin inducir. Carril 2: Fracción soluble. Carril 3: Fracción insoluble. 
 

El western blot realizado permitió confirmar que la proteína expresada corresponde a la 

proteína de fusión con GST. El resultado obtenido confirmó que la proteína de fusión se expresa 

también en forma soluble, aunque no lo hace en grandes cantidades. Este ensayo, debido a su 

mayor sensibilidad permitió establecer también que no hay expresión basal de la proteína 

recombinante en el cultivo sin inducir y que la proteína de fusión no está siendo degradada al no 

observarse señales de un peso molecular menor al esperado. 

Una vez confirmada la identidad de la proteína recombinante, se llevó a cabo su 

expresión a mayor escala en un cultivo de 200 mL con las condiciones determinadas en el ensayo 

a pequeña escala (Figura 30). En este caso además de determinar si la proteína se expresaba 

soluble o insoluble se analizó su grado de insolubilidad, al intentar solubilizar la proteína 

recombinante con urea 2, 4, 6 y 8 M, un agente desnaturalizante empleado comúnmente para 

solubilizar proteínas expresadas en cuerpos de inclusión, al promover la disrupción de 

interacciones intermoleculares y el desdoblamiento completo de la proteína (Middelberg, 2002). 



Resultados y discusión 

 
Página | 62  

 

 

Figura 30. SDS-PAGE (10%) donde se observa la inducción del vector pGEX4T1 a 30ºC, en 200 mL de cultivo 

con 0,1 mM de IPTG, durante 4 horas. Carril 1: Marcador de peso molecular PageRuler Prestained Protein Ladder 

(Thermo Scientific). Carril 2: Control sin inducir. Carril 3: Fracción total de la inducción. Carril 4: Fracción soluble. 

Carril 5: Fracción insoluble. Carril 6: Fracción soluble en urea 2 M. Carril 7: Fracción soluble en urea 4 M. Carril 8: 

Fracción soluble en urea 6 M. Carril 9: Fracción soluble en urea 8 M. Carril 10: Pellet insoluble en urea 8 M. 

 

Como se observa en la Figura 30, la fracción insoluble es mayoritaria, y se consiguió su 

solubilización parcial a partir de urea 4 M, aunque la mayor solubilización se logra con urea 8 M. 

Esta proteína solubilizada en urea podría ser purificada luego de realizar con ella procedimientos 

de refolding para intentar solubilizarla (Singh, 2005). Sin embargo, eso no garantiza su correcto 

plegamiento ni que presente actividad enzimática, por lo que en lugar de realizar este 

procedimiento se optó por intentar realizar una purificación de la proteína soluble obtenida. 

 

6.4 Purificación por cromatografía de afinidad 
 

 La purificación de la proteína de fusión con GST se realizó por cromatografía de afinidad 

usando columnas comerciales de 1 mL de glutatión inmovilizado en una matriz de Sefarosa (GST 

Trap FF Sepharose). Luego de equilibrada la columna se aplicó la muestra y se recuperó el flow 

through, así como el posterior lavado como controles del proceso de purificación. La proteína 

fue eluída por competencia con glutatión reducido y se recuperaron fracciones de eluato de 1 

mL. Todas las fracciones colectadas fueron evaluadas en un gel de poliacrilamida 10% (Figura 

31). 
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Figura 31. SDS-PAGE (10%) donde se observa la purificación de la fracción soluble de la inducción del vector pGEX4T1 
a 30ºC, en 200 mL de cultivo con 0,1 mM de IPTG, durante 4 horas. Carril 1: Marcador de peso molecular PageRuler 
Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific). Carril 2: Fracción soluble total. Carril 3: Flow through. Carril 4: Lavado 
con PBS 1X. Carril 5: Eluato 1. Carril 6: Eluato 2. Carril 7: Eluato 3. 

 

La purificación por cromatografía de afinidad permitió la obtención de la proteína 

recombinante soluble, íntegra y pura en las primeras dos fracciones eluídas, mayoritariamente. 

El flow through y el lavado recuperados muestran que si bien no toda la proteína de interés fue 

retenida en la columna, se pudo recuperar proteína recombinante durante la purificación. La 

proteína soluble purificada presenta concentraciones de 270 µg/mL y de 180 µg/mL, en el primer 

y segundo eluato, respectivamente, totalizando 0,45 mg de proteína, lo que de acuerdo al peso 

molecular de la proteína de fusión (110 kDa) corresponde a una concentración de 2,05x10-9 M de 

proteína recombinante. 
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7. Conclusiones y perspectivas 
 

7.1 Conclusiones 

La búsqueda in silico de las secuencias codificantes para enzimas FRD en T. cruzi permitió 

la identificación de tres isoformas ortólogas a las descritas en T. brucei: FRD2 (Gene ID: 

TcCLB.503849.60), FRDg (Gene ID: TcCLB.510215.10) y FRDm1 (Gene ID: TcCLB.508535.10), 

además de la presencia de muchos pseudogenes de FRD.  

Datos de expresión de transcriptómica y riboprinting muestran que las FRD presentarían 

problemas de anotación en el TriTrypDB, por lo que las secuencias fueron curadas manualmente.  

Las secuencias obtenidas para T. cruzi presentan un alto porcentaje de identidad con las 

reportadas en T. brucei. Las tres isoformas de T. cruzi presentan niveles de identidad 

aminoacídica menores a los de las FRD de T. brucei.  El dominio fumarato reductasa de cada 

isoforma representa la porción más conservada de la proteína. 

Se amplificó por PCR la secuencia codificante de la isoforma FRD2 mediante la puesta a 

punto de la técnica para disminuir la amplificación inespecífica.  

La secuencia FRD2 fue clonada en el vector-T pCR2.1-TOPO, corroborado mediante PCR, 

digestión y secuenciación.  

Se clonó, en fase con el tag GST, la secuencia FRD2 en el vector de expresión bacteriano 

pGEX4T1. 

Se analizaron diferentes condiciones de expresión de la proteína recombinante soluble. 

En varias condiciones ensayadas se observó que la proteína se agrega mayoritariamente en 

cuerpos de inclusión insolubles. Utilizando una temperatura de inducción de 30ºC, durante 4 

horas, con 0,1 mM de IPTG, a una DO595 de 0,6 se obtuvo una fracción de la proteína en forma 

soluble.  

La identidad de la proteína de fusión fue confirmada mediante un ensayo de western blot 

con un anticuerpo anti-GST.  

La proteína soluble fue purificada mediante cromatografía de afinidad y se obtuvieron 

0,45 mg a partir de 200 mL de cultivo. 
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7.2 Perspectivas 

Analizar si la proteína recombinante presenta actividad fumarato reductasa, mediante 

análisis indirecto a través de determinación de consumo de NADH a 340 nm. 

Evaluar a la enzima FRD como blanco de drogas potencial analizando el efecto en la 

actividad enzimática de los agentes antichagásicos previamente sintetizados (Vieites, 2008). 

Optimizar las condiciones de expresión para obtener mayores cantidades de la proteína 

FRD recombinante soluble. 

Transformar con el vector de expresión generado otras cepas bacterianas para expresar 

la proteína recombinante en sistema heterólogo. 

 Evaluar la funcionalidad de la FRD2 producida en un sistema de expresión eucariota, 

para estudiar el posible efecto de modificaciones postraduccionales en la actividad enzimática. 

No se puede descartar que en este caso modificaciones estructurales postraduccionales sean 

efectivamente imprescindibles para su correcto plegamiento y funcionalidad. 

Realizar el refolding de la proteína recombinante insoluble. 

Cortar con trombina el tag GST de la proteína FRD2 recombinante. 

Reintentar el clonado de la isoforma FRD2 en el vector de expresión pQE-30. 

Clonar las secuencias FRDm1 y FRDg en vectores de expresión, para obtener dichas 

proteínas recombinantes purificadas y evaluar su actividad enzimática. 
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9. Anexo 

 

9.1 Secuencia de la isoforma FRD2 

(>TcCLB.503849.60)  | Trypanosoma cruzi CL Brener Non-Esmeraldo-like | NADH-dependent fumarate 

reductase, putative | genomic | TcChr38-P forward | (geneStart+0 to geneEnd+0) | length=2370 

ATGCGTCCGGGGGATATTTTTAGTTTCAGAGTCAGTCACATCACAACTCAATTTTTGCTTGCCACCTTCCTGCTGGCTTCGGTGTC
TTTTACCTTAATGACCGAACAAATGAACATGCAGCCACAACGAGACGTCTTCTATGATCCGGCAGAATTGCAGAAACAGCCAGT
TGTTATTGTTGTGGGTGGTGGTCTTGCCGGGTTGTCTGCTGCCATCGAGGCCACCGCCTGCGGAGCCCAAGTCATCCTGCTGGA
GAAGGAACCGAGGGTTGGTGGCAACAGCGCCAAGGCAACGTCCGGCATCAATGGCTGGGGCACACGCGCACAGGCAGAGCA
GGATGTCTATGACAGCGGGAAGTACTTTGAGCGCGACACGCACAAATCGGGTCTCGGTGGCAGCACCGACCCCGGTCTGGTGC
GCACACTCTCCGTAAAGAGCGGGGATGCCATTTCTTGGCTTTCGTCGCTTGGCGTTCCCCTGACAGTGCTTTCGCAGCTTGGTGG
GCACAGCCGCAAGCGCACGCACCGTGCCCCCGATAAGGCCGACGGCACTCCTGTGCCCATTGGCTTCACCATCATGCAAACGCT
TGAGCAGCACATCCGCACGAAGCTGACGGATCGCGTGACGATCATGGAAAACACTACTGTCACTTCGCTGCTGAGCAAATCCCG
GGTGCGCCATGATGGTGCCAAACAGGTGAGGGTGTACGGCGTGGAAGTACTGCAGGACGAGGGGGTGGCATCAAGGATACT
GGCGGATGCCGTCATTCTCGCCACCGGCGGCTTTTCAAATGACAAGACGCCCAACTCGCTTCTCCAGGAGTTTGCGCCGCAGTT
GTCCGGCTTCCCTACAACCAATGGACCGTGGGCCACGGGTGACGGCGTCAAGCTTGCACGCGAGCTGGGGGTGAAGCTTGTCG
ACATGGACAAGGTACAACTTCACCCGACAGGCCTCATCGACCCGAAAGACCCCGCAAACCCGACCAAGTACCTTGGCCCGGAG
GCGCTGCGTGGGTCGGGCGGCGTCCTGCTAAACAAGAAGGGTGAGCGGTTTGTCAATGAGCTTGACCTCCGTTCCGTGGTCTC
CAACGCCATCATTGAGCAGGGAGACGAATACCCCGATTCAGGCGGTAGCAAGTTTGCCTTCTGTGTGCTCAATGACGCAGCGGT
GAGGCTCTTCGGCGTGAATTCCCACGGCTTTTATTGGAAGCGCCGTGGTCTTTTTGTAAAGGCTGACACAGTGGAAGAGCTTGC
GGCACTCATTGGATGCCCTGTGGAGAATGTGCGGAATACGCTGGGGGACTACGAGCAGCTCTCAAAAGAAAACCGTCAATGCC
CCAAGACTCGCAAGGTTGTCTACCCGTGTGTGGTGGGACCGCAGGGTCCCTTTTATGTTGCCTTTGTGACGCCGTCGATCCACTA
CACAATGGGCGGCTGCCTCATTTCGCCCTCGGCAGAGATGCAGTTGGAAGAAAACACGACCTCCCCCTTTGGCCACCGCCGTCC
CATTTTTGGCTTGTTTGGTGCGGGCGAGGTGACGGGCGGGGTGCATGGCGGAAACCGGCTTGGTGGCAATTCGCTGCTGGAAT
GCGTCGTCTTTGGCCGCATTGCTGGGGATCGTGCCGCGACTATCCTGCAGAATAATGACACTTACCTCTGGGGCGAGAAGTGGT
CTCAGCTGAAGCTGCGGAATGTCGTGGAAGAAGAGAATGGATTTATGTGGTTGCACTTCACTTTCCCAAGCAGTTTTCAAGTTTC
TGGATTGGAAGTCTTACAGGGGGTGGTGTTGCGTTCTGTCTCCGGTGATAAAAGTGTGGAAGTTTATACTCCATATACTTTACCT
GACGATGAGGGTGTTGTGGGCATTGCGTTGAGTCCATTGCTCACTGGGAATGGGGTGCATTGGTTGCGTACACTGCAGCCGGG
GGATACGGTGGAAATGAAAGCTGCTGAACGGGTGGATCGCGGTTATATGAATATGCTGAATGCTCCACATAAAGTTGTCATCG
CCACCTCTCGCGGGATTGCTCCCATGATGCAAATCCTTCGGGCCGCCATGGAAGGGCCGGAGAAGGATACAACCATTCATTTAA
TTTACATTGCGGATCGAGCATCTTCCATTCCTCATCGTGAAAAGCTGAAGGCGTTGGCGGAGGCATCCCCTGAACGATTCCGGT
GTACATTTGTTCTGCAGCACCCACAGCCCGGGTGGTCGGGTGCTGTGAACTATGTGGACGAGGTTGCTGCATCCGTGTTTCCCG
ACCCCGCACTCGTCATCTTTCTCTGTGGTGCCAGCGAAGAGACAAGGTCTATAAAGAGCTCTCTTCTTGACATGGGGCACGATGT
CGCCACCATCGCGACTGTAGAATAG 

 

9.2 Secuencia de la isoforma FRDm1 

 (>TcCLB.508535.10)  | Trypanosoma cruzi CL Brener Esmeraldo-like | NADH-dependent fumarate 

reductase, putative | genomic | TcChr38-S forward | (geneStart+0 to geneEnd+0) | length=3648 

ATGTTCTCAACAATGCGCATTTTACTCCGCACCGCCACGATCGGCGTCGCCACGGGGACAATGGCGATGACAACAACTTTGGTG
TCTGGTGCACATCTTGCCGCAGTACGGTGGTCCTCCTCCTCGACGTCGGACAATTCACCGGCACTCTTGTCGCAGCGAAGTTTTT
TTTCCGGAGGCGCCGATGGTCGCTCCTCCGCGTCGATTGTCGTGGTCGATGCTGAGCTTGCCGCAAAGGAGCGTGACCGCATCG
CACGTGAGATGTTGTCGCAGAACATGCCTAGCCCTCATGCCGAGGAGCGATTGGTGGTGACGATGAGGGGACTGGAGCACACT
GTGCCGTATACCCTTCGTATCGTTCTGAACGGGCCAAACGAAGCAAAGAATGGTGAAGTCATAGCGGGGAAAGTATTAAAAGA
GGCCTTCGAGGTTGTGGATCAGCATTTGAATCACTATAACCCGGAGAGCGAGGTGTCGGCAATCAACCAGCTTCCTTTAGGGGC
GAAGCACACCATGTCACAGCACATGCGACGTGTGATGGAGTGTTGCGTACGGGTCTACGCATCCAGTGGAGCCTGCTTTGACCC
TGCCACAGGACCGCTGGTTGAATTTCTTCGTTCTGTCATGAAGGATGAGAAGAGTGACGCAGAGTCAACACTTACGGAAGAGG
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AAGTGGAGCGCTTTTGCCTGCCTCAGAGTTTTGATGTAAATATGACAGACGGCACCATCGCCCGCAAGCACGAGGGTGCCAAGT
TGGATTTGGGTGGTGTAAACAAGGGCTACACTGTGGACCGTGTGGTGGAAAAGCTTAACGCAGCTGGGATGCGGGATGTGAT
GTTTGAATGGGGAGGTGATTGCCGTGCAACGGGAGTGAATTATCAGCATCAGCCATGGGCCATTGCCATTGTGCGCCCACCGC
CTGTCGAGGTGGTGGAACAGCACGCCAAGGAAGGGTTGGATGAAAAAAAGGAGGCATCACAGTTGCTTCGACTCATGTATCTT
GACGATGAGGCACTTTGTACGAGTGGCGACTATGAAAATGTCATGTACAGTCCAAAATATGGTGTCCGCAGCAACATCTTTGAC
TGGAAAAAGAGAAGTCTGCTGGAGCCAGTTGAAAGTGAACTGGCGCAGGTTTCCATCAAGTGCTACAGTGCAATGTACGCTGA
CGCACTTGCAACGGCAAGCCTCATCAAACGTGACATTTCAAAAGTACGGCATATGTTGGAGGAATGGCGTCACTCGCGAAATCG
CGTCACGAATTACGTTACCTACACACGACAGGGCGAACGCGTAGCCCGTATGTTTGAAATAGCAACAGAAAATGCCGAGATTCG
CAAAAACCGTATTGCCGGTTCTCTTCCTGCACGCGTAATTGTTGTGGGTTGTGGTCTTGCCGGGTTGTCTGCAGCCATCGAGGCC
ACCGCCTGCGGAGCCCAAGTCATCCTGCTGGAGAAGGAACCGAAGGTTGGTGGCAACAGCGCCAAGGCAACGTCCGGCATCA
ATGGCTGGGGCACACGCGCACAGGCACTGGATGACATCCAAGATAACTGCAATATATTTGAGCGCGATACGCACAAATCGGGT
CTCGGCGGCAGCACCGTCCCCAGTCTGGTGCGCACACTCTCCGTAAAGAGCGGGGATGCCATTTCTTGGCTTTCGTCGCTTGGC
GTTCCACTGACAGTGCTTTCGCAGCTTGGCGGGCACAGCCGCAAGCGCACGCACCGTGCCCCCGATAAGGCAGACGGCACTCCT
GTGCCCATTGGCTTCACCATCATGCGGACGCTTGAGCAGCACGTTCGCACGAAGCTGGCGGATCGCGTTACGATCATGGAAAGC
ACTGTCGTCACTTCGCTTCTAAATGAGATCAAAGGTACACCCGATGGTGGGCGTGAAGTGAGAGTCACGGGCGTTACTTACAAG
AAGTCCGATGAGAAGGAGGCAGGTTCGATGAAACTTACCGCGGATGCCGTCATTCTCGCCACCGGCGGCTTTTCAAATGATCAC
ATGTCGCAATCACTCATTGGCGAGTTTGCGCCAGAGTTGTCCGGCTTCCCCACAACCAATGGACCGTGGGCCACGGGTGACGGC
GTCAAGCTTGCACGACGCCTTGGTGCCACACTTGTCGACATGGAAAAGGTACAACTTCACCCGACAGGCCTCATCGACCCGAAA
GACCCCGCAAACCCGACCAAGTACCTTGGCCCGGAGGCGCTGCGTGGGTCGGGCGGCGTCCTGCTAAACAAGAAGGGTGAGC
GGTTTGTCAATGAGCTTGAACTCCGTTCCGTGGTCTCCAACGCCATCATTGAGCAGGGCGACGAATATCCATATTCAGGCGGTA
GCAAGTTTGCCTTCTGTGTGCTCAATGACGCAGCGGTGAAGCTCTTTGGCGTCAATCTGTTGAACTTTTACGCAAATACTTTGGG
AGTGTTTAAGCGTGTGGATGACCTGCAGGGGCTGGCAATGCTCATTGGTTGTGATGTTTTAACTTTGCAGAATACGCTGGAAAC
ATACGAGTCAAGCAGTATTGTTACCTCCGCGTGTCCATTTACGGGAAAGGTTGTCTACCCGTGTGTGGTGGGACCGCAGGGTCC
CTTTTATGTTGCCTTTGTGACGCCGTCGATCCACTACACAATGGGCGGCTGCCTCATCTCGCCCTCGGCAGAAATTCAGCGTGAA
CACTATTCTCTGAACCTTCTTGAGAATCAACGTCCCATTCTTGGCTTGTTTGGTGCGGGCGAGGTGACGGGCGGGGTGCATGGT
GGAAACCGGCTTGGTGGCAATTCGCTGCTGGAATGCGTCGTCTTTGGCCGCATTGCTGGGGATCGTGCCGCAACAATCCTGCAG
AAGCAAGTGTATGCGCTTTCAAAGGATAAGTGGACATCCGTTGTGGTCCGTGAATCCCGCAGTGGTGAACGGTTTGGGACCGG
CTCTCGTGTGCTGCGGTTTAACCTTCCGGGTGCCTTGCAGCGTTCTGGACTTTACCTCGGCCAGTTTATTGCCATCCGCGGTGAG
TGGGATGGCCAGCAGCTCATTGGGTACTACAGCCCCATCACATTGCCGGATGAACGTGGCGTCATATCTATCCTTGCCCGTGGG
GACAAGGGGACTTTGAAGGAGTGGATTTCTGCCATGCGCCCTGGTGACTCCGTAGAGATTAAAAGTTGCGGTGGCATTCTCATT
GAGCGCAATCCGGCGAAGAAGCAATTTCTCTTCCACGGACATGTTATACGGCAATTCGGGCTTATTGCGGGGGGCTCAGGCGT
GGCACCGATGCTGCAGATCATTCGTGCCGCGCTGGAACGCCCATACGTGGATACAACGGAGTCCATCCGTTTAGTTTACACCGC
CGAGGAATATGAAGAGTTAACGTACCGTGAACTGCTTCATCACTATTCCAAGGAGAATCCGGACAAGTTTTCCGTTGAATTTTCT
CTTAACAACCCACCGGAGGGATGGACCGGGGGTGTTGGCTTCGTTGATCGTCCGTCGCTGCGGAAAACACTGCAGCCTCCTTCG
AATGATCTGCTTATTGCCATCTGCGGCCCGCCCGCTATGCAGCGTGCAATGAAGAACGACCTGCTGGCTATGGGCTATAACCCA
GCGCTTGTGCACACGGTGGATGATGACATGCAAGCCGCACTGTAA 

 

9.3 Secuencia de la isoforma FRDg 

(>TcCLB.510215.10) | Trypanosoma cruzi CL Brener Esmeraldo-like | NADH-dependent fumarate 

reductase, putative | genomic | TcChr38-S forward | (geneStart+0 to geneEnd+0) | length=3429 

ATGGCAGACGGTCGATCTTCCGCCTCCGTCGTTGCTGTTGATCCTGAGAAGGCCGCACGGGAAAGGGATGAGGCGGCCCGTGC
CCTTCTTCGGGACAGCCCCTTGCAAACACACTTGCAATACATGACCAACGGCCTCGAGCTCACTGTGCCTTTCACATTGAAGGTT
GTTGCAGAGGCGGTTGCTTTCTCGCGCGCCAAAGAGGTAGCGGATGAAGTTCTCCGCTCCGCTTGGCATCTTGCAGATACCGTT
CTGAACAATTTTAACCCCAACAGTGAGATCTCCATGATTGGCAGGCTTCCAGTTGGTCAAAAGCACACGATGTCTGCCACGCTTA
AGAGTGTCATTACGTGCTGTCAACACGTCTTTAACTCTTCCCGTGGGGTGTTTGACCCTGCCACTGGACCAATCATTGAGGCGTT
ACGTGCCAAAGTTGCAGAGAAAGCCTCAGTGTCGGATGAACAGATGGAGAAGCTTTTCCGGGTCTGCAACTTTTCCAGCAGCTT
CATCGTTGACTTGGAAATGGGCACCATCGCCCGCAAGCACGAAGATGCTCGCTTTGATCTGGGCGGTGTGAGCAAGGGCTACA
TAGTGGACTACGTCGTGGAGAGGTTAAACGCAGCTGGAATTGTCGATGTGTACTTTGAATGGGGCGGTGACTGTCGTGCAAGT
GGTACGAACGCGCGACGCACACCATGGATGGTAGGCATTATTCGCCCGCCGTCCCTGGAGCAATTGCGAAATCCGCCAAAAGA
CCCTTCATATATCCGTGTCCTGCCACTCAACGATGAGGCTCTGTGTACGAGTGGGGACTACGAGAACTTGACAGAAGGCTCCAA
CAAGAAGCTTTACACTTCCATCTTTGACTGGAAAAAGAGAAGTCTGCTGGAGCCCGTTGAAAGTGAACTGGCGCAGGTTTCCAT
CAGGTGCTACAGCGCAATGTACGCTGACGCACTTGCAACGGCAAGCCTCATCAAACGTGACATTAAAAAAGTACGGCAAATGTT
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GGAGGACTGGCGTCACGTGCGAAATCGCGTCACGAATTACGTTACCTACACACGACAGGGCGAACGCGTAGCCCGTATGTTTG
AAATAGCCACTGATAACGCCGAGATTCGCAAAAAACGTATTGCCGGTTCTCTTCCTGCACGCGTAATTGTTGTGGGTGGTGGTCT
TGCCGGGTTGTCTGCAGCCATCGAGGCCACCGCCTGCGGAGCCCAAGTCATCCTCCTGGAGAAGGAACCGAAGGTTGGTGGCA
ACAGCGCCAAGGCAACGTCCGGCATCAATGGCTGGGGCACACGCGCACAGGCAGAGCAGGATGTCTATGACAGCGGGAAGTA
CTTTGAGCGCGATACGCACAAATCGGGTCTCGGCGGCAGCACCGACCCCGGTCTGGTGCGCACACTCTCCGTAAAGAGCGGGG
ATGCCATTTCTTGGCTTTCGTCGCTTGGCGTTCCACTGACAGTGCTTTCGCAGCTTGGCGGGCACAGCCGCAAGCGCACGCACCG
TGCCCCCGATAAGGCAGACGGCACTCCTGTGCCCATTGGTTTCACCATCATGCAAACGCTTGAGCAGCACGTTCGCACGAAGCT
GGCGGATCGCGTGACGATCATGGAAAACACTACTGTCACTTCACTGCTGAGCAAGTCCCGGGTGCGCCATGATGGTGCCAAAC
AGGTGAGGGTGTACGGCGTGGAAGTACTGCAGGACGAGGGGGTGGTATCAAGGATACTGGCGGATGCCGTCATTCTCGCCAC
CGGCGGCTTTTCAAATGACAAGACGCCCAACTCGCTTCTCCAGGAGTTTGCGCCGCAGTTGTCCGGCTTCCCCACAACCAATGGA
CCGTGGGCCACGGGTGACGGCGTCAAGCTTGCACGTGAACTGGGGGTGAAGCTTGTCGACATGGACAAGGTACAACTTCACCC
GACAGGCCTCATCGACCCGAAAGACCCCGCAAACCCGACCAAGTACCTTGGCCCGGAGGCGCTGCGTGGGTCGGGCGGCGTCC
TGCTAAACAAGAAGGGTGAGCGGTTTGTCAATGAGCTTGACCTCCGTTCCGTGGTCTCCAACGCCATCATTGAGCAGGGCGACG
AATACCCCGATGCAGGTGGTAGCAAATTTGCCTTCTGTGTGCTCAATGACGCAGCGGTGAAGCTCTTCGGCGTGAATTCCCACG
GCTTTTATTGGAAGCGTCTTGGTCTTTTTGTAAAGGCTGACACAGTGGAAAAGCTTGCGGCACTCATTGGATGCCCTGTGGAGA
ATGTGCGGAATACGCTGGGGGACTACGAGCAGCTCTCAAAAGAAAACCGTCAATGCCCTAAGACTCGCAAGGTTGTCTACCCGT
GTGTGGTGGGACCGCAGGGTCCCTTTTATGTTGCCTTTGTGACGCCGTCGATCCACTACACAATGGGCGGCTGCCTCATCTCGCC
CTCGGCAGAGATGCAGTTGGAAGAAAACACGACCTCTCCCTTTGGCCATCGCCGTCCTATTTTTGGCTTGTTTGGTGCGGGCGA
GGTGACGGGCGGAGTGCATGGTGGAAATCGGCTTGGTGGCAATTCGCTGCTGGAATGCGTCGTCTTTGGCCGCATTGCTGGGG
ATCGTGCCGCAACAATCCTGCAGAAGAAACCTGTGCCGCTGTCATTTAAAACCTGGACGACAGTGATTTTGCGCGAGGTGCGGG
AGGGTGGAATGTACGGAACTGGCTCTCGTGTGCTGCGGTTTAACCTTCCGGGTGCCTTGCAGCGTTCTGGGCTTCAACTCGGCC
AGTTTATTGCCATCCGCGGTGAGTGGGATGGCCAGCAGCTCATTGGGTACTACAGCCCCATCACATTGCCGGACGATCTTGGCG
TCATTGGTATCCTGGCGAGGAGTGACAAGGGGACTTTGAAGGAGTGGATTTCCGCCCTAGAACCAGGCGATGCGGTGGAGAT
GAAAGGTTGCGGTGGCCTGGTGATTGAGCGCCGTTTCAGCGAACGATACTTGTACTTTTCAGGCCATGCGCTGAAAAAACTTTG
CCTTATTGCCGGCGGCACAGGTGTGGCACCGATGCTGCAGATCATTCGTGCCGCACTCAAGAAGCCGTTCCTTGAAAATATCGA
GAGCATCCGCCTCATCTACGCTGCCGAAGATGTCTCGGAGCTCACGTACCGCGAACTGCTTGAACATCACCAGCGAGATTCAAA
GGGAAAGTTTCGCAGTATTTTTGTTTTGAATCGCCCTCCACCAATTTGGACTGACGGCGTTGGGTTCATTGACAAGAAGCTTCTG
AGCTCATCCGTACAACCGCCGGCAAAAGATCTGTTGGTGGCCATCTGCGGCCCGCCAATTATGCAGCGCGTTGTCAAGACGTGC
CTGAAGAGTCTTGGGTACGACATGCAACTAGTGCGTACTGTCGACGAAGTGGAAACCCAGAACTCATCCAAGATGTAA 
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9.4 Predicción de señal de localización mitocondrial 

 

Figura A1. Salidas del programa MitoProtII - v1.101, donde se observa si hay señales de localización mitocondrial 

predictivas en la secuencia proteíca de las isoforma FRD2, FRDg y FRDm1 (A, B y C, respectivamente). 
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9.5 Secuenciación del vector pCR2.1-TOPO con la isoforma FRD2 

 

Figura A2. Blast realizado contra la secuenciación del vector-T clonado con la isoforma FRD2 con adaptadores BamH 
I y Kpn I para el clonado en pQE-30. Se observa el comienzo de la secuencia en el ATG ubicado a los 115 pb. 
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Figura A3. Blast realizado contra la secuenciación del vector-T clonado con la isoforma FRD2 con adaptadores BamH 
I y Kpn I para el clonado en pQE-30. No se observan al final de la secuencia los últimos 5 nucleótidos por la presencia 
     a “b rb ja”      t ra     a        r mat grama q   f   r     ta manualmente (Ver Figura 22). 
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Figura A4. Blast realizado contra la secuenciación del vector-T clonado con la isoforma FRD2 con adaptadores BamH 
I y Xho I para el clonado en pGEX4T1. Se observa el comienzo de la secuencia en el ATG ubicado a los 115 pb. 
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Figura A5. Blast realizado contra la secuenciación del vector-T clonado con la isoforma FRD2 con adaptadores BamH 
I y Xho I para el clonado en pGEX4T1. Se observa el final de la secuencia de 2370 pares de bases. 
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9.6 Secuenciación del vector PGEX4T1 con la isoforma FRD2 

 

Figura A6. Blast realizado contra la secuenciación del vector de expresión pGEX4T1 clonado con la isoforma FRD2 
con adaptadores BamH I y Xho I. 
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Figura A7. Blast realizado contra la secuenciación del vector de expresión pGEX4T1 clonado con la isoforma FRD2 
con adaptadores BamH I y Xho I. 

 


