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RESUMEN 

Tryapanosoma cruzi, agente causal de la enfermedad de Chagas, es un parásito que presenta 

alternancia morfológica entre un hospedador invertebrado (triatomino) y vertebrado 

(mamífero). Se ha implicado la participación de las proteínas de choque térmico en los 

cambios morfológicos y funcionales durante situaciones de estrés en células eucariotas 

superiores. En particular las proteínas de choque térmico de 90 kDa (HSP90) se encuentran 

involucradas en numerosos procesos intracelulares en células eucarióticas. Estudios 

realizados recientemente han demostrado que en T. cruzi la Hsp85 (homóloga de HSP90) es 

esencial para la división celular y en control de la respuesta al estrés térmico. En el presente 

trabajo se logró clonar y expresar por primera vez el gen codificante de la proteína de choque 

térmico Hsp85 de T. cruzi. Se realizó la extracción de ARN de T. cruzi, a partir de masas de 

epimastigotas mediante el empleo de dos estuches comerciales: TRI®Reagent Sigma y  Viral 

NucleicAcid Extraction Kit (FavorPrep™). Los resultados indicaron que el estuche comercial 

FavorPrepTM permitió la obtención de ARN con mayor grado de pureza. Se obtuvo el ADNc 

codificante de la Hsp85, a partir del ARNm extraído, para ello se diseñaron los cebadores con 

base en la secuencia de hsp85 de T. cruzi cepa CL Brener de 2115 pb (T. cruzi strain CL 

Brener heat shock protein 85) obtenida del GenBank (N° acceso XM_809799). Se obtuvo la 

amplificación de una banda con un tamaño aproximado de 2150 pb mediante RT-PCR. Se 

realizó la clonación en el vector de mantenimiento pGEM®T-Easy. Se subclonó en varios 

vectores de expresión, pRSET, pCITE, pTrcHis2 y pGEX4T los cuales no mantuvieron el 

ADNc hsp85 de T. cruzi, quizás por ser sistemas complejos que puede hacer a la construcción 

plásmido-hsp85 inestable para la célula bacteriana. Se realizó la estrategia de subclonación 

“en ciego” sin verificación, lo cual permitió obtener colonias recombinantes con el vector de 

expresión pQE30. Posterior a 3 horas de inducción con IPTG se obtuvo una proteína 

recombinante con un peso molecular (PM) aproximado de 82 kDa (PM esperado para la 

secuencia clonada), también se observaron otras dos bandas de menor tamaño, que pudiesen 

ser la misma molécula, pero truncada por degradación por parte de la célula bacteriana. Se 

purificó la proteína recombinante mediante cromatografía de afinidad, obteniendo bajo 

rendimiento. Sin embargo, la reacción de inmunobloting con el suero hiperinmune anti-

epimastigota de T. cruzi permitió la identificación de una sola banda con un PM aproximado 

de 82 kDa, indicando en este caso una reacción específica con la proteína recombinante 

obtenida durante el presente trabajo. 
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ABSTRACT 

Tryapanosoma cruzi, causal agent of Chagas' disease, is a parasite that presents 

morphological alternation between an invertebrate (triatomino) and vertebrate (mammal) 

host. The involvement of heat shock proteins in morphological and functional changes during 

stress situations in eukaryotic cells has been implicated. In particular, 90 kDa heat shock 

proteins (HSP90) are involved in numerous intracellular processes in eukaryotic cells. Recent 

studies have shown that in T. cruzi Hsp85 (homolog of HSP90) is essential for cell division 

and control of the response to thermal stress. In the present work it was possible to clone and 

express for the first time the coding gene of the heat shock protein Hsp85 of T. cruzi. T. cruzi 

RNA extraction was performed from epimastigotes using two commercial kits: TRI® 

Reagent Sigma and Viral Nucleic Acid Extraction Kit 1 (FavorPrep ™). The results indicated 

that the commercial FavorPrepTM kit allowed obtaining RNA with a higher degree of purity. 

The cDNA encoding Hsp85 was obtained from the extracted mRNA, for which the primers 

were designed based on the hsp85 sequence of T. cruzi strain CL Brener of 2115 bp (T. cruzi 

strain CL Brener heat shock protein 85) obtained of GenBank (accession number 

XM_809799). Amplification of a band with an approximate size of 2150 bp was obtained by 

RT-PCR. Cloning was performed on the maintenance vector pGEM®T-Easy. It was 

subcloned into several expression vectors, pRSET, pCITE, pTrcHis2 and pGEX4T which did 

not allow keep T. cruzi hsp85 cDNA, perhaps because they are complex systems that can 

make the plasmid-hsp85 construct unstable for the bacterial cell. A "blind" subcloning 

strategy was performed without verification, which allowed to obtain recombinant colonies 

with the expression vector pQE30. After 3 hours of induction with IPTG a recombinant 

protein with an approximate weight of 82 kDa (expected PM for the cloned sequence) was 

obtained, also two other bands of smaller size were observed, that could be the same 

molecule, but truncated by degradation by the bacteria. The recombinant protein was purified 

by affinity chromatography, obtaining poor yield. However, the immunobloting reaction with 

the hyperimmune anti-T. cruzi epimastigote serum allowed the identification of a single band 

with a molecular weight of approximately 82 kDa, indicating in this case a specific reaction 

with the recombinant protein obtained during the present work. 
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CAPITULO I 

1.1 INTRODUCCIÓN 

     Trypanosoma cruzi, agente causal de la enfermedad de Chagas es un parásito digenético 

perteneciente a la familia Trypanosomatidae caracterizado por cumplir su ciclo vital en dos 

hospedadores: un invertebrado conocido como triatomino o “chipo” y un hospedador 

vertebrado representado por mamíferos incluyendo al hombre. Reportándose dos procesos de 

diferenciación en el huésped invertebrado (epimastigogénesis y metaciclogénesis), y dos en el 

vertebrado (amastigogénesis y tripomastigogénesis). Los cambios de morfología derivados de 

los procesos de diferenciación del parásito están asociados a cambios de microambiente que 

representan estrés para el parásito (Pan, 1978; Ucros y col., 1983; Deane y col., 1984; 

Adroher y col., 1988;  Homsy y col., 1989; Krassner y col., 1990a y 1990b;  Fraidenraich y 

col., 1993).  

     Actualmente es posible simular en el laboratorio, en condiciones axénicas, la mayoría de 

los procesos de diferenciación de T. cruzi que ocurren en la naturaleza. Esto ha permitido 

conocer algunos factores de estrés que disparan los procesos de diferenciación. En el 

invertebrado, el caso de la metaciclogénesis se produce debido a la escasez  nutricional y al 

aumento de la temperatura (Contreras y col., 1985a). De igual forma ocurre en la 

epimastigogénesis, el proceso sobreviene por la caída de la temperatura desde 37 °C  en el 

mamífero hasta la temperatura ambiente del insecto vector (Zaidenberg y col., 1995; De Lima 

y col., 2007; Barrios y col., 2008, Bern, 2015). A nivel del vertebrado, la amastigogénesis 

secundaria, se debe a la acidificación del medio (Kambara y col., 1990; Tomlinson y col., 

1995; Navarro y col., 2003), mientras que en la amastigogénesis primaria, se da por el 

incremento de la temperatura desde 27 a 37°C  en el paso del vector al vertebrado 

representando estos factores desencadenantes de estrés (Contreras y col., 1996, 2002b).  

     Para asegurar su viabilidad en la naturaleza, estos parásitos disponen de una serie de 

mecanismos que les permiten enfrentar estas condiciones adversas y permitir su 

transformación a un nuevo estadio con competencias que aseguren su sobrevivencia. Entre 

estos mecanismos de defensa se ha demostrado la expresión de proteínas de choque térmico 

(Heat shock proteins ó HSP, también denominadas proteínas de estrés).   

     Las proteínas de choque térmico han sido estudiadas en diferentes organismos 

demostrando su similitud en cuanto a función, estructura y propiedades. Se clasifican de 
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acuerdo a su peso molecular en proteínas de alto y bajo peso molecular (Hyunseok, 2016).  

Participan en procesos de plegamiento de proteínas y señalización celular, también juegan un 

papel importante en la respuesta inmune del hospedador y han sido identificadas como 

antígenos dominantes en enfermedades causadas por bacterias, protozoarios y helmintos 

(Markell y Voge, 1981; Young, 1990, De Andrade y col., 1992, Udono, 2012).  

     En particular, la HSP90 está implicada en la recuperación de proteínas mal plegadas, 

maduración y transporte intracelular de proteínas quinasas involucradas en el control de la 

traducción de proteínas y señalización celular, regulación de la actividad de receptores de 

hormonas nucleares y otros factores de transcripción (Jhonson, 2012). Por lo cual está 

involucrada en los cambios en las propiedades morfológicas y funcionales que ocurren 

durante ciertas etapas del desarrollo celular. La inhibición de HSP90 afecta múltiples etapas 

de la cascada de señales mitogénicas (Fisher y col., 2000), progresión del ciclo celular y la 

función del centrosoma durante la mitosis (Lange y col., 2000).  

     Existen evidencias en la bibliografía que indican que en T. cruzi, las Hsp se expresan 

constitutivamente y son inducidas por diferentes tipos de estrés (Martín y col., 1993). La 

inhibición de la Hsp85 de T. cruzi produce arresto en la proliferación, demostrando así la 

importancia en el control del ciclo celular (Graeffe y col., 2002). Vale destacar que varios 

genes que codifican proteínas Hsp hayan sido aislados por inmuno-selección 

(immunoscreening) de librerías de expresión de T. cruzi usando suero de pacientes chagásicos 

(Dragon y col., 1987; Kirchhoff y col., 1988; Engman y col., 1989).    

     A pesar de que se ha demostrado la sobreexpresión y sugerido la participación de la Hsp85 

en los procesos de diferenciación de T. cruzi, hasta la fecha no se había reportado la 

clonación de esta molécula tan importante para el parásito y sólo se disponía de las proteínas 

recombinantes Hsp83 de Leishmania chagasi (Streit y col., 1996), Hsp83 de L. donovani 

(Ommen y col., 2010) y Hsp83 de L. braziliensis (Silva y col., 2013).  

     En el presente trabajo se logró la clonación del gen y la obtención de la proteína 

recombinante Hsp85 de T. cruzi (homólogo a HSP90 de mamíferos), la cual contribuirá a 

entender los procesos de adaptación del parásito a los diferentes microambientes a los cuales 

está expuesto durante su ciclo vital y esto puede llevar a la identificación de nuevos blancos 

terapéuticos o de proteínas de ese grupo que jueguen un papel inmunológico importante en la 

interacción parásito-hospedador en la enfermedad de Chagas.     
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1.2 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACIÓN 

1.2.1 Objetivo general 

Clonar y expresar el gen codificante de la proteína Hsp85 de Trypanosoma cruzi. 

 

1.2.2 Objetivos específicos 

1.- Obtener el ARN de epimastigotes de T. cruzi cultivados en medio LIT. 

2.- Obtener el ADN complementario (ADNc) codificante de Hsp85 mediante RT-PCR. 

3.- Efectuar la clonación del ADNc de Hsp85 en el vector pGEM®-T-Easy.  

4.- Realizar la subclonación del ADNc de Hsp85 en diferentes sistemas de expresión.  

5.- Optimizar las condiciones para la expresión del ADNc de Hsp85 en células Escherichia 

coli.  

6.- Optimizar las condiciones para la purificación e identificación de la proteína 

recombinante Hsp85 de T. cruzi.  
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CAPITULO II 

 

2. BASES TEÓRICAS 

2.1 Aspectos generales de Trypanosoma cruzi 

2.1.1 Ubicación taxonómica 

     T. cruzi presenta la siguiente clasificación taxonómica: 

     Super-reino: Eucariota, Reino Protistas, Sub-reino Protozoo, Phylum 

Sarcomastigophora, Sub-phylum Mastigophora, Clase Zoomastigophorea, Orden 

Kinetoplastida, Sub-orden Trypanosomatida, Familia Trypanosomatidae, Género 

Trypanosoma, Sub-género Schizotrypanum, Especie cruzi (Cavalier-Smith, 1998). 

     T. cruzi pertenece a un taxón heterogéneo con múltiples hospedadores, vectores y rutas de 

infección y está actualmente clasificado en seis unidades discretas de tipificación (DTU, por 

sus siglas en inglés) TcI-VI, las cuales están diferentemente distribuidas en regiones 

endémicas y asociadas a los ciclos de transmisión y probablemente impacta diferentemente 

las manifestaciones clínicas y la severidad de la enfermedad (Zingales y col., 2012). 

2.1.2 Morfología de los estadios de diferenciación de Trypanosoma cruzi 

     Las diferencias en cuanto a tamaño, forma y organización del parásito varían en función 

de la fase evolutiva (estadio) (Figura 1), el tipo de hospedador y las condiciones del medio en 

el que se encuentre (Vickerman, 1976). 

     Diversos estudios han demostrado que estos estadios pueden ser producidos en el 

laboratorio simulando in vitro las condiciones in vivo (Kimura, 1978). La producción masiva 

de estos estadios en condiciones semi-definidas y químicamente definidas permitieron 

estudiar los cambios proteicos, glicoproteicos y antigénicos que ocurren durante los eventos 

de diferenciación de epimastigotas en tripomastigotas metacíclicos (metaciclogénesis), de 

tripomastigotas sanguíneos en amastigotas (amastigogénesis secundaria) y de tripomastigotas 

metacíclicos en amastigotas (amastigogénesis primaria) (Contreras y col. 1985, Tomlinson y 

col., 1995, Contreras y col., 2002, Navarro y col., 2003).  
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 Fase evolutiva ó 

Estadio 
Epimastigota 

Tripomastigotas 

(Metacíclicos/ 

Sanguícolas) 

Amastigotas 
P

ro
p

ie
d

a
d

es
 b

io
ló

g
ic

a
s 

Localización 

celular 
Extracelular Extracelular Intracelular 

Capacidad 

replicativa 
División Binaria No posee 

División 

Binaria 

Capacidad invasiva Ausente Presente Ausente 

Sensibilidad a 

fagocitosis 

macrofágica 

Sensible Resistente Resistente 

Sensibilidad a lisis 

mediada por 

complemento 

Sensible Resistente Resistente 

Núcleo 
Porción media del 

cuerpo 

Pequeño en la 

porción media del 

cuerpo 

Grande, 

redondo y 

excéntrico 

Citoplasma   Escaso 

Ubicación del 

cinetoplasto 

Mitad anterior 

delante del núcleo 
Posterior Anterior 

Forma del 

cinetoplasto 
Barra Disco Barra 

Dimensiones 

20 - 30µm de 

longitud con 2µm 

de ancho 

20µm de largo por 

2µm de ancho. 

2 - 4 µm de 

diámetro 

C
o
n

d
ic

io
n

es
 d

e 
v
id

a
 

Hábitat Invertebrado 

Invertebrado 

(Metacíclico). 

Vertebrado 

(Sanguícola) 

Vertebrado 

Temperatura 25ºC 
Metacíclico: 25ºC 

Sanguícola: 37ºC 
37ºC 

pH del medio Ácido 

Metacíclico: 

Ligeramente ácido 

Sanguícola: 

Ligeramente básico 

Ligeramente 

básico 

Representación 

esquemática 

  

 

 

 

Figura 1: Características morfológicas y propiedades biológicas de los diferentes estadios de 

Trypanosoma cruzi (De Souza, 2002). 
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2.1.3 Ciclo de vida 

     En el ciclo de vida de T. cruzi se aprecian cuatro estadios con morfologías y propiedades 

biológicas diferentes: dos de estos estadios se localizan a 27ºC en el hospedador 

invertebrados, el triatomino que pertenece a la familia de los Reduviidae, orden Hemiptera 

(Homez y col., 2004) y las otras dos en el hospedador vertebrado a 37ºC (Figura 2).  

     En el hospedador invertebrado el ciclo ocurre a nivel del intestino posterior y está 

precedida de la adherencia de epimastigotas a la cutícula rectal, fundamentalmente a través 

del flagelo (Böker y Schaub, 1984). El ciclo se inicia cuando el insecto ingiere 

tripomastigotas sanguícolas presentes en la sangre periférica del vertebrado infectado (Figura 

2, señalado con el número 5), y es posible que el desarrollo diferencial del parásito en las 

diferentes partes del tracto gastrointestinal esté afectado por la disponibilidad de nutrientes 

y/o acceso a diferentes propiedades de enlazamiento de las superficies (Kollien y col., 1998) 

lo que causa su transformación a epimastigotas, evento conocido como epimastigogénesis 

(Figura 2, señalado con el número 6).  

     Los epimastigotas representan la forma de división del parásito y se multiplican 

extracelularmente en el estómago del vector (Figura 2, señalado con el número 7), migran 

hacia la ampolla rectal y en un tiempo que oscila entre 8-15 días se transforman en 

tripomastigotas metacíclicos (Tyler y Engman, 2001), los cuales no se dividen, pero poseen 

capacidad invasiva. Estos últimos son excretados por las deposiciones fecales del insecto, y 

representan la forma infectante para el hospedador vertebrado (Figura 2, señalado con el 

número 8). 

     Cuando el insecto vector pica e ingiere sangre, a través de un mecanismo reflejo orina y 

defeca (Figura 2, señalado con el número 1), de modo que los tripomastigotas metacíclicos 

alcanzan el torrente sanguíneo del hospedador vertebrado a través del sitio de la picadura 

desencadenando la infestación parasitaria (Figura 2, señalado con el número 2) (Bern, 2015). 

Se han reportado casos de la ingesta de alimentos contaminados con las deposiciones del 

insecto, señalando que hay dos formas de infección del hospedador vertebrado por 

tripomastigotas metacíclicos (Rueda y col., 2014). En el torrente sanguíneo del hospedador 

vertebrado, invaden sus primeras células y se transforman en amastigotas (Figura 2, señalado 

con el número 3) (Ley y col., 1990). Este evento es reconocido como amastigogénesis 

primaria (Contreras y col., 2002). 
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     Los amastigotas se multiplican por divisiones binarias sucesivas y en un período de 

aproximadamente cinco días, el citoplasma se llena de parásitos formando lo que se conoce 

como “nido” de amastigotas. A este nivel cesa el proceso de división y ocurre la 

diferenciación hacia tripomastigotas sanguícolas; al alcanzar este estadio, la motilidad de los 

parásitos contribuyen a la ruptura de la membrana plasmática de la célula huésped, 

conduciendo al estallido de la célula (Dvorak, 1975), donde son liberados al torrente 

sanguíneo y al poseer capacidad invasiva  infectan nuevas células (Tyler y Engman, 2001). 

También se reporta que los parásitos pueden ser ingeridos por el hospedador vertebrado a 

través de un proceso referido como endocitosis directa del parásito (De Souza, 1984; 

Burgleigh y Andrews, 1995) con la formación de vacuolas endocíticas, las cuales se fusionan 

con los lisosomas de las células del hospedador (Carvalho y De Sousa, 1989; Tardeieux y 

col., 1992). Luego de las dos horas posteriores a la infección, los tripomastigotas pueden 

dejar el ambiente acídico como un fagosoma antes de que su transformación a amastigotas 

este completada (Ley y col., 1990) y entra a un ambiente alcalino de el citoplasma, donde 

ellos se multiplican como amastigotas sin flagelo (Burleigh y Andrews, 1995), con la 

consecuente liberación de nuevos tripomastigotas sanguícolas (Figura 2, señalado con el 

número 4).  

     Existen diferencias morfológicas y moleculares entre los amastigotas derivados de 

tripomastigotas metacíclicos y de los sanguícolas, exponiendo la existencia de amastigotas 

primarios y secundarios, respectivamente (Navarro y col. 2003).  

     Por otra parte los tripomastigotas metacíclicos expresan en su superficie varias 

glicoproteínas que interactúan con las células de los mamíferos, los cuales no comparte con 

los tripomastigotas que se encuentran en la sangre (Mortara y col., 1992; Ruiz y col., 1993). 



8 
 

 

Figura 2. Ciclo biológico de T. cruzi. (Tomado de: 

http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/ImageLibrary/TrypanosomiasisAmerican_il.htm). 

 

 

2.1.4. Situaciones de estrés durante el ciclo de vida de Trypanosoma cruzi 

     Durante el ciclo de vida del parásito, cada una de las diferentes etapas de diferenciación 

requiere la superación de ambientes hostiles y está sometido a diferentes tipos de estrés 

(Requena y col., 1992). El parásito enfrenta diferentes valores de pH, temperatura, estrés 

oxidativo y disponibilidad de nutrientes, entre otros factores. Por lo tanto, Trypanosoma cruzi 

muestra una respuesta adaptativa (fisiológica, genética o epigenética) para contrarrestar estas 

condiciones de estrés. 

     El estadio epimastigota, localizado en el intestino del vector, se enfrenta a la presencia de 

la respuesta inmune del invertebrado y a una disminución de la temperatura de 37 a 28 ° C. 

Posteriormente a nivel de la ampolla rectal experimenta depleción de nutrientes que induce el 
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estrés. Este estrés nutricional en el vector inducirá diferentes etapas de desarrollo en el 

parásito; en particular, la falta de alimento inducirá la transformación del epimastigota en 

tripomastigota (Contreras y col., 1985, Kollien y Schaub, 1998). También dentro del intestino 

vector, el parásito se enfrenta con un pH variable de 5,7 a 8,9, dependiendo de la cantidad de 

alimento ingerido por el vector (Kollien y col., 2001). El estadio epimastigota también es 

sometido a un estrés oxidativo producido por los metabolitos de la hemoglobina ingerida por 

el vector durante sus comidas (Nogueira y col., 2015). Durante la multiplicación intracelular 

de amastigotas en el hospedador vertebrado, el parásito está localizado en un ambiente con 

pH ácido dentro de la vacuola parasitófora (Hall, 1993). Además, esta etapa intracelular 

tendrá que hacer frente al estrés oxidativo como resultado de los mecanismos inmunes de los 

macrófagos y otras células inmunitarias. El tripomastigota metacíclico, la forma infectante 

para los mamíferos, responde a la respuesta inmune del huésped y a un intervalo de 

temperatura de 36-38 ° C. El estrés oxidativo está presente en todas las etapas del ciclo de 

vida del parásito, ya que la respuesta inmune de los huéspedes vertebrados e invertebrados 

será el principal origen de este tipo de estrés. Los huéspedes mamíferos producen diferentes 

tipos de especies reactivas de oxígeno (ROS) como consecuencia de la activación de la 

enzima NADPH oxidasa dentro de los macrófagos activados. Durante la fagocitosis, esta 

enzima produce altas cantidades de radicales superóxido (O2-), que se dismutan a H2O2 o 

reaccionan con óxido nítrico (NO) derivado de iNOS para producir peroxinitrito (ONOO-), 

una especie nitro reactiva (RNO), que es un oxidante fuerte y una potente molécula efectora 

citotóxica contra T. cruzi. Además, en presencia de iones metálicos, el H2O2 genera el 

radical hidroxilo (-OH) altamente reactivo (Piacenza y col., 2013). 

2.1.5 Enfermedad de Chagas 

2.1.5.1 Patología y sintomatología 

     La enfermedad de Chagas presenta dos fases bien diferenciadas. Al contraer  la infección 

se presenta la fase aguda, en la cual circulan por el torrente sanguíneo una gran cantidad de 

parásitos. En la mayoría de los casos no hay síntomas o éstos son leves; un signo inicial 

característico puede ser una lesión cutánea con inflamación alrededor de sitio de inoculación 

o picadura del triatomino (chagoma de inoculación); también puede presentarse una 

hinchazón amoratada de un párpado (signo de Mazza Romanha). Además, pueden presentar 

fiebre, dolor de cabeza, agrandamiento de ganglios linfáticos, palidez, dolores musculares, 

dificultad para respirar, hinchazón y dolor abdominal o torácico. 
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     Durante la fase crónica, los parásitos invaden principalmente el músculo cardiaco y 

digestivo, y por tanto se observan pocas formas parasitarias en frotis sanguíneos. Hasta un 

30% de los pacientes sufren trastornos cardiacos y hasta un 10% presentan alteraciones 

digestivas (típicamente, agrandamiento del esófago o del colon), neurológicas o mixtas. Con 

el paso de los años, la infección puede causar muerte súbita o insuficiencia cardiaca por la 

destrucción progresiva del músculo cardiaco (Nunes y col., 2003).  

     En las personas con sistemas inmunitarios deprimidos (por ejemplo, debido al SIDA o a la 

quimioterapia), la enfermedad de Chagas puede reactivarse con los parásitos que se 

encuentran en el torrente sanguíneo. Esta situación puede potencialmente agravar la 

enfermedad. 

 

2.1.5.2 Epidemiología y medidas de control 

     El hemoflagelado Trypanosoma cruzi es el agente causal de la tripanosomiasis americana  

o enfermedad de Chagas en honor al médico e investigador brasileño Carlos Ribeiro 

Justiniano Chagas, que la descubrió en 1909, hoy en día es reconocida como  una enfermedad 

potencialmente mortal. 

     Como se ha descrito previamente este párasito digénetico y heteroxeno requiere de dos 

hospedadores para mantenerse en la naturaleza, siendo el vector de transmisión los insectos 

de la subamilia Triatominae (Chinches, chipos, vichuncas) los cuales se distribuyen en el 

continente americano, con localización domiciliaria. Por lo general, éstos viven en las grietas 

y huecos de las paredes y los tejados de las casas mal construidas en las zonas rurales y 

suburbanas; suelen permanecer ocultos durante el día y por la noche entran en actividad 

alimentándose de sangre humana. 

     En la actualidad según el acta emitida en Marzo del 2016, la Organización Mundial de la 

Salud calcula que en el mundo hay entre 6 y 7 millones de personas infectadas por T. cruzi 

siendo la mayoría de América Latina mas no en las islas del Caribe. Sin embargo, existen 

datos que demuestran su propagación por otras regiones de América, como en los Estados 

Unidos, Canadá, muchos países europeos y algunos del Pacífico Occidental, esto debido a la 

movilidad de la población entre América Latina y el resto del mundo, colocando en riesgo a 

28 millones de personas y posicionándola como una patología endémica en 21 países en todo 

América (OMS 2016). 
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     En el 2006 la Organización Panamericana de la Salud (PAHO, por sus siglas en inglés) 

registró una seroprevalencia en Venezuela del 1-2%, y ya para el 2010 sólo en el Estado 

Monagas se registró una seroprevalencia del 2,83% (Urdaneta-Morales, 2014). Para el año 

2014, la PAHO publicó un mapa de transmisión vectorial, donde Venezuela aparece como un 

área endémica donde la transmisión del vector no ha sido interrumpida (Figura 3). 

Representado esto un riesgo a que nuevos casos se registren.  

 

Figura 3. Mapa de Transmisión vectorial de la enfermedad de Chagas 2014. (Tomado de: 

http://www.paho.org/hq/index.php?option=com_topics&view=article&id=10&Itemid=40743&lang=e

s) 

 

     Existen dieciséis géneros de la subfamilia Triatominae, de los cuales seis han sido 

señalados en Venezuela como vectores de transmisión de T. cruzi, siendo los principales 
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géneros y especies circulantes en Venezuela: Rhodnius prolixus, Triatoma. maculata y 

Panstrongylus geniculatus  (Homez y col., 2004).  

     Hoy en día se ha evidenciado la transmisión de la enfermedad no solo por la transmisión 

vectorial, sino a través de contaminación alimentaria, transfusiones de sangre, transmisión 

congénita (de la madre infectada a su hijo) y órganos donados, aunque estos modos de 

transmisión son menos frecuentes. Sin embargo, estas nuevas formas de transmisión afecta no 

solo a poblaciones rurales, sino que también representa un riesgo en las zonas urbanas. En 

Venezuela se ha reportado la aparición de 249 casos de transmisión oral de la enfermedad de 

Chagas entre los años 2007 y 2014 (Alarcón de Noya y col., 2015). 

     No hay vacuna contra la enfermedad de Chagas, siendo el método empleado para prevenir 

la enfermedad es el control vectorial; sin embargo, debido a la gran cantidad de personas 

infectadas por transfusiones sanguíneas, resalta la importancia de cribar la sangre del paciente 

donador, de esta forma se previene la infección por transfusión sanguínea y donación de 

órganos. Otra medida para controlar la transmisión es lograr que las personas infectadas y/o 

enfermas tengan acceso temprano a la asistencia sanitaria. 

     La Organización Mundial de la Salud recomienda el rociamiento de las casas y sus 

alrededores con insecticidas y mejora de las viviendas para prevenir la infestación por el 

vector. También sugiere medidas preventivas personales: empleo de mosquiteros, buenas 

prácticas higiénicas en la preparación, transporte, almacenamiento y consumo de los 

alimentos. Resalta la importancia del cribado de la sangre donada; pruebas de cribado en 

órganos, tejidos o células donados y en los receptores de estos; cribado de los recién nacidos 

y otros niños de las madres infectadas, para diagnosticar y tratar tempranamente el problema 

(OMS 2016). 

 

2.2 Proteínas de choque térmico 

2.2.1 Definición y funciones de proteínas de choque térmico 

     Las proteínas de choque térmico (Heat shock proteins ó HSP) constituyen una familia de 

polipéptidos ubicuos altamente conservados presentes en las células de todo organismo 

viviente, desde bacterias hasta mamíferos, incluyendo al hombre. Estos polipéptidos 

incrementan su expresión ante situaciones de estrés como aumento de temperatura, 

infecciones virales, presencia de radicales de oxígeno (H2O2), metales pesados, análogos de 
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aminoácidos o etanol. Muchos miembros de esta familia se expresan en forma constitutiva en 

condiciones basales dentro de la célula, ejerciendo una serie de funciones básicas como 

plegamiento de proteínas, así como su transporte a través de varios compartimientos 

celulares. Por tal motivo se les conoce como chaperonas moleculares (Hyunseok, 2016). 

     Las HSP se agrupan en siete clases: 1) chaperonas moleculares, que permiten que 

proteínas en estado de desnaturalización retornen a su conformación nativa; 2) componentes 

del sistema proteolítico, para la dregradación de proteínas agregadas y/o irreversiblemente 

desnaturalizadas; 3) enzimas modificadoras de ácidos nucleicos (ADN y ARN), para la 

remoción de modificaciones inducidas por aumento de temperatura; 4) enzimas metabólicas, 

para reorganizar y estabilizar la disponibilidad de energía de la célula; 5) proteínas 

regulatorias, que inician o inhiben cascadas de señalización inducidas pos stress; 6) proteínas 

estabilizadoras del citoesqueleto y 7) proteínas de transporte, enzimas detoxificantes y 

proteínas moduladoras de membrana que son requeridas para restaurar la estabilidad y 

función de la membrana (Ritcher y col., 2010). La mayoría de las Hsp corresponden a las 

chaperonas moleculares, las cuales se agrupan en familias en base a su peso molecular y a su 

vez se clasifican en dos grandes categorías: 1) Hsp de alto peso molecular: que abarca las 

familias HSP60, HSP70, HSP90 y HSP100 y 2) Proteínas de choque térmico de bajo peso 

molecular: que abarca polipéptidos cuyo peso oscila entre 15 y 40 Kilodaltons (kDa). 

     Las diferentes actividades y funciones biológicas involucran la participación de proteínas 

y complejos multiproteicos. Esto requiere que las proteínas sean capaces de plegarse en 

estructuras apropiadas y ensamblarse en complejos específicos para llevar a cabo su 

actividad. Este plegamiento adecuado de las proteínas se realiza a través de la participación 

de complejos proteicos denominados chaperonas moleculares y enzimas. Las principales 

familias de chaperonas son HSP70 (DnaK), HSP60 (chaperonina/GroEL/TCP1/TriC) y sus 

componentes asociados o cochaperonas (DnaJ, GroES, GrpE) (Georgopoulos y Welch, 

1993). Se ha implicado la participación de HSP90 en el plegamiento de proteínas por un 

mecanismo diferente (Young y col., 1997). La actividad de las chaperonas se basa en su 

afinidad selectiva por proteínas que se hallan en condiciones no nativas, con exposición de 

secuencias de aminoácidos hidrofóbicos hacia el exterior. El enlace de las chaperonas 

moleculares a estos residuos impide la agregación intra e intermolecular de proteínas, 

evitando la formación de proteínas anómalas incapaces de cumplir su actividad biológica.  
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     Los diferentes tipos de chaperonas varían en cuanto a la especificidad del substrato y su 

función celular. HSP70 reconoce en forma preferencial conformaciones extendidas y actúa 

previamente a la HSP60 en el plegamiento de proteínas. Durante la traducción del ARNm, los 

polipéptidos nacientes interactúan con diferentes chaperonas moleculares presentes en el 

retículo endoplásmico para un adecuado plegamiento durante las diferentes secuencias de su 

biogénesis (Melnik y col., 1994). 

     Las chaperonas trabajan en conjunto con ciertas enzimas que catalizan cambios 

conformacionales que de no ocurrir representan obstáculos para el plegamiento adecuado de 

péptidos. Estos cambios conformacionales son la formación de puentes disulfuro, llevado a 

cabo por la proteín disulfuro isomerasa y la cis-trans isomerización del esqueleto proteico 

alrededor del enlace polipeptídico adyacente a los residuos prolina. Esta actividad es 

desarrollada por la peptidil cis-trans isomerasa   (Stamnes y col., 1991). 

     Además de su participación en el plegamiento de proteínas, las chaperonas moleculares 

promueven asociaciones transitorias con sus substratos. Estas asociaciones estables permiten 

que la proteína enlazada permanezca en una conformación competente para su ensamblaje 

con subunidades adicionales. Esto permite un papel muy particular de las chaperonas en el 

ensamblaje de grandes complejos proteicos. Entre las chaperonas que participan en este 

proceso destaca la HSP90, en la cual muchos de sus substratos son moléculas de señalización, 

entre ellas: receptores de hormonas nucleares, factores de transcripción, proteínas quinasas, 

ciclinas, entre otros. Una característica de estas moléculas de señalización es su inestabilidad 

conformacional y la necesidad de una estructura adecuada para actuar como un “switch” o 

“intercambiador” molecular. En este sentido, HSP90 mantiene estas moléculas en una 

conformación inactiva mediante ciclos repetidos de enlace y liberación, hasta que la molécula 

sea estabilizada ante la presencia del estímulo adecuado (Rutherford y Zuker, 1994; Chiosis y 

col., 2004). 

     Cuando las células son expuestas a condiciones de estrés, como por ejemplo un 

incremento de temperatura, ocurre desestabilización de las estructuras terciaria y cuaternaria 

de las proteínas, conduciendo a la exposición de residuos hidrofóbicos altamente interactivos 

y susceptibles de agregación molecular. Por otra parte, ocurren alteraciones en el 

procesamiento de los precursores de los ARN mensajeros (mRNA splicing) sin afectar la 

transcripción del ADN, ni el proceso de traducción. Esto permite que los precursores de 

ARNm que contienen regiones no codificantes (intrones) sean transportados al citoplasma y 
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traducidos, con la consecuente producción de proteínas anormales (Yost y Lindquist, 1988) 

que incrementan la posibilidad de agregación intracelular. Ante estas condiciones, la célula 

aumenta la expresión de ciertas isoformas de chaperonas moleculares, conocidas como 

proteínas de choque térmico ó HSP, entre ellas HSP100, HSP90, HSP70, HSP60, HSP40 y 

las HSP de bajo peso molecular (Parsell y Lindquist, 1993; Morimoto, 1998). 

     En particular, HSP90 está involucrada en los cambios morfológicos y funcionales que 

ocurren durante ciertas etapas del desarrollo celular. La inhibición de HSP90 afecta múltiples 

etapas de la cascada de señales mitogénicas (Fisher y col., 2000), progresión del ciclo celular 

y la función del centrosoma durante la mitosis (Lange y col., 2000). Esto podría explicar el 

incremento de la HSP90 durante ciertas etapas del desarrollo celular como la embriogénesis 

(Bensaude y col., 1983), eritropoyesis y esporulación de levaduras (Picard, 2002), los cuales 

constituyen modelos de diferenciación celular terminal (Ferrari y col., 1992). No obstante, 

existen células que se caracterizan por presentar alternancia cíclica, donde el proceso de 

diferenciación no culmina y es constante. Generalmente en este caso estas transiciones están 

asociadas a situaciones de estrés como cambio de temperatura, depleción de nutrientes, 

cambio de pH y en donde es lógico pensar que las Hsp cumplen un papel fundamental. Entre 

las células que cumplen estos parámetros destacan los parásitos conocidos como 

tripanosomatídeos.  

 

2.2.2 HSP90 en células eucariotas y regulación de su expresión 

     La familia de las HSP90 agrupa varios miembros, entre los cuales se encuentran la HSP90 

citosólica en células eucarióticas superiores (que en humanos agrupa dos isoformas 

designadas como α y β), HSP86 y HSP84 (en ratones), Hsp83 en Drosophila, Hsc82 y Hsp82 

(en levaduras), Grp94/gp96 (en  retículo endoplásmico) (Argon y Simen, 1999), 

Hsp75/TRAP1 (en la matriz mitocondrial) (Wang y col., 2017). En procariotas se incluye la 

HtpG. Algunos miembros de esta familia están constitutivamente expresados a nivel celular, 

siendo una de las proteínas más abundantes y representan un 1% del total de proteínas 

citosólicas (Picard, 2002), entre ellos HSP90β en humanos y Hsp96 en ratas (Csermely y col., 

1998). A diferencia de los otros miembros de esta familia, cuya expresión se incrementa ante 

condiciones de choque térmico, Grp94 es inducido ante condiciones de estrés nutricional, 

disminución del calcio intracelular e inhibición de la glicosilación (Lee, 2001). 

     En células eucarióticas se describe la existencia de un solo gen que codifica HSP90 

inducible, el cual es regulado por el enlace de factores de transcripción específicos (factores 
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de choque térmico ó HSF) a determinados sitios ubicados en la región promotora del gen 

HSP90 denominados elementos de choque térmico (HSE). La región promotora del gen 

HSP90 posee varios elementos regulatorios requeridos para su activación. Entre ellos destaca 

la secuencia consenso denominada HSE, que consiste en secuencias repetitivas de 5 

nucleótidos con la secuencia 5´nGAAn3´o su complemento inverso 5´nTTCn3´. Estas 

secuencias están dispuestas en orientaciones alternas separadas por dos nucleótidos y se 

hallan por delante (upstream) de la caja TATA. No obstante, una activación máxima de la 

transcripción de Hsp90 requiere la existencia de otras secuencias consenso como la secuencia 

GAGA, regiones de enlace de proteínas adaptadoras (scaffold atachment regions: SARs), la 

caja CCAAT y secuencias ricas en A y T (Santoro, 2000).  

     El factor de choque térmico (HSF) se transcribe como un monómero que se ubica a nivel 

citosólico y se describen varias isoformas que parecen cumplir funciones especializadas ante 

situaciones de estrés y permiten una expresión diferencial de las diferentes Hsp. Entre las 

diferentes isoformas se encuentran HSF1, HSF2, HSF3 y HSF4. En eucariotas se ha descrito 

la expresión ubicua de HSF1 y HSF2, las cuales muestran un 92% de homología entre 

diferentes especies. HSF3 se ha descrito sólo en aves y HSF4 parece tener una expresión 

específica en ciertos tejidos humanos como corazón, músculo esquelético y cerebro 

(Morimoto, 1993). HSF1 y HSF3 actúan como activadores de la respuesta de estrés (aumento 

de temperatura, depleción de nutrientes), mientras que HSF2 se activa durante el desarrollo 

embriónico y diferenciación celular (Prodomou, 2016).  

     Las HSF poseen cuatro dominios altamente conservados con diferentes funciones, entre 

ellos el dominio de enlace al DNA, ubicado en el extremo N-terminal. A continuación se 

localiza un dominio de oligomerización, que permite que HSF se agrupe en trímeros en un 

proceso que es regulado por HSP70 y HSP90. Se describe luego un dominio de activación 

transcripcional y finalmente una señal de localización nuclear (NLS) en el extremo C-

terminal que promueve su translocación hacia el núcleo (Morimoto, 1998) (Figura 4). El 

dominio de oligomerización está caracterizado por tres secuencias repetitivas de aminoácidos 

hidrofóbicos separados entre sí por aminoácidos cargados. Dos de estas secuencias están muy 

próximas entre sí y a continuación del dominio de enlace al ADN, designadas como HR-A/B 

y una tercera secuencia repetitiva más distante adyacente al dominio de activación 

transcripcional ó HR-C. Entre HR-A/B y HR-C se encuentra una secuencia de aminoácidos 

que se encargan de inhibir la activación transcripcional y el enlace de HSF al ADN.  

     En condiciones basales, HSF es expresado como monómero y se mantiene en el 

citoplasma bajo esta conformación mediante el enlace a la HSP70 y HSP90, las cuales 
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mantienen el monómero en un estado plegado con ocultamiento del dominio de 

oligomerización mediante interacción del dominio HR-C con HR-A/B (Figura 4). El 

incremento de temperatura provoca el desplazamiento de las Hsp a otras funciones celulares, 

con liberación del monómero y su agrupación en trímeros, el cual sufre cambios 

conformacionales en el dominio de enlace al DNA y su transferencia al núcleo enlazándose al 

HSE  (Morimoto, 1998) (Figura 4). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Características generales estructurales y regulatorias de los factores de choque térmico 

(HSFs). Representación esquemática de los motivos estructurales de HSF-1 que corresponden a las 

secuencias de aminoácidos hidrofóbicos (HR-A/B y HR-C), dominio de activación transcripcional y 

dominios regulatorios negativos que modifican la actividad de HSF-1. Las posiciones relativas de 

estos dominios se indican mediante residuos de aminoácidos. La porción inferior de la figura es una 

representación esquemática de la regulación intramolecular negativa que se activa bajo condiciones de 

estrés para formar homotrímeros con capacidad de enlace al DNA (Tomado de Morimoto, 1998). 

 

     No obstante, este trímero requiere fosforilación a nivel de varios residuos de serina en el 

dominio de activación transcripcional para que ocurra la expresión de HSP (Cotto y col., 

1996). A medida que se incrementa la síntesis de Hsp y alcanza niveles proporcionales a la 

aparición de proteínas no nativas, la HSP70 y otras chaperonas se desplazan nuevamente al 

núcleo. En este caso se ha planteado el enlace de HSP70 y HSP40 al dominio de activación 

transcripcional, desfosforilación de los residuos de serina y disociación de los trímeros 

Dominio de 
enlace al 

ADN 

Dominios 
regulatorios 
negativos 

Dominio de 
activación  

Fosforilación 
constitutiva  

Choque térmico  



18 
 

mediante desestabilización del enlace intermolecular entre regiones HR-A/B de diferentes 

monómeros.  

     En este último paso se menciona la participación de la proteína enlazadora de HSF1 

(HSBP1), que contiene una secuencia extendida de aminoácidos hidrofóbicos que compite 

por el enlazamiento a la secuencia HR-A/B de los monómeros (Morimoto, 1998) (Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Regulación de la respuesta de choque térmico y el ciclo HSF. La aparición de proteínas no 

nativas provoca la activación de HSF1 y la participación de chaperonas moleculares (HSP90, HSP70 

y Hdj1) para evitar la aparición de agregados moleculares. En condiciones basales HSF1 se localiza 

en el citoplasma o en el núcleo como un monómero inerte mediante interacciones temporales con 

chaperonas como HSP70 y HSP90. La activación de HSF1 ocurre en un solo paso, incluyendo su 

relocalización hacia el núcleo y adquisición de un estado competente para enlazarse al ADN pero que 

es transcripcionalmente inerte, hasta que es fosforilado y entonces induce la transcripción de genes de 

choque térmico. Durante la atenuación de la respuesta de choque térmico ocurre represión de la 

actividad transcripcional de HSF1 mediante enlace directo de HSP70 y Hdj1 y los trímeros son 

regulados en forma negativa por la proteína enlazadora de HSF1 (HSBP1) (Tomado de Morimoto, 

1998). 
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     Además de la regulación transcripcional, se incluyen mecanismos de regulación post-

transcripcional que parecen intervenir tanto en la expresión de Hsp constitutivas como 

inducibles antes condiciones de estrés. Entre estos mecanismos figuran la fosforilación, 

acetilación, metilación, ubiquitinación y S-nitrosilación (Prodomou, 2016). La fosforilación 

no sólo regula en forma directa la actividad de la HSP90, sino también su habilidad de 

interactuar con chaperonas, nucleótidos y proteínas blanco. No obstante, este trímero requiere 

fosforilación a nivel de varios residuos de serina en el dominio de activación transcripcional 

para que ocurra la expresión de HSP (Cotto y col., 1996). A medida que se incrementa la 

síntesis de Hsp y alcanza niveles proporcionales a la aparición de proteínas no nativas, la 

HSP70 y otras chaperonas se desplazan nuevamente al núcleo. En este caso se ha planteado el 

enlace de HSP70 y HSP40 al dominio de activación transcripcional, desfosforilación de los 

residuos de serina y disociación de los trímeros mediante desestabilización del enlace 

intermolecular entre regiones HR-A/B de diferentes monómeros.  

 

2.2.3 Estructura y mecanismo de acción de la HSP90 

     Las HSP90 interactúan con una gran variedad de proteínas citosólicas que actúan como 

proteínas accesorias o cochaperonas y forman complejos multiproteicos. La mayoría de las 

cochaperonas se enlazan a la HSP90 a través de un dominio modular característico de tres 

secuencias de 34 aminoácidos, conocidos como dominios tetratricopéptidos (TPRs) que 

conforman una estructura hélice-giro-hélice (Schopf y col., 2017). 

     Independientemente de su procedencia, todos los miembros de la familia HSP90 presentan 

una estructura básica común. Cada monómero posee un dominio N-terminal de 25 kDa y un 

dominio C-terminal de 12 kDa, separados entre sí por un dominio central de 35 kDa. Los 

dominios N-terminal y central se hallan conectados por una región de aminoácidos cargados. 

Los últimos aminoácidos del extremo C-terminal están representados por el pentapéptido 

MEEVD, los cuales representan el sitio de interacción para las cochaperonas que poseen la 

secuencia de tetratricopéptidos (TPRs). El dominio N-terminal posee aproximadamente 220 

aminoácidos y es el sitio de enlace para nucleótidos (ATP/ADP) y posee actividad ATPasa 

débil (Li y Buchner, 2013). (Figura 6). 
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Figura 6. Representación esquemática y lineal de la estructura y dominios de enlace de las 

cochaperonas para HSP90α humana. El motivo MEEVD C-terminal está involucrado en el enlace de 

proteínas que contienen dominios tetratricopéptidos (TPRs). Se indica el número de residuo 

aminoácido y los dominios ATPasa y de enlace a p23. (Tomado de Young y col., 2001). 

 

     A esta región se enlazan drogas antitumorales del tipo ansamicinas (geldanamicina, 

radicicol) que bloquean la actividad ATPasa y constituyen inhibidores altamente selectivos 

de los miembros de esta familia (Krukenberg y col., 2011). La geldanamicina tiene una 

afinidad nanomolar por HSP90 y se enlaza al bolsillo enlazador de nucleótidos del dominio 

N-terminal (Neckers y Workman, 2012). Los dominios N y C-terminales están implicados en 

el enlace de substratos peptídicos, en los cuales el enlace del substrato al extremo N-terminal 

es afectado por nucleótidos, geldanamicina y la secuencia adyacente cargada (Young y col., 

1997). No obstante, se ha demostrado que el monómero no tiene actividad biológica y para 

ejercer su actividad HSP90 requiere su asociación con otros componentes, bien sea con otro 

monómero para la formación de homodímeros, o bien con otras proteínas dentro de la célula 

formando complejos heteromultiméricos. 

     Se propone que los homodímeros cumplen funciones generales de chaperonas 

moleculares, permitiendo un plegamiento adecuado de las proteínas dentro de las células. No 

obstante, esta chaperona carece de la habilidad de HSP70 de facilitar el replegamiento por sí 

sola de proteínas desnaturalizadas, así como tampoco participa en el plegamiento de novo de 

proteínas recién sintetizadas. HSP90 se enlaza a substratos que están muy próximos a su 

estado nativo y en una etapa avanzada de plegamiento (Jakob y col., 1995), pero que no 

presentan la conformación adecuada para su interacción con otras proteínas. Para facilitar el 

plegamiento adecuado de su substrato, HSP90 actúa en un complejo multiproteíco con 

participación de HSP70, peptidilprolil isomerasas y otras cochaperonas (Bose y col., 1996). 

En este caso el enlace de estas chaperonas moleculares (HSP70, peptidilprolilisomerasa) a 

HSP90 se da a través de proteínas adaptadoras (scaffold proteins) que poseen dos o más 

dominios TPRs. 
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     Además de su participación como chaperona molecular, se ha implicado la participación 

de HSP90 en funciones más especializadas dentro de la célula, mediante regulación del 

crecimiento y diferenciación celular (Mayer y Bukau, 1999). En este caso HSP90 está 

involucrado en la maduración, transporte intracelular y regulación de las actividades de 

factores de transcripción y proteínas quinasas involucradas tanto en la transducción de 

señales como en el control del inicio de la traducción de proteínas (Eckl y Richter, 2013). 

Para llevar a cabo estas funciones tan complejas, HSP90 es dirigida a su substrato mediante 

cofactores específicos, como cdc37ó p23. Por ejemplo, HSP90 es enlazada a los receptores de 

hormonas esteroideas a través de p23; mientras que Cdc37 recluta HSP90 con proteínas 

quinasas como Raf-1, eIF-2α (factor de iniciación de la traducción 2α). Esta función de 

enlazamiento con estos substratos específicos es sumamente importante, puesto que garantiza 

una asociación estable aún en condiciones de estrés celular, donde se acumulan proteínas 

anormales que podrían competir con HSP90 por sus substratos. Por lo general, la asociación 

de HSP90 a sus substratos específicos permite que éstos adquieran una conformación 

competente para su interacción con otros componentes dentro de la célula. 

     La zona de contacto para los homodímeros se localiza en los últimos 190 residuos del 

extremo C-terminal (Nemoto y col., 1995). El enlace de ATP a HSP90 induce dimerización 

del dominio N-terminal y favorece el enlace del substrato, mientras que la hidrólisis de ATP 

promueve su liberación. Por tanto, cuando ejerce función de chaperona, HSP90 actúa por un 

mecanismo de abrazadera molecular (similar a la ADN girasa) en el cual la apertura y cierre 

del sitio de enlace del substrato es mediado por una dimerización temporal del dominio N-

terminal (Prodomou y col., 2000). Aún cuando el enlace del substrato a HSP90 es 

independiente de ATP, su liberación requiere la actividad ATPasa del dominio N-terminal 

(Micklery col., 2009).  

     Este ciclo de enlazamiento y liberación del substrato está regulado mediante interacciones 

secuenciales de HSP90 con proteínas accesorias o cochaperonas entre las cuales figuran Hop 

y p23. Hop (Sti1 en levaduras) es una proteína que posee un dominio tetratricopéptido (TPR) 

que se enlaza al dominio C-terminal del dímero de HSP90, particularmente a los residuos 

MEEVD de esta región. El enlace de Hop induce un cambio conformacional en el dominio 

N-terminal de HSP90, inhibiendo la actividad ATPasa mediante ocultamiento del sitio 

enlazador de nucleótidos de esta región (Prodomou y col., 1999). Esta acción facilita el 

enlace del substrato peptídico al dominio N-terminal, actuando como un mecanismo de 

“cargado molecular”.  
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     La disociación de Hop de HSP90 provoca cambios conformacionales en el dominio 

ATPasa que facilita el enlace de ATP y una dimerización del extremo N-terminal, causando 

secuestro del substrato enlazado. Esta configuración HSP90-ATP favorece el enlace de otras 

cochaperonas, como p23 (Sba en levaduras) y miembros de la familia de las inmunofilinas 

(como FKBP51, FKBP52), las cuales se encargan de regular la actividad ATPasa. P23 se 

enlaza al extremo N-terminal de HSP90 y estimula la actividad ATPasa de esta región, 

ocasionando hidrólisis del ATP y apertura del gancho formado por la dimerización de los 

extremos N-terminales del homodímero, con la consecuente liberación del substrato (Young 

y col., 2001; Micklery col., 2009) (Figura 7).  

     El inhibidor geldanamicina compite con el ATP en el sitio de enlazamiento de nucleótidos 

e impide la conclusión del ciclo de enlazamiento y liberación del substrato de HSP90. 

 

 

Figura 7. Ciclo ATPasa de enlace al substrato de la HSP90. (1) El substrato polipeptídico puede ser 

transferido desde Hsc70 al estado libre de nucleótidos de HSP90 inducido por Hop. (2) HSP90 en el 

estado abierto (libre de nucleótidos) puede enlazar el sustrato polipeptídico. (3) El enlace de ATP 

induce dimerización de los dominios N-terminales de HSP90 (círculos) y permite el enlace de p23; el 

sustrato es enlazado por un mecanismo de abrazadera. (4) La hidrólisis del ATP enlazado produce 

liberación del sustrato mediante apertura del gancho o mediante inducción de cambios 

conformacionales (Tomado de Young y col., 2001). 



23 
 

2.2.4 Participación HSP90 en la vía de transducción de señales 

     Entre los múltiples substratos para HSP90 figuran proteínas que participan en la 

transducción de señales (Buchner, 1999). Estas proteínas se caracterizan por su gran tamaño 

y configuración en múltiples dominios y requieren interacciones estabilizantes con otros 

factores para llevar a cabo su función, como por ejemplo el enlace de ligandos esteroideos al 

receptor de hormonas esteroideas, así como la unión de ciclinas a las quinasas dependientes 

de ciclinas. Bajo condiciones basales, la expresión constitutiva de HSP90 mantiene a estos 

substratos en una conformación competente para su interacción con ligandos específicos, y 

una vez ocurrido el enlace, se provocan cambios conformacionales que permiten continuar la 

cascada de señalización.  

     La vía de señalización con participación de la HSP90 mejor caracterizada es la activación 

del receptor de hormona esteroidea. El dominio enlazador del ligando del receptor es muy 

inestable y requiere un plegamiento apropiado. En una conformación inactiva, estos 

receptores se hallan en un complejo heteromérico con HSP90 y cochaperonas. Antes de que 

los receptores se enlacen a la HSP90, éstos pasan por varios procesos de plegamiento con 

participación de múltiples chaperonas y cochaperonas. Inicialmente el aporeceptor esteroideo 

interactúa con HSP70 y HSP40. Una vez enlazado, el aporeceptor es transferido a HSP90 

mediante interacción con la cochaperona Hop, la cual promueve el enlace entre HSP70 y 

HSP90 (Chen y Smith, 1998). La liberación de Hop, el enlace de ATP y la cochaperona de 

HSP90, p23, conduce a la formación de un complejo aporeceptor final que contiene el dímero 

HSP90, p23 y las inmunofilinas. Una vez obtenido el plegamiento apropiado, ocurre 

enlazamiento del ligando específico (hormona), con disociación del aporeceptor y formación 

del dímero, el cual se dirige al núcleo para ejercer su actividad, o bien, en ausencia de 

hormona, reiniciar el ciclo de plegamiento. 

     HSP90 también está involucrado en la activación de varias proteínas quinasas, entre ellas 

tirosín quinasas (familia Src, Wee1), serín/treonín quinasas (Raf-1, Mek), quinasas 

dependientes de ciclinas (como CDK4) y la quinasa dependiente de grupos hemo (eIF-2α 

quinasa) (Mayer y Bukau, 1999). Estas quinasas sufren cambios conformacionales inducidos 

por señales, las cuales en algunos casos involucra el rearreglo de dominios. Esta flexibilidad 

conformacional involucra transiciones en el plegamiento y estados conformacionales que 

involucran la participación de chaperonas. Por otra parte, algunas quinasas necesitan 
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cofactores hidrofóbicos, y en este caso HSP90 mantiene la enzima en una conformación 

competente para su interacción. 

     La vía de señalización tirosín quinasas (familia Src, Wee1), serín/treonín quinasas (Raf-1, 

Mek), quinasas dependientes de ciclinas (como CDK4) y la quinasa dependiente de grupos 

hemo (eIF-2α quinasa) juega un papel importante en la proliferación, diferenciación, arresto 

del crecimiento y muerte celular. En respuesta a señales extracelulares, Ras es activado 

mediante participación de receptores enlazados a membrana y una serie de moduladores. Una 

vez activado Ras, éste conduce al complejo heteromérico Raf-1 a la membrana, donde Raf-1 

es activado por una gran cantidad de proteínas activadoras. Al activarse, la quinasa Raf-1 

inicia una cascada de reacciones descendentes que conducen a la fosforilación de las quinasas 

reguladas por señales extracelulares ERK1 y ERK2, las cuales regulan factores de 

transcripción en el núcleo (Kolch, 2000). 

     La exposición prolongada de células de mamífero al inhibidor geldanamicina disocia los 

complejos Raf-1-HSP90, provocando disminución de la actividad de Raf-1 debido a un 

aumento en su degradación (Stancato y col., 1997). No obstante, exposiciones cortas con este 

inhibidor conducen a la activación de Raf-1, sugiriendo que la liberación temporal de HSP90 

es esencial para su activación. Estos efectos dependientes del tiempo de exposición a la 

geldanamicina pueden interpretarse como que HSP90 es requerido para la maduración y 

mantenimiento de la estabilidad de Raf-1, pero que debe ocurrir la disociación de HSP90 para 

que Raf-1 sea activado por otros reguladores (Nollen y Morimoto, 2002). El enlace de HSP90 

a Raf-1 está mediado por la cochaperona cdc37 y los complejos HSP90-cdc37 potencian la 

activación de Raf-1 mediante la adquisición de una conformación accesible a tirosín quinasas 

y otras moléculas regulatorias que promueven su fosforilación.  

 

2.2.5 Homólogos de HSP90 en tripanosomatídeos 

2.2.5.1 Organización genómica 

     En tripanosomatídeos se ha descrito la expresión constitutiva de homólogos de HSP90, 

llegando a representar el 2,8% del contenido total de proteínas citosólicas en parásitos como 

Leishmania sp., Trypanosoma brucei y T. cruzi. 
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     En T. cruzi los genes que codifican Hsp85 (homólogo de Hsp90 en mamíferos) están 

organizados en un arreglo en serie, con 4 a 10 copias idénticas dispuestas en forma 

consecutiva con una disposición cabeza-cola y separados entre sí por una región intergénica 

(Dragon y col., 1987; Folgueira y Requena, 2007). L. mexicana amazonensis Hsp83 

(homólogo de HSP90 en eucariotas superiores), posee cuatro copias idénticas de 3.6 

Kilobases cada una (Shapira y Pinelli, 1989). Esta organización genómica es compartida por 

L. major y L. donovani (Hübel y Clos, 1996), mientras que T. brucei (denominado Hsp83) 

posee 10 a 12 copias en serie del gen (Mottram y col., 1989). 

     También se ha descrito en tripanosomatídeos la presencia de la Grp94. Mientras que en 

Leishmania major se ha identificado una sola copia del gen codificante, en T. cruzi se ha 

demostrado la existencia de tres copias de este gen. En este caso esta proteína está localizada 

a nivel del retículo endoplásmico y parece ser regulada por los niveles de glucosa. Se ha 

demostrado su participación en la síntesis de lipofosfoglicanos que están implicados en la 

virulencia del parásito, pero no en los procesos de diferenciación. 

     El análisis de la secuencia de aminoácidos de Hsp85 de T. cruzi y Hsp83 de T. brucei 

muestra un 62% y 72% de homología con respecto a su homólogo Hsp83 en Sacharomyces 

cerevisiae (Dragon y col., 1987; Mottram y col., 1989). Esta proteína de choque térmico 

muestra un alto grado de conservación entre tripanosomatídeos, existiendo un 95 y 85% de 

homología de Hsp85 de T. cruzi con respecto a Hsp83 T. brucei y Hsp83 de L. m. 

amazonensis, respectivamente (Rondinelli, 1994). En todos los casos reportados el grado de 

conservación es mayor en el extremo N-terminal. En efecto, estudios de complementación 

genética empleando levaduras mutantes de S. cerevisiae han demostrado que Hsp85 de T. 

cruzi puede substituir la función de ambas isoformas de Hsp90 (Hsp82 y HSC82) (Palmer y 

col., 1995). 

2.2.5.2 Regulación y expresión diferencial de los homólogos de HSP90 

     Al igual que ocurre en otras células eucarióticas, el incremento de temperatura en 

tripanosomatídeos provoca un aumento en los niveles de los homólogos de HSP90. Esto ha 

sido demostrado mediante marcación metabólica de los parásitos sometidos a incrementos de 

temperatura, tanto en epimastigotas de T. cruzi (Alcina y col., 1988), promastigotas de L. 

mexicana amazonensis (Shapira y col., 1988), promastigotas de L. donovani (Brandau y col., 

1995; Wiesgigl y Clos, 2001) y promastigotas de L. major (Webb y col., 1997). Este 

incremento de los homólogos de HSP90 se inicia a los 30 minutos del choque térmico y es 
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temporal, alcanzando un máximo a las 4 horas y vuelve luego a sus niveles basales (Brandau 

y col., 1995). 

     Este aumento de la expresión de los homólogos de HSP90 está asociado a un incremento 

en los niveles de ARNm. Análisis de Northern blot muestran un aumento del ARNm 

directamente proporcional al incremento de temperatura en diferentes especies del género 

Leishmania (Shapira y col., 1988; Shapira y Pinelli, 1989; Brandau y col., 1995) y 

Trypanosoma brucei (Mühich y col., 1989) y en donde este efecto es más acentuado en 

promastigotas de fase exponencial (Shapira y col., 1988). 

     No obstante, a diferencia de lo que ocurre en la mayoría de las células eucarióticas, este 

aumento en la expresión de los homólogos de HSP90 es de naturaleza post-transcripcional. 

Esto ha sido demostrado mediante análisis de transcripción nuclear (nuclear run-on analysis), 

donde se aprecia que la tasa de transcripción de Hsp83 de Leishmania sp. en condiciones 

basales (25º C) es bastante elevada, y en donde el aumento de temperatura no tuvo un efecto 

significativo en la síntesis de  ARNm  (Argaman  y  col., 1994;  Brandau  y  col., 1995). 

     Estos resultados han sido confirmados realizando ensayos de marcación metabólica en 

ausencia y presencia de inhibidores de la síntesis de ARNm. En este caso la marcación 

metabólica de epimastigotas de T. cruzi en presencia de actinomicina D no impidió la síntesis 

de Hsp70 y Hsp85 (Carvalho y col., 1990). 

     La regulación post-transcripcional de la expresión de los homólogos de HSP90 está 

asociada a un aumento en la estabilidad de los ARNm. En efecto, análisis de Northern blot de 

parásitos sometidos a choque térmico en presencia de Actinomicina D durante largos 

períodos de tiempo muestran que el incremento de temperatura favorece la conservación de 

ARNm preexistentes, con su correspondiente degradación a temperaturas basales (Argaman y 

col., 1994). 

     En células de eucariotas superiores la transcripción de los genes que codifican proteínas de 

choque térmico generan pre-ARNm monocistrónicos que contienen tanto secuencias 

codificantes (exones) como regiones no traducibles (intrones). El procesamiento de estos pre-

ARNm involucra la remoción de intrones en una reacción llevada a cabo por ARN 

polimerasa II (cis-splicing) para generar ARNm maduros. Sin embargo, en 

tripanosomatídeos, la transcripción de genes es policistrónica, generando pre-ARNm que 

codifican múltiples proteínas y cuya secuencia carece de intrones. La maduración de estos 
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pre-ARNm involucra su clivaje para generar ARNm monocistrónicos en una reacción 

bimolecular (trans-splicing), con adición de una secuencia guía de 39 nucleótidos o mini-

exón en el extremo 5` (SL: spliced leader) y poliadenilación en el extremo 3` (cola de poli 

A). (Graham, 1995). 

     Se ha demostrado que el choque térmico no afecta el procesamiento (trans-splicing) de los 

pre-ARNm que codifican los homólogos de HSP90 en tripanosomatídeos. Cuando formas 

procíclicas de T. brucei fueron sometidos a choque térmico, los análisis de Northern blot 

mostraron acumulación de transcriptos policistrónicos que codifican α y β tubulina, con 

disminución de ARNm maduros. No obstante, en el caso de Hsp70 y Hsp83 (el homólogo de 

HSP90) se registró un incremento significativo en la proporción de ARNm maduros, con 

ausencia de transcriptos de mayor tamaño (Mühich y col., 1989). Esto indica que existe un 

procesamiento preferencial de Hsp en condiciones de estrés. 

     Además del aumento de la estabilidad de los ARNm y su procesamiento preferencial a 

altas temperaturas, se propone una acumulación selectiva a nivel polisomal de los ARNm que 

codifican los homólogos de HSP90. Esto fue demostrado para los homólogos de HSP90 

HSP70 en epimastigotas de T. cruzi (Carvalho y col., 1990) y explica la expresión de Hsp85 a 

altas temperaturas.  

     El aumento significativo en la expresión de los homólogos de HSP90 respecto al resto de 

las proteínas sintetizadas mediante ensayos de marcación metabólica indica una traducción 

preferencial de los ARNm que codifican Hsp a altas temperaturas. Se ha demostrado que la 

adición de secuencias no codificables presentes en el extremo 3`de los ARNm que codifican 

Hsp83 de Leishmania sp. (3´ unstralated regions: 3´ UTR) aumenta la tasa de traducción de 

genes reporteros a altas temperaturas (Shapira y col., 2001; Zilka y col., 2001). 

     Todos estos resultados indican que aún cuando los tripanosomatídeos muestran un 

incremento en la expresión de los homólogos de HSP90 similar al resto de las células 

eucarióticas, presentan algunas variaciones con respecto a los mecanismos de regulación. 

Mientras la mayoría de las células eucarióticas muestran una regulación fundamentalmente 

transcripcional, los tripanosomatídeos la regulación de la HSP90 ocurre mediante 

mecanismos post-transcripcionales, los cuales son ejercidos a diferentes niveles. 

     Se ha demostrado cambios en la expresión del gen que codifica a los homólogos de 

HSP90 en tripanosomatídeos asociado a la fase del crecimiento y estadío del parásito. 
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Análisis de Northern blot muestran un incremento significativo de los ARNm que codifican 

Hsp83 en tripomastigotas sanguícolas de T. brucei respecto a las formas procíclicas 

localizadas a nivel del insecto (Van Der Ploeg y col., 1985). Epimastigotas de T. cruzi 

muestran mayor expresión de Hsp85 en parásitos de fase logarítmica y el aumento de 

temperatura en esta etapa tiene poca incidencia en los niveles de esta proteína de choque 

térmico (Alcina y col., 1988). No obstante, cuando epimastigotas de fase estacionaria son 

sometidos a choque térmico, se evidencia un aumento significativo de Hsp85. Por el 

contrario, promastigotas de Leishmania muestran un efecto contrario, donde a 26º C la 

expresión es mayor en fase estacionaria y el choque térmico incrementa significativamente 

los niveles de Hsp83 en fase logarítmica (Shapira y col., 1988). 

     Esta mayor expresión de Hsp83 en L. mexicana se correlaciona con un aumento en los 

niveles totales de esta proteína. El análisis mediante inmunoblot de promastigotas de L. 

chagasi sometidos a choque térmico muestra un aumento significativo de Hsp83 (Streit y 

col., 1996) que se mantiene a lo largo del tiempo. Este aumento en Hsp83 parece tener un 

papel fundamental en la transformación inicial del parásito hacia la forma amastigota, con 

disminución significativa a las 140 horas posterior a la infección de líneas celulares de 

mamíferos. En efecto, se ha demostrado la existencia de ARNm que codifican Hsp83 tanto en 

amastigotas de lesión (Van Der Ploeg y col., 1985; Shapira y col., 1988) como de cultivo 

axénico (Van Der Ploeg y col., 1985). Al igual que se ha demostrado una mayor expresión 

basal de Hsp85 en epimastigotas de fase logarítmica de T. cruzi, la incubación de 

tripomastigotas metacíclicos de este parásito a altas temperaturas muestra un incremento 

significativo en la síntesis de esta proteína (Alcina y col., 1988). 
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CAPITULO III 

3 MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1 Material biológico 

3.1.1 Material parasitario 

     Se trabajó con el clon EPm6 de T. cruzi obtenido por plaqueo en agar blando según la 

técnica de Tanuri y col., (1981) a partir de la cepa MHOM/VE/2007/Elpidio Padrón 6c de T. 

cruzi aislada de un caso humano fatal en 1967 por el Dr. José W. Torrealba. El clón fue 

mantenido desde su aislamiento en N2 líquido hasta 1996 desde entonces, y hasta la 

actualidad se mantiene  por pases trimestrales  alternos chipo/ratón (Contreras y  col.,  1994).   

3.1.2 Vectores de clonación (Plásmidos) 

-pGEM®-T Easy (Promega): Es un vector diseñado para el clonaje directo de productos de 

PCR. Contiene los promotores T7 y SP6, delimitando la región de policlonaje. Presenta un 

tamaño de 3015 pb y como marcador el gen de resistencia a ampicilina. 

-pRSET A, B, C (Invitrogen): Es un vector diseñado para la expresión procariota de los genes 

de interés, controlado por el promotor del bacteriófago T7. Rinde una proteína de fusión con 

una cola de seis histidinas, que permite la purificación de la proteína por cromatografía de 

afinidad mediante columnas de niquel, así como la detección de la proteína expresada 

mediante el anticuerpo antihistidina a través del epitopo His. Presenta como marcador el gen 

de resistencia a ampicilina y su tamaño es de 2900 pb.  

-pCITE-4a(+), 4(+)b,4 c(+)(Novagen): Plásmidos utilizados en la expresión de los genes de 

interés. Rinden una proteína de fusión con la enzima glutatión transferasa (GST) de 

Schistosoma  japonicum, que posibilita su purificación  por cromatografía de afinidad 

mediante columnas de glutatión agarosa. Contienen el promotor T7 y presentan un tamaño de 

3700 pb. Tienen como marcador el gen de resistencia a ampicilina. 

-pTrcHis 2A, 2B, 2C (Invitrogen): Es un vector diseñado para la expresión de los genes de 

interés. Rinde una proteína de fusión con una cola de seis histidinas, que permite la 

purificación de la proteína por cromatografía de afinidad mediante columnas de niquel, así 

como la detección de la proteína expresada mediante el anticuerpo antihistidina a través del 

epitopo His, y el eipitopo c-myc que permite la detección de proteínas de fusión con un 

anticuerpo anti-c-myc. Contiene el promotor tcr, y el operon lacO y laclq para la regulación 
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transcripcional de cualquier cepa de E. coli. Presentan un tamaño de 4414 pb. Tienen como 

marcador el gen de resistencia a ampicilina. 

-pGEX-4T-1, 4T-2, 4T-3 (Amersham): Plásmidos utilizados en la expresión de los genes de 

interés. Rinden una proteína de fusión con la enzima glutatión transferasa (GST) de 

Schistosoma  japonicum, que posibilita su purificación  por cromatografía de afinidad 

mediante columnas de glutatión agarosa, así como también la detección de la proteína 

mediante el anticuerpo policlonal anti-GST (Amersham). Contienen el promotor T7 y 

presentan un tamaño de 4900 pb. Tienen como marcador el gen de resistencia a ampicilina. 

-pQE30 (Qiagen): Es un vector diseñado para la expresión de los genes de interés. Rinde una 

proteína de fusión con una cola de seis histidinas, que permite la purificación de la proteína 

por cromatografía de afinidad mediante columnas de niquel, así como la detección de la 

proteína expresada mediante el anticuerpo antihistidina (Quiagen) a través del epitopo His. 

Contiene el promotor T5. Presenta un tamaño de 3400 pb. Tiene como marcador el gen de 

resistencia a ampicilina. 

3.1.3 Cepas bacterianas 

     Se emplearon las cepas de Escherichia coli que se describen a continuación 

-E. coli XL1-Blue MRF` (Stratagene): ∆(mcrCB-hsdSMR-mrr) 173 endA1 supE44 thi-1 recA1 

gyrA96 relA1 lac[F´proAB laclq Z∆M15Thn10 (tetr)]. Esta cepa se utilizó para la propagación 

y mantenimiento de todos los plásmidos recombinantes. 

-E. coli BL21 (DE3) (Stratagene): F-,ompT, rB-, mB-. Se utilizó para la expresión de los genes 

subclonados en los vectores de expresión pGEX-4T, pRSET, pCITE, pTrcHis2. 

-E. coli M15 (Qiagen): NaIs, Strs, Rifs, Thi-, Lac-, Ara+, Gal+, Mtl-, F-, RecA+, Uvr+, Lon+. 

Esta cepa bacteriana fue empleada en la expresión de los genes subclonados en el vector de 

expresión pQE30. 

3.1.5. Suero de conejo inmune 

     Se utilizó para la identificación de la proteína recombinante. Este suero fue producido 

contra epimastigotas del clon EPm6 de Trypanosoma cruzi según lo descrito por Contreras y 

col. (1998). Para la inmunización se empleó una masa de 20 mg de epimastigotas, la cual se 
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resuspendió en 2 mL de adyuvante completo de Freund y se administró mediante 20 

punciones subcutáneas en el cuello y lomo de un conejo tipo Nueva Zelanda con un peso 

aproximado de 3 Kg. Quince días después, se inoculó vía intramuscular una masa de 20 mg 

de epimastigotas resuspendidos en 2 mL de adyuvante incompleto de Freund, proceso que se 

repitió nuevamente a los ocho días. Luego de 15 días de descanso, se le administró tres dosis 

intravenosas de 2 mg de epimastigotas disuelto en solución de Hanks con una frecuencia 

interdiaria. Quince días después de la última dosis intravenosa, se procedió a evaluar la 

respuesta inmune mediante reacción indirecta de anticuerpos fluorescentes (RIAF) utilizando 

el antígeno homólogo. Una vez obtenido un título superior a 1/640, se procedió a la obtención 

del suero hiperinmune, el cual fue titulado mediante RIAF, ELISA e inmunobloting y 

distribuidos en alícuotas a -70º C hasta el momento de su uso. 

3.2 Medios de cultivo y soluciones 

3.2.1 Medio de cultivo  

     El medio empleado para el crecimiento de los parásitos fue LITB, cuya composición es 

KCl 5,4 mM, NaCl 150 mM, glucosa 22 mM, extracto hígado 5% (v/v), hemina 0,02% (p/v), 

extracto levadura 2% (p/v), triptosa 1,5% (p/v), SFB 10% (Goitia-Aular y Boiso, 1982). 

     El medio utilizado para el cultivo de las bacterias transformadas fue LB (Luria-Bertani) 

(Sambrook y col., 1989) suplementado con el antibiótico de selección adecuado. La 

composición de los medios se describe a continuación: 

-Medio LB líquido: triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 5 g/L, pH 7,5 

(Sambrook y col., 1989). 

-Medio LB sólido: La misma composición del medio LB líquido a la que se le añade agar 15 

g/L (Sambrook y col., 1989). 

3.2.2 Soluciones y tampones 

-Tampón de lisis: Tris-HCl 50 mM pH 8,0, EDTA 10 mM, SDS 1%. 

-Tampón MOPS 10X: MOPS 200 mM, acetato de sodio 20 mM, EDTA 10 mM. 
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-Tampón de muestra de ARN: Formaldehido al 37% en tampón MOPS. 

-Tampón de carga de ARN 10X: Glicerol 50%, EDTA 1 mM, azul de bromofenol 0,4%. 

-TAE: Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM pH 8,0 (Sambrook y col., 1989). 

-Tampón de carga de ADN 10X: azul de bromofenol 0,42%, xileno-cianol 0,42%, glicerol 

50%. 

-PBS: NaCl 79,6 mM, Na₃PO₄ 57 mM, KH2P04  18 mM. 

-Tampón de muestra 2X: Tris-HCl 0,0625 M pH 6,8 SDS 2%, glicerol 10%, β-

mercaptoetanol 5%, azul de bromofenol 0,005% (Laemmli, 1970). 

-Tampón de electroforesis: Tris 15 g/L, glicina 72 g/L, SDS 5 g/L, pH 8,3 (Laemmli, 1970). 

-Solución fijadora: Metanol 50%, ácido acético 10%. 

-Azul de Coomassie-Plata: Coomassie blue tipo G250 0,25%, metanol 50%, ácido 

tricloroacético 12,5%, nitrato de plata 0,1%. 

-Tampón de transferencia: Glicina 192 mM, Tris 25 mM, SDS 0,1%, metanol 20% pH 8,3 

(Maizels y col., 1991). 

-Solución de bloqueo: PBS 0,15 M pH 7,2, leche descremada 7,5%. 

-Solución de lavado: PBS 0,15 M pH 7,2, Tween 20 0,1%. 

-Solución de reacción: PBS 0,15 M pH 7,2, NaCl 150 mM, Tris-HCl 10 mM pH 7,4. 

-Solución de revelado: Na2CO3 3,75%, formaldehido 0,03%. 

-Solución de revelado: Super Signal®West pico stable peroxide solution 50%, Super Signal® 

West pico satble luminol/enhacer solution 50%. 

3.3 Métodos 

3.3.1 Obtención de masas de parásitos 

     Las  masas de parásitos se obtuvieron mediante cultivo de epimastigotas de T. cruzi en 

medio LITB a 27º C (Goitia-Aular y Boiso, 1982), los cuales fueron recolectados en la fase 

final del crecimiento exponencial (6 días de cultivo). 
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     Las masas de parásitos fueron ajustadas a 1,5 x 109 epimastigotas/mL mediante contaje en 

cámara de Neubauer y visualización en microscopio de contraste de fases (Nikkon, Optiphot). 

Posteriormente los parásitos fueron sedimentados mediante centrifugación a 8.000 rpm 

durante 15 minutos a 4°C (Centrífuga IEC, B22M) y lavados dos veces en tampón salino 

fosfato (PBS) 0,15 M pH 7.2 (Na2HP04 57 mM, KH2P04 18 mM, NaCl 76,9 mM) a fin de 

eliminar los restos del medio de cultivo. Estas masas de parásitos fueron mantenidas a -20ºC 

hasta el momento de su uso. 

3.3.2 Técnicas de análisis de ácidos nucleicos 

3.3.2.1 Extracción de Ácido Ribonucleico (ARN) 

     La extracción de ARN se realizó a través de dos técnicas diferentes. La primera se realizó 

con el estuche FavorPrep™ Viral Nucleic Acid Extration Kit  (Favorgene), donde las masas 

de parásitos fueron previamente tratadas con tampón de lisis suplementado con Proteinasa K 

(0,45 mg/mL) y ARNasa (80 u/µL), para luego seguir con las instrucciones descritas en el 

estuche comercial. La segunda metodología de extracción se realizó con el estuche comercial 

TRI®Reagent (Sigma) acatando el procedimiento descrito por el fabricante. Finalmente la 

muestra se resuspendió en tampón A (Tris-HCl 500 mM pH 8,0, KCl 750 mM, MgCl2 30 

mM). 

3.3.2.2 Obtención del ADN complementario por RT-PCR 

     La obtención del ADN complementario (ADNc) se realizó mediante la técnica de 

Transcripción reversa acoplada a reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR, por sus 

siglas en ingles Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction), con el uso del estuche 

comercial Access RT-PCR System (Promega) para ello se emplearon cebadores específicos 

para la secuencia, los cuales fueron diseñados manualmente utilizando el Software BioEdit® 

v7.1.11 (Hall T., 2013) y como secuencia molde la de HSP85 de T. cruzi cepa CL Brener de 

2115 pb (Trypanosoma cruzi strain CL Brener heat shock protein 85) obtenida del GenBank 

(N° acceso XM_809799) cepa empleada en el proyecto genoma de T. cruzi (El-Sayed y cols., 

2005). No existen otros reportes, ya que esta molécula no aparece clonada en el GenBank. 

Dichos cebadores muestran en la tabla 1. 
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Tabla 1. Cebadores empleados para la amplificación del gen hsp85 de T. cruzi.  

Cebador Secuencia 

Directo TcHSP85D 5´- ATG ACC GAG ACA TTC GCA -3´ 

Reverso TcHSP85R 5´- CTA GTC AAC CTG CTC CAT - 5´ 

     La mezcla de reacción estuvo compuesta por tampón de reacción AMV/Tfl, 

desoxinucleótidos trifosfatos (0,2 mM), cebadores directo y reverso (1 µM) cada uno, MgSO4 

(1 mM), Transcriptasa Reversa AMV (0,1 U/L), Thermus flavus (Tfl) ADN polimerasa (0,1 

U/µL), 10 µL de la muestra de ARN extraída, resultando un volumen final de reacción de 50 

µL. La reacción de amplificación se llevó a cabo en un termociclador automático C1000™ 

Thermal Cycler (BioRad), siguiendo el programa de amplificación que se describe a 

continuación en la tabla 2. 

Tabla 2. Programa de transcripción reversa acoplada a la reacción en cadena de la polimerasa 

para la amplificación del ADNc de Hsp85. 

Evento Temperatura (ºC) Tiempo (min) Ciclos 

Transcripción reversa 45 45 1 

Desnaturalización 94 2 1 

Desnaturalización 94 1 

30 Hibridación 60 1 

Extensión 68 2 

Extensión final 68 7 1 

3.3.2.3 Electroforesis de ARN y de ADN en geles de agarosa 

     Se llevó a cabo según el procedimiento descrito por Sambrook y col., (1989). La 

electroforesis se realizó en geles de agarosa (Scientific Trade Corp) de 1-1,2%, de acuerdo 

con el tamaño de las moléculas a examinar, utilizando Tampón MOPS para los geles de ARN 

y el tampón TAE para geles de ADN y un sistema de electroforesis horizontal Minicell® EC 

370M, para geles pequeños y Midicell®  Primo ™ EC 330 Thermo Electron Corporation para 

geles medianos y grandes. Se empleó un voltaje  de 60-100V en función del tamaño del gel. 

Los geles se tiñeron con bromuro de etidio (0,5 µg/mL). Las bandas de ARN y de ADN se 

visualizaron con luz ultravioleta mediante el sistema transiluminador GelDoc 1000 (BioRad). 

El tamaño de las bandas se estimó comparándolas con los marcadores de ARN ribosomal de 

Escherichia coli y de ADN 1 kb DNA Ladder (Bioneer), respectivamente. Los geles de 
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agarosa para los productos de las diferentes reacciones de PCR se realizaron de la misma 

forma y se emplearon como marcadores 100 bp DNA Ladder (Promega) y 100 bp DNA 

Ladder (Axygen). 

3.3.2.4 Medida de la concentración y pureza del ADN y ARN 

     La concentración y pureza de los ácidos nucleicos se determinaron por los métodos 

descritos por Sambrook y col., (1989). Además de la cuantificación por comparación con los 

marcadores. La concentración de ADN y ARN se estimó en un espectrofotómetro  UV/ 

Visible Beckman DU® 650 Spectrophotometer, midiendo la absorbancia a 260nm y 280nm y 

empleando las siguientes fórmulas: 

[ADN]= Absorbancia 260nm x Factor de Dilución x 50 µg/mL.       FD: Factor de dilución 

[ARN]= Absorbancia 260nm x Factor de Dilución x 40 µg/mL. 

    El grado de pureza se calculó dividiendo la absorbancia a 260nm entre la absorbancia a 

280nm. 

3.3.2.5 Purificación de bandas de ADN en gel de agarosa 

     Las muestras de ADN a purificar y eluir se fraccionaron en geles de agarosa preparado en 

el tampón TAE y las bandas se visualizaron en el transiluminador de luz ultravioleta. Se cortó 

con bisturí estéril la fracción de interés y se eluyó el ADN con el estuche comercial 

Wizard®SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), según las instrucciones del 

fabricante. 

3.3.3 Técnicas de manipulación de sistema de clonación 

3.3.3.1 Crecimiento y mantenimiento de bacterias 

     Para la clonación se emplearon cepas de Escherichia coli XL1 Blue MRF` para el 

mantenimiento del plásmido, y cepas de E. coli M15 y BL21 para la expresión del gen, 

preparando a las células según el protocolo descrito por Sambrook y Russel (2001). 

     Para el crecimiento se partió de alícuotas de bacterias de E. coli cepa XL1 Blue MRF` 

preservadas en glicerol, las cuales se sembraron en medio LB agar con tetraciclina 

(12,5µg/mL), la cepa M15 en medio LB agar con kanamicina (25 µg/mL), y la cepa BL21 en 
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LB agar. A partir de una colonia de cada cepa se hicieron cultivos en LB líquido que se 

incubaron a 37ºC en agitación moderada a 200 rpm hasta alcanzar la DO requerida para cada 

uso. Para la conservación de las diferentes cepas bacterianas utilizadas y células 

transformadas, se prepararon alícuotas de 80% de cultivo bacteriano y 20% de glicerol y se 

almacenaron a -80ºC hasta su uso. 

 

3.3.3.2 Preparación de células competentes 

     La preparación de las células competentes se llevó a cabo siguiendo el protocolo descrito 

por Hanahan (1986). Se cultivaron las células como se describió anteriormente, hasta una 

DO600nm de 0,5-1. Después se centrifugaron a 3000 rpm por 15 min a 4 °C, y el sobrenadante 

se resuspendió en CaCl2 100 mM y se centrifugó nuevamente bajo las mismas condiciones 

anteriores, finalmente se resuspendió el sedimento en CaCl2 100 mM, glicerol 15% y se 

dispensaron 200 µL de células competentes en microtubos, los cuales se congelaron 

rápidamente a -80 °C hasta su uso. 

3.3.3.3 Clonación en el vector de mantenimiento  

     El vector pGEM®-T Easy (Promega) permite la clonación directa de los productos de 

PCR. La secuencia de ADNc a clonar se obtuvo por RT-PCR, a partir del gel de agarosa se 

purificó el correspondiente ADN y se ligó con el vector en las proporciones 1:3 y 1:5 (vector: 

inserto), con una unidad de T4 ligasa (Promega). La mezcla se incubó a 4 °C toda la noche. 

Posteriormente, las células XL1-Blue MRF` fueron transformadas con la mezcla de ligación. 

 

3.3.3.4 Transformación de células competentes  

     Las células competentes preparadas como se describió previamente, se descongelaron en 

hielo y se transfirieron 100 µL de células a un tubo cónico de 15 mL estéril, se añadió 10 µL 

de la mezcla de ligación descrita anteriormente, y se incubó en hielo por 30 min e 

inmediatamente en baño de María a 42 °C por un min, culminando con otra incubación en 

hielo por 2 min. Seguidamente se añadió 900 µL de medio LB líquido precalentado a 42 °C y 

se incubó a 37 °C en agitación moderada a 200 rpm por una hora. Finalmente se sembró 100 

µL de la células transformadas en placas de Petri con agar LB con elantibiòtico de selección 

(ampicilina 100 µg/mL), y se incubó a 37 °C toda la noche. En los casos de transformación 

con ADN plasmídico se siguió el mismo protocolo solo que en vez de transformar con 

mezcla de ligación, se transformó con 1 L de ADN plasmídico puro. 
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3.3.3.5 Verificación de la clonación  

     Se realizó una PCR de colonias (Sheu y col., 2000) empleando como ADN molde colonias 

recombinantes crecidas en medio LB-Ampicilina, y cebadores específicos de la molécula 

(Tabla 1) y del vector de mantenimiento pGEM®-T Easy (Tabla 3), con la finalidad de 

verificar la incorporación del gen al vector. EL volumen final de reacción fue de 50 µL, y se 

realizó con la polimerasa GoTaq® Flexi DNA polymerase (Promega) la mezcla estuvo 

compuesta por: tampón  de reacción Green o Colorless GoTaq® Flexi Buffer (Tris-HCl pH 

9,0 50 mM; NaCl 50 mM), MgCl2 (2 mM), desoxinucleótidos trifosfatos (0,2 mM), 

cebadores directo y reverso (1 µM) de cada uno, GoTaq® ADN polimerasa (1 U). Se tomó 

con una punta estéril el contenido de una colonia recombinante crecida en la plaga con agar 

LB y ampicilina, la cual se sumergió varias veces en la mezcla de reacción. Posteriormente 

con esta misma punta se sembró en una placa “máster” (agar LB/Ampicilina 100 µg/mL) 

para el mantenimiento de las células.  

 

Tabla 3. Cebadores empleados para la verificación de los insertos clonados celularmente.     

Cebador Secuencia 

Directo D 5´- GTA AAA CGA CGG CCA GT -3´ 

Reverso SP6 5´- GAT TTA GGT GAC ACT ATA G - 5´ 

   

     La amplificación se llevó a cabo en un termociclador automático C1000 Thermal Cycler 

(BioRad), siguiendo el programa que se describe a continuación en la tabla 4. 

Tabla 4. Programa de amplificación de la PCR de colonias. 

Evento Temperatura (ºC) Tiempo (min) Ciclos 

Desnaturalización inicial 94 5 1 

Desnaturalización 94 0,5 

30 Hibridación 50 0,5 

Extensión 72 2 

Extensión final 72 7 1 

 

     Los productos de PCR fueron analizados por medio de electroforesis en gel de agarosa al 

1% con bromuro de etidio (0,5 µg/mL), como se describió anteriormente. 
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3.3.3.6 Extracción de ADN plasmídico 

     Para la extracción del ADN plasmídico se empleó el método de precipitación salina – lisis 

alcalina (modificado de Qiagen). Se realizaron cultivos de las colonias recombinantes 

identificadas por PCR, en medio LB, incubados toda la noche a 37ºC y en agitación continua 

a 200 rpm.  Los cultivos fueron centrifugados a 14000 rpm durante 3 min, el sobrenadante 

obtenido se resuspendió en tampón 1 (Tris-HCl pH 8,0 50 mM; EDTA 10 mM, ARNasa 100 

µg/mL) se mezcló en vortex y se incubó por 15 min a temperatura ambiente. Posteriormente, 

se añadió tampón 2 (NaOH 200 mM, SDS 1%) mezclando por inversión e incubando por 5 

min a temperatura ambiente, seguidamente se añadió Tampón 3 (CH3CO2K pH 5,5 3M) se 

mezcló por inversión e incubó en hielo por 5 min. Inmediatamente, se centrifugó a 14.000 

rpm por 10 min, se recuperó el sobrenadante y se precipitó en ADN con 0,7 volúmenes de 

isopropanol y un décimo de CH3CO2Na 3M pH 7, se mezcló en vórtex y nuevamente se 

centrifugó a 14.000 rpm por 30 min a temperatura ambiente, se descartó el sobrenadante y se 

lavó el ADN con etanol al 70% centrifugando por 3 min a 14.000 rpm. Se descartó el 

sobrenadante, se dejó secar y se resuspendió el ADN en 25 µL de agua libre de nucleasas, se 

almacenó a -20ºC hasta su uso. 

 

3.3.4 Subclonación en vectores de expresión 

3.3.4.1 Digestión enzimática 

     Para la subclonación de la secuencia en los diferentes vectores de expresión, se realizó una 

digestión con la finalidad de linealizar al vector de mantenimiento recombinante (pGEM®-T 

Easy-TcHSP85) y a los diferentes vectores de expresión a emplear (vector pRSET A, B, C; 

vector pCITE+4 a, b, c; vector pTrcHis2 A, B, C; vector pGEX-4T 1, 2, 3) y (Sambrok y col., 

1989). Siguiendo el protocolo descritos por la casa comercial, se empleó 1µL (10U) de la 

enzima EcoRI, con su tampón correspondiente incubando en bloque térmico (Bioer 

Technology) a 37 ºC durante toda la noche, la mezcla de reacción tuvo un volumen final de 

20µL. En el caso del vector pQE30 fue necesario introducir a la secuencia las dianas para las 

enzimas de restricción BamHI y KpnI. 

 

     La inserción de las dianas se realizó mediante PCR usando como molde el ADN 

plasmídico pGEM® T-Easy-TcHSP85, y cebadores que contienen la diana para las enzimas 

de restricción (Tabla 5). La reacción de PCR y posterior purificación de las bandas de la 

secuencia con las dianas introducidas se realizó en las condiciones que fueron descritas 

anteriormente. La reacción de digestión de pQE30 y de la secuencia con las dianas para las 
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enzimas BamHI y KpnI se realizo empleando 1µL (10U) de cada enzima con su tampón 

correspondiente y bajo las mismas condiciones descritas anteriormente. 

 

Tabla 5. Cebadores empleados para la amplificación del inserto y que contienen las dianas 

para las enzimas de restricción BamHI y KpnI. 

Cebador Secuencia 

Directo 

TcHSP85DEF1 
5´-GAG AGA GGA TCC ATG ACC GAG ACA TTC GCA TTC-3´ 

Reverso 

TcHSP85REF1 
5´-GAG AGA GGT ACC CTA GTC AAC CTG CTC CAT GCT-3´ 

 

3.3.4.2 Desfosforilación de vectores de expresión 

     Para evitar la recirculación de los vectores de expresión se realizó la reacción de 

desfosforilación, empleando la enzima fosfatasa alcalina de intestino de carnero (CIAP) 

(Promega). Se empleó 20 µL de los vectores digeridos (volumen completo de digestión),  1 U 

de enzima en su tampón de reacción (Tris-HCl pH 9,3 50mM; MgCl2 1mM, ZnCl2 0,1mM, 

Espermidina 1mM), para un volumen final de 100µL se incubó en un bloque térmico (Bioer 

Technology) a 37ºC por 30min. 

 

3.3.4.3 Reacción de ligación 

     Una vez realizadas las reacciones de digestión y desfosforilación de todos los vectores de 

expresión estos se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, con la objeto 

de verificar la linealización de los plásmidos y se purificaron las bandas obtenidas en los 

geles de agarosa siguiendo el protocolo descrito anteriormente. De igual manera se purificó el 

inserto digerido. 

 

     Luego de la purificación se procedió a ligar el inserto con los vectores de expresión en las 

proporciones inserto:vector 3:1, y 5:1. La ligación se realizó con una unidad de T4 ligasa 

(Promega). La mezcla se incubó a 4 °C toda la noche. Posteriormente, las células XL1-Blue 

MRF` fueron transformadas con la mezcla de ligación. 

     Las células transformadas con las mezclas de ligación de los diferentes vectores fueron 

cultivadas en medio LB suplementado con el antibiótico de selección según el plásmido 

empleado. A las colonias obtenidas se les realizó PCR de colonias como fue descrito 
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anteriormente para verificar la presencia del inserto. Finalmente se realizó extracción de 

ADN plasmídico a las colonias positivas, siguiendo el metodología descrita previamente. 

 

     Adicionalmente, se realizó la misma metodología de subclonación pero en ciego, es decir, 

sin verificar por PCR la presencia del inserto, eso solo en el caso del inserto con las dianas 

BamHI y KpnI, empleando el vector de expresión pQE30. Esto se realizó con la finalidad de 

disminuir el tiempo del proceso de subclonación, que en el caso de construcciones (plásmido-

inserto) inestables, mientras mayor es el tiempo, las probabilidades de eliminación de la 

construcción por parte de la bacteria son mayores. 

 

3.3.5. Inducción y expresión de TcHsp85 en sistema procariota  

     Se partió de colonias de células de expresión transformadas, se cultivaron en medio LB 

con el antibiótico de selección para el plásmido y se dejaron crecer a 37 °C en agitación 

moderada 200 rpm por 4 horas (DO600nm 0,5-1). Una vez alcanzada la densidad celular 

deseada se tomó una alícuota de control de cultivo no inducido, y seguidamente se añadió el 

agente inductor IPTG a una concentración de 1 mM. Luego se incubó por 3 horas bajo las 

mismas condiciones tomando una alícuota a cada hora transcurrida del cultivo inducido. El 

resto del cultivo y las alícuotas fueron centrifugados a 14000 rpm por 3 min,  y los 

sedimentos se almacenaron a -20 °C hasta su uso.  

3.3.6 Purificación de la proteína de fusión mediante cromatografía de afinidad 

     La purificación de la proteína recombinante TcHSP85 se realizó en condiciones nativas a 

partir de los sedimentos celulares lisados. Para ello los sedimentos fueron resuspendidos en 

PBS, realizando lisis celular mediante tres ciclos de congelación/descongelación (N2 líquido 

ó -80 °C/37 °C)  y sonicación (3 ciclos de 20 segundos durante 3 min, pulsos discontinuos) 

(Sonicador Fisher Scientific).  Posteriormente, se centrifugó el lisado celular a 3000 rpm por 

15 min  a 4 °C. El sobrenadante se purificó por cromatografía de afinidad utilizando una 

columna de niquel (Ni-NTA Spin kit, Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las 

proteínas de fusión se eluyeron con tampón de elución (NaH2PO4 50 mM, NaCl2 300 mM, 

imidazol 300 mM). 
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3.3.7 Determinación de la concentración proteica 

     La determinación de la concentración de la proteína recombinante TcHSP85 se realizó 

mediante el método de Bradford (Bradford, 1976) por reacción colorimétrica basada en el 

empleo de Coomassie Blue (Pierce, Protein Assay Kit), se usaron patrones de seroalbúmina 

bovina con concentraciones de 50, 100, 125 y 200 g/mL para realizar la curva de 

calibración, se empleó solución salina como blanco, se realizaron lecturas de las absorbancias 

a una longitud de onda de 595 nm. 

 

3.3.8 Electroforesis de proteínas en geles de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico 

(SDS-PAGE) 

     Las alícuotas de controles no inducidos e inducidos fueron analizadas en geles de 

poliacrilamida SDS-PAGE al 10% para comprobar la expresión del gen.  

 

     La electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) se realizó en condiciones 

desnaturalizantes según Laemmli (1970) en gel de fraccionamiento al 10% y gel de 

empaquetamiento al 4,5% a 15 mA. Tras fraccionar la muestra, el gel se tiñó con Comassie 

blue- Plata (De Moreno y col., 1985) durante 45 min, luego se colocó en solución de 

desteñido hasta la visualización de las bandas nítidas. Se comparó el peso molecular (PM) de 

las proteínas expresadas con el marcador de PM  Broad Range Proteina Molecular Weigth 

Markers (Promega). 

 

3.3.9 Transferencia de proteínas a membrana de nitrocelulosa y revelado 

inmunoenzimático (“Western blot”) 

 

-Transferencia de proteínas a membrana de nitrocelulosa 

     Después de separadas las proteínas mediante electroforesis, estas fueron transferidas a 

membrana de nitrocelulosa según Towbin y col., (1979) empleando un sistema húmedo y el 

equipo Mini Trans-Blot® Cell (BioRad). Para ello, se colocaron dos esponjas y dos papeles 

de filtro del tamaño del gel, impregnado en tampón de transferencia y la membrana de 

nitrocelulosa, y el gel se colocó sobre la membrana. Luego se dispusieron de igual forma dos 

papeles de filtro y una esponja igualmente impregnados con el tampón y se transfirió a 100 

mA durante una hora a 4 °C. 
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-Inmunodetección de proteínas sobre membrana de nitrocelulosa 

     Luego de haber transcurrido la transferencia, la membrana de nitrocelulosa se incubó en 

solución de bloqueo (PBS 0,15M pH 7,2, leche descremada 7,5%) durante toda la noche a 4 

°C. Posteriormente se incubó con el suero hiperinmune de conejo Anti-Epi (contra 

epimastigotes de T. cruzi) en una dilución 1/1500 en solución de reacción (PBS 0,15M pH 

7,2, NaCl 150mM, Tris-HCl 10mM pH 7,4) durante 90 min a 37 °C, seguidamente se 

realizaron ocho lavados de 5 min cada uno con la solución de lavado (PBS 0,15M pH 7,2, 

Tween 20 0,1%) y posteriormente se incubó con el conjugado anti-IgG de conejo acoplado a 

peroxidasa a una dilución de 1/3000 en solución de reacción (PBS 0,15M pH 7,2, NaCl 

150mM, Tris-HCl 10mM pH 7,4) y bajo las mismas condiciones antes descritas, luego se 

repitieron los lavados.  

-Revelado 

     La visualización de los complejos inmunes se realizó mediante quimioluminiscencia 

incubando la membrana con la mezcla proporcionada por el estuche comercial Super Signal® 

West pico (Pierce) durante un minuto en oscuridad y revelado empleando placa fotográfica 

según instrucciones del fabricante con un tiempo de exposición de tres minutos. 
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 CAPITULO IV  

 

4.  RESULTADOS 

     El propósito del presente estudio fue clonar el gen codificante de la proteína de choque 

térmico Hsp85 de T. cruzi. Debido al tamaño de la molécula y por ser muy conservada en la 

escala evolutiva se tuvieron que emplear diferentes estrategias en la subclonación y expresión 

del gen. A continuación se presentan los resultados de cada estrategia. 

 

4.1 Extracción del ARN de epimastigotes de T. cruzi 

     Se obtuvo el ARN de T. cruzi a partir  de masas de epimastigotas de la cepa 

MHOM/VE/2007/EPm6 cultivados en medio LITB, se realizaron cuatro extracciones a partir 

de masas de epimastigotas de 1,5 x 10⁹ parásitos: dos extracciones con el estuche comercial 

Sigma, y dos con el estuche comercial de FavorPrep™ resultando ser mejor la extracción con 

el estuche comercial Viral Nucleic Acid Extraction Kit 1 (FavorPrep™) Modificado, como se 

evidencia por el grado de pureza (A260/280) (Tabla 6), y las bandas visualizadas en la figura 

8. 

 

Tabla 6. Densidades ópticas y concentraciones de muestras de ARN extraídas con diferentes 

estuches comerciales. 

Método de 

Extracción 
Muestra 

Absorbancia 

260 

Absorbancia 

280 
A260/280 

Concentración 

(µg/mL) 

TRI®Reagent 

(Sigma) 

ARN 1 0,2583 0,1824 1,4 516,6 

ARN 2 0,1997 0,1601 1,24 399,4 

Viral Nucleic Acid 

Extraction Kit 

(FavorPrep™) 

ARN 3 0,1853 0,0959 1,93 370,6 

ARN 4 0,1783 0,896 1,98 356,6 
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Figura 8. ARN de T. cruzi extraído de masas de epimastigotas en gel de agarosa al 1,2% con bromuro 

de etidio (0,5µg/mL). A con el Kit TRI®Reagent (Sigma) Modificado.  (M: Marcador ARN ribosomal 

de E. coli, 1: Muestra de ARN 1, 2: Muestra ARN 2) B con Viral Nucleic Acid Extraction Kit 1 

(FavorPrep™) Modificado.  (M: Marcador de E. coli, 1: Muestra de ARN 3, 2: Muestra de ARN 4). 

 

4.2 Obtención del ADN complementario (ADNc) codificante de Hsp85 mediante RT-

PCR 

     Mediante RT-PCR se obtuvo el ADNc con un tamaño aproximado a 2150 pb la cual se 

corresponde con el tamaño esperado de la molécula hsp85 de T. cruzi. La figura 9 muestra las 

bandas obtenidas mediante RT-PCR a partir de las muestras de ARN extraídas con los 

diferentes estuches comerciales. Se demuestra no solo la amplificación de una banda con 

tamaño aproximado a la molécula de hsp85 de T. cruzi, sino que además, se puede observar 

una banda con un tamaño aproximado de 700 pb (canales 1,2 ,6 y 9), que pudiese ser una 

molécula truncada.  

 

Figura 9. ADN complementario de T. cruzi en gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio 

(0,5µg/mL). (M: Marcador de 1Kb DNA Ladder Bioneer, 1 y 9: Productos de RT-PCR (ARN1), 2 y 6: 

Productos de RT-PCR (ARN2), 3 y 7: Productos de RT-PCR (ARN3), 4 y 8: Productos de RT-PCR 

(ARN4) 5: Control negativo).  
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4.3 Clonación del ADNc de hsp85 en el vector de mantenimiento 

     Las bandas de ADNc fueron cortadas del gel y purificadas, se determinó su concentración 

espectrofotométricamente. La clonación del ADNc codificante de Hsp85 se realizó mediante 

la estrategia de ligación del vector de mantenimiento pGEM®T Easy con el ADNc purificado 

ya que este es un vector para la clonación directa de productos de PCR.    

     Luego de la reacción de ligación con el vector de mantenimiento pGEM®T-Easy y 

posterior transformación de células competentes XL1 Blue-MRF`, se obtuvieron 8 colonias 

(Tabla 7), las cuales se verificaron por PCR de colonias empleando los cebadores del vector 

de mantenimiento (datos no mostrados). 

Tabla 7. Número de colonias que crecieron en agar LB/ampicilina, después de la 

transformación de las células de E. coli con las construcciones en pGEM®T Easy. 

Células Ligación (Inserto/Vector) Nº de colonias 

XL1B MRF` pGEM®T Easy-ADNc 3/1 05 

XL1B MRF` pGEM  T Easy-ADNc 5/1 03 

Total de colonias recombinantes 8 

 

4.4  Subclonación del ADNc de hsp85 en diferentes sistemas de expresión (pREST, 

pCITE, pTrcHis2, pGEX4T) 

     Para la subclonación en los diferentes vectores de expresión se realizaron las extracciones 

de ADN plasmídico de las colonias recombinantes con el vector de mantenimiento pGEM®-T 

Easy dode está clonado hsp85 (pGEM®-T Easy-hsp85) y de las colonias recombinantes que 

contienen los vectores de expresión pRSET A, B, C, pCITE 4a, 4b, 4c, pTrcHis 2A, 2B, 2C  

(Figura 10) y pGEX4 T1, T2, T3 (Figura 11) en donde se evidencian bandas características 

de ADN plasmídico en sus formas superenrollada y relajada. 
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Figura 10. ADN plasmídico pGETM®T- Easy-hsp85 y diferentes vectores de expresión en gel de 

agarosa al 1% con bromuro de etidio (0,5µg/mL). (M: Marcador de 1Kb DNA Ladder Bioneer, 2-6: 

pGEM®-T Easy-hsp85, 7: pREST A, 8: pRSET B, 9: pCITEa, 10: pCITEb, 11: pCITEc, 12: 

pTrcHis2A, 13: pTrcHis2B, 14: pTrcHis2C). 

    

 

 

 

 

 

 

Figura 11. ADN plasmídico pGETM®T- Easy-hsp85 y vector de expresión pGEX4-T en gel de 

agarosa al 1% con bromuro de etidio (0,5µg/mL). M: Marcador de 1Kb DNA Ladder Bioneer, 1: 

pGEX 4T-1, 2: pGEX4T-2, 3: pGEX4T-3, 4-6: pGEM T Easy-hsp85. 

 

    Posterior a la extracción del ADN plasmídico, se sometió a digestión con la enzima EcoRI 

(Figura 12) que permite liberar el inserto de 2150 pb en el caso de pGEM® T- Easy-hsp85 

(por tener dos dianas EcoRI en el sitio de policlonaje, delimitando el inserto) y permite 

linealizar los diferentes vectores de expresión. 
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Figura 12. ADN plasmídico digerido con EcoRI en gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio 

(0,5µg/mL). M: Marcador de 1Kb DNA Ladder Bioneer, 1: pGEX 4T-1, 2: pGEX 4T-2, 3: pGEX 

4T-3, 5-7: pGEM T Easy-hsp85, 8: pREST A, 9: pRSET B, 10: pCITEa, 11: pCITEb, 12: pCITEc, 

13: pTrcHis2A, 14: pTrcHis2B, 15: pTrcHis2C.  

     Los vectores digeridos y desfosforilados fueron ligados con el inserto digerido, y con estas 

mezclas de ligación se transformaron células competentes XL1 Blue-MRF`, obteniendo un 

total de 15 colonias recombinantes (Tabla 8). 

 Tabla 8. Número de colonias que crecieron en agar LB/ampicilina, después de la 

transformación de las células de E. coli con las construcciones en los diferentes de vectores 

de expresión  

Células Plásmido Nº de colonias 

XL1B MRF` pRSET A-hsp85 3 

XL1B MRF` pRSET B- hsp85 3 

XL1B MRF` pCITEa- hsp85 0 

XL1B MRF` pCITEb- hsp85 0 

XL1B MRF` pCITEc- hsp85 0 

XL1B MRF` pTrcHis2A- hsp85 3 

XL1B MRF` pTrcHis2B- hsp85 3 

XL1B MRF` pTrcHis2C- hsp85 3 

XL1B MRF` pGEX4T1- hsp85 0 

XL1B MRF` pGEX4T2- hsp85 0 

XL1B MRF` pGEX4T3- hsp85 0 

 Total 15 
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          Las colonias recombinantes fueron verificadas mediante PCR de colonias (resultado no 

mostrado), y a partir de ellas se extrajo el ADN plasmídico sin embargo, en ningún caso se 

obtuvo. Se sospecha que las bacterias pudieron haber eliminado el plásmido de su interior por 

ser inestable. Por lo tanto no se llego a realizar la transformación de las células de expresión 

BL21 (DE3). 

     En vista de los resultados obtenidos, se realizó nuevamente extracción de ADN plasmídico 

del vector de mantenimiento pGEM®-T Easy- hsp85, para corroborar la ligación del inserto 

con el vector de mantenimiento. En la figura 13 se observa el ADN plasmídico pGEM®-T 

Easy- hsp85, en buena cantidad en todos los casos. 

 

 

Figura 13. ADN plasmídico pGEM®T-Easy- hsp85 en gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio 

(0,5µg/mL). (M: Marcador de 1 Kb DNA Ladder Bioneer, 1-6: pGEM®T-Easy- hsp85. 

 

     Con el propósito de verificar la presencia del inserto, se realizó una PCR empleando como 

molde los ADN plasmídicos extraídos y cebadores correspondientes a hsp85, evidenciando 

que si hubo ligación del inserto con el vector de mantenimiento por la visualización de una 

banda con un tamaño aproximado de 2150 pb en todos los casos (Figura 14). 
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Figura 14. Productos de PCR Hsp85 en gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio (0,5µg/mL). (M: 

Marcador de 1Kb DNA Ladder Bioneer, 1-2: ADNc hsp85 purificados controles, 3-8: ADN 

plasmídico pGEM®T-Easy- hsp85, 9-10: Controles negativos. 

4.5  Subclonación del ADNc de hsp85 en el vector de expresión pQE30 

     Debido a que los plásmidos de expresión comerciales utilizados anteriormente son 

modernos y complejos, por tener muchas secuencias adicionales (para múltiples fines) a los 

plásmidos mas tradicionales, quizás la construcción con un inserto grande como hsp85 (2150 

pb) sea inestable para la célula y por eso pudo haber eliminado el plásmido. Se decide utilizar 

un plásmido comercial antiguo (tradicional) y sencillo como pQE30, además, de ser el 

plasmido utilizado en la expresión de la molécula Hsp85 de Leishmania infantum (Angel y 

col., 1996).  

     Considerando los resultados de la PCR de verificación realizado al ADN plasmidico 

pGEM®T Easy- hsp85, se realizó una amplificacion de hsp85 introduciendo las dianas 

BamHI y KpnI, para ello se empleó como molde el ADN plasmídico pGEM®T Easy- hsp85, 

empleando 10 y 20 ng y se obtuvieron bandas correspondientes al tamaño esperado de 2150 

pb (Figura 15). 
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Figura 15. ADN plasmídico pGEM®T-Easy-hsp85 y sus productos de PCR en gel de agarosa al 1% 

con bromuro de etidio (0,5µg/mL). (M: Marcador de 1Kb DNA Ladder Bioneer, 1-6: pGEM®T-Easy- 

hsp85, 7-12: Productos de PCR utilizando como molde pGEM®T-Easy- hsp85 10 ng, 13-18: 

Productos de PCR utilizando como molde pGEM®T-Easy- hsp85 20 ng, 19-20: Controles negativos). 

     Dichos productos fueron cortados del gel y purificados, posteriormente concentrados y 

reunidos en cuatro alícuotas, las cuales fueron digeridas con BamHI y KpnI para su ligación a 

pQE30 (Figura 16).  

 

Figura 16. HSP85 purificado y digerido con BamHI y KpnI en gel de agarosa al 1% con bromuro de 

etidio (0,5µg/mL). (M: Marcador de 1Kb DNA Ladder Bioneer, 1-4: hsp85 digerido con BamHI y 

KpnI. 

     Con el inserto hsp85 digerido y purificado y el vector de expresión pQE30 digerido 

desfosforilado y purificado se realizó la reacción de ligación. Posteriormente, se 

transformaron las células competentes XL1 Blue-MRF` con las mezclas de ligación (2 

reacciones, 1 y 2) y se sembraron en placas de LB/ampicilina, obteniéndose 10 colonias 

recombinantes (Tabla 9). 
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Tabla 9. Número de colonias que crecieron en agar LB/ampicilina, después de la 

transformación de las células de E. coli con la mezcla de ligación pQE30- hsp85. 

Células Plásmido Nº de colonias 

XL1B-MRF` pQE30- hsp85-1 6 

XL1B-MRF` pQE30- hsp85-2 4 

Total de colonias 10 

 

     Para verificar la ligación de pQE30 con el inserto, se realizó una PCR de colonias con los 

cebadores del vector, de la cual no se obtuvo amplificación del inserto en ninguna de las 

colonias, solamente se obtuvo amplificación en el control positivo de la molécula H11b de 

Taenia solium clonada en pQE30 (datos no mostrados), por lo tanto no se obtuvieron colonias 

recombinantes. 

     Para tratar de confirmar este resultado, se hizo la extracción del ADN plasmídico de las 

colonias obtenidas y se realizó  un ensayo de digestión con las enzimas de restricción BamHI 

y KpnI, y mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% se comparó el ADN plasmídico 

digerido y sin digerir, comprobando que no hubo presencia del inserto en ningún caso (Figura 

17).

 

Figura 17. ADN plasmidico de las colonias obtenidas, digerido con BamHI y KpnI y sin digerir, en  

gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio (0,5µg/mL). (M1: Marcador de 1Kb DNA Ladder Bioneer. 

Carriles 1,3,5,7,9,11,13,15,17,19:  ADN plasmídicos digeridos con BamHI y KpnI,  carriles 

2,4,6,8,10,12,14,16,18,20: ADN plasmídicos sin digerir. M2: Marcador DNA Molecular Weight 

Marker IX  72-1353 bp (Roche). 
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4.6 Subclonación del ADNc de hsp85 “a ciegas” en pQE30 

     Con la premisa de que quizás la construcción de un plásmido con un inserto grande como 

hsp85 (2150 pb) aún en pQE30 sea inestable para la célula y por eso pudo haber eliminado el 

inserto, en este caso, se decide hacer la subclonación en el mismo plásmido pero “en ciego”, 

sin verificar los pasos de subclonación, de manera de no darle tiempo a la bacteria de 

expulsar el inserto o el plásmido.  

     Para ello, se realizó una nueva RT-PCR con cebadores de TcHsp85 para introducir las 

dianas para las enzimas de restricción BamHI y KpnI a partir del ARN extraído con el estuche 

comercial FavorPrep™ y se obtuvo un ADNc con tamaño aproximado de 2150 pb en todos 

los casos (Figura 18). 

 

 

Figura 18. ADNc de T. cruzi con dianas para BamHI y KpnI en gel de agarosa al 1% con bromuro de 

etidio (0,5µg/mL). (M: Marcador de 1Kb DNA Ladder Bioneer (500µL/130ng/µL), 1-6: Productos de 

RT-PCR (ARN extraído con Viral Nucleic Acid Extraction Kit 1 (FavorPrep™) Modificado, 7: 

Control negativo). 

 

     Por tratarse de una estrategia en ciego, se purificaron los productos obtenidos de la RT-

PCR, se digirieron y se ligaron con el vector pQE30 previamente digerido, desfosforilado y 

purificado, y con la mezcla de ligación se transformaron células competentes XL1Blue-

MRF`, obteniéndose 2 colonias (Tabla 10).  
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Tabla 10. Número de colonias que crecieron en agar LB/ampicilina, después de la 

transformación de las células de E. coli con la mezcla de ligación pQE30- hsp85 

(Subclonación en “ciego”). 

Células Plásmido Nº de colonias 

XL1B-MRF` pQE30-hsp85-1 1 

XL1B-MRF` pQE30-hsp85-2 1 

Total de colonias 2 

 

     Estas colonias no fueron verificadas por PCR y se les realizó extracción de ADN 

plasmídico (Resultado no mostrado) y se transformaron células competentes de expresión E. 

coli M15 con estos ADN plasmídicos (“pQE30-hsp85”) obteniendo un total de 160 colonias 

(Tabla 11). 

 

Tabla 11. Número de colonias que crecieron en agar LB/ampicilina, después de la 

transformación de las células de E. coli con el ADN plásmidico purificado pQE30-hsp85. 

Células Plásmido Nº de colonias 

M15 pQE30-TcHSP85-1 80 

M15 pQE30-TcHSP85-2 80 

Total de colonias 160 

 

4.7 Expresión del gen codificante de Hsp85 de T. cruzi en células E. coli 

     Para la expresión del gen se indujeron las células transformadas M15 con IPTG, se 

tomaron alícuotas de control de células no inducidas y posteriores a 1, 2 y 3 horas de 

inducción, y se analizaron en gel de acrilamida teñido con Coomassie – Plata.  El tamaño 

esperado de la proteína recombinante según la secuencia aminoacídica deducida es de 80,7 

kDa + 1 kDa de la cola de histidinas, por lo que se esperaría un peso molecular de casi 83 

kDa. En la figura 21 se  evidencia en la muestra dos la expresión discreta de una proteína de 

aproximadamente 83 kDa, a la segunda y un poco mayor a la tercera hora. Adicionalmente, 

se observan bandas que no están en el control sin inducir y que aparecen a la segunda y 

tercera hora post-inducción, quizás se trate de formas truncadas de la proteína, que la bacteria 

tienda a eliminar. 
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Figura 19. Inducción de la expresión del gen codificante de la proteína recombinante Hsp85 de T. 

cruzi en gel de policrilamida (SDS-PAGE 10%). El gel fue teñido con Coomassie – Plata.  (1-4: 

Muestra 1 Sin inducción, 1h de inducción, 2h de inducción, 3h de inducción, respectivamente M: 

Marcador Broad Range Protein Molecular Weight Markers (Promega), 5-8: Muestra 2 Sin inducción, 

1h de inducción, 2h de inducción, 3h de inducción, respectivamente.  

 

4.8  Purificación e identificación de la proteína recombinante Hsp85 

     La proteína recombinante fue purificada por cromatografía de afinidad, a partir de los 

cultivos inducidos a las 3 horas con IPTG. Se analizó mediante gel de poliacrilamida, cada 

una de las fracciones obtenidas por cromatografía así como el sedimento, y el sobrenadante 

antes y después de pasar por la columna de niquel Ni-NTA. Como se observa en la figura 22 

la proteína esperada se evidencia de forma discreta en las muestras previas (sedimento,  

sobrenadante antes y después de pasar por la columna y lavado). En las fracciones de elución 

no se observa de forma nítida, sin embargo, aparece numerosas bandas que pudiese ser 

formas truncadas de la molécula o proteínas de la bacteria  arrastradas en la elución.  



55 
 

  

Figura 20. Purificación de la proteína recombinante Hsp85 de T. cruzi en gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE 10%). El gel fue teñido con Coomassie – Plata.  (1: Sedimento, 2: Sobrenadante antes de pasar 

por la columna, 3: Sobrenadante después de pasar por columna, 4: Lavado, M: Marcador Broad 

Range Protein Molecular Weight Markers (Promega), 5: Fracción 1, 6: Fracción 2, 7: Fracción 3, 8: 

Fracción 4, 9: Lavado 1, 10: Lavado 2.  

 

    De todos modos, aunque no notable, se confía en que haya aunque poca, algo de la 

proteína, por lo que se decide hacer Wester blot para lo cual se hizo la determinación de la 

concentración proteica de las fracciones de elución, como se muestra en la tabla 12. 

 

Tabla 12. Determinación de la concentración proteica de las fracciones de elución obtenidas 

de la purificación de HSP85 mediante cromatografía de afinidad. 

Muestra Dilución Lectura Concentración (µg/µL) 

Blanco - 0,626 - 

Patrón 50 µg/mL - 0,047 - 

Patrón 100 µg/mL  0,107 - 

Patrón 125 µg/mL - 0,129 - 

Patrón 200 µg/mL - 0,165 - 

Fracción 1 Muestra 1 1:2 0,083 0,17 

Fracción 1 Muestra 2 1:2 0,071 0,148 

Fracción 1 Muestra 3 1:2 0,078 0,162 

Fracción 1 Muestra 4 1:2 0,065 0,135 
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     Para la identificación de la proteína recombinante se hizo electroforesis (SDS-PAGE 10%) 

de las fracciones obtenidas de la purificación de la proteína recombinante Hsp85 de T. cruzi 

teñido con Plata (Figura 21)  y posteriormente se realizó electrotransferencia a membrana de 

nitrocelulosa de las fracciones obtenidas en la purificación por cromatografía de afinidad. 

 

 

Figura 21. Electroforesis (SDS-PAGE 10%) de las fracciones obtenidas de la purificación de la 

proteína recombinante HSP85 de T. cruzi teñido con Plata.  (M: Marcador Broad Range Protein 

Molecular Weight Markers (Promega), 1-4: Fracciones de elución.  

 

 

     La membrana de nitrocelulosa fue incubada con suero hiperinmune de conejo anti-

Epiastigotes de T. cruzi, posterior al revelado con luminol se evidencia una reacción 

específica con la proteína recombinante (Figura 22)  
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Figura 22.  Inmunodetección de la proteína recombinante Hsp85 de T. cruzi en las fracciones 

obtenidas de la purificación. Revelado con luminol, tiempo de exposición 3min (M: Marcador Broad 

Range Protein Molecular Weight Markers (Promega), 1-4: Fracciones.  
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CAPITULO V 

 

5.1. DISCUSION 

     La clonación de genes y su expresión como proteínas recombinantes permite el estudio 

tanto de dichos genes como de las proteínas que codifican y su utilización como herramientas 

en ensayos que permitan dilucidar los mecanismos celulares en los cuales estén involucrados. 

En el presente trabajo se logró clonar y expresar por primera vez el gen codificante de la 

proteína de choque térmico Hsp85 de T. cruzi. Hasta la fecha, sólo se había reportado en 

tripanosomatídeos la clonación y expresión del gen codificante de Hsp83 en Trypanosoma 

brucei (Mottram y col., 1989), Hsp83 de Leishmania mexicana amazonensis (Shapira y 

Pinelli, 1989), Hsp83 de Leishmania infantum (Angel y col., 1996) y Hsp83 de Leishmania 

braziliensis (Silva y col., 2013; Menezes-Souza y col., 2014).  

     En vista de que se ha reportado que la HSP85 es una proteína altamente expresada por T. 

cruzi, aún en condiciones basales (Dragon y col., 1987), y dada su importancia en los 

mecanismos del metabolismo celular del parásito y la necesidad de ampliar los estudios en 

esta área se decidió abordar la estrategia de clonación utilizando como muestra de partida el 

ARNm y la amplificación de la región codificante mediante la técnica de RT-PCR. Se 

diseñaron los cebadores con base en la secuencia de Hsp85 de T. cruzi cepa CL Brener de 

2115 pb (Trypanosoma cruzi strain CL Brener heat shock protein 85) obtenida del GenBank 

(N° acceso XM_809799) cepa empleada en el proyecto genoma de T. cruzi (El-Sayed y cols., 

2005) ya que como se mencionó anteriormente, no hay reportes ni en la bibliografía, ni en el 

GenBank, de que esta molécula haya sido clonada en T. cruzi. Gracias a la información del 

proyecto Genoma de T. cruzi se pudo disponer de esta secuencia para poder diseñar la 

estrategia de clonación. En primer lugar, se procedió a optimizar la técnica de purificación 

del ARN a partir de masas de epimastigotas mediante el empleo de dos estuches comerciales: 

el TRI® Reagent Sigma y el Viral Nucleic Acid Extraction Kit 1 (FavorPrep™). Los 

resultados indicaron que el estuche comercial FavorPrepTM permitió la obtención de ARN 

con mayor grado de pureza, así como el análisis electroforético del mismo mostró dos bandas 

con mayor cantidad y menor grado de degradación con respecto al estuche comercial Sigma 

(Figura 8). Esto puede ser debido a que en el protocolo del estuche comercial FavorPrepTM la 

muestra fue previamente tratada con Proteinasa K y con inhibidores de RNAasa, 

contribuyendo a una menor contaminación con proteínas y menor degradación del ARN 
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obtenido. Con el ARN extraído por duplicado con ambos procedimientos, se procedió a 

realizar la amplificación de la región codificante de la proteína Hsp85 de T. cruzi según lo 

descrito en la metodología. En todos los casos se obtuvo la amplificación de una banda con 

un tamaño aproximado de 2150 pb (2115, el tamaño exacto esperado, según la secuencia del 

GenBank). Sin embargo, con el ARN extraído a partir del estuche comercial Sigma, se 

observó la amplificación de una banda de aproximadamente 700 pb (Figura 9, canales 1, 2, 6 

y 9). Esto podría corresponder a una isoforma truncada de la Hsp85 en T. cruzi, que podría 

haberse amplificado a partir de ARNm parcialmente degradado. En este sentido, para que 

haya ocurrido la amplificación de estas bandas podría indicar la existencia de secuencias 

repetidas dentro del marco de lectura que permitieran la hibridación de los oligonucleótidos 

empleados en el proceso de amplificación del ADNc. O podría deberse a secuencias de otras 

HSP de bajo peso molecular cuya secuencia fuese similar, por lo menos la correspondiente a 

los cebadores, para permitir su unión (Pérez-Morales y cols., 2009). En este sentido, sería 

interesante realizar la secuenciación de esta banda para verificar estas hipótesis. 

     El siguiente paso fue la clonación del ADNc de Hsp85 en el vector de mantenimiento 

pGEM®T Easy. En este caso se utilizó el ADNc sintetizado a partir de ARN obtenido por 

ambos estuches comerciales (Sigma y FavorPrepTM) y una vez transformadas las células 

XL1B MRF` con el vector, se procedió a verificar mediante PCR las colonias recombinantes 

obtenidas. La verificación mediante PCR utilizando los cebadores para la región codificante 

de la Hsp85 permitió la amplificación de una banda de aproximadamente 2150 pb en 8 de 19 

colonias analizadas, independientemente del método de extracción, por lo que no hubo 

ningún problema en la clonación del ADNc. 

     Para la expresión del ADNc se procedió a su subclonación en diferentes vectores de 

expresión (pRSET A, B, C, pCITE 4a, 4b, 4c, pTrcHis 2A, 2B, 2C y pGEX4 T1, T2, T3), ya 

que al ser una molécula grande, mayor de 2000 pb, puede presentarse dificultades en algunos 

sistemas de expresión (Maizels y cols., 1991). En este caso se procedió a la extracción del 

ADN plasmídico de colonias recombinantes obtenidas y a partir de allí hacer la subclonación 

según la metodología descrita. Sin embargo, aunque en la subclonación reciente se pudo 

verificar la presencia del inserto, al tratar de expresar se pudo observar que en algunos casos 

desaparecía la secuencia hsp85 o el plásmido completo. Esto hace pensar que la construcción 

Hsp85-plásmido pudiese ser inestable en estos plásmidos complejos y las bacterias pudieron 

degradar el plásmido (con la pérdida de la secuencia hsp85) o incluso eliminarlo (Maizels y 

cols., 1991).  
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     En vista de que el proceso de subclonación en los vectores de expresión se produjo varios 

meses después de la inserción del ADNc en el vector de mantenimiento (pGEM®-T Easy-

hsp85), se evaluó la presencia y amplificación del mismo, obteniéndose resultados 

satisfactorios.  

     Debido a lo antes expuesto, considerando la complejidad de los vectores de expresión 

modernos utilizados (pRSET, pCITE, pTrcHis2 y pGEX4T), que poseen muchas secuencias 

adicionales para diversidad de usos, se decidió realizar el proceso de subclonación en el 

vector pQE30, el cual es un vector más sencillo y fue utilizado para la clonación y expresión 

de la hsp83 de Leishmania infantum (Angel y col., 1996). No obstante, sucedió lo mismo, en 

principio se lograba la subclonación y luego se perdía.  Lo cual refuerza la hipótesis de que el 

plásmido recombinante es expulsado de la bacteria, quizás debido a que la secuencia de 

hsp85 al ser evolutivamente conservada pudiese interferir con el metabolismo de la célula y 

ésta tienda a eliminarla (Huynh y col. 1985).  

     En vista de que se ha reportado una alta similitud entre las secuencias de hsp85 de T. cruzi 

con hsp83 de T. brucei y hsp83 de L. m. amazonensis, siendo de un 95 y 85%, 

respectivamente (Rondinelli, 1994), y se ha reportado la expresión de Hsp83 de L. infantum 

en células transformadas con pQE30 (Angel y col., 1996), y pensando que el problema pueda 

ser el tiempo de permanencia en la célula, se decidió la clonación directa en este último 

vector, sin esperar a los procesos de verificación de la presencia del inserto, es decir, una 

estrategia “en ciego”. De esta forma se reduciría el tiempo de permanencia en la bacteria, con 

lo cual se podría evitar su expulsión antes de la respectiva expresión. En este caso sí fue 

factible obtener resultados positivos, con la aparición de una proteína de aproximadamente 82 

kDa en las fracciones eluídas mediante cromatografía de los sobrenadantes de los lisados de 

células competentes trasformadas E. coli M15 (Figura 20).  

     La revisión de los artículos publicados con respecto a la clonación de genes codificantes 

de proteínas de choque térmico Hsp90 en diferentes modelos parasitarios, bien sea a partir de 

ADN genómico o a partir de ARNm indican que fue posible la expresión de proteínas de la 

familia Hsp90 de Tripanosomatídeos mediante subclonación en vectores de expresión, tales 

como la Hsp83 de L. braziliensis con el vector pET28a-TEV (Menezes-Souza y col., 2014), 

Hsp90 de T. evansi con el vector pRSETA (Pallavi y col., 2010), Hsp83 de Leishmania 

braziliensis a partir de pET28a (Silva y col., 2013) y Hsp83 en Leishmania infantum con 

pQE30 (Angel y col., 1996). De los vectores de expresión utilizados en estos trabajos, solo 
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pRSETA es moderno y más complejo y fue utilizado en el presente trabajo, pero sin obtener 

resultados satisfactorios, quizás debido a que los lapsos de tiempo entre la subclonación en 

los vectores de expresión y la expresión fueron de varias semanas, es posible que durante ese 

tiempo las bacterias hayan expulsado el plásmido recombinante debido a su inestabilidad. Tal 

vez empleando la estrategia de subclonación directa “en ciego” se hubiese obtenido buenos 

resultados en estos vectores. O bien, que se trate de una característica particular de la Hsp85 

de T. cruzi, ya que resulta extraño que una molécula tan importante, de un parásito que causa 

un problema de salud pública tan grave, no haya sido clonada, quizás se deba a lo difícil de su 

expresión en los sistemas procariotas. En este sentido, llama la atención que en la revisión del 

procedimiento de clonación y expresión de la Hsp90 de Plasmodium falciparum, se verificó 

que clonaron directamente en el vector de expresión pET-23a y que obtuvieron la proteína 

recombinante mediante la utilización de células competentes E. coli BL21 (Kumar y col., 

2003). Aún cuando los autores no mencionan nada al respecto, es posible que hayan 

experimentado circunstancias similares a las presentadas en este trabajo.  

     En cuanto a la expresión de la proteína recombinante se pudo observar que ésta es baja y 

que además se observan algunas bandas de menor tamaño, que pudiesen ser formas truncadas 

de la misma, posiblemente debido a que la bacteria trate de degradar a la proteína 

recombinante la cual quizás por similitud de secuencia pueda interferir con su metabolismo 

(Huynh y col. 1985). Esta podría ser la razón de que se observe tan poca cantidad de la 

proteína recombinante. 

     El tamaño esperado de la proteína recombinante según la secuencia aminoacídica 

deducida es de 80,7 kDa + 1 kDa de la cola de histidinas, por lo que se esperaría un peso 

molecular de casi 82 kDa, lo cual fue observado en los resultados. Es importante resaltar que 

Hsp85 fue llamada así ya que la proteína nativa tiene 85 kDa. La pequeña diferencia de 

tamaño de aproximadamente 3 kDa puede deberse a que la proteína nativa esté glicosilada, ya 

que el análisis de predicción de posibles modificaciones postraduccionales de la secuencia 

mediante Motif Scan de ISB-ISREC (Pagni y col., 2001), evidenció 3 sitios potenciales de N-

glicosilación. Se puede pensar que uno de esos sitios sea funcional, ya que se estima que una 

N–glicosilación aporta 3 kDa adicionales al peso molecular de la proteína (Obregon-Henao, y 

col., 2001).  

     Como era de esperarse en la purificación de la proteína también se presentaron problemas 

debido a que se trata de una molécula grande de aproximadamente 82 kDa y que por su 
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mismo peso sea difícil de fijarse a la resina de la columna solo por una cola de 6 histidinas, 

quizás sea conveniente utilizar otro protocolo de purificación o subclonar el ADNc en un 

vector que permita la unión de una molécula de fusión de mayor tamaño que le sirva de 

soporte y luego está pueda ser eliminada, por ejemplo GST o MBP (Ferrer, 2003). 

     En vista de que no fue posible la secuenciación de la región amplificada y expresada por 

las células competentes, era necesario confirmar que la banda de aproximadamente 82 kDa 

cuya expresión se incrementaba con el tiempo de inducción correspondía a la proteína Hsp85 

del parásito. Para ello disponíamos de un suero hiperinmune preparado en conejo contra 

epimastigotas de T. cruzi del mismo aislado utilizado en el presente trabajo. Este suero ha 

sido utilizado en varios protocolos experimentales, con reconocimiento de antígenos con 

pesos moleculares aproximados de 85, 80, 65, 62, 52, 38, 35, 34, 30 y 27 kDa en 

epimastigotas de la cepa EP (Contreras y col., 1998; Graterol y col, 2013). 

     El análisis mediante inmunobloting de las fracciones obtenidas mediante cromatografía en 

columna de níquel Ni-NTA mediante la utilización del suero hiperinmune anti-epimastigota 

permitió la identificación de una sola banda con un peso molecular aproximado de 82 kDa, 

indicando en este caso una reacción con la proteína recombinante obtenida durante el 

presente trabajo. 

     Debido a la baja concentración de la proteína recombinante utilizada en la técnica de 

inmunobloting, se decidió utilizar un sistema de revelado altamente sensible como la 

luminografía, en particular con el sistema Super Signal® West pico, el cual permite detectar 

complejos inmunes en el orden de los picogramos. Esto explica la fuerte señal de la banda 

obtenida en la película de rayos X utilizada como registro de la reacción. 

     Previamente en el Laboratorio de Protozoología del Instituto de Biología Molecular de 

Parásitos de la Universidad de Carabobo se inmunizaron gallinas con péptidos sintéticos de 

las regiones cuyas secuencias presentaron 100% de identidad entre las proteínas HSP 85 

expresadas por T. cruzi, Hsp83 por L. infantum y Hsp 83 L. amazonensis, representadas por 

Cr1 (aminoácidos 355 al 373) y Cr2 (aminoácidos 685 al 704). Mediante inmunobloting los 

anticuerpos Cr1 y Cr2 reconocieron una proteína de peso molecular aproximado de 85 kDa 

en epimastigotas de T. cruzi, registrándose señales más intensas con IgY anti-Cr2 (Navarro y 

col., 2005). En efecto, se ha reportado que las proteínas de choque térmico son altamente 

inmunogénicas y que estimulan una fuerte respuesta inmune (Kaufman, 1990; Schlesinger, 

1990; Young, 1990; Skeiky y col., 1995). Llama la atención que varios genes que codifican 
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proteínas HSP hayan sido aislados por inmuno-selección (immunoscreening) de librerías de 

expresión de T. cruzi usando suero de pacientes chagásicos (Dragon y col., 1987; Kirchhoff y 

col., 1988; Engman y col., 1989). Previo a la realización del inmunobloting empleando las 

fracciones purificadas eluídas de la columna de purificación con el suero hiperinmune Anti-

Epimastigota, se emplearon los anticuerpos preparados IgYanti-Cr1 y IgY-anti-Cr2, no 

obteniendo se en este caso señal luminográfica (resultados no mostrados). Esto pudiera 

deberse a que los resultados previos del Laboratorio se realizaron empleando altas 

concentraciones de proteínas totales del parásito (20 µg/canal), mientras que en el presente 

trabajo, dada la baja concentración de proteína recombinante obtenida, sólo se pudo utilizar 

una concentración de aproximadamente 2 µg/canal. 

     Las proteínas de choque térmico han mostrado ser inmunogénicas en muchos modelos 

parasitarios (Polla, 1991) y la mayoría son antígenos importantes reconocidos por los sueros 

de pacientes. Además se ha reportado, que la respuesta inmune está dirigida a las zonas 

menos conservadas de la proteína, asegurando la especificidad de la respuesta (Skeiky y col., 

1995; Angel y col., 1996; Quijada y col., 1996). Por ejemplo anticuerpos específicos anti 

HSP90 se han descrito en esquistosomiasis (Johnson y col., 1989), leishmaniasis (de Andrade 

y col., 1992) y malaria (Zhang y col, 2001), también se ha reportado como antígeno 

inmunodominante HSP70 en pacientes con hidatidosis (Colebrook y col., 1997), 

esquistosomiasis (Moser y col., 1990), oncocercosis (Rothstein y col., 1989), leishmaniasis 

(de Andrade y col., 1992; Wallace y col., 1992; Skeiky y col., 1995; Quijada y col., 1996, 

1998; Zurita y col., 2003), enfermedad de Chagas (Engman y col., 1990; Requena y col., 

1993; Krautz y col., 1998) y malaria (Kumar y col., 1990) y HSP60 en el caso de 

leishmaniasis (Rey-Ladino y col., 1997). En cuanto a las HSP de bajo peso molecular se ha 

estudiado y confirmado su valor diagnóstico en esquistosomiasis (Nene y col., 1986). 

     Es importante destacar que no se observó reactividad del suero hiperinmune anti-

epimastigota de T. cruzi con ninguna otra banda, de ningún tamaño, solo la de 82 kDa, lo que 

indicaría que las posibles moléculas truncadas carecen de los epítopos reconocidos por estos 

anticuerpos o se trata de proteínas bacterianas que podría estarse induciendo por la presencia 

de esta “molécula extraña” para la célula. Sería interesante usar la proteína completa para 

inmunizar conejos y obtener sueros hiperinmunes que permitan hacer ensayos de mapeo de 

epítopos.  
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     Esta proteína recombinante Hsp85 de T. cruzi, aún a bajas concentraciones, podrá ser 

empleada para la elaboración de un anticuerpo policlonal monoespecífico, el cual constituye 

una herramienta muy valiosa para estudiar la participación de esta proteína de estrés en los 

procesos de diferenciación del parásito, tales como epimastigogénesis, metaciclogénesis, 

amastigogénesis y tripomastigogénesis.  

 

 

5.2. CONCLUSIONES 

1.- Se obtuvo ARN de epimastigotes de T. cruzi en cantidad y calidad adecuada, que permitió 

la transcripción reversa de hsp85. 

2.- Mediante RT-PCR se evidenció una banda de 2115 pb correspondiente al ADNc 

codificante de hsp85 de T. cruzi. 

3. Se clonó el ADNc hsp85 de T. cruzi en el vector de mantenimiento pGEM®T Easy y el 

mismo se mantuvo estable.  

4.- Los sistemas de expresión pRSET, pCITE, pTrcHis2 y pGEX4T no permitieron la 

subclonación del ADNc hsp85 de T. cruzi. 

5.- En el vector de expresión pQE30 se logró la subclonación y expresión de hsp85 de T. 

cruzi, pero sólo en la estrategia “en ciego”, siendo un proceso mas rápido, que podría evitar la 

expulsión del plásmido por parte de la bacteria. 

6.- Se expresó el ADNc codificante de Hsp85 en células de E. coli por inducción con IPTG, 

evidenciando una banda de apropiadamente 82 kDa mediante electroforesis en gel de 

poliacrilamida.  

7.- El rendimiento de la purificación Hsp85 de T. cruzi, fue muy bajo y se evidenciaron otras 

proteínas que pudiese ser moléculas truncadas o proteínas bacterianas arrastradas en la 

purificación.  

8.- Se evaluó el reconocimiento antigénico de la proteína recombinante Hsp85 de T. cruzi, 

mediante Western blot empleando suero policlonal específico Anti-Epimastigotas de T. cruzi 

y el sistema luminol, y sólo se evidenció una banda del peso molecular esperado y no se 

observó reacción de ninguna otra proteína. 
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