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Caracterización funcional de TcCAL1, una nueva proteína con dominios de unión a 

calcio identificada en Trypanosoma cruzi 

Resumen 

En T. cruzi, el ion calcio (Ca2+) juega un papel fundamental en los procesos de 

metaciclogénesis y en la invasión a la célula hospedadora. TcCAL1 es una proteína de 

103 aminoácidos, sin función conocida y exclusiva de kinetoplástidos cuya secuencia 

contiene dos motivos de unión a Ca2+ del tipo EF-hand. Nos planteamos como hipótesis 

que TcCAL1 podría actuar como un sensor de los niveles de Ca2+ intracelular T. cruzi, 

modulando la función de las proteínas con las cuales se asocia. Para probar la hipótesis, 

se caracterizó funcionalmente a TcCAL1 y se determinó su importancia en el ciclo de 

vida de T. cruzi. Mediante análisis por RMN, dicroísmo circular y ensayos de 

fluorescencia utilizando el indicador de calcio Quin-2, se estudió la capacidad de unión 

a Ca2+ de la proteína TcCAL1 recombinante (TcCAL1x6His). Mediante microscopia de 

inmunofluorescencia, se determinó que TcCAL1 se localiza en todo el cuerpo celular de 

amastigotes, tripomastigotes metacíclicos y epimastigotes. Se obtuvieron cultivos que 

sobreexpresan TcCAL1x6His y se estudió el fenotipo en varios procesos del ciclo de vida 

del parásito. Se demostró que la sobreexpresión de TcCAL1x6His inhibe la 

metaciclogénesis y provoca un aumento significativo tanto en los índices de adhesión 

como en los índices de infección de tripomastigotes metacíclicos a células Vero. 

Asimismo, se encontró que los niveles expresión de TcCAL1 endógena son 

significativamente mayores en tripomastigotes respecto a amastigotes axénicos o 

epimastigotes. No se observaron diferencias en la fase exponencial de proliferación de 

epimastigotes o en la amastigogénesis in vitro cuando se compararon los parásitos que 

sobreexpresan TcCAL1x6His con los controles.  Se obtuvieron parásitos que presentan 

una disminución de la expresión de TcCAL1 (hemi-knockout) mediante el sistema 

CRISPR/CAS9, que no mostraron diferencias significativas en la proliferación se 

compararon con los controles. También, se determinaron los niveles intracelulares de 

Ca2+ intracelular en los parásitos que sobreexpresan TcCAL1x6His cuando se 

compararon con los cultivos control. Finalmente, se identificaron dos proteínas que 

interaccionan con TcCAL1, anotadas en el genoma de T. cruzi como proteínas sin 

caracterizar. La función de estas proteínas y la relación con TcCAL1 en su rol como 

posible factor de virulencia son aspectos interesantes que se derivan de este trabajo y 

que promueven nuevas investigaciones.  

Palabras clave: Enfermedad de Chagas, Trypanosoma cruzi, invasión, calcio intracelular, 

metaciclogénesis. 
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Functional characterization of TcCAL1, a novel protein with calcium binding 

domains identified in Trypanosoma cruzi 

Abstract 

In T. cruzi, the calcium ion (Ca2+) plays a fundamental role in the processes of 

metacyclogenesis and host cell invasion. TcCAL1 is a 103-amino acid protein, with 

unknown function, exclusive to kinetoplastids, and has two EF-hand-type Ca2+ binding 

motifs in its sequence. We hypothesized that TcCAL1 might function as an intracellular 

Ca2+ sensor in T. cruzi, thereby modulating the activity of the proteins with which it 

interacts. To test this hypothesis, we functionally characterized TcCAL1 and determined 

its importance in the life cycle of T. cruzi. Using NMR analysis, circular dichroism, and 

fluorescence assays with the calcium indicator Quin-2, we studied the Ca2+ binding 

capacity of recombinant TcCAL1 protein (TcCAL1x6His). We found that TcCAL1 is 

located throughout the cellular body of amastigotes, metacyclic trypomastigotes, and 

epimastigotes by immunofluorescence microscopy. We obtained transgenic cultures 

overexpressing TcCAL1x6His and studied their phenotype in various stages of the 

parasite's life cycle. Results showed that the overexpression of TcCAL1x6His inhibits 

metacyclogenesis and significantly increases both adhesion rates and infection rates of 

metacyclic trypomastigotes to Vero cells. Additionally, we found that endogenous TcCAL1 

expression levels are significantly higher in trypomastigotes compared to axenic 

amastigotes or epimastigotes. No differences were observed in the proliferation of 

epimastigotes or in vitro amastigogenesis parasites overexpressing TcCAL1x6His 

compared with wild type counterparts. We generated parasites with reduced TcCAL1 

expression (hemi-knockout) using the CRISPR/CAS9 system. These parasites showed 

no significant differences in proliferation or metacyclogenesis compared to controls. 

Intracellular calcium levels were also determined in parasites overexpressing 

TcCAL1x6His and compared to control cultures. Finally, two proteins that interact with 

TcCAL1 were identified through yeast two-hybrid assays, both annotated as 

uncharacterized proteins in the T. cruzi genome. The function of these proteins and their 

relationship with TcCAL1 in its potential role as a virulence factor are intriguing aspects 

that arise from this work and promote further research. 

Keywords: Chagas disease, Trypanosoma cruzi, host-cell invasion, intracellular calcium, 

metacyclogenesis. 
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1.1 La Enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis americana  

La enfermedad de Chagas, producida por el protozoo parásito Trypanosoma 

cruzi, fue descrita por el médico Brasilero Carlos Justiniano Ribeiro Chagas. En el año 

1907, Chagas emprendió una campaña contra la malaria en el estado brasileño de Minas 

Gerais en donde observó organismos flagelados provenientes de muestras de intestinos 

de vinchucas colectados en la zona. A partir de muestras de los triatominos, realizó 

inoculaciones en animales para reproducir, aislar e identificar el parásito al cual llamó 

Trypanosoma cruzi en honor a su mentor Oswaldo Cruz. Años después, Chagas 

estableció el primer caso humano de la enfermedad al detectar un tripanosoma similar 

en la sangre de Berenice, una niña de dos años de edad quien presentaba fiebre, 

hepatomegalia y esplenomegalia (De Fuentes-Vicente et al., 2023; Pérez-Molina and 

Molina, 2018). Las observaciones de Carlos Chagas lo llevaron a realizar el 

“descubrimiento triple reverso”; primero identificando el vector, luego el parásito y 

finalmente la enfermedad en humanos. La Enfermedad de Chagas fue presentada a la 

comunidad científica mediante su publicación en el año 1909 (Chagas, 1909; Chao et al., 

2020). Luego, Salvador Mazza confirmó la existencia de T. cruzi y la misma enfermedad 

en la provincia de Jujuy en Argentina, en donde el vector triatomino tenía distribución en 

zonas rurales (Mazza, 1949).  Una de las mayores contribuciones de Mazza y su equipo, 

desde el punto de vista de diagnóstico clínico, fue la descripción del síndrome conjuntival 

o también llamado signo de Romaña, como un síntoma agudo de la enfermedad de 

Chagas (Romaña 1935). 

La enfermedad de Chagas es endémica en 21 países de Latinoamérica y se 

extiende desde el sur de Estados Unidos hasta el norte de Argentina y Chile. En las 

últimas décadas, esta enfermedad ha comenzado a ser un problema de salud pública en 

áreas no endémicas como Canadá, Europa, Japón y Australia debido a la grandes 

migraciones latinoamericanas actuales (Lidani et al., 2019). La Organización Mundial de 

la Salud (OMS) estima que entre 6-7 millones de personas están infectadas con el 

parásito y hay cerca de 100 millones de personas en riesgo de contraer la enfermedad 

(Lidani et al., 2019). La principal vía de transmisión del parásito en zonas endémicas es 

vectorial, sin embargo, la infección también puede ocurrir por vía congénita desde la 

madre infectada a su hijo recién nacido, por ingestión de alimentos contaminados con 

las formas infectivas del parásito, trasplante de órganos, transfusiones de sangre 

infectada con el parásito y en menor medida, por accidentes de laboratorio (Abras et al., 

2022; Sosa-Estani and Segura, 2015).  
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1.2 Manifestaciones clínicas y tratamiento de la Enfermedad de Chagas 

El curso de la Enfermedad de Chagas provoca en el humano diferentes 

manifestaciones clínicas de acuerdo a la fase de la infección. La fase aguda se 

caracteriza por la presencia de formas tripomastigotes del parásito en sangre periférica, 

los cuales pueden ser fácilmente observados por microscopia óptica en muestras 

frescas. Durante esta fase, sólo el 5% manifiestan síntomas entre 8 y 10 días después de 

la infección por contacto con heces infectadas durante la picadura del triatomino, o de 

20 a 40 días después de la transfusión con sangre infectada. Los síntomas suelen ser 

inespecíficos y los pacientes pueden presentar fiebre prolongada, vómitos, inflamación 

de los nódulos linfáticos, edema subcutáneo localizado o generalizado, hepatomegalia y 

esplenomegalia. Si la inoculación del parásito es cercana a la mucosa ocular, se 

desarrolla una lesión característica con un edema periorbital unilateral y conjuntivitis o 

también llamado “signo de Romaña” (Rassi et al., 2012, 2010; Tanowitz et al., 1992; 

Teixeira et al., 2006). En la fase indeterminada, hay baja parasitemia y los signos y 

síntomas desaparecen a pocos meses luego de la infección. Esta fase puede durar desde 

meses hasta toda la vida (Machado et al., 2012; Pérez-Molina and Molina, 2018; Rassi et 

al., 2010). Luego, durante la fase crónica de la infección con T. cruzi, los pacientes 

pueden no presentar síntoma alguno, y permanecer así por el resto de su vida o 

desarrollar alteraciones cardíacas, digestivas o ambas, siendo la cardiomiopatía la 

manifestación clínica más frecuente y severa (Hemmige et al., 2012; Rassi et al., 2012).  

Desde 1970, sólo dos drogas anti-tripanosoma se encuentran disponibles 

nifurtimox y benznidazol, que son componentes nitro-heterocíclicos cuyo efecto 

citotóxico y genotóxico se da por liberación de radicales electrófilos; nitro-aniones, 

radicales hidroxilos (OH-), radicales superóxidos (O2
2-) y peróxido de hidrógeno (H2O2) 

(Lidani et al., 2019; Urbina, 2002). Sin embargo, ambas drogas requieren administración 

prolongada, pueden causar serios efectos secundarios y su eficacia en la fase crónica 

es insatisfactoria (Docampo, 1990; Urbina, 2002).  Las fallas en el tratamiento han sido 

relacionadas a cepas resistentes naturales a benzimidazoles (Murta et al., 1998; Murta 

and Romanha, 1998). Estas diferencias en la susceptibilidad/resistencia a las drogas, 

parece estar asociada a la variabilidad genética de las diferentes cepas o unidades 

discretas de tipificación (UDTs) de T. cruzi (Martínez et al., 2013; Vela et al., 2021). Todas 

estas limitaciones mantienen la búsqueda de un tratamiento quimioterapéutico eficaz en 

todas las fases de la enfermedad y con el mínimo de efectos adversos en el humano. 
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1.3 Clasificación y diversidad genética de T. cruzi 

Trypanosoma cruzi es un protozoo que pertenece al filo Sarcomastigophora, 

subfilo Mastigophora, orden Kinetoplastida y familia Trypanosomatidae. En esta última se 

agrupan parásitos flagelados del género Leishmania y Trypanosoma, causantes de 

grandes problemas de salud en el humano. El subgénero Schizotrypanum ha sido 

adaptado a tripanosomas que desarrollan sus estados intracelulares en vertebrados 

(Rassi et al., 2012; Teixeira et al., 2012). 

La gran heterogeneidad biológica, bioquímica y molecular de T. cruzi llevó a una 

la clasificación de las poblaciones del parásito. En el año 2009, un consenso internacional 

clasificó la cepas de T. cruzi en seis linajes o unidades discretas de tipificación (UDTs): 

de TcI a TcVI y luego se añadió un séptimo linaje, llamado Tcbat (Zingales et al., 2009). 

Este factor, asociado con la cepa del parásito, se ha relacionado con la distribución 

geográfica en escenarios epidemiológicos y manifestaciones clínicas que aún son poco 

entendidas. Como se mencionó, cada vez más estudios evidencian que la variada 

composición genética del parásito es responsable de distintas respuestas al tratamiento, 

así como también al diagnóstico de la enfermedad de Chagas (De Sousa et al., 2024; 

Velásquez-Ortiz et al., 2022). 

1.4 Ciclo de vida de T.  cruzi 

T. cruzi, presenta un ciclo de vida complejo, que involucra diferentes estadios de 

desarrollo y dos hospedadores, uno vertebrado y un insecto vector hematófago (Familia 

Reduviidae, subfamilia Triatominae). En la vía vectorial de transmisión, el insecto ingiere 

sangre con la forma tripomastigote circulante (también llamados tripomastigotes 

sanguíneos) tras la picadura del hospedador vertebrado infectado. Los parásitos en el 

tracto digestivo del triatomino se diferencian a la forma replicativa no infectiva 

epimastigote. Éste último, migra al intestino posterior del insecto, en donde se adhiere a 

membranas perimicrovellsitarias para diferenciarse al estadio no replicativo 

tripomastigote metacíclico altamente infectivo para mamíferos. La infección al 

hospedador mamífero ocurre tras la picadura del triatomino, con la liberación de las 

heces que contienen tripomastigotes metacíclicos que entran en contacto con mucosas 

o lesiones en la piel en la zona de la picadura. En el hospedador vertebrado, los 

tripomastigotes metacíclicos son fagocitados por células del sistema inmune o 

macrófagos localizadas en tejidos. Los parásitos, dentro de la vacuola parasitófora de los 

macrófagos se diferencian en amastigotes intracelulares, que seguidamente son 

liberados al citoplasma en donde comienzan su replicación por fisión binaria. Una vez 
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que la célula se encuentra totalmente cargada de amastigotes, éstos se diferencian 

nuevamente en tripomastigotes y provocan el estallido de la célula. Al ser liberados, los 

tripomastigotes derivados de células infectan tejidos adyacentes y se extienden a través 

de las vías del torrente sanguíneo y linfático a células con músculo liso, cardíaco, 

esquelético y células ganglionares en donde se puede iniciar un nuevo ciclo de 

replicación intracelular. El ciclo de transmisión se completa cuando el insecto vector 

ingiere sangre nuevamente con tripomastigotes sanguíneos (Figura 1) (De Souza et al., 

2010; Medina-Rincón et al., 2021; Rassi et al., 2010; Teixeira et al., 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. El ciclo comprende dos estadios en el insecto 

vector, epimastigotes y tripomastigotes metacíclicos y dos en el hospedador mamífero, 

amastigotes intracelulares y tripomastigotes derivados de células. Figura tomada y modificada de 

(Medina-Rincón et al., 2021) 

Las tres especies de vectores más importantes en la transmisión de T. cruzi al 

humano son: Triatoma infestans, Rhodnius prolixus y Triatoma dimidiata.  Históricamente, 

T. infestans ha sido el vector más importante en las áreas endémicas de la región sub-

amazónica. La especie R. prolixus es la más importante en el norte de Sudamérica y 

América Central y T. dimidiata ocupa un área similar a R. prolixus pero se extiende hacia 

el norte en México (Rassi et al., 2010). En Argentina, la distribución geográfica de T. 
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infestans coincide con el principal responsable de transmisión de T. cruzi en el Gran 

Chaco, una ecorregión que comprende secciones secas (occidentales) y húmedas 

(orientales) que se extienden principalmente sobre el norte de Argentina, el sureste de 

Bolivia y el oeste de Paraguay.  

1.5 Características celulares, bioquímicas y genómicas de T. cruzi 

Los organismos del orden Kinetoplastida, se caracterizan por tener ciertas 

peculiaridades celulares, bioquímicas y genómicas. Algunas de estas son las estructuras 

que componen la superficie celular como los microtúbulos subpeliculares, presentes en 

la mayoría de los eucariotas. Sin embargo, en T. cruzi estos microtúbulos presentes en 

la superficie interna de la membrana celular están estrechamente asociados entre sí y 

con la membrana a través de filamentos cortos, formando así un arreglo helicoidal a lo 

largo del eje central del cuerpo celular del parásito (Vidal and Souza, 2017).  

El flagelo es una estructura presente en todos los todos estadios de T. cruzi, su 

tamaño varía desde 1 μm de longitud en los amastigotes y cerca de 20 μm en las formas 

elongadas del parásito. El bolsillo flagelar de los tripanosomátidos constituye una 

invaginación de la membrana plasmática en la región posterior de la célula, de la cual 

emerge el flagelo y representa una región altamente especializada en actividad 

endocítica, exocítica y en la que se localizan una gran cantidad de proteínas y enzimas 

(Souza, 2002). 

Los tripanosomátidos poseen una única mitocondria alargada que alberga una 

compleja red de miles de cadenas de DNA circular concatenadas, conocida como 

kinetoplasto (DNAk). Este DNA del kinetoplasto puede organizarse en forma de 

maxicírculos y minicírculos. Los maxicírculos, con un tamaño de entre 20-40 Kb, con 

pocas copias por red codifican genes mitocondriales clásicos. Por su parte, los 

minicírculos (0.5-10 Kb) tienen miles de copias que codifican para pequeños ARN guías 

con funciones en edición o de modificaciones post-traduccionales. El kinetoplasto en T. 

cruzi se encuentra asociado al cuerpo basal flagelar (Berná et al., 2021; Callejas-

Hernández et al., 2021; Lukeš et al., 2002). 

Otras características distintivas de estos organismos son: la transcripción de los 

genes nucleares en largas moléculas de ARN policistrónicos que luego son procesadas 

a mensajeros maduros por trans-splicing, la ausencia aparente de regiones promotoras 

definidos para la ARN polimerasa II (Chávez et al., 2021a; Díaz-Viraqué et al., 2023) y la 

peculiar compartimentación del metabolismo, en la que las primeras seis o siete enzimas 
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de la ruta glucolítica, β-oxidación y la síntesis de fosfolípidos se encuentran secuestradas 

en una organela similar a los peroxisomas, llamada glicosoma. (Hannaert et al., 2003; 

Michels and Gualdrón‐López, 2022).  

Los tripanosomátidos también poseen acidocalcisomas, que son organelas que 

están conservadas desde las bacterias hasta el homo sapiens. En protozoos como T. 

cruzi estos constituyen reservorios de fosfatos que forman complejos con cationes como 

Na2+, K+, Mg2+, Zn2+, Fe2+ y Ca2+. Además poseen bombas y transportadores que 

participan en la regulación de iones en el interior del parásito (Docampo and Moreno, 

2011). 

El retículo endoplasmático en T. cruzi se encuentra en contacto con la membrana 

plasmática y los microtúbulos subpeliculares. En tripanosomátidos, esta organela tiene 

un rol en la homeostasis de Ca2+ del parásito, a través de una proteína que actúa como 

bomba, la Ca2+-ATPasa del retículo sarco-endoplasmático (SERCA). Esta proteína 

transporta iones Ca2+ con utilización de energía derivada de la hidrólisis de ATP y su 

actividad permite que el retículo endoplasmático almacene grandes concentraciones de 

Ca2+ similares al medio extracelular (~2 mM)(Benaim et al., 2020).   Por otro lado, el 

complejo de Golgi se ubica en la región anterior de la célula cerca del kinetoplasto y el 

bolsillo flagelar; el tamaño de sus cisternas varía dependiendo del estadio de desarrollo 

del parásito siendo más grande en las formas epimastigotes (Souza, 2002).  

Otras estructuras características en T. cruzi, la constituyen el complejo citostoma-

citofaringe y los reservosomas. El complejo citostoma-citofaringe está presente sólo en 

los estadios replicativos del parásito, se trata de una invaginación de la membrana del 

desde la parte anterior del parásito y que penetra profundamente hacia el citoplasma 

acompañado de un complejo de microtúbulos. Esta estructura celular que se observa 

como una apertura en la membrana con forma de embudo, juega un rol importante en 

la nutrición del parásito y en este sitio ocurre la internalización de macromoléculas vía 

vesículas endocíticas, que subsecuentemente son procesadas en los reservosomas 

(Okuda et al., 1999; Vidal et al., 2016). Por otra parte, los reservosomas son organelos 

esféricos que miden alrededor de 0,7 μm de diámetro, están localizados principalmente 

en la región posterior de la célula y su función es acumular todas las macromoléculas 

que han sido ingeridas por el parásito a través de un proceso endocítico. Además, este 

compartimiento contiene grandes cantidades de cruzipaína la principal cisteín proteasa 

de T. cruzi (Sant’Anna et al., 2004). 
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Figura 2. Representación esquemática de un epimastigote con un corte longitudinal. Se muestran 

las organelas internas. Tomado y modificado de (Docampo et al., 2005). 

 

1.6 Procesos regulados por Ca2+ en el ciclo de vida en T. cruzi 

Muchos procesos del ciclo de vida del parásito están regulados por el Ca2+. Entre 

los más relevantes se encuentran la diferenciación y algunos mecanismos de invasión 

del parásito a la célula hospedadora (Yoshida, 2006; Caradonna y Burleigh, 2011; 

Hashimoto et al., 2016). 

Durante la metaciclogénesis, la concentración de Ca2+ intracelular ([Ca2+]i) en el 

parásito aumenta abrupta y temporalmente, independientemente de los niveles 

extracelulares de este ion. Esto sugiere que esta señal es desencadenada por 

reservorios intracelulares (Lammel et al., 1996). Aunque los mecanismos específicos que 

explican el aumento de Ca2+ durante la metaciclogénesis no están claros, la evidencia 

experimental sugiere la participación de cascadas de señalización de dos mensajeros 

intracelulares claves, el adenosín monofosfato cíclico (AMPc) y el Ca2+. En T. cruzi los 

acidocalcisomas y el complejo de la vacuola contráctil (CVC) son organelas acídicas que 

se han propuesto como depósitos de Ca2+, con un papel en la osmorregulación del 

parásito (Patel and Docampo, 2010). El CVC participa en la regulación del volumen 

celular debido a que colecta los fluidos en exceso en el citoplasma y lo expulsa al medio 

extracelular a través de exocitosis (Rohloff et al., 2004). Este proceso está regulado por 

canales mecanosensibles que son permeables a Ca2+ y a pequeños osmolitos orgánicos 
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(Dave et al., 2021). Uno de los modelos propuestos es que, la alta osmolaridad del medio 

en el intestino del triatomino (600-900 mOsm)(Kollien et al., 2001) provoca la activación 

de los canales mecanosensibles en el CVC del parásito,  desencadenando la disminución 

del volumen celular que incluye la liberación de agua, aminoácidos no cargados y Ca2+ 

de la organela. A su vez, esta movilización promueve un aumento de [Ca2+]i que activa a 

enzimas adenilato ciclasas (ACs), una familia de proteínas encargadas de la producción 

de AMPc (Dave et al., 2021). El aumento de Ca2+ se ha propuesto que proviene del medio 

extracelular (Rohloff et al., 2003). Sin embargo, el estrés osmótico promueve la fusión de 

los acidocalcisomas y el CVC, proceso en el que grandes cantidades de Ca2+ también 

podrían ser movilizadas (Docampo et al., 2013; Lander et al., 2021).  Aunque en T. cruzi, 

se identificó una adenilato ciclasa (AC) que es sensible a Ca2+ , no se conoce el 

mecanismo de activación de esta proteína debido a que no tiene dominios canónicos de 

interacción con el catión (D’Angelo et al., 2002). Sin embargo, la hipótesis que proponen 

algunos investigadores es que la AC sea activada por alguna proteína de unión a Ca2+ 

del flagelo donde se localiza esta proteína (Hamedi et al., 2015). En el parásito la 

adhesión a las membranas microvellositarios del intestino de triatomino ocurre a través 

de la porción distal del flagelo, el cual es un proceso crucial para desencadenar la 

metaciclogénesis (Schmidt et al., 1998).  

Por otro lado, diversos estudios han calificado la invasión de T. cruzi como un 

proceso complejo que requiere distintas moléculas superficiales y la activación de 

múltiples vías de señalización tanto en los parásitos como en las células hospedadoras 

(Ferri and Edreira, 2021; Maeda et al., 2012; Manchola et al., 2016). En los parásitos la 

participación del Ca2+ durante el proceso de invasión no ha sido extensamente 

estudiado. Sin embargo, algunos trabajos reportaron que durante la invasión in vitro a 

células de mamífero, las mediciones con indicadores fluorescentes mostraron que la 

[Ca2+]i en tripomastigotes aumenta transitoriamente como consecuencia de la adhesión 

del parásito a la membrana externa de la célula hospedadora (Moreno et al., 1994; 

Yakubu et al., 1994). Un estudio más reciente, confirmó el aumento del [Ca2+]i en 

tripomastigotes derivados de células, cuando fueron expuestos a lisados proteicos de la 

matriz extracelular de células de mamíferos, así como la disminución de la invasión, 

cuando el flujo de ion fue bloqueado (Manchola Varón et al., 2021).  

El proceso de invasión de T. cruzi desde el punto de vista de la célula 

hospedadora se puede dividir en pasos que involucran la adhesión a la membrana 
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plasmática, el reconocimiento por la célula hospedadora, la internalización del parásito y 

la formación de la vacuola parasitófora. 

 En tripomastigotes metacíclicos tres proteínas se encuentran involucradas en el 

reconocimiento de la célula hospedadora, las glicoproteínas gp82, gp30 y gp35/50. Gp82 

es una glicoproteína específica de tripomastigotes metacíclicos que se encuentra 

anclada en la superficie del parásito a través de glicofosfatidilinositol (GPI) pero también 

puede ser secretada. Durante la invasión de tripomastigotes metacíclicos, las moléculas 

de gp82, interactúan con sus receptores en la membrana de la célula hospedadora, 

conduciendo a la movilización de los lisosomas y de Ca2+ intracelular. Uno de los 

receptores identificados para gp82, es la proteína de membrana asociada a lisosomas 

(LAMP-2) (Rodrigues et al., 2019).  El incremento del Ca2+ citosólico necesario para la 

entrada de los tripomastigotes metacíclicos puede ser originado por una vía 

independientemente del inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), o tras la activación de la fosfolipasa 

C (PLC), generando diacilglicerol (DAG) e IP3. Este último promueve la liberación de Ca2+ 

desde compartimentos sensibles a IP3, como el retículo endoplasmático (Maeda et al., 

2012). En este proceso participan kinasas como la proteína kinasa C (PKC), mTOR una 

quinasa de Ser/Thr conservada que regula diversos procesos celulares y fosfatidilinositol 

3-kinasa (PI3K) (Maeda et al., 2012; Martins et al., 2015). Además, gp30, otra molécula 

de superficie específica de tripomastigotes metacíclicos es expresada en cepas de T. 

cruzi deficientes en gp82. La unión de gp30 a las células hospedadoras induce una 

respuesta de Ca2+ y exocitosis de lisosomas, mediante la activación de vías de 

señalización que involucran PI3K, mTOR y PKC (Cortez et al., 2003). Por otra parte, 

gp35/50, se expresa en cepas de T. cruzi poco infectivas. Estas son glicoproteínas 

altamente glicosiladas similares a mucinas, enriquecidas en ácido siálico y residuos de 

galactosa que interactúan con la célula hospedadora a través de su porción de 

carbohidratos (Yoshida and Cortez, 2008). La unión de gp35/50 a las células 

hospedadoras desencadena una elevación intracelular de Ca2+, pero en menor grado 

que gp82 (Ruiz et al., 1998a). La invasión mediada por gp35/50 conduce al 

desensamblaje de microfilamentos de F-actina, un evento que puede estar asociado con 

la activación de la AC y producción de AMPc (Ferreira et al., 2006). 

La señalización desencadenada por los tripomastigotes derivados de células es 

diferente a la de tripomastigotes metacíclicos. En este caso diversas moléculas 

secretadas y/o expresadas en la superficie celular están implicadas en la internalización 

a la célula hospedadora. Entre ellas se encuentran: cruzipaína, trans-sialidasas (TS) y el 
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antígeno pequeño de superficie de tripomastigotes (TSSA) (Ferri & Edreira, 2021; Maeda 

et al., 2012). 

La trans-sialidasa (TS) de T. cruzi, es una molécula única en la superficie celular, 

que permite la transferencia de residuos de ácido siálico (AS) desde macromoléculas 

donantes de la célula hospedadora a proteínas tipo mucina en la membrana del parásito. 

Esta transferencia juega un papel crucial en la evasión de respuestas inmunitarias, 

favoreciendo la supervivencia y el establecimiento de la enfermedad crónica. Además, 

la TS también ha sido postulada como un contra-receptor en la unión de los 

tripomastigotes a receptores de ácido siálico en la célula hospedadora. Asimismo, el 

antígeno pequeño de superficie de los tripomastigotes (TSSA) es una proteína pequeña 

tipo mucina, que se encuentra en la superficie de tripomastigotes derivados de células 

(Cámara et al., 2019) . Esta proteína está involucrada en la interacción inicial del parásito 

con la célula hospedadora y se presenta en variantes alélicas, TSSA I a IV, de acuerdo a 

DTUs que se expresan en los linajes TcI a TcIV, respectivamente (Di Noia et al., 2002). 

Los linajes híbridos TcV y TcVI presentan las isoformas TSSA II y TSSA III. Estas proteínas 

también inducen señalización de Ca2+ y las cascadas de señalización vía ERK1/2 o las 

clásicas vías de señalización MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) (Cánepa et al., 

2012). 

Además, se ha propuesto que un factor secretado de estructura desconocida 

desencadena la movilización de Ca2+ mediada por IP3 en la célula hospedadora (Maeda 

et al., 2012). El factor soluble se produce mediante la acción del oligopéptido B (OPB) 

citosólico, una enzima estrechamente relacionada con miembros de la familia de serina 

endopeptidasas. El agonista de Ca2+, generado a partir de una molécula precursora en 

el citoplasma de los tripomastigotes derivados de células, es exportado y su 

reconocimiento por un receptor de célula hospedadora, seguido de la activación de PLC 

y la producción de IP3, libera Ca2+ del retículo endoplásmico  (Burleigh et al., 1997; 

Yoshida and Cortez, 2008). En este proceso también se activa la producción de AMPc 

que potencia la exocitosis lisosomal mediada por Ca2+ , así como la ruptura de filamentos 

de F-actina, lo cual promueve la internalización del parásito (Rodríguez et al., 1999). 

Otra enzima que produce agonistas de Ca2+, es la cruzipaína, la principal cisteína 

proteinasa de T. cruzi expresada en todas las formas de desarrollo (Paiva et al., 1998) 

.La cruzipaína actúa sobre el kininógeno unido a la célula hospedadora y genera 

bradiquinina que, al ser reconocida por su receptor (B2R), desencadena la entrada de 

Ca2+ mediada por IP3 promoviendo así la invasión del parásito (Scharfstein et al., 2000). 
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La complejidad del proceso de invasión implica muchas otras vías de señalización 

intracelular que se desencadenan en la célula hospedadora. Muchas otras moléculas 

secretadas por el parásito capturadas en vesículas extracelulares también cumplen un 

papel crucial en este proceso (Maeda et al., 2012; Manque et al., 2003).  

El parásito, además, ha desarrollado varios mecanismos como estrategia para su 

internalización en las células hospedadoras, los cuales incluyen: reclutamiento de 

lisosomas dependiente de Ca2+, endocitosis y autofagia.   

La motilidad flagelar de los tripomastigotes adheridos provoca daños en la 

membrana plasmática de las células hospedadora, lo que desencadena la internalización 

del parásito tomando ventaja de los mecanismos de reparación. Esta vía de invasión es 

activada por la entrada de Ca2+ y oxidantes desde el exterior de la célula e implica la 

fusión de lisosomas con la membrana celular. La enzima lisosomal esfingomielinasa 

ácida (EMA), responsable de descomponer la esfingomielina en ceramida, también es 

secretada durante la lesión celular, lo que promueve la reparación de la membrana 

plasmática. Las moléculas de la superficie que desencadenan la liberación de Ca2+ desde 

compartimientos intracelulares promueven el aumento de los niveles de AMPc por 

activación de PLC. EL AMPc a su vez, es capaz de potenciar la exocitosis dependiente 

de Ca2+ y la invasión celular mediada por lisosomas.  A diferencia de muchos patógenos 

intracelulares que evitan hábilmente el contacto con los lisosomas de la célula 

hospedadora, T. cruzi requiere del ambiente de bajo pH para iniciar la salida de la vacuola 

parasitófora y la entrada al citoplasma de la célula hospedadora, donde tiene lugar la 

replicación. Por lo tanto, el tráfico hacia y la residencia transitoria dentro de los lisosomas 

de la célula hospedadora es necesario para el establecimiento de la infección en células 

de mamíferos por T. cruzi. 

La endocitosis independiente de lisosomas se ha propuesto como el principal 

mecanismo de entrada para T. cruzi. Este mecanismo incluye la endocitosis mediada por 

clatrina, caveolas, microdominios de membrana, macropinocitosis y fagocitosis (Chou et 

al., 2011 Barrias et al., 2013). La presencia de vesículas endocíticas recubiertas de 

clatrina durante la internalización de T. cruzi que fue evidenciada en estudios de 

inmunofluorescencia sugirió la participación de este mecanismo durante la invasión del 

parásito (Barrias et al., 2013). El ingreso de tripomastigotes a través de procesos 

fagocíticos fue demostrado por primera vez en estudios en macrófagos peritoneales de 

línea celular L929 y HeLa, mediante el tratamiento con citocalasina B, un fármaco que 

bloquea la extensión de los filamentos de actina, el cual inhibió la internalización del 
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parásito (Nogueira and Cohn, 1976). También, utilizando células musculares cardíacas y 

microscopía electrónica de transmisión, se evidenció que los tripomastigotes se unen e 

inducen un proceso fagocítico típico con extensiones de pseudópodos de la célula 

hospedadoras (Barbosa and Meirelles, 1995). Esto demuestra que el parásito es capaz 

de ingresar por esta vía tanto a fagocitos profesionales como no profesionales. Además, 

se demostró que el reconocimiento de los receptores tipo Toll 2 (TLR2) por los 

tripomastigotes activa el mecanismo de invasión dependiente de endosomas por la vía 

de los marcadores endosomales Rab5/Rab7, por activación de PI3K y la unión de Rab5 

a endosomas tempranos (Maganto‐Garcia et al., 2008). Se evidenció que varias vías de 

señalización son activadas en los fagocitos profesionales al observar la activación de 

proteínas kinasas de tirosina durante el contacto inicial con los tripomastigotes, seguida 

por el reclutamiento de la PI3 kinasa, lo que culmina en la polimerización de los 

microfilamentos de actina y la extensión de pseudópodos (Wilkowsky et al., 2001). 

Por último, otro de los mecanismos que se demostró que actúa como modulador 

positivo de la invasión de T. cruzi es la autofagia, una vía catabólica que implica la 

autodigestión celular a través de la maquinaria lisosomal (Salassa and Romano, 2019). 

La autofagia de la célula hospedadora ha sido descrita como uno de los principales 

reguladores de la invasión de T. cruzi, con posibles efectos en la maduración de la 

vacuola parasitófora (Salassa and Romano, 2019). La ruptura de la superficie celular 

producida por T. cruzi durante la invasión puede desencadenar la respuesta autofágica 

como un mecanismo para restaurar la integridad de la membrana plasmática. Las 

evidencias fueron demostradas por microscopía confocal, en donde observaron que las 

vesículas positivas para LC3-II (una proteína marcadora de la autofagia) se mueven hacia 

la membrana plasmática y entran en contacto con los sitios donde los tripomastigotes se 

unen a la membrana (Lai and Devenish, 2012; Salassa and Romano, 2019). Además, el 

estrés nutricional o la inducción farmacológica de la autofagia antes de la infección 

aumentaron significativamente el número de células infectadas, mientras que los 

inhibidores de esta vía redujeron la invasión (Romano et al., 2009). 

1.7 Homeostasis del Ca2+ en T. cruzi 

La señalización de Ca2+ modula diversas actividades biológicas en las células 

eucariotas. El Ca2+ citosólico se une a un vasto número de efectores responsables de 

regular diferentes procesos dependientes del tipo celular, estableciendo vías de 

señalización únicas para cada célula (Berridge et al., 2003). La alteración de la 
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homeostasis de Ca2+ en cualquier célula generalmente conduce a efectos letales que 

resultan en la muerte celular por apoptosis o necrosis (Zhivotovsky and Orrenius, 2011).  

La evidencia experimental ha señalado la importancia de la señalización y la 

homeostasis del Ca2+ en la regulación de procesos claves del ciclo de vida de T. cruzi.  

La razón principal es, que los parásitos deben enfrentar cambios extremos en la 

concentración extracelular de Ca2+ durante diferentes etapas de su ciclo de vida. En 

epimastigotes y tripomastigotes dentro del insecto hospedador, la concentración 

extracelular de Ca2+ se encuentra en el rango de milimolar, pero para los amastigotes 

dentro de las células musculares cardíacas, esta concentración cae muy por debajo del 

rango submicromolar. En las células eucariotas en general, la regulación intracelular de 

Ca2+ es una condición indispensable para la función de este catión como molécula 

señalizadora, que es lograda mediante la participación concertada de varios 

mecanismos ubicados en orgánulos intracelulares y en la membrana plasmática (Benaim 

et al., 2020). 

Los principales reservorios intracelulares identificados hasta ahora para el 

almacenamiento y la movilización de Ca2+ en el parásito son los acidocalcisomas, el 

retículo endoplásmico y la mitocondria (Chiurillo et al., 2020a; Lu et al., 1997; Maeda et 

al., 2012). Además, se han identificado y/o caracterizado canales de transporte de Ca2+ 

en estas organelas, así como en las membranas plasmáticas y flagelares, que manejan 

la movilización, el flujo y el bombeo de Ca2+ entre los diferentes compartimentos y el 

entorno extracelular (Chiurillo et al., 2019; Dave et al., 2021; Furuya et al., 2000; Hamedi 

et al., 2015; Ramakrishnan and Docampo, 2018).  

Estas organelas tienen la capacidad de reestablecer los niveles de Ca2+ en los 

parásitos. Al igual que los acidocalcisomas, la mitocondria puede acumular grandes 

cantidades de Ca2+ a través de un uniportador mitocondrial (MCU). Este canal utiliza el 

gradiente electroquímico de H+ a través de la membrana mitocondrial interna para disipar 

energía a medida que se acumula Ca2+ (Docampo and Huang, 2015). El MCU está 

ampliamente conservado a lo largo de la evolución, presente en todas las mitocondrias 

hasta ahora descritas, incluida la única mitocondria de los tripanosomátidos (Docampo 

et al., 2014). La baja afinidad del MCU por el Ca2+ hizo que durante mucho tiempo no se 

considerara como un regulador real de este ion. Sin embargo, se demostró que la 

sobreexpresión las proteínas del complejo MCU aumenta la captación mitocondrial de 

Ca2+ y la eliminación de cualquiera de los genes mcu mediante el sistema CRISPR/Cas9 

conduce a la pérdida de dicha función, aunque el potencial de membrana mitocondrial 
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se mantiene (Bertolini et al., 2019). La aplicación del sistema CRISPR/Cas9 también fue 

importante para identificación en T. cruzi de una fosfatasa de la enzima piruvato 

deshidrogenasa mitocondrial (TcPDP) sensible a la concentración fisiológica de Ca2+, la 

cual es capaz de estimular la actividad de una PD mitocondrial, impulsando el 

metabolismo energético a través de la activación del ciclo de Krebs (Lander et al., 2018). 

Estos hallazgos también muestran las importantes funciones que cumple el Ca2+ en la 

bioenergética de T. cruzi. 

Por otro lado, el retículo endoplásmico posee una Ca2+-ATPasa 

sarcoendoplasmática (SERCA), que transporta el catión a expensas de la hidrólisis de 

ATP y tiene una alta afinidad por el Ca2+, lo que permite mantener una alta concentración 

de Ca2+ dentro de este orgánulo que es similar al medio extracelular (~ 2 mM) (Benaim 

and Garcia, 2011). La liberación de Ca2+ desde el retículo se ha postulado que puede ser 

una función que ejerce un canal de la familia de las presenilinas, sin embargo, esta 

función no ha sido completamente dilucidada (Docampo and Huang, 2015) .  

El retículo endoplásmico, la mitocondria y los acidocalcisomas actúan en 

conjunto, siempre que ocurre un aumento en la [Ca2+]i, participando en restauración de 

los niveles basales fisiológicos de este ion. Sin embargo, la capacidad de estos orgánulos 

está limitada por su volumen como compartimentos. De esta forma, los mecanismos de 

regulación ubicados en la membrana plasmática son responsables de la homeostasis a 

largo plazo del [Ca2+]i. En T. cruzi, se ha identificado y caracterizado una Ca2+-ATPasa de 

la membrana plasmática (PMCA), responsable de expulsar este ion al espacio 

extracelular (Benaim et al., 1991). Esta bomba tiene una afinidad muy alta por el Ca2+ y 

es estimulada por calmodulina (CaM), la proteína de unión al Ca2+, presente en todas las 

células eucariotas (Benaim and Villalobo, 2002). Asimismo, el mecanismo encargado de 

ingresar el catión hacia el espacio intracelular esta mediado un canal de Ca2+ en la 

membrana plasmática activado por esfingosina. Este canal fue caracterizado 

electrofisiológicamente y responde de manera similar al canal de Ca2+ dependiente de 

voltaje tipo L (VGCC) de humanos, ya que se inhibe por nifedipina y se activa por 

compuesto agonista Bay K8644. Sin embargo, difiere en que no parece ser un canal 

dependiente de voltaje (Rodríguez‐Durán et al., 2019). Las diferencias en la estructura, 

ubicación y regulación encontradas en algunos de estos canales en comparación con 

los presentes en células de mamíferos, además de su relevancia en la fisiología del 

parásito, hacen que estos sean interesantes de investigar como blanco para el 

tratamiento terapéutico (Benaim et al., 2020). 
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Como es esperable, las proteínas que unen Ca2+ (CBP, por sus siglas en inglés 

calcium binding proteins) también son protagonistas en la regulación y homeostasis de 

este ion (Chazin, 2011). Presentan diversas funciones desde el mantenimiento de la 

homeostasis intracelular hasta la modulación de la actividad enzimática. Sin embargo, se 

han caracterizado pocas CBP que contienen dominios EF-hand en T. cruzi. Entre ellas, 

se ha demostrado que la calmodulina modula la actividad de enzimas como las ATPasas 

dependientes de Ca2+ y Mg2+ y la fosfodiesterasa cíclica AMP (Benaim et al., 1991; Téllez-

iñón et al., 1985). Además, otras CBPs se han caracterizado funcionalmente en cierta 

medida. En este sentido, la quinasa dependiente de Ca2+/calmodulina CaMK II, la 

subunidad reguladora de la calcineurina B y la proteína de unión al Ca2+ del flagelo 

FCaBP se han implicado en la proliferación de epimastigotes (Nogueira et al., 2011; 

Souza, 2009), la invasión de células huésped de mamíferos (Araya et al., 2008) y el 

ensamblaje del flagelo (Wingard et al., 2008), respectivamente. Calreticulina, una CBP 

que carece de dominios EF-hand, se ha demostrado que desempeña un papel en la 

infección por T. cruzi (Sánchez-Valdéz et al., 2014). A su vez, el Ca2+ modula la actividad 

enzimática en varias proteínas, como la adenilil ciclasa, que está involucrada en la 

movilidad del parásito (D’Angelo et al., 2002). 

 Desde la anotación de los genomas de T. cruzi, se han identificado varias CBPs 

y canales de Ca2+ (El-Sayed et al., 2005; Shanmugasundram et al., 2023). Estas proteínas 

probablemente generan las fluctuaciones en la concentración de calcio y descifran sus 

señales, aunque la mayoría de ellas siguen sin caracterizarse. Además, muchos de los 

genes que las codifican están anotados como proteínas hipotéticas dado que carecen 

de homología significativa en otros organismos. En el genoma de T. cruzi,  la proteínas 

hipotéticas novedosas, de función desconocida y exclusivas de los tripanosomátidos 

representan aproximadamente el 39% de los genes codificantes (Berná et al., 2018). 

Descifrar su función llevaría a la identificación de nuevos objetivos quimioterapéuticos 

contra estos patógenos. 

1.8 Antecedentes  

1.8.1 TcCAL1 en T. cruzi 

Con el objetivo de identificar nuevas moléculas involucradas en la regulación y 

homeostasis del Ca2+ en T. cruzi y avanzar en el conocimiento de estos procesos, , se 

realizó una búsqueda de secuencias codificantes para proteínas en las bases de datos 

TriTrypDB y TDRtarget (Alsford et al., 2011; Aslett et al., 2010). Esta búsqueda se diseñó 

para identificar aquellas proteínas que estaban anotadas como hipotéticas, que tuvieran 
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dominios de unión a calcio y que existiera evidencia de expresión por experimentos de 

proteoma, utilizando palabras clave como motor de búsqueda en la interfaz disponible 

en el portal http://tritrypdb.org/, donde se deposita la anotación de los genomas y datos 

experimentales de T. cruzi y otros tripanosomátidos. A partir de ese conjunto de datos, 

se seleccionaron aquellas secuencias cuyo RNA de interferencia de los genes ortólogos 

en Trypanosoma brucei presentaran un fenotipo detrimental para la proliferación y/o 

diferenciación. Esta secuencia de pasos se esquematiza en la Fig. 3 y se resume como 

sigue:  1. selección de secuencias anotadas como proteínas hipotéticas de los genomas 

de T. cruzi (acceso 1 de marzo de 2022) 2. exclusión de secuencias con cualquier 

supuesto de función asignada, 3. selección de proteínas hipotéticas con dominios EF-

hand predichos, 4. secuencias con evidencia experimental de expresión por análisis de 

proteoma, 5. secuencias con ortólogos en T. brucei, 6. secuencias cuyos ortólogos en T. 

brucei revelaron esencialidad en procesos de diferenciación y proliferación.  

Como resultado, se encontró que 33 secuencias de genes de T. cruzi cumplían con 

estos criterios de selección (Fig. 3). Se eligió para su posterior estudio, un gen que 

codifica para una proteína de 103 aminoácidos que presenta dos motivos de unión a 

Ca2+ del tipo EF-hand, a la cual denominamos TcCAL1. Por diversos estudios de análisis 

de proteoma, se detectaron péptidos que confirman la expresión del gen que codifica 

para TcCAL1, ya sea en todos los estadios de T. cruzi, como así también en la superficie 

celular de epimastigotes (Atwood, 2005; Queiroz et al., 2014). A través de análisis 

bioinformáticos, se encontró que TcCAL1 presenta un sitio putativo de palmitoilación 

cercano a su extremo C-terminal. La unión covalente de ácido palmítico a residuos de 

cisteína es una modificación post-traduccional reversible que juega un papel muy 

importante en la función proteica, ya que regula la estabilidad, tráfico intracelular e 

interacción con otros componentes (Aicart-Ramos et al., 2011).  
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Figura 3. Representación esquemática de los criterios de selección usados en las bases de datos 

TritTrypDB y TDTargets para la selección del gen tccal1. El conjunto de datos usados y el número 

resultante de genes se muestran en cada paso. El diagrama de Venn esquematiza cada acción 

realizada. Los rectángulos sombreado y vacío representan la búsqueda realizada en la base de 

datos TriTrypDB y TDRtargets, respectivamente. 

 

1.9 Hipótesis de trabajo 

En base a lo expuesto anteriormente, se propone que TcCAL1, debido a la 

presencia de dos dominios EF-hand de unión a Ca2+ tiene actividad reguladora y/o de 

censado de dicho ion en el espacio intracelular de T. cruzi. También, se propone que 

TcCAL1 se asocia a otras proteínas y modula su función.  Esta regulación, a su vez, 

podría ser dependiente de la unión a Ca2+ o de sus modificaciones postraduccionales.  

1.10 Objetivos 

Este proyecto se propuso llevar a cabo experimentos para probar la hipótesis 

propuesta y dilucidar la función de esta nueva proteína. Se planteó como objetivo 

general, caracterizar funcionalmente a TcCAL1 y evaluar su relevancia en varios 

aspectos del ciclo de vida de T. cruzi. Para esto, se plantean los objetivos específicos: 

 

1- Realizar un estudio in silico de TcCAL1: evaluación del plegamiento tridimensional 

y la afinidad por calcio, posibles modificaciones postraduccionales e interacciones 

proteína-proteína.   

2- Identificar las moléculas que interaccionan con TcCAL1. 
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3- Determinar la localización subcelular de TcCAL1 y sus pares de interacción en 

diferentes estadios del ciclo de vida de T. cruzi. 

4- Estudiar el fenotipo de la sobreexpresión, así como también del silenciamiento de 

TcCAL1 en T. cruzi y evaluar su efecto en los procesos de proliferación, infección 

y diferenciación. 

5- Cuantificar los niveles de Ca2+ intracelular de T. cruzi en función de la 

sobreexpresión o el silenciamiento de TcCAL1.  
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2. Materiales y métodos 
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2.1 Reactivos  

2.1.1 Soluciones  

- PBS 1X: 0.275% (p/v) NaHPO4, 0.07% (p/v) NaH2PO4, 0.8% (p/v) NaCl, 0.08% 

(p/v) KCl, pH 7.4.  

- Buffer de corrida TAE 50X: Tris base 2M, ácido acético glacial 2M, EDTA 50 mM, 

pH 8. 

- Tris-Glicina 10X: Tris base 0.25 M, glicina 1.92 M. 

- Buffer de corrida en SDS-PAGE: Tris-Glicina 1X, 0.1% (p/v) SDS. 

- Buffer de muestra 4X: 250 mM Tris-HCl pH 6.8, 8% (p/v) SDS, 40% (v/v) 

glicerol, 20% (v/v) β-mercaptoetanol o 0.4 M DTT, 0.02% (p/v) azul de 

bromofenol. 

- Buffer de transferencia de proteínas: Tris-Glicina 1X, 20% (v/v) metanol. 

- Solución de bloqueo en Western blot: PBS 1X, 5% (p/v) leche descremada en 

polvo. 

- Solución de bloqueo en Inmunofluorescencia: PBS 1X, 1% BSA. 

- Coomassie coloidal: 18% (v/v) Metanol, 17% (p/v) (NH4)2SO4, 2% (v/v) H3PO4, 

0.5 g/L Coomassie Blue G-250. 

- Buffer de electroporación epimastigotes de T. cruzi: PBS 1X, 0.1 mM CaCl2, 0.5 

mM MgCl2. 

- Reactivo de Bradford:  31 % (v/v) etanol, 58%(v/v) ácido fosfórico, 0.1% (p/v) 

coomasie G-250.  

- Buffer Z: 60 mM Na2HPO4, 40 mM NaH2PO4, 10 mM KCl, 1 mM MgSO4 pH 7. 

- Buffer Z con X-Gal: Adicionar 25 µL de 50 mg/mL X-Gal y 8 µL de 14 M β- 

mercaptoetanol por cada 3 mL de Buffer Z. 

2.1.2 Anticuerpos  

Tabla1.Caracteristicas de los anticuerpos utilizados y su abreviatura. 

Anticuerpo Abreviatura Procedencia  

Goat anti-mouse IgG 

HRP conjugate 

anti-mouse 

HRP 

MERK, USA. Catálogo 

#401215 

Goat anti-rabbit IgG 

HRP conjugate 

Anti-rabbit 

HRP 

Calbiochem, USA. 

Catálogo #401315 

Goat anti-mouse IgG 

(H+L) Alexa Fluor 488 

Anti-mouse 

Alexa 488 

ThermoFisher Scientific, 

USA. Catálogo #A28175 

Goat anti-rabbit IgG 

(H+L) Alexa Fluor 546 

Anti-Mouse 

Alexa 546 

ThermoFisher Scientific, 

USA. Catálogo #A11010 
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Mouse anti-Tubulin, 

Tyrosine, clone TUB-

1A2, monoclonal 

Anti-TUB 
Sigma, USA. Catalogo # 

SAB4200776 

Antisuero policlonal de 

ratón anti-TcCAL1x6His 
Anti-CAL1 

Obtenido en este trabajo 

por inmunización de 

ratones en el laboratorio 

Antisuero policlonal de 

ratón Anti-Cyp19  
Anti-Cyp19 

Obtenido en otro trabajo 

del laboratorio por 

inmunización de ratones 

en el laboratorio 

Rabbit Anti-HA tag 

antibody, clone 16B12 
Anti-HA 

Covance, USA. Catalogo 

# PRB-101C 

 

2.2 Medios de cultivo 

 

- Infusión de Hígado-Triptosa (LIT): 0.4% (p/v) NaCl, 0.5% (p/v) bacto triptosa, 

0.5% (p/v) infusión de hígado, 0.4% (p/v) KCl, 0.8% (p/v) Na2HPO4), 20 mM 

glucosa, 20 µM hemina, 10 U/mL penicilina and 10 mg/mL estreptomicina.  

 

- Bifásico agar sangre/LIT (BAL): La fracción correspondiente a la fase sólida se 

preparó con 0.3% (p/v) extracto de carne, 0.5% (p/v) peptona, 0.8% (p/v) NaCl, 

1.5% (p/v) agar y se suplementó con 10% (v/v) de sangre humana. La fase sólida 

fue añadida en tubos de 15 mL para formar cuñas y para la fase líquida se utilizó 

medio LIT suplementado con 10% de SFB y el antibiótico requerido, según se 

indique. 

 

- RPMI-1640: Medio Roswell Park Memorial Institute 1640 (Sigma, USA). 

 

- MEM: Medio Minimum Essential Medium (Gibco, USA). 

 

- Medio Luria-Bertani (LB): 0.1% (p/v) triptona, 0.5% (p/v) extracto de levadura, 

1% (p/v) NaCl, pH 7. 

 

- Medio Luria-Bertani agar (LB-agar): 0.1% (p/v) triptona, 0.5% (p/v) extracto de 

levadura, 1% (p/v) NaCl, 15g/L agar, pH 7. 

 

- Medio YPAD (Yeast extract peptone dextrose): 1% (p/v) extracto de levadura, 

2% (p/v) peptona de carne, 0,2% (v/v) adenina, 2% (v/v) D-glucosa, pH 7.4.  
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- Medio YPA: Medio YPAD sin glucosa 

 

- Medios SD (Synthetic Drop-Out Medium): 0,17% (p/v) de base nitrogenada de 

levaduras sin aminoácidos ni sulfato de amonio (BD Difco™, USA), 0.5 % (p/v) de 

sulfato de amonio, 1% (p/v) ácido succínico y 0.6% (p/v) de NaOH. Luego de 

autoclavar se agregó 2% (v/v) Glucosa 20% y aminoácidos y adenina (–WHULK) 

a 1X (a partir de stock 10X). De esta forma, son excluidos del medio selectivo 

triptófano (W), histidina (H), uracilo (U), leucina (L) y lisina (K). Para placas se 

agregó 2% (p/v) agar. 

 

- Aminoácidos y adenina “-WHULK” 10 X: (Para 100 mL) se disolvió en H2O 

desionizada 0,1 g de adenina, arginina, cisteína, treonina, y 0,05 g de asparagina, 

isoleucina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, tirosina y valina. Se llevó a 

volumen con H2O desionizada y se esterilizó por autoclave. 

 

- Aminoácidos y uracilo 100 X: (Para 10 mL) se disolvió en H2O desionizada 0,1 

g de leucina, lisina, triptófano, uracilo o 0.05 g de histidina, según el caso. Se llevó 

a volumen con H2O desionizada y se esterilizó por autoclave. 

Medios SD selectivos utilizados:  

- SD-WHULK: SD sin triptófano, histidina, uracilo, leucina y lisina. 

- SD-WULK: SD sin triptófano, uracilo, leucina y lisina. 

- SD-WUK: SD sin triptófano, uracilo y lisina. 

- SD-LUK: SD sin leucina, uracilo y lisina. 

 

2.3 Oligonucleótidos  

Los oligonucleótidos especificados en la tabla 2, se utilizaron para la 

amplificación de secuencias codificantes, análisis de clones y secuenciación. 

Tabla 2. Oligonucleótidos utilizados para amplificación, análisis de clones y secuenciación.   

Sitio blanco Oligonucleótido Secuencia 5´→3´ 

Sitio de 

restricción

/etiqueta 

Secuencia 

codificante de 

tccal1 

CAL1 
GCGCCATGGCTATGCAACGCAGT 

CTAAT 
NcoI 

CAL2 GCGGTCGACTCGCTGAGCAAAATT SalI 
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Secuencia 

codificante de 

tccal1 

 

CAL3 GCTCTAGAATGCAACGAGTCTAAT XbaI 

CAL4 GCGCATCGATCTCAGTGGTGGTGGT ClaI 

HX1 del vector 

pTREX 
TREX1 

GTTTTATCCACTTATTATTGTTGTGTT

A 
-- 

GAPDH del 

vector pTREX 
TREX2 GGACACGCATCGTGTATTATAAGAT -- 

Secuencia 

codificante de 

pfd 

Pfd1 

 

GCGACTAGTATGTCTATTCTTAAGG

GAAA  

 

SpeI 

Secuencia 

codificante de 

pfd 

Pfd2 

 

GCGCTCGAG TCA AGC GTA ATC 

TGG AAC ATC GTA TGG GTA 

TTCGTCTTCCAGGTACACCT 

 

XhoI 

Etiqueta HA 

Secuencia 

codificante de 

arm 

Arm1 
GCGACTAGTATGCACCCTAATTTAG

AA 
SpeI 

Secuencia 

codificante de 

arm 

Arm2 

GCGCTCGAG TCA AGC GTA ATC 

TGG AAC ATC GTA TGG GTA 

CTCCCGTGGAAGATCTACCA 

 

XhoI 

Etiqueta HA 

5´del tracrRNA 

en pUC_sgRNA 
RpUC 

CAGTGGATCCAAAAAAGCACCGACT

CGGTG 
BamHI 

3´ del crRNA en 

pUC_sgRNA 
FgRNA1 

GATCGGATCCATGCAACGCAGTCTA

ATCGCGTTTTAGAGCTAGAAATAGC 
BamHI 

3´ del crRNA en 

pUC_sgRNA 
FgRNA53 

GATCGGATCCCAACCGTCACCTCAA

TTATGGTTTTAGAGCTAGAAATAGC 
BamHI 

Region HX1 del 

vector pTREX 
HX1 reverse TAATTTCGCTTTCGTGCGTG -- 

Casette de 

Homologia 
Ultrámero1 

AGTAAGAAAACAAAAACGAAACAAA

CAAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAGAA

AAAAAAAAAAGAGGAAAAACAGAAG

AAAAGGTTTATAAACAAAAATAAAAA

TGGCCAAGCCTTTGTCTCA 

-- 

Casette de 

Homologia 
Ultrámero2 

ATCGATGGGTGCTCCTAGAATTTTTA

CATTTGATTTTTTTGTTGTTTTTGTTG

TTATTATTATTCCATTCTGATTGTTGT

-- 



36 

 

CGTTCCTCAACGCCTGCTTTTTAGC

CCTCCCACACATAAC 

Región interna 

del gen 

blasticidina 

(Bsd) 

P3 GATACAAGTCAGGTTGCCAGC -- 

Región aguas 

arriba del gen 

tccal1 

P4 GACTGGCAATGGAGGCTAAGG -- 

3´UTR del gen 

tccal1 
P2 ATTGGGGCATCCATTCACTCA -- 

Sitio de 

clonado 

multiple del 

vector pBTM16 

de levaduras 

CALBTM1 GCCCCGGGGATGCAACGCAGTCTA SmaI 

CALBTM2 
CGCTGCAGTCAGTGGTGGTGGTGGT

G 
PtsI 

Reverse para 

secuenciación 
SP6 ATTTAGGTGACACTATAG -- 

5´ del pPV16 pPV16F CTTGGAATTGACGAGTACGGT -- 

3´ del pPV16 pPV16R GGCCAGTGAATTCGAGCTT -- 

 

2.4 Vectores 

- pZErO-2 (Invitrogen, cat. # V012362) 

- pET-22b (+) (Novagen)  

- pTEX (ATCC, cat. # 77316 ™) 

- pTREX (Vázquez and Levin 1999) 

- pUC_gRNA (Addgene, cat. #68710) 

- pTREX-n/Cas9 (Addgene) 

- pBTM116 (Addgene, cat. #111232) 

- pVP16 (Addgene, cat. #1602-1) 

2.5. Material biológico y cultivos celulares in vitro 

2.5.1 Bacterias 

- E. coli DH5α 

 Genotipo: F- Φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF), U169 recA1 endA1 hsdR17(rk-, mk+) 

phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 λ-1 gyrA96 relA1 λ-). 
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- E. coli BL21 (DE3) Rosetta  

Genotipo: F- ompT hsdSB(rB- mB-) gal dcm (DE3) pRARE (CamR) 

Las bacterias fueron cultivadas en medio LB (líquido o agar) a 37 °C con agregado 

antibiótico de selección: ampicilina (100 µg/µL), kanamicina (100 µg/µL), cloranfenicol 

(10 µg/µL) según el caso. En el caso de medio líquido se cultivaron en agitación (300 

rpm). 

2.5.2 Trypanosoma cruzi 

2.5.2.1 Epimastigotes cepa Y (TcII), CL (TcI) y Dm28c (TcI): 

Las formas epimastigotes se cultivaron a 28 °C en medio LIT suplementado con 

10% (v/v) de SFB. En el caso de las cepas transgénicas, conteniendo el vector 

recombinante pTREX/tccal1x6His o el vector pTREX vacío, se cultivaron con 

agregado del antibiótico de selección geneticina (G418) (Invivogen, USA) a una 

concentración final de 500 µg/mL.  

Los epimastigotes transgénicos sometidos a edición genética mediante 

CRISPR/Cas9 fueron crecidos a 28 °C en medio LIT en presencia de 500 µg/mL de 

G418 y blasticidina (Bsd) 15 µg/mL (Gibco, USA). 

2.5.2.2 Tripomastigotes metacíclicos (cepa Y):  

Las formas tripomastigotes metacíclicas se cultivaron en medio bifásico agar 

sangre/LIT a 28 °C. 

2.5.2.3 Amastigotes axénicos (cepa Y y Dm28c): 

Los amastigotes axénicos se cultivaron a 37 °C en medio MEM ácido (pH 5) 

suplementado con 0.4% de albumina de suero bovino (BSA).  

2.5.2.4 Tripomastigotes derivados de células (cepa Dm28c): 

Los tripomastigotes derivados de células se cultivaron a 37 °C en medio RPMI 

suplementado con 5% de SFB. 

2.5.3 Células Vero 

Las células Vero (línea celular derivada de células epiteliales del riñón de mono 

verde africano (Chlorocebus aethiops) se cultivaron a 37 °C y 5% de CO2 en medio 

RPMI suplementado con 5% (v/v) de SFB.  

2.5.4 Levaduras  

- Saccharomyces cerevisiae (cepa L40): 

Genotipo: MATα his3200 trp1-901 leu2-3,112 ade2 LYS2::(lexAop)4-HIS3 

URA3::(lexAop)8-lacZ GAL4. Esta cepa es capaz de crecer en ausencia de uracilo y 

de lisina, pero no de triptófano, leucina o histidina. 
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Las levaduras se cultivaron a 30 °C en medio YPAD o SD suplementados con 

aminoácidos según el marcador de selección.  

2.6 Análisis in silico de la proteína TcCAL1 

2.6.1 Análisis filogenético  

Se utilizaron secuencias de proteínas homólogas de parásitos del orden 

Kinetoplastida, extraídos de la base de datos TriTrypDB (Aslett et al., 2010) para 

construir un árbol filogenético de la proteína TcCAL1. La secuencia homóloga de 

Bodo saltans se utilizó como grupo externo. Se realizó un alineamiento múltiple de 

secuencias utilizando el servidor MAFFT 7 y BLOSUM 62 como marcador matriz. El 

alineamiento múltiple se visualizó con MEGA-X (Katoh et al., 2019). El alineamiento 

múltiple se utilizó para realizar el análisis filogenético por el método de máxima 

verosimilitud en RAxML (Stamatakis, 2014) y ProtTest 3.4 para calcular los 

parámetros filogenéticos (Darriba et al., 2011). Se eligió como test de filogenia un 

valor Boostrap de 500 réplicas, que sirvió para calcular la robustez de cada rama del 

árbol empleando BOOSTER (booster.pasteur.fr/) (Lemoine et al., 2018). Se utilizó 

FigTree para visualizar y editar el árbol filogenético 

(https://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree). 

2.6.2 Predicción de estructura tridimensional y unión a Ca2+ por TcCAL1 

La predicción de la estructura terciaria de la proteína se realizó con el programa 

AlphaFold2 disponible en Google Colab (AlphaFold2.ipynb - Colaboratory) (Jumper et 

al., 2021; Mirdita et al., 2022) a partir de la secuencia de aminoácidos. La predicción 

de formación de complejos proteicos se realizó el modo AlphaFold_multimer_v3 en 

parámetros por defecto y para optimizar la predicción se agregó un linker entre las 

secuencias de repeticiones de 21 residuos de glicina-glicina-serina antes de ejecutarlo 

como una sola cadena (Bryant et al., 2022; Jumper et al., 2021).  

Los sitios de unión al ion calcio se predijeron usando el servidor COACH 

(https://zhanggroup.org/COACH/) y COFACTOR (https://zhanggroup.org/COFACTOR/) 

Para la obtención de los modelos tridimensionales de TcCAL1 con Ca2+, se utilizó el 

modelo de la proteína obtenido por AlphaFold y los datos de predicción de unión de los 

servidores COACH y COFACTOR. El montaje y edición de las estructuras se realizó 

con el software PyMOL 2.5.7. 

https://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree
https://zhanggroup.org/COACH/
https://zhanggroup.org/COFACTOR/
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2.6.3 Estudio de dominios de unión a Ca2+ EF-hand 

Las diferentes secuencias de aminoácidos para estudiar los motivos EF-hand se 

obtuvieron de la base de datos TriTrypDB y en el caso de la calmodulina humana, del 

sitio NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). El alineamiento de secuencias se realizó 

con el software ClustalW dentro de la aplicación de análisis de secuencias Geneious 

prime y la edición se realizó con las herramientas del mismo programa. 

2.6.4 Predicción de modificaciones postraduccionales  

Se utilizó el software CSS-Palm 4.0 (Ren et al., 2008) para predecir los residuos 

potencialmente palmitoilables de la proteína a partir de su secuencia primaria.  

2.7 Técnicas generales de ingeniería genética 

2.7.1 Extracción de DNA genómico de T. cruzi  

La extracción de DNA genómico se realizó a partir de precipitados de 1 x107 de 

epimastigotes de T. cruzi previamente lavados dos veces con PBS utilizando el 

ensayo comercial High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche, Suiza) siguiendo 

las indicaciones del fabricante. 

2.7.2 Amplificación de secuencias codificantes por reacción en cadena de 

polimerasa (PCR) 

Se utilizó la enzima DNA taq polimerasa producida en nuestro laboratorio para 

amplificaciones preparativas o Phusion DNA taq Polimerasa (New England Biolabs -

NEB, USA) para obtener secuencias con alta fidelidad. El volumen final de la reacción 

fue de 20, 25 o 50 µL, según el caso. Los programas de ciclado de las reacciones de 

PCR se determinaron tomando en cuenta la temperatura de fusión de los 

oligonucleótidos o temperatura de melting (Tm), la longitud del fragmento a amplificar 

o pares de bases (pb) y la procesividad de cada enzima.  

2.7.3 Purificación de ácidos nucleicos   

Los fragmentos de DNA se purificaron a partir de geles de agarosa o reacciones 

de PCR con el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System. Los vectores se 

purificaron con el kit Plus SV Minipreps DNA purification system. Para obtener 

grandes concentraciones de plásmidos se empleó el kit Wizard® Plus Midipreps DNA 

Purification System. Todos los kits provienen de la casa comercial Promega y se 

usaron según las condiciones indicadas por el fabricante.  
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También se realizó la purificación de plásmidos mediante minipreparaciones a 

través del método de lisis alcalina de la siguiente manera:  

Se obtuvieron precipitados a partir de 5-10 mL de cultivos bacterianos crecidos 

en LB líquido con el marcador de selección correspondiente. El precipitado se 

resuspendió en 100 µL de buffer P1 (25 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, 50 mM glucosa, 

pH 8). Luego, para lisar las células se agregaron 200 µL de buffer P2 (0.2 N NaOH, 1 

% (p/v) SDS). Se mezcló suavemente por inversión y se incubó 5 min a temperatura 

ambiente. Para precipitar el DNA genómico y proteínas, inmediatamente se agregaron 

150 µL de buffer P3 (3M KCH3CO2 pH 5). Nuevamente se mezcló suavemente por 

inversión. Para separar el DNA genómico del plasmídico, se centrifugó a 4 °C durante 

15 min a 12000 xg. Se recolectó el sobrenadante conteniendo el DNA plasmídico, y 

se incubó con 10 μg/mL RNAasa-A, a 37°C durante 1 h. Luego, se realizó una 

extracción de proteínas con 400 µL de cloroformo, se agitó por inversión hasta 

obtener una emulsión, y se centrifugó a 12000 xg durante 8 min para separar 

rápidamente la fase acuosa (conteniendo el DNA plasmídico) de la orgánica 

(proteínas). Se precipitó el DNA plasmídico mediante el agregado de 1 volumen de 

isopropanol. Se mezcló e incubó a -20°C, al menos 30 min. Se centrifugó a 12000 g 

a 4°C por 30 min, se descartó el sobrenadante y se lavó el precipitado con 1 mL de 

70 % (v/v) etanol frío. Se centrifugó a 12000 xg a 4°C por 15 min, se descartó el 

sobrenadante y se incubó brevemente a 37°C para evaporar el etanol residual. Por 

último, el precipitado se resuspendió en agua milliQ estéril. 

2.7.4 Reacciones de digestión y ligación de ácidos nucleicos 

2.7.4.1 Reacciones de digestión  

Los fragmentos de DNA se clonaron tomando en cuenta los sitios de restricción 

presentes en las secuencias y en los vectores. Se usó 1 U de enzima de restricción 

(NEB) por cada 1µg de DNA. Cada pmol de vector digerido fue defosforilado con 1U 

de fosfatasa alcalina (Fermentas, USA), incubado a 37 °C por 30 min e inactivado por 

65 °C durante 15 min. Las reacciones se llevaron a cabo en el buffer compatible con 

cada enzima incubando a 37 °C durante el tiempo recomendado por el proveedor 

para enzimas comunes o de alta fidelidad. 

 

2.7.4.2 Reacciones de ligación 

Las reacciones de ligación se realizaron empleando la enzima T4 ligasa (NEB, 

USA), utilizando relaciones molares inserto: vector 3:1 y 10:1, respectivamente. El en 
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caso de las reacciones realizadas para la técnica CRISPR/CAS9 se usaron relaciones 

10:1 y 20:1. 

 

Los nanogramos (ng) de inserto para la reacción se calcularon según la fórmula:  

 

𝑛𝑔 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑜 =
𝑛𝑔 𝑣𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑥 𝐾𝑏𝑝 𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑜

𝐾𝑏𝑝 𝑣𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟
 𝑥 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑜: 𝑣𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟 

 

Se emplearon 50 ng de vector, la cantidad de inserto calculada para cumplir las 

relaciones molares mencionadas, 400 U de enzima T4 Ligasa, buffer T4 ligasa 1X y 

agua milliQ estéril hasta completar 20 µL de volumen final de reacción.  La mezcla se 

incubó durante toda la noche (ON) a 16 °C. Como control negativo se empleó la 

reacción de ligación en ausencia de inserto.  

 

Se llevaron a cabo reacciones de restricción y ligación para realizar las siguientes 

construcciones:  

-pET22b/tccal1 

-pTREX/tccal1x6His 

-pTEX/pfdHA 

-pTEX/armHA 

-pTREX/pfdHA 

-pTREX/armHA 

-pTREX-n/CAS9/sgRNA1 y pTREX-n/CAS9/sgRNA53 

-pBTM116/tccal1 

2.7.5 Análisis de colonias recombinantes por colony-PCR  

2.7.5.1 Colonias bacterianas  

Se resuspendieron colonias bacterianas crecidas en presencia del marcador de 

selección en 10 µL de agua milliQ estéril y se incubaron a 98 °C durante 5 min. Se 

tomó 1 µL de esta la suspensión de bacteriana como molde en reacciones de PCR 

empleando la enzima DNA taq polimerasa. 

2.7.5.2 Clones de epimastigotes 

107 parásitos se centrifugaron a 3000 xg por 5 min y se lavaron una vez en PBS. 

El precipitado se resuspendió en 30 µL agua milliQ estéril y se incubó a 95 °C por 5 
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min. Esta suspensión se centrifugó a 3000 xg por 5 min y el sobrenadante se trasvasó 

a un tubo nuevo para utilizarlo como molde en reacciones de PCR.   

2.7.5.3 Colonias de levaduras 

Se resuspendieron colonias de levaduras crecidas en presencia del marcador de 

selección en 50 µL de agua milliQ estéril y se incubaron a 98 °C durante 10 min. La 

suspensión se centrifugó a 3000 xg por 5 min y el sobrenadante se trasvasó a un tubo 

nuevo para utilizarlo como molde en reacciones de PCR.   

2.7.6 Electroforesis en geles de agarosa 

Para la visualización de fragmentos de DNA y vectores se emplearon geles de 

agarosa entre 0.8-1.5% (p/v). Las corridas se realizaron en buffer TAE 1X y los geles 

se tiñeron con bromuro de etidio (0.2-0.5 μg/mL). Se emplearon marcadores de DNA 

de 100 pb o 1 kb (productos biológicos PB-L, Argentina). El revelado se realizó bajo 

luz UV en un transiluminador. 

2.7.7 Cuantificación de ácidos nucleicos 

La cuantificación de fragmentos de DNA o vectores se realizó por visualización 

de geles de agarosa comparando con marcadores de peso molecular (PB-L) o 

utilizando el equipo nanodrop DS-11 DNA Quantification Spectrophotometer 

(DeNovix Inc, USA).  

2.7.8 Secuenciación de ácidos nucleicos  

La identidad de las secuencias de DNA se realizó por secuenciación de ácidos 

nucleicos utilizando el servicio de secuenciación de Macrogen Inc. 

(https://dna.macrogen.com/.  

Las secuencias obtenidas se analizaron con el programa de alineamiento múltiple 

Clustal Omega utilizando las bases de datos TriTrypDB o GenBank. La calidad de la 

secuenciación de los genes se corroboró a partir de sus respectivos cromatogramas. 

2.8 Generación de cultivos transgénicos 

2.8.1 Transformación y selección bacteriana 

Se prepararon bacterias E. coli DH5α electrocompetentes de la siguiente manera:  

Se creció un cultivo a 37 °C y 300 rpm de agitación hasta la fase exponencial 

temprana (OD600nm 0.4-0.5). Se recuperaron las células por centrifugación a 3000 xg 

durante 20 min a 4°C y se lavaron 5 veces en una solución fría y estéril de glicerol al 

10% (v/v) con las mismas condiciones de centrifugado. El cultivo se concentró hasta 

https://dna.macrogen.com/
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100 veces en la misma solución de glicerol al 10% (v/v). Se hicieron alícuotas de 100 

µL para almacenar al -80 °C hasta su uso. 

Se transformaron bacterias E. coli electrocompetentes empleando la técnica de 

electroporación. Se mezclaron 100 µL de bacterias con el DNA de la mezcla de 

ligación o plásmido de interés, se les aplicó el pulso eléctrico utilizando el 

electroporador Micropulser Electroporator (BioRAD, USA) para luego ser 

recuperadas en medio LB líquido durante 50 min en agitación a 37°C. Posteriormente, 

las bacterias se sembraron en una placa de LB sólido suplementado con los 

marcadores de selección correspondientes, ampicilina (100 µg/µL) o cloranfenicol 

(100 µg/µL) y se incubaron ON a 37 °C.  

Las colonias obtenidas se evaluaron por PCR de colonia (Colony-PCR) para 

evaluar la adquisición de la construcción transformada.   

2.8.2 Generación de líneas transgénicas de parásitos 

2.8.2.1 Transfección de parásitos  

Para la generación de líneas transgénicas se utilizaron 108 parásitos/mL en fase 

de crecimiento exponencial.  Los cultivos se lavaron 2 veces con PBS y se 

resuspendieron en 350 µL buffer de transfección frío (0.1 mM CaCl2, 0.5 mM MgCl2, 

272 mM sucrosa en PBS, pH 7.2). Se añadieron 40-45 µg del plásmido en un volumen 

máximo de 50 µL a cada suspensión de parásitos y se transfirieron a una cubeta de 

electroporación de 0.2 cm para incubar en hielo durante 5 min. Los parásitos se 

electroporaron con un pulso de 400 V y 500 μF utilizando el equipo Gene Pulser® II 

(Biorad, USA).  La suspensión celular de cada cubeta se recuperó en hielo por 5 min 

y luego se transfirió a una botella de cultivo con 7 mL de medio LIT suplementado con 

20% de SFB e incubados a 28 °C ON. Se procedió luego a seleccionar los cultivos 

transformados como se explica en los siguientes apartados. 

2.8.2.2 Selección de líneas sobre-expresantes  

Se transfectaron epimastigotes salvajes o wild type (WT) de las cepas CL (TcI) 

e Y (Tc-II) con los plásmidos pTREX-TcCAL16xHis, y pTREX vacío (vector sin inserto). 

Para iniciar el proceso de selección se añadieron concentraciones crecientes de 

geneticina (G418) (Gibco, USA) desde 24 h post-transfección hasta llegar a una 

concentración de 500 µg/mL.  
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2.8.2.3 Generación de líneas editadas mediante CRISPR/CAS9 

La estrategia utilizada para la edición génica del gen tccal1, fue la basada en los 

trabajos de Lander et al., 2015, con algunas modificaciones, según se detalla a 

continuación. 

2.8.2.3.1 Obtención de secuencias de RNA guías específicas para tccal1 

Se utilizó la herramienta de diseño de guías CRISPR de RNA/DNA para 

patógenos eucariotas (EuPaGDT-Eukaryotic Pathogen CRISPR guide RNA/DNA 

Design Tool) disponible en la página web: http://grna.ctegd.uga.edu/. Se seleccionó 

la secuencia NGG PAM específica para la enzima CAS9 de Streptococcus 

pyogenes (spCAS9), el genoma de T. cruzi CL Brener Esmeraldo-like como blanco 

y la secuencia del gen tccal1 de T. cruzi CL Brener Esmeraldo-like extraída de la 

página web del TriTrypDB. Se seleccionaron dos secuencias de RNA guías (gRNA), 

que presentaban ausencia de off-targets (corte inespecífico) en el genoma, 

dirigidos a los nucleótidos número 1 y 53 del gen tccal1, respectivamente. 

2.8.2.3.2 Diseño de oligos, amplificación y clonado de RNA guías 

El ARN guía en el sistema CRISPR/Cas9 consta de dos partes: el crRNA, que 

es la parte "guía" y se une al DNA blanco y el tracrRNA, que actúa como un 

andamio de unión para la nucleasa Cas9. Las dos moléculas juntas forman el ARN 

guía (sgRNA), esencial para dirigir la Cas9 a la ubicación correcta en el genoma 

para la edición. 

Para obtener los oligonucleótidos forward, FgRNA1 y FgRNA53 (ver tabla 2), 

las secuencias de los guías gRNA 1 y 53 se añadieron a la secuencia: 5’-

GATCGGATCCG-(sgRNA1 o sgRNA53)-GTTTTAGAGCTAGAAATAGC-3’ que 

corresponde al crRNA, contiene un sitio de corte para la enzima de restricción 

BamHI (secuencia subrayada) y los 20 nucleótidos que hibridan con la secuencia 

blanco. Se utilizó el oligonucleótido reverse RpUC, (ver tabla 2) con un sitio de 

corte para la enzima BamHI que forma parte del tracrRNA e hibrida en la región 

HX1 del plásmido pUC_gRNA. 

Cada gRNA (1 y 53), se amplificó mediante PCR, utilizando los 

oligonucleótidos forward FgRNA1, FgRNA53 y el reverse RpUC descritos 

anteriormente y el plásmido pUC_gRNA como DNA molde. Los productos de PCR 

se resolvieron en un gel de agarosa y se purificaron como se indica en la sección 

2.7.3. 

http://grna.ctegd.uga.edu/
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Los fragmentos que codifican para los sgRNAs 1 o 53, se clonaron en el vector 

pTREX-n/CAS9, previamente digeridos con la enzima BamHI.  Se corroboró la 

identidad de la construcción por secuenciación, utilizando el oligonucleótido HX1 

y el servicio de secuenciación de Macrogen.  

2.8.2.3.3 Producción de DNA donador 

Para favorecer la reparación del corte por la enzima CAS9, se generó un 

cassette de recombinación compuesto por el gen de resistencia a blasticidina 

(Bsd) flanqueado por 100 pb en cada extremo, correspondientes a fragmentos de 

las regiones 5´ y 3´ UTR del gen tccal1. Se realizó la búsqueda de las secuencias 

UTRs del gen tccal1, empleando la herramienta de extracción de secuencias en la 

página web TriTrypDB, seleccionando 100 nucleótidos aguas arriba del codón ATG 

de inicio (HR1) y 100 nucleótidos aguas abajo del codón stop del gen (HR2). La 

secuencia HR1 fusionada a 20 nucleótidos del inicio del gen de resistencia a Bsd 

constituyeron el ultrámero 1 y el reverso complementario de la región HR2 con 20 

nucleótidos finales del gen de resistencia a Bsd formaron el ultrámero 2, ambos 

descritos en la tabla 2. Empleando los ultrámeros diseñados y el vector 

pGEMT/Bsd como molde, se amplificó mediante PCR el cassette de recombinación 

preparando reacciones de PCR hasta alcanzar 1000 µL de producto de PCR. El 

producto de amplificación se purificó a partir de gel de agarosa como se describe 

en la sección 6.3. 

2.8.2.3.4 Transfección y selección clonal de parásitos 

Se co-transfectaron 8 x 107 epimastigotes WT de las cepas Y (TcII) y CL (TcI) 

con 40 µg de DNA del cassette de homología 5´UTR-bsd-3´UTR y los plásmidos 

recombinantes pTREX-n/Cas9/sgRNA1, pTREX-n/Cas9/sgRNA53 o pTREX-

n/Cas9/scrambledsgRNA, siguiendo las condiciones mencionadas en el punto 

2.8.2.1. Los epimastigotes se seleccionaron utilizando concentraciones crecientes 

de G418 y BSD durante 4 semanas, hasta llegar a una concentración de 500 µg/mL 

y 15 µg/mL, respectivamente.  Seguidamente, los cultivos seleccionados se 

sometieron a selección clonal en placas de 96 pocillos con una cuña de agar 

sangre. Para esto, los parásitos se contaron por triplicado en una cámara de 

Neubauer y se diluyeron en medio LIT hasta obtener 2000 parásitos en la primera 

columna de la placa. Luego, se hicieron diluciones seriadas al medio (½) hasta 

obtener 0.5 parásitos por pocillo en la última columna de la placa de 96 pocillos. 

Los parásitos se incubaron hasta 3 semanas hasta observar crecimiento de los 
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clones. Cuando los cultivos alcanzaron densidades de aproximadamente 107 

parásitos/mL se hicieron pasajes a una placa de cultivo celular de 6 pocillos y 

posteriormente se expandieron en botellas de cultivo T25. 

Los cultivos y clones obtenidos fueron analizados mediante western blot y 

colony PCR de parásitos. Las amplificaciones fueron realizadas con 

oligonucleótidos dirigidos al inicio del gen tccal1 (CAL3), a la región 3´UTR del gen 

tccal1 (P2), a una secuencia aguas arriba del gen tccal1 (P4) y una región interna 

del gen Bsd (P3). 

2.8.3 Transformación de levaduras  

2.8.3.1 Preparación de levaduras electrocompetentes 

Se prepararon levaduras cepa L40 electrocompetentes de la siguiente manera: 

Se inocularon 100 mL de medio YPAD con un preinóculo de S. cerevisiae L40 

crecido ON y se crecieron a 30 °C hasta obtener una densidad de 1x108 células/mL 

para luego incubar en un baño agua-hielo durante 20 min con el fin de detener el 

crecimiento. Las células se precipitaron por centrifugación y se hicieron lavados con 

100 mL de agua estéril cada uno. El precipitado conteniendo las células se lavó dos 

veces con 4 mL de 1 M sorbitol y finalmente se resuspendió en 0.1 mL de 1M 

sorbitol. La suspensión se mantuvo en hielo hasta la electroporación de las células. 

Todas las centrifugaciones se realizaron a 3000 xg por 5 min a 4 °C. 

2.8.3.2 Transformación de levaduras a pequeña escala  

Se añadieron de 5 a 100 ng de DNA (en un volumen máximo de 5 µL) a 40 µL de 

levaduras L40 electrocompetentes. Se homogeneizó suavemente e incubó 5 min en 

hielo. Se transfirió la muestra a una cubeta de electroporación de 2 mm previamente 

enfriada en hielo. Se electroporó utilizando el programa Sc2 del equipo Micropulser 

Electroporator (BioRAD, USA). Se removió la cubeta de la cámara y se agregó 1 mL 

de 1 M de sorbitol frío. Se transfirieron las células a un tubo estéril y se plaquearon 

100 µL de células por placa de SD agar con los marcadores de selección 

correspondientes. Se observó la presencia de colonias a partir de las 48 a 72 h post-

transformación. 

2.8.3.3 Transformación de levaduras a gran escala 

Se partió de levaduras L40 transformadas con el vector recombinante 

pBTM116/tccal1x6his (L40/TcCAL1) y seleccionadas en placas de agar SD-WUK. Se 

creció un cultivo de 5 mL de L40/TcCAL1 en medio SD-WUK durante 12 h. La selección 

con uracilo se utilizó para mantener el gen reportero his3.  
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Se inocularon 50 mL del mismo medio tal que la dilución resultante del cultivo 

original crezca toda la noche a 30C hasta una DO600nm entre 1 y 4.  

El cultivo saturado se diluyó hasta una DO600nm de 0.3 en 250 mL de medio YPAD 

y se dejó crecer en agitación a 30C durante 4 h. Las levaduras se cosecharon por 

centrifugación a 1500 xg por 5 min a temperatura ambiente. El precipitado se lavó 

con 250 mL de acetato de litio (LiAc) 1X, TE 0.5X y se volvió a centrifugar. El 

precipitado se resuspendió en 5 mL de LiAc 1X, TE 0.5X y se transfirió a un 

Erlenmeyer de 500 mL. Se le agregó una mezcla de DNA compuesta por 150 µg de 

la biblioteca de cDNA de T. cruzi en pVP16 y 2.5 µg de DNA de esperma de salmón 

desnaturalizado. Se mezcló con un agregado de 35 mL de PEG-LiAc y se incubó 

con agitación por 30 min a 30 C. Se mezcló con 4.4 mL de DMSO y se incubó a 42 

C por 6 min (shock de calor) agitando ocasionalmente para permitir una 

temperatura homogénea. La mezcla de transformación se diluyó con 100 mL de 

YPA, para luego enfriar rápidamente hasta temperatura ambiente en baño de agua-

hielo. Las levaduras se lavaron con 125 mL de YPA por centrifugación y el 

precipitado se resuspendió en 250 mL de YPAD para luego incubar con agitación 

suave por 1 h a 30 C. El cultivo se centrifugó a 1500 xg por 5 min y el precipitado 

se lavó con 125 mL de SD–WULK. Las levaduras se centrifugaron nuevamente a 1500 

xg por 5 min a temperatura ambiente y el precipitado se resuspendió en 250 mL de 

SD-WULK para luego incubar con agitación ON. El cultivo se lavó 2 veces con 125 mL 

de SD-WULK y el precipitado final se resuspendió en 7.5 mL de SD-WULK. Se sembraron 

15 placas de 150 mm de diámetro conteniendo agar SD–WULK con 0.5 mL de 

suspensión de cultivo cada una. Se observaron colonias a partir de las 48 h. Se 

recuperaron colonias para el ensayo de β-galactosidasa hasta 4 días post siembra.  

2.9 Ensayo de doble híbrido  

2.9.1 Sistema de doble híbrido en Levaduras  

La técnica de doble híbrido en levaduras se basa en el uso de factores de 

transcripción con organización modular, es decir, que contienen un dominio de unión 

al DNA y un dominio de activación que son unidades funcionalmente separables. Esta 

técnica permite la identificación de nuevos socios de interacción de una proteína 

conocida con proteínas de una biblioteca de cDNA. La estrategia utiliza 

construcciones formadas por la proteína de interés fusionada al dominio de unión a 

DNA (BD o binding domain) y una biblioteca de cDNA fusionada al dominio de 

activación (AD o activation domain) de un factor de transcripción. Las proteínas de la 
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biblioteca de cDNA que interactúan con la proteína de interés permiten el ensamblaje 

del factor de transcripción funcional que se une al DNA y permite la transcripción de 

un gen reportero que puede ser detectado o medido en un medio de cultivo 

apropiado.  En este caso, se expresó la secuencia de tccal1 fusionada a la secuencia 

completa del represor LexA, que contiene el dominio BD, mientras que los genes de 

una biblioteca de cDNA de epimastigotes de T. cruzi se fusionaron a la secuencia AD 

del factor de transcripción del virus del herpes simple (VP16). Las construcciones se 

expresaron en vectores de alto número de copias, pBTM116 y pVP16, 

respectivamente. Los vectores recombinantes se utilizaron para transformar 

levaduras S. cerevisiae de la cepa L40, la cual tiene dos genes reporteros, el gen his3 

de levaduras y el gen bacteriano LacZ. El factor de transcripción híbrido activa la 

transcripción de los genes his3 y lacZ permitiendo que las levaduras crezcan en 

medio sin histidina (H) y tornándose en colonias azules al ensayar la actividad β-

galactosidasa (β-gal, apartado 2.9.6).  

2.9.2 Vectores de expresión de levaduras utilizados 

-pBTM116: El plásmido tiene el gen trp1 que permite seleccionar levaduras en 

ausencia de triptófano (W).  

-pVP16: El plásmido también contiene el gen Leu que permite la selección de 

levaduras transformadas con este plásmido en medio sin leucina (L).  

2.9.3 Clonado de tccal1 en el vector pBTM116 

A partir de DNA genómico de T. cruzi se amplificó por PCR la secuencia 

completa de tccal1 con los oligonucleótidos específicos CALBTM1 y CALBTM2. El 

fragmento amplificado y el vector pBMT116 se digirieron con las enzimas SmaI y PtsI 

y se purificaron como se describe en la sección 2.7.3. Se llevaron a cabo reacciones 

de ligación conteniendo el fragmento que codifica para tccal1x6his y el vector 

pBMT116. Se transformaron bacterias y se obtuvo el vector recombinante 

pBMT116/tccal1x6his a partir de mini preparaciones de DNA plasmídico.  La 

construcción pBMT116/tccal1x6his se utilizó para transfectar levaduras de la cepa 

L40 electrocompetentes, como se especificó en 2.8.3.2 y se seleccionaron en placas 

con medio SD-WUK.  

2.9.4 Control de autoactivación y tratamiento con 3-Amino-1,2,4-Triazol   

Se transfectaron levaduras L40 pBMT116/tccal1x6his (L40/TcCAL1-LexA) con 

el vector pVP16 sin inserto. Se crecieron en placas de agar SD-WUKL, con las 

cuales se puede seleccionar levaduras con ambos plásmidos incorporados (clones 
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pBTM116/tccal1x6his– pVP16). El plásmido pMBT116/lamina se utilizó como control 

negativo. Este plásmido contiene la región codificante correspondiente a los 

aminoácidos 66-230 de la lamina C, insertada en el MCS de pBTM116 que por 

trabajos previos en el laboratorio se conoce que no activa la transcripción de los 

genes reporteros his3/lacZ. Se estriaron clones conteniendo cada una de las 

construcciones en placas de agar SD-WUKL y SD-WHULK y se incubaron a 30 °C 

por 48 h. Las levaduras conteniendo el constructo pMBT116/lamina pueden crecer 

en las placas de agar SD-WUKL, pero no en las SD-WHULK dado que la proteína de 

fusión LexA-lamina no interactúa con el dominio de transactivación VP16 con lo cual 

no hay transcripción del gen his3. En cuanto a los clones pBTM116/tccal1x6his–

pVP16, pueden crecer en medio SD–WUKL, pero no en SD–WHULK. De no ser así, 

es indicativo de que la fusión TcCAL1-LexA puede reconstituir per se el factor de 

transcripción híbrido con VP16.  

Para determinar la concentración mínima del inhibidor 3-Amino-1,2,4-Triazol 

(3AT) que permite recuperar la auxotrofía a histidina, levaduras recombinantes 

L40/TcCAL1-LexA se crecieron en placas SD-WUK y SD-WHUK en presencia de 0, 

1, 5, 10, 25 y 50 mM de dicho compuesto. Se monitoreó el crecimiento de colonias 

a los 2, 5 y 7 días post-estriado.     

2.9.5 Transformación y selección de clones positivos  

Las levaduras L40/TcCAL1-LexA se transformaron con 30 µg de una biblioteca 

de cDNA construida en el vector pV16 a partir de RNA total de epimastigotes de T. 

cruzi de la cepa CL Brener, siguiendo el protocolo descrito previamente en (Gómez 

et al., 2001) con las modificaciones detalladas en el apartado 2.8.3.3.  

Las levaduras transformadas se seleccionaron en ausencia de histidina (placas 

SD-WHULK) y los clones obtenidos se repicaron y se mantuvieron hasta medir la 

actividad β-galactosidasa. 

2.9.6 Medición de actividad β-galactosidasa 

Se midió la actividad de β-gal de los clones de levaduras obtenidos en el punto 

2.9.5 transfiriéndolas a filtros de nitrocelulosa. Las membranas se colocaron, colonias 

hacia arriba, sobre un soporte de aluminio y se incubaron durante 15 min a -70°C. Los 

filtros se ubicaron, también con las colonias hacia arriba, sobre papel Whatman 3MM 

(W3M) y se dejaron descongelar a temperatura ambiente. Luego, se pusieron dentro 

de la tapa de una caja de Petri (10 cm de diámetro) sobre papel W3M humedecido 
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con 3 mL de Buffer Z con X-Gal. La caja se tapó y se incubó a 30 °C por distintos 

tiempos y se registró la aparición o no de coloración azul. 

2.9.7 Obtención de secuencias de clones positivos 

Se obtuvieron las secuencias por realizando colony PCR de levaduras utilizando 

los oligonucleótidos pVP16F y pVP16R. Los amplificados se purificaron a partir de gel 

como se describe en el punto 2.7.3 y se enviaron a secuenciar utilizando el servicio 

de Macrogen. 

2.9.8 Control de interacción específica  

Para descartar falsos positivos se realizó un control de interacciones específicas. 

Este ensayo consiste en determinar si las proteínas recombinantes expresadas por 

los clones positivos (proteínas de unión a TcCAL1) son capaces de asociarse a 

cualquier proteína inespecífica (fragmento de lamina C) y activar el sistema, o si 

preferentemente interactúan con TcCAL1. Los clones conteniendo los interactores de 

TcCAL1 (L40/TcCAL1-LexA/pVP16-interactor) se repicaron 4 veces sucesivamente 

en placas de agar SD-UHLK en presencia de W, para inducir la pérdida del plásmido 

recombinante pBTM116/tccal1x6his. La ausencia del plásmido se corroboró 

creciendo las levaduras en ausencia de W. Las levaduras L40 pVP16-interactor se 

transformaron con el plásmido pBTM116/lamina y se crecieron en placas de agar SD-

WHULK, para analizar la capacidad de crecimiento en medio sin H, en placas control 

de SD completo, SD–WUK, SD–LUK y SD–WLUK. También se realizó el ensayo de 

actividad β-gal. 

2.10 Técnicas de obtención, análisis y procesamiento de proteínas 

2.10.1 Obtención de extractos de proteínas 

2.10.1.1 A partir de bacterias a pequeña escala  

Se partió de precipitados de 10 mL de cultivos de E. coli BL21 Rosetta 

pET22b/tccalx6his crecidos en medio LB líquido con 100 µg/µL ampicilina a 37 °C en 

agitación (300 rpm) ON e inducidos con 1 mM de IPTG. El precipitado se resuspendió 

en buffer de lisis (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, pH 8 e inhibidores de proteasas 

cOmplete™ mini protean, Roche). La suspensión se sonicó 5 veces en frío con pulsos 

de intensidad 5 con el procesador ultrasónico Sonicator® W-385 y se centrifugó para 

separar las fracciones solubles e insolubles a 12000 xg por 10 min a 4 °C. las 

muestras, precipitado y sobrenadante, se colocaron en tubos separados y se les 

añadió buffer de muestra 4X. Para evaluar la presencia de la proteína en las distintas 
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fracciones, las muestras se separaron por electroforesis SDS-PAGE en gel de 

poliacrilamida al 12% y se analizaron por western blot.  

2.10.1.2 A partir de bacterias a gran escala  

A partir de 1 L de cultivo bacteriano inducido se obtuvo un precipitado por 

centrifugación a 10000 xg durante 20 min a 4 °C. Se resuspendió en 10 mL de buffer 

de lisis/unión (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol, pH 8 y cocktail de 

inhibidores de proteasas cOmplete™ mini protean de Roche) y se incubó durante 30 

min en hielo con lisozima a una concentración final de 1 mg/mL y DNAasa (10 µg/mL) 

en presencia de 5 mM de MgCl2. La suspensión se sometió a 7 pulsos de 10 seg de 

intensidad 7 con el procesador ultrasónico Sonicator® W-385 entre cada pulso la 

muestra se incubó por 10 seg en hielo. El lisado obtenido fue centrifugado a 23000 

xg durante 30 min a 4°C. El lisado clarificado resultante se reservó a -20 °C para la 

posterior purificación de TcCAL1x6His (2.14.2). 

2.10.1.3 A partir de levaduras  

Los extractos proteicos de levaduras se obtuvieron a partir de precipitados de 

cultivos crecidos hasta 1-2 x107 células/mL, recuperados por centrifugación a 2000 

xg por 5 min. Cada 1 mL de cultivo se resuspendió en 200 µL de PBS 1X y NP40 

0.5%. Se agregó el volumen correspondiente de buffer de siembra 4X y se calentaron 

las muestras por 5 min a 100 °C. 

2.10.1.4 A partir de parásitos 

Se partió de precipitados correspondientes a 1-4 x 107 de epimastigotes, 

amastigotes axénicos y tripomastigotes metacíclicos o derivados de células. Se 

lavaron de 1 a 3 veces con un volumen de PBS cada uno y se colectaron por 

centrifugación durante 5 min a 3000 xg. Los precipitados resultantes se almacenaron 

a –20 °C hasta su utilización.  

Para obtener los extractos de proteína total, el precipitado de parásitos se 

resuspendió en buffer de lisis conteniendo 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 14 mM β-

mercaptoetanol, suplementado con un cocktail de inhibidores de proteasas 

(cOmplete™ Roche, cat. 11836153001, Suiza). Luego se realizaron 6 ciclos de 

congelado y descongelado en N2 líquido y agua a temperatura ambiente, 

respectivamente.  La suspensión obtenida se centrifugó por 10 min a 4000 xg a 4°C.  

El sobrenadante resultante, extracto proteico soluble, se reservó a -20 °C para 

ensayos de verificación de la expresión de TcCAL1 endógena o recombinante, así 
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como la disminución de la expresión de TcCAL1 endógena en parásitos sometidos a 

edición génica por CRISPR/CAS9.  

Para obtener fracciones microsomales y solubles, los extractos proteicos de 

epimastigotes se centrifugación durante 20 min a 3000 xg a 4 °C. las fracciones 

resultantes, precipitados (fracción microsomal) y sobrenadantes (fracción soluble), se 

separaron en tubos diferentes y se les añadió buffer de siembra 4X. Para evaluar la 

presencia de la proteína en las distintas fracciones, las muestras se separaron por 

electroforesis SDS-PAGE en gel de poliacrilamida al 12% y se analizaron por western 

blot. 

2.11 Cuantificación de proteínas 

En una placa de 96 pocillos se colocaron 10 μL de diferentes diluciones de los 

extractos proteicos y 200 μL de reactivo de Bradford. La curva estándar se realizó en 

base a 5 puntos de masa creciente de seroalbúmina bovina (BSA). Se midió la 

absorbancia a 595 nm de todas las muestras en un lector de microplacas 

VERSAmax® (Molecular Devices Corportation, UK). Con los valores de absorbancia 

medida de los estándares de proteína conocida se construyó una curva de 

calibración. Esta curva muestra la relación entre la absorbancia y la concentración de 

proteínas. La concentración de las muestras se obtuvo extrapolando desde la curva 

de calibración el valor correspondiente de concentración (Bradford, 1976; Kielkopf et 

al.2020).  

2.12 Electroforesis desnaturalizante en geles de acrilamida (SDS-PAGE) 

Entre 25-45 μg de proteína total de extractos de T. cruzi o 20 μg de proteínas 

totales de extractos con proteína recombinante, fueron mezclados con buffer de 

siembra para proteínas 4x (0.2 M Tris-HCl pH 6.8, 10% (m/v) SDS, 0.008% (v/v) Azul 

de bromofenol, 40% (v/v) Glicerol, 0.4 M DTT ó 20% (v/v) β-mercaptoetanol), 

incubados a 98 °C por 5 min y sembrados en geles de poliacrilamida al 12% en 

condiciones desnaturalizantes. La corrida electroforética se realizó en buffer Tris-

glicina con SDS al 0,1% (m/v) en una cámara de corrida Mini-PROTEAN® tetra system 

(Bio-Rad, USA) a voltaje constante de 100 V por gel.  

2.13 Western blot 

Las proteínas separadas por SDS-PAGE fueron transferidas a membranas de 

nitrocelulosa (GE Healthcare, USA) a una corriente constante de 95 mA para geles 

completos. Las membranas se bloquearon en solución de bloqueo (5% m/v) leche 
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descremada en PBS) durante 1 h. La solución de bloqueo se descartó y se incubó 

con el anticuerpo primario en solución de incubación (2% m/v) leche descremada en 

PBS) durante toda la noche a 4 °C. Luego, se realizaron 4 lavados de 5 min cada uno 

con PBS-Tween 20 (PBS, 0.001% v/v) Tween 20) para después incubar con el 

anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa (HRP) (diluciones en solución de 

incubación) durante 1 h:30 min a temperatura ambiente. Luego, se realizaron 3 

lavados de 5 min con PBS-Tween 20. Todas las incubaciones y lavados se realizaron 

en agitación constante. Finalmente, el revelado se realizó incubando las membranas 

con solución de Pierce™ ECL Western blotting substrate (Thermo Scientific, USA) 

según las especificaciones del ensayo. Las imágenes se obtuvieron exponiendo las 

membranas en el detector de quimioluminiscencia GeneGnome y el software de 

adquisición de imágenes GeneSys siguiendo las instrucciones del fabricante 

(Syngene inc., USA). 

2.14 Producción de TcCAL1x6His recombinante 

2.14.1 Inducción de la expresión de TcCAL1x6His a partir de bacterias 

Se creció un cultivo de E. coli BL21 Rosetta pET22b/tccal1x6His a 37 °C en 

agitación ON para inocular 1L de LB suplementado con 100 µg/mL de ampicilina en 

una dilución 1/50. El litro de cultivo se creció hasta una OD600nm= 0.4-0.5 y se añadió 

IPTG a una concentración final de 1 mM para inducir la expresión de la proteína. A 

las 4 h de crecimiento se obtuvo un precipitado por centrifugación a 10000 xg durante 

20 min a 4 °C. El precipitado bacteriano se almacenó a -70 °C hasta la purificación.  

2.14.2 Purificación de TcCAL1x6His a partir de bacterias  

Para purificar la proteína, se empaquetaron 3 mL de una suspensión al 50% de 

resina Ni-NTA (Qiagen®, USA) y se equilibró con 7 volúmenes de buffer de lisis/unión 

frío. El lisado clarificado obtenido como se describe en el apartado 2.10.1.2, se 

transvasó a un tubo con la resina equilibrada y se incubó durante 1 h a 4°C en un 

rotador para mantener el contacto resina-lisado. 

Luego de la incubación, la suspensión resina-lisado se transfirió a una columna y 

se dejó empaquetar. Se recuperó el percolado y se realizaron lavados de 1 mL con 

buffer de lavado (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl y 20 mM imidazol, pH 8) hasta que 

la Abs280nm estuvo por debajo de 0.04. Los eluídos se realizaron con 7 mL de buffer 

de elución (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl y 250 mM imidazol, pH 8) y se colectaron 

en fracciones de 700 µL cada una. Se midió Abs280nm para monitorear la elución de la 
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proteína. Las fracciones con mayor concentración de proteína se reunieron en un solo 

tubo y se trataron según la necesidad de los ensayos posteriores.  

2.15 Tratamiento reductor con β-mercaptoetanol 

Dado que la proteína TcCAL1x6His purificada de E. coli se obtuvo en forma de 

dímeros y monómeros se sometió a un tratamiento con β-mercaptoetanol para obtener 

una muestra 98 % monomérica aplicando el siguiente tratamiento:  

Se determinó la concentración de la proteína obtenida de la purificación por afinidad 

con la resina de níquel agarosa por el método de Bradford. La muestra se trató con 5% 

(v/v) de β-mercaptoetanol por cada 1 mg de proteína total estimada. La solución se 

incubó durante 15 min a 45 °C y 15 min adicionales a temperatura ambiente. La solución 

de la proteína tratada con β-mercaptoetanol, se sometió a diálisis en una membrana de 

diálisis (Spectrum con cutt-off= 6-8 kDa) contra 1.5 L de buffer de diálisis (20 mM Tris-

HCl, 300 mM NaCl a pH 8). El proceso se realizó a 4 °C en agitación suave con 2 cambios 

de buffer cada 8 h.  

2.16 Tratamiento con resina Chelex® 100. 

La proteína obtenida de la purificación, tratada con β-mercaptoetanol y dializada 

se trató con resina Chelex® (Sigma, USA. Cat 7901) para quelar los cationes divalentes 

presentes en la muestra. El tratamiento se realizó incubando 0.5 g de resina por cada 10 

mL de proteína a 4 °C en agitación. La muestra se separó de la resina pasando la mezcla 

resina-proteína por una columna de plástico PD-10.  

2.17 Concentración de la proteína TcCAL1x6His 

Se utilizaron tubos concentradores Macrosep® Advance con cut-off 3K (Pall 

Corporation, USA). La muestra de proteína recuperada de diálisis y sometida a 

tratamiento con Chelex® fue trasvasada al tubo concentrador y centrifugada a 3000 xg 

en lapsos de 5 min para monitorear el volumen de muestra. La concentración deseada 

de TcCAL1x6His se alcanzó recuperando la muestra de los tubos concentradores. 

Cuando no se alcanzó la concentración deseada con los tubos concentradores, se 

realizó un paso adicional de concentración por vacío con un speed vaccum.  

2.18 Producción de suero policlonal anti-TcCAL1x6His  

Se inmunizaron ratones de la cepa BALB/c por vía intraperitoneal, siguiendo un 

esquema de inmunización de tres dosis a intervalos de 15-20 días. Las dosis fueron 

compuestas por 10 μg de proteína recombinante TcCAL1x6His con adyuvante de Freund 

completo, y 2 μg de proteína recombinante con adyuvante de Freund incompleto en las 
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dos últimas dosis. Una vez pasados 15-20 días de la tercera dosis, se extrajo la sangre 

de los ratones. Los sueros fueron obtenidos por incubación de la sangre a 37 °C durante 

1 h para favorecer la formación del coágulo. Luego, se centrifugaron a 3000 xg durante 

20-30 min, el suero fue recolectado y conservado a -20°C. También, se procesó suero 

de ratones antes de inmunizar para obtener suero pre-inmune control. 

2.19 Técnicas analíticas de proteínas  

2.19.1 Determinación de unión a Ca2+ por TcCAL1x6His 

Para los análisis de unión a calcio por dicroísmo circular (CD) y Resonancia 

Magnética Nuclear (RMN). Se utilizó el servicio ofrecido por la Plataforma Argentina 

de Biología Estructural y Metabolómica (plaBEM-CONICET) del Instituto de Biología 

Molecular y Celular de Rosario. 

La proteína recombinante TcCAL1x6His se purificó y se trató con β-

mercaptoetanol y resina Chelex® (apartados 2.14, 2.15 y 2.16) y se utilizó para los 

ensayos de CD y RMN de la siguiente manera: 

2.19.2 Dicroísmo circular (CD) 

Se emplearon muestras de TcCAL1x6His con una concentración de 130 a 220 

µM. Luego, se añadió 10 mM CaCl2 o 100 mM EGTA para obtener muestras en exceso 

o ausencia de Ca2+, respectivamente. Se utilizó un espectropolarímetro UV-Vis marca 

JASCO modelo J-1500 y una cubeta de cuarzo de paso óptico de 1mm o 10mm, para 

adquirir espectros de UV cercano o lejano, respectivamente. Para la espectroscopía 

de UV cercano, se adquirieron espectros de dicroísmo circular entre 250 y 320 nm, 

correspondiente a la región de absorción de los aminoácidos aromáticos. Las 

concentraciones de las soluciones utilizadas se estimaron adquiriendo espectros de 

absorción UV y calculando a partir de la Abs280. Para la espectroscopia de UV lejano, 

se adquirieron espectros de dicroísmo circular entre 190 y 240 nm, correspondiente 

a la región de absorción de los enlaces que componen el plano peptídico. En este 

caso, las muestras se llevaron a una concentración 0.15 mg/mL usando agua milliQ 

producida en nuestro laboratorio. 

2.19.3 Resonancia magnética nuclear (RMN) 

Se emplearon muestras de TcCAL1x6His con una concentración de 400  a 500 

µM, a las que se añadió 10 mM CaCl2 o 100 mM EGTA para obtener la proteína en 

exceso o ausencia de Ca2+, respectivamente. Para el análisis, se utilizó un 

espectrómetro de RMN marca Bruker operando a una frecuencia de 1H de 400 MHz, 

a una temperatura regulada de 24 °C. Las secuencias de pulsos y adquisición de 
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espectros se controlaron con una consola Avance III. Se adquirieron espectros mono-

dimensionales 1H-1D de las muestras con supresión de agua en un rango de -2 a 12 

ppm, utilizando la secuencia de pulsos zgesgp del catálogo de programas de Bruker. 

Las condiciones de adquisición fueron O1P = 4,70 ppm, SW= 16 ppm, TD= 9384, NS= 

512, RG=203 con un tiempo total de adquisición de 15 min para cada muestra. Los 

buffers se adquirieron con NS=128 durante 4 min. El pulso de 1H fue calibrado 

utilizando el macro pulsecal. 

2.19.4 Ensayo de unión de Ca2+ con el indicador Quin-2  

La determinación de unión a calcio por TcCAL1x6His se realizó con base en el 

protocolo de Tatsumi et al., 1997 con ligeras modificaciones. Las proteínas fueron 

inmovilizadas en una membrana de PVDF utilizando un equipo de dot blot. Se dejaron 

secar completamente y se incubaron con una solución conteniendo 60 mM KCl, 5 mM 

MgCl2 y 10 mM de Imidazol a pH 6.8 durante 1 h en agitación realizando 2 cambios 

de la solución. Luego, la membrana se incubó en la misma solución conteniendo 1 

mM CaCl2 en agitación durante 1 h a temperatura ambiente. Seguidamente, se lavó 

tres veces en una solución de etanol al 20% (v/v) durante 5 min cada lavado y con 

agua milliQ tres veces con cambios cada 5 min. Posteriormente, la membrana se 

incubó con una solución de 1 mM de Quin-2 (cat. 4750-Sigma, USA) durante 12 h en 

agitación y en oscuridad. Finalmente, la membrana se lavó 3 veces con agua milliQ y 

se dejó secar completamente sobre papel filtro en oscuridad. Para evidenciar la unión 

calcio se evaluó la fluorescencia de cada spot de proteína irradiando con luz UV en 

un transiluminador. Las proteínas BSA, calmodulina y sorcina se utilizaron como 

controles positivos. Como controles negativos se usaron lisozima e invertasa. 

2.20 Análisis de modificaciones postraduccionales   

2.20.1 Ensayo de palmitoilación de TcCAL1x6His: Intercambio acil-biotina 

(AB) 

Se realizó la determinación de palmitoilación de TcCAL1 según el protocolo 

descrito por Wan et al., (2007) con algunas modificaciones y en colaboración con la 

Dra. María Corvi (INTECH-Chascomus). Se partió de un precipitado de epimastigotes 

de la cepa CL WT. Cada muestra de parásitos precipitados equivalente a 5 mg de 

proteína estimada se resuspendieron en 4 mL de buffer de lisis que contenía 10 mM 

de N-etilmaleimida (NEM) y se sometieron a sonicación con ciclos de 15 seg de 

sonicación y 15 seg de descanso durante 10 períodos. Luego, la concentración de 
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NEM se ajustó a 2 mM. Seguidamente se aplicó el protocolo de intercambio acil-

biotina (ABE) (Wan et al., 2007), que consta de tres pasos principales:  

1) Bloqueo de grupos tioles libres (R-SH) con NEM, 2) Tratamiento con 

hidroxilamina (HA) para liberar los grupos palmitoilos de cisteínas que estaban 

modificadas por palmitoilación, generando nuevos grupos tiol (R-SH) y 3) Biotinilación 

de grupos tioles (recién liberados de ácido palmítico) y posterior purificación por una 

resina de agarosa acoplada a estreptavidina. La detección de TcCAL1 en la muestra 

proteica obtenida luego del pasaje del lisado de epimastigotes por la resina agarosa-

estreptavidina se realizó con el anticuerpo anti-TcCAL1x6His.  

Como control se usó el mismo lisado de epimastigotes CL WT el cual no se trató 

con HA (control -HA) con el fin de obtener una muestra sin liberación de los grupos 

de ácido palmítico y en consecuencia proteínas que no serían biotiniladas ni 

purificadas. La detección de TcCAL1 en la fracción -HA indicaría inespecificidad en la 

biotinilación y unión a la resina agarosa-estreptavidina. 

2.21 Determinación de niveles de Ca2+ intracelular en epimastigotes  

Para realizar cuantificación de [Ca2+]i en epimastigotes se siguió el protocolo descrito 

por Rey-Cibati et al., (2020), con algunas modificaciones.  Brevemente, se realizó la 

incorporación de Fura-2 acetoximetilado (Fura 2-AM) (Cat. F1201-Molecular Probes, 

USA) en epimastigotes de T. cruzi de la cepa Y. El Fura 2-AM es un indicador de Ca2+ 

fluorescente que presenta dos longitudes de onda de excitación diferentes cuando se 

encuentra en su forma libre de Ca2+ (380 nm) o unido a Ca2+ (340 nm) mientras que, la 

longitud de onda de emisión es independiente de esa asociación, manteniéndose 

siempre a 510 nm. Para realizar la incorporación de Fura 2-AM en los parásitos, se 

colectaron 1 x 107 epimastigotes de un cultivo en fase exponencial por centrifugación a 

1500 xg por 3 min, para luego lavarlos 3 veces con buffer de carga (116 mM NaCl, 5.4 

mM KCl, 0.8 mM MgSO4, 5.5 mM D-Glucosa, 1.8 mM CaCl2, 50 mM HEPES, pH 7.4). El 

precipitado obtenido se resuspendió en buffer de carga suplementado con 2 μM de Fura 

2-AM, 0.05 % de ácido plurónico (Cat. P3000MP-Invitrogen, USA) y 2.4 mM de 

probenecid (Cat. 50027-Biotium, USA). La suspensión se incubó por 1 h y 30 min a 28 

°C, en oscuridad y agitación constante (400 rpm). Posteriormente, los parásitos se 

lavaron 2 veces con buffer de carga en ausencia del fluoróforo centrifugando a 1500 xg 

por 3 min. El precipitado resultante se resuspendió en 500 µL de buffer suplementado 

con 2.4 mM de probenecid y 1% (m/v) de Sacarosa. Esta suspensión se distribuyó en 

volúmenes de 75 µL en una placa de 96 pocillos y se incubó durante 80 seg. En este 
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punto se añadió 30 µM digitonina y luego, a los 120 seg, 0.3% (v/v) tritón X-100 con el 

objetivo de elevar el calcio intracelular y obtener el máximo valor de fluorescencia. A los 

160 seg de lectura, se agregó 100 mM EGTA como quelante de calcio para obtener el 

menor valor de fluorescencia del sistema. Se realizaron lecturas a las longitudes de onda 

de excitación y emisión mencionadas, utilizando un espectrofluorímetro robotizado 

multiplaca FlexStation® 3 (Molecular devices, USA), configurado a 28 °C. Las 

concentraciones de Ca2+ basal se obtuvieron a través de la relación de proporcionalidad 

de emisión de fluorescencia con la concentración de Ca2+ propuesta por Grynkiewicz et. 

al 1985. Mediante la ecuación: 

[Ca2+]= Kd 

𝑅−𝑅𝑚𝑖𝑛

𝑅𝑚𝑎𝑥−𝑅
 .

𝐹𝑚𝑖𝑛

𝐹𝑚𝑎𝑥
 

Donde, Kd es la constante de afinidad del compuesto Fura 2-AM por el ion Ca2+ (224 

nm), Rmin el menor valor de la relación de las fluorescencias de excitación 340 nm/380 

nm en ausencia de Ca2+ (después de añadir el quelante de Ca2+ EGTA), Rmax el mayor 

valor de la relación de las fluorescencias de excitación 340 nm/380 nm en una condición 

de exceso de Ca2+ (después de añadir tritón X-100), Fmin es el mayor valor de 

fluorescencia del Fura 2-AM cuando es excitado a 380 nm luego de añadir EGTA 

(ausencia de Ca2+ extracelular), Fmax es el menor valor de fluorescencia del Fura-2AM 

cuando es excitado a 380nm luego de añadir Tritón X-100, el cual permeabiliza la 

membrana y permite la entrada de Ca2+ del exterior celular y permite un incremento de 

fluorescencia del Fura 2-AM. 

2.22 Ensayos biológicos in vitro  

2.22.1 Localización subcelular por inmunofluorescencia 

Se cosecharon 500 µL de parásitos a una densidad de 107 parásitos/mL por 

centrifugación a 3000 xg durante 5 min. El precipitado se lavó dos veces con PBS y 

luego se resuspendió en 200 µL del mismo buffer.  Esta suspensión se incubó durante 

8 min en pocillos de láminas portaobjetos tratados previamente con 0.1 mg/mL de 

poli-L-lisina (cat. P6282- Sigma, USA) para permitir la adhesión de los parásitos.  Los 

pocillos con parásitos adheridos se incubaron con una solución de 4% (m/v) de 

paraformaldehído (PFA) en PBS durante 30 min para la fijación y luego, se 

permeabilizaron con una solución de 0.2% (v/v) Tritón X-100 en PBS durante 2 min. 

El bloqueo de las muestras se realizó en solución de bloqueo (2% m/v BSA en PBS) 

durante 60 min. Los parásitos se incubaron con el anticuerpo primario ON a 4 °C y 

con el anticuerpo secundario durante 60 min a temperatura ambiente diluidos en 
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solución de bloqueo, con lavados intermedios con PBS 1X. Finalmente, para teñir los 

ácidos nucleicos los parásitos se incubaron con solución de DAPI (1 mg/mL) durante 

4 min. El montaje de la preparación se realizó con la solución comercial Vectashield® 

(Vector Laboratories, USA). Las láminas se observaron en el microscopio de 

fluorescencia Olympus BX-61 o en el confocal Carl Zeiss LSM 880 acoplado a un 

módulo Airyscan con un objetivo de 63X. El análisis y edición de las imágenes 

obtenidas se realizó con el software FIJI-ImageJ. 

2.22.2 Curva de proliferación de epimastigotes 

Las curvas de proliferación se construyeron a partir de un número de parásitos 

inicial de 3x105 parásitos/mL. Los parásitos transgénicos, sobreexpresantes de la 

proteína TcCAL1x6His o sometidos a edición génica mediante CRISPR/CAS9 y sus 

respectivos controles, se incubaron con el agregado del antibiótico de selección, 

según cada caso. Los cultivos se crecieron de 10 a 12 días a 28 °C y se realizaron 

conteos diarios por triplicado en una cámara de Neubauer para construir las curvas 

de crecimiento. 

2.22.3 Metaciclogénesis in vitro de epimastigotes 

Se utilizaron epimastigotes sobreexpresantes de la proteína TcCAL1x6His y 

parásitos transfectados con el vector pTREX vacío como control. La diferenciación 

hacia las formas metacíclicas se realizó por medio de dos protocolos.  En primer lugar, 

se utilizó el medio TAU (por sus siglas en inglés, Triatomine Artificial Urine), un medio 

químicamente definido utilizado para inducir la metaciclogénesis (Contreras et al., 

1985).  Para esto, un cultivo de epimastigotes de 7 días de crecimiento fue incubado 

en medio TAU (190 mM NaCl, 17 mM KCl, 2 mM MgCl2, 2 mM de CaCl2 y 8 mM de 

buffer de fosfato de sodio, pH 6.0) durante 2 ha temperatura ambiente. Luego, los 

parásitos recuperados por centrifugación y se resuspendieron en medio TAU-3AAG 

(TAU suplementado con 50 mM glutamato de sodio, 10 mM de L-prolina, 2 mM de 

aspartato de sodio y 10 mM glucosa) e incubados durante hasta 72 h 28°C. Cada 24 

h, se contaron las formas metacíclicas por triplicado.  

Por otro lado, la metaciclogénesis se llevó a cabo inoculando la fase líquida de 

un tubo de medio BAL en presencia de G418 (500 µg/mL) con 5 x105 parásitos/mL. 

Los cultivos fueron incubados a 28 °C y en diferentes tiempos se tomaron muestras 

para realizar conteos por triplicado en una cámara de Neubauer.  

El porcentaje de diferenciación se determinó contando el número de 

epimastigotes y tripomastigotes metacíclicos y utilizando la fórmula: 
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 𝐹𝑜𝑟𝑚𝑎𝑠 𝑀𝑇 =
𝑛𝑟𝑜.  𝑑𝑒 𝑀𝑇 𝑥 100

𝑛𝑟𝑜.  𝑑𝑒 𝑀𝑇+𝑛𝑟𝑜.  𝑑𝑒 𝐸
 , donde MT= tripomastigotes metacíclicos y E= 

epimastigotes. 

2.22.4 Aislamiento de tripomastigotes metacíclicos  

Para aislar los tripomastigotes metacíclicos de las formas epimastigotes luego de 

la diferenciación in vitro en medio bifásico BAL, los parásitos se sometieron a lisis por 

el sistema de complemento de la siguiente manera: 

El cultivo conteniendo la mezcla de tripomastigotes metacíclicos y epimastigotes, 

se centrifugó durante 10 min a 3000 xg. El precipitado se resuspendió en medio RPMI 

sin suplementos con 80% de SFB sin inactivar y sin irradiar (Natocor, Argentina). La 

suspensión se incubó durante 40 min a 37 °C para facilitar la lisis por complemento 

de los epimastigotes. Esto último se verificó observando una alícuota de cultivo en el 

microscopio óptico (40X). La suspensión resultante compuesta por tripomastigotes 

metacíclicos y debris celular, se centrifugó a 3000 xg durante 10 min y se descartó el 

sobrenadante. El precipitado se resuspendió en 500 µL de RPMI suplementado con 

5% de SFB y se centrifugó nuevamente a 3000 xg por 5 min para sedimentar el debris 

celular. El tubo conteniendo el debris sedimentado y el sobrenadante se incubó a 37 

°C por al menos 3 h para promover la natación al sobrenadante de los tripomastigotes 

metacíclicos atrapados en el debris. Los tripomastigotes metacíclicos se recuperaron 

transvasando cuidadosamente el sobrenadante a otro tubo.    

2.22.5 Amastigogénesis in vitro a partir de tripomastigotes metacíclicos 

Se tomaron cultivos con 1 x 107 tripomastigotes metacíclicos diferenciados en 

medio bifásico (BAL), se centrifugaron a 3000 xg durante 10 min y se lavaron 3 veces 

con medio MEM pH 7.4 sin suero. Luego, se lavaron dos veces con MEM pH 5, 

suplementado con 0.4% (m/v) BSA y se resuspendieron en el mismo medio a una 

concentración final de 1x107 parásitos/mL. Los parásitos se incubaron en una placa 

de 96 pocillos por triplicado durante 4 h a 37 °C y se tomaron muestras para análisis 

por microscopia.  Los parásitos se sembraron en láminas portaobjetos previamente 

poli-lisinadas y fueron fijados con PFA al 4% (m/v) y permeabilizados con 0.1% (v/v) 

de Tritón X-100 durante 30 min y 4 min, respectivamente. Cada pocillo fue incubado 

con DAPI durante 4 min para evidenciar la ubicación del núcleo y kinetoplasto. 

Finalmente, las láminas fueron montadas en VECTASHIELD® y observadas en un 

microscopio de fluorescencia Olympus BX-61. Para cada triplicado se tomaron 3 fotos 
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con al menos 100 parásitos por campo y se contó el porcentaje de formas amastigotes 

tomando en cuenta la posición relativa del kinetoplasto y el núcleo de la célula.  

2.22.6 Adhesión de tripomastigotes metacíclicos a células Vero 

Se usaron tripomastigotes metacíclicos aislados, como se describió en el punto 

2.22.4. Las células Vero se infectaron en una relación 300:1 parásito: célula 

hospedadora, de la siguiente manera:  

 Se sembraron 2x104 células Vero en cubreobjetos de vidrio redondos de 13 mm 

y se incubaron con 6x106 tripomastigotes metacíclicos durante 2 h a 37 °C. 

Posteriormente, se realizaron 5 lavados con PBS, pipeteando suavemente. Los 

cubreobjetos se fijaron y se sometieron a tinción con el kit Panoptic ColorPack 

(BioPack, Argentina) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las células teñidas se 

visualizaron y fotografiaron utilizando un microscopio óptico (40X). Se calcularon los 

porcentajes de células que contenían parásitos adheridos y el número de parásitos 

por célula hospedadora, en campos seleccionados al azar. Se contaron un total de 

200 células Vero por triplicado. El índice de adhesión se calculó multiplicando el 

porcentaje de células Vero con parásitos adheridos por el número promedio de 

parásitos adheridos por cada célula. 

2.22.7 Invasión in vitro de tripomastigotes metacíclicos a células Vero 

Se utilizaron tripomastigotes metacíclicos aislados, como se describió en el 

apartado 2.22.4.  

Se sembraron 2x104 células Vero en cubreobjetos de vidrio redondos de 13 mm 

y se cultivaron en placas de cultivo de 24 pocillos durante 24 h en medio RPMI 

suplementado con SFB al 3%. Posteriormente, los discos de células se infectaron con 

6x106 tripomastigotes metacíclicos en una relación 300:1 parásito: célula 

hospedadora y se incubaron en medio RPMI suplementado con SFB al 3% durante 

24 h a 37 °C. Luego, los discos de infección se lavaron con PBS hasta no observar 

parásitos en el medio y se incubaron por 48 h. luego, los discos de infección se fijaron 

con metanol puro previamente enfriado a -20 °C, se tiñeron con el kit Panoptic 

ColorPack y se observaron bajo microscopio óptico (40X). Se calcularon los 

porcentajes de células infectadas y el número de amastigotes intracelulares por cada 

célula hospedadora, en campos seleccionados al azar. En este caso, se contaron 300 

células Vero por triplicado. El índice de invasión se determinó multiplicando el 

porcentaje de células Vero infectadas por el número promedio de amastigotes por 

cada célula infectada.  
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Para los ensayos de adhesión e invasión (punto 2.22.6. y 2.22.7) se calculó el 

Fold Change (FC) de los índices obtenidos, mediante la fórmula:  

FC=  
IY‐CAL1‐ IY‐C

IY‐C
 

 

donde IY-CAL1 o IY-C se refieren a los índices de adhesión o invasión de las células Vero 

incubadas con parásitos control conteniendo el vector pTREX vacío(Y-C) o parásitos 

sobreexpresantes de TcCAL1x6His (Y-CAL1), respectivamente. 

2.23 Infección in vivo de ratones con tripomastigotes metacíclicos 

Se emplearon ratones de la cepa BALB/c que fueron criados y alojados en las 

instalaciones para animales del Instituto de Microbiología y Medicina Experimental 

(IMPaM-CONICET, Universidad de Buenos Aires), en colaboración con la Dra. Catalina 

Alba Soto. Durante el período experimental, los ratones fueron sometidos a condiciones 

estándar, incluyendo un ciclo de luz de 12 h y oscuridad de 12 h, dentro de una 

habitación con temperatura controlada (25 ± 2 °C). Se garantizó su acceso libre a comida 

y agua. 

Todos los procedimientos que involucraron a los animales fueron llevados a cabo con 

la aprobación del Comité de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio, de acuerdo con 

las regulaciones institucionales (Aprobación No. RS2079/2007, Universidad de Buenos 

Aires). Asimismo, estos procedimientos estuvieron en estricta conformidad con las 

regulaciones gubernamentales establecidas por el Servicio Nacional de Sanidad y 

Calidad Agroalimentaria (SENASA), según la resolución No. RS617/2002 en Argentina. 

También, se implementaron todos los esfuerzos necesarios para reducir al mínimo el 

número de animales utilizados y para mitigar cualquier posible sufrimiento durante el 

desarrollo de los experimentos. 

Se inocularon 1x105 tripomastigotes metacíclicos obtenidos por diferenciación in 

vitro en medio bifásico BAL (ver apartado 2.22.3 y 2.22.4) en ratones vía intraperitoneal. 

El análisis de la parasitemia se realizó a los 15 y 21 días en cámara de Neubauer con 

muestras de sangre periférica proveniente de la vena de la cola diluida (1/10) en una 

solución de lisis de glóbulos rojos (Tris-NH4Cl 0.83% pH 7.2). El proceso de infección 

también se llevó a cabo en ratones inmunosuprimidos con dos dosis de ciclofosfamida 

(200 mg/kg por vía intraperitoneal) cada 4 días.  
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2.24 Análisis estadístico 

Los datos se expresaron como la media ± el error estándar. Para analizar la 

significancia estadística de los ensayos, se utilizó ANOVA bidireccional o T-Student, 

según se indica en cada caso. Las diferencias se consideraron significativas a * p <0.05, 

** p <0.01, *** p <0.001. Todos los análisis estadísticos se realizaron con el software 

GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software).   
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 3. Resultados 
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PARTE I. Estudios in silico de las características de TcCAL1 de T. cruzi 

Con el objetivo de profundizar el conocimiento de algunas propiedades bioquímicas 

de TcCAL1, se utilizó un abordaje in silico empleando distintas herramientas 

bioinformáticas. Para esto, se realizó un estudio de las relaciones evolutivas de TcCAL1 

con sus ortólogos a través de la construcción de un árbol filogenético. También, se utilizó 

la secuencia de aminoácidos de la proteína para realizar el modelado tridimensional, 

estudiar los sitios de unión a Ca2+ y predecir sus modificaciones postraduccionales. 

 

3.1 Relaciones filogenéticas de TcCAL1, características de la secuencia 

aminoacídica y modelado estructural 

La proteína TcCAL1 (Nro. de acceso en TriTrypDB: TcCLB.507165.30), tiene 103 

aminoácidos, dos motivos putativos de tipo EF-hand que abarcan los residuos de 

aminoácidos del 31 al 97 y un sitio de fosforilación en la serina 4, determinado 

experimentalmente (Fig. 4 A) (Marchini et al., 2011). El software AlphaFold, nos permitió 

realizar la predicción Ab initio del plegamiento tridimensional de la región de TcCAL1 

que comprende los motivos EF-hand de la proteína. En nuestra predicción, no se 

encontraron modelos similares, con suficiente confianza para realizar una predicción de 

estructura secundaria en los 31 primeros aminoácidos. Posteriormente al modelado que 

se realizó para esta tesis, en el portal TriTrypDB se publicó la predicción de estructura 

terciaria de algunas proteínas por AlphaFold, entre ellas la de TcCAL1. Si bien esta 

estructura guarda similitud a la obtenida en este trabajo, predice además la existencia 

de láminas-β en la región N-terminal de la proteína (Fig. 4 B). 

La relación evolutiva de TcCAL1 algunos ortólogos en otros tripanosomátidos, se 

estudió mediante la construcción de un árbol filogenético con las secuencias 

aminoacídicas de diferentes especies representativas.  Se encontraron ortólogos en 

otras especies del género Trypanosoma sp., en el género Leishmania sp. y en el 

kinetoplástido de vida libre Bodo saltans. Las relaciones filogenéticas deducidas se 

ajustan a las relaciones taxonómicas actuales de kinetoplástidos. Además, en búsquedas 

mediante BLASTP (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) en la web del NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) no se encontraron ortólogos en grupos de organismos 

no kinetoplástidos (Fig. 4 C).   

 

 

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Figura 4. Características de la secuencia aminoacídica, modelado estructural y relaciones 

filogenéticas de TcCAL1. A. Secuencia aminoacídica de TcCAL1 y posición de los motivos EF-

hand. Las letras en negrita color negro y rojo indican las estructuras de alfa hélices y el bolsillo 

de unión a Ca2+, respectivamente. B Estructura tridimensional de TcCAL1 modelada con 

AlphaFold (izquierda) y modelo disponible en TritrypDB (derecha). Las esferas de color verde 

indican los iones Ca2+. El gradiente de colores en la estructura representa el grado de confianza 

en la predicción de cada modelo. C. Árbol filogenético de las proteínas homólogas a TcCAL1 en 

diferentes especies de tripanosomátidos. La barra de escala representa 0.3 sustituciones por 

posición en la secuencia de aminoácidos. El número en las ramas del árbol indican el valor de 

Bootstrap. TcCAL1 de la cepa de referencia CL Bener está resaltada en negrita. 
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3.2 Análisis de los dominios EF-hand de TcCAL1 

Además del estudio filogenético, se realizó un estudio más detallado de la región 

con similitud a los dos motivos EF-hand que posee TcCAL1 descritos en la base de datos 

de TriTrypDB.  

Los motivos EF-hand han sido ampliamente estudiados y, en secuencias 

canónicas, se han identificado los aminoácidos responsables de la unión y coordinación 

del Ca2+. La estructura EF-hand es una estructura hélice-bucle-hélice: dos α-hélices 

unidas por un bucle de 12 aminoácidos que coordina iones Ca2+. Estos últimos, en su 

mayoría, son aminoácidos cargados negativamente (Glu, Asp) y/o con grupos carbonilo 

de la cadena principal. Todos estos residuos forman una jaula de geometría de 

bipirámide pentagonal que coordina el ion Ca2+. Si los aminoácidos del bucle que 

participan en la unión del catión se representan en una secuencia, ocuparían las 

posiciones 1, 3, 5 ,9 y 12, que desde un punto de vista espacial se pueden representar 

como los vértices en los ejes X, Y, Z, -X y -Z de una bipirámide pentagonal, 

respectivamente. Otros aminoácidos conservados en la secuencia del bucle de unión, 

se encuentran en las posiciones 6, 7 y 8 (Fig. 5 A). 

A través de un alineamiento múltiple de TcCAL1 con proteínas que poseen EF-

hand caracterizados, fue posible identificar los aminoácidos en la proteína que 

participarían en la unión de Ca2+ (Fig. 5 A). Este alineamiento se realizó con secuencias 

obtenidas de la base de datos del TriTrypDB de proteínas con dominios de unión a Ca2+ 

de T. cruzi como: calmodulina, proteína flagelar de unión a Ca2+ (Flagellar CBP), centrina, 

calreticulina, calcineurina, caltractina, y además se incluyó la secuencia de la 

calmodulina humana extraída del GeneBank. Se obtuvo, además, la secuencia Logo que 

hace referencia al grado de conservación de los residuos en cada posición (Fig. 5B). En 

ésta última, la mayor conservación de los residuos en el alineamiento está relacionada 

con un mayor tamaño en las letras y viceversa. En líneas generales, el alineamiento 

muestra la conservación de los aminoácidos de los motivos EF-hand entre todas las 

secuencias analizadas, incluyendo a TcCAL1. Los aminoácidos más importantes del 

motivo EF-hand están indicados con triángulos verdes y amarillos en las secuencias 

consenso y de TcCAL1, respectivamente. El grado de conservación de un determinado 

aminoácido en cada posición está representado por una escala que va desde un 

sombreado de color negro, pasando por el gris hasta llegar al blanco o sin sombreado 
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Figura 5. Alineamiento de TcCAL1 con proteínas con dominios EF-hand canónico. A. Patrón 

de secuencia aminoacídica de un motivo EF-hand canónico. Se muestran los aminoácidos ácidos 

(D o E) que coordinan el ion Ca2+ en las posiciones 1, 3, 5, 9 y 12 representadas con los ejes X, 

Y, Z, -X y -Z, respectivamente. Los aminoácidos más conservados en el motivo EF-hand están 

sombreados y el aminoácido de la posición 7 (*), denota un residuo que participa activamente en 

la coordinación del ion. B. Alineamiento múltiple con la secuencia aminoacídica de TcCAL1, 

calmodulina (TcCLB.507483.39), proteína flagelar de unión a Ca2+ (TcCLB.506749.20), centrina 

(TcCLB.508727.18), calreticulina (TcCLB.509011.40), calcineurina (TcCLB.506869.50), 

caltractina (TcCLB.510181.150) de T. cruzi y calmodulina humana (GenBank: AAA35635.1).  Se 

muestran los dos dominios EF-hand de TcCAL1, EF-1 y EF-2, que alinean con dominios de las 

proteínas con función de unión a Ca2+ conocida. Los triángulos verdes y amarillos denotan los 

aminoácidos que participan en la unión del Ca2+ en la secuencia consenso y de TcCAL1, 

respectivamente. El (*) denota el residuo 7 en la secuencia del bucle que tiene una participación 

en la coordinación del Ca2+ con la cadena principal. La secuencia Logo representa la 

conservación de cada aminoácido en cada posición particular del alineamiento.  
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La información obtenida para TcCAL1 a partir del alineamiento múltiple, se 

resume en la tabla 3 con énfasis en los aminoácidos que participan directamente en la 

unión de Ca2+.  

El EF-hand cercano al extremo N-terminal de TcCAL1 (EF-1), conserva tres de 

los cinco de los residuos que participan coordinación del ion, en las posiciones 1, 3 y 12. 

El residuo de la posición 12, presenta un cambio de ácido glutámico (E) a ácido aspártico 

(D). Mientras que, las posiciones 5 y 9 están ocupadas por los aminoácidos asparagina 

(N) y alanina (A), respectivamente. El residuo en la posición 7(*) es un residuo de tirosina 

(Y). Por otro lado, el EF-hand cercano al extremo C-terminal, (EF-2), cumple únicamente 

con dos de los cinco aminoácidos canónicos, en las posiciones 5 y 12, mientras que 1, 

3 y 9 están ocupados por los residuos alanina (A), serina (S) y treonina (T), 

respectivamente. El residuo en la posición 7(*) es una fenilalanina (F). En cuanto a los 

demás residuos canónicos conservados, el motivo EF-1 de TcCAL1 presenta el residuo 

de glicina (G) en la posición 6 y un residuo de asparagina (N) en la misma posición del 

EF-2. En la posición 8, presenta residuos de leucina (L) y metionina (M) en el EF-1 y EF-

2, respectivamente (Tabla 3). 

 

Tabla 3. Comparación del bucle de unión a Ca2+ canónico, con EF-1 y EF-2 de TcCAL1.  

Eje X  Y  Z  *  -X   -Z 

Posición 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Sec. canónica D L D G D G T I D F E E 
% de 

aparición 
100% 29% 76% 56% 52% 96% 23% 68% 32% 23% 29% 92% 

Sustituciones 

probables 
 

AQT 

VIS 

ER  

NS 
KR 

N 
SN  

PQ 

KY

ER 

VL 

STE 

NG

Q  

YA 

TL 

EK 

DK 

AP 

N 

D 

TcCAL1 EF-1 D42 T E44 H N46 G Y48 L A I E D53 

TcCAL1 EF-2 A81 K S83 D D85 N F87 M T F D E92 

 

Los residuos conservados en los EF-1 y EF-2 de TcCAL1 con la secuencia canónica, están 

representados en negrita y color rojo con la ubicación en la secuencia de TcCAL1 indicada con 

un subíndice. Los residuos que experimentan un cambio sinónimo se muestran subrayados. 

También, se indican los aminoácidos que sustituyen con más probabilidad cada posición. 

 

3.3 Predicción de sitios de unión a Ca2+ y análisis estructural  

Se realizó otra aproximación bioinformática para validar la información obtenida 

de los EF-hands de TcCAL1 a partir de la secuencia primaria, pero a nivel de estructura 

secundaria (Tabla 4). Para esto se empleó el modelado obtenido con Alphafold, que 

permitió predecir a los aminoácidos que estarían participando en la coordinación del 
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Ca2+, utilizando los servidores COACH y COFACTOR para la identificación de sitios de 

unión proteína-ligando y función basada en estructura, respectivamente. Como 

resultado, COACH ubica los aminoácidos que coordinan el ion Ca2+ en los residuos 42, 

44, 46, 48 y 53 (C-score= 0.30) y los residuos 48, 81, 83, 85, 87 y 92 (C-score= 0.21). 

Estas posiciones coinciden con los EF-1 y EF-2 de TcCAL1. 

Tabla 4. Predicción de sitios de unión a Ca2+ con el servidor COACH.  

 

La predicción de sitios de unión a Ca2+ por los aminoácidos correspondientes se 

encuentran indicadas con un cuadro de color rojo.  

 

Por otro lado, el servidor COFACTOR coincide con COACH en la predicción de 

los residuos que participan en la unión del catión son aminoácidos de las posiciones 42, 

44, 46, 48 y 52 (C-score= 0.32) y los residuos 81, 83, 85, 87 y 92 (C-score= 0.12), 

coincidiendo con las regiones EF-1 y EF-2 de TcCAL1 (Tabla 5). El C- score es un valor 

entre 0-1 que representa el nivel de confianza de la predicción del ligando, en este caso 

el Ca2+. 

Tabla 5. predicción de sitios de unión a Ca2+ con el servidor COFACTOR. 

La predicción de sitios de unión a Ca2+ por los aminoácidos correspondientes se 

encuentran indicadas con un cuadro de color rojo.  

 

Luego, con la información obtenida del alineamiento múltiple y los predictores 

COACH y COFACTOR, se construyeron modelos tridimensionales de la estructura de 

TcCAL1 localizando los iones Ca2+ en el sitio de unión de cada EF-hand (Fig. 6). Los 

modelos se centran en la visualización del bucle de unión a Ca2+ de EF-1 y EF-2, 

presentes en TcCAL1.  
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Las estructuras del EF-1 de TcCAL1, muestran que los grupos carboxilos de las 

cadenas laterales de los residuos D42, E44, N46 y D53 interactúan con el Ca2+, mientras 

que el residuo Y48 participa en la coordinación del ion con el grupo carboxilo disponible 

la cadena principal (Fig. 6 A). Por otro lado, en el EF-2 los aminoácidos S83, D85 y E92, 

coordinan el Ca2+ con sus grupos carboxilos de las cadenas laterales, mientras que A81 

y F87, interactúan con los grupos carboxilos de las cadenas principales. También, se 

pudo observar la participación del residuo E92 como ligando bidentado (Fig. 6B). Este 

comportamiento es típico del aminoácido conservado en la posición 12 del motivo EF-

hand canónico.  

.  

Figura 6. Modelo tridimensional de los bucles de los motivos EF-1 y EF-2 de TcCAL1 coordinando 

el ion Ca2+. Se muestran las estructuras que forman las cadenas laterales y principales de los 

residuos participantes en la coordinación de Ca2+ en forma de sticks (bastones) de EF-1 y EF-2 

de TcCAL1 (A y B, respectivamente). El Ca2+ se encuentra representado en forma de esfera de 

color verde y las interacciones con el ion se encuentran representadas con líneas punteadas de 

color amarillo. Cada aminoácido está identificado con la abreviatura de una letra y el número de 

la posición en la secuencia de la proteína.  

 

3.4 Predicción de modificaciones post-traduccionales: Palmitoilación  

La secuencia de TcCAL1 posee dos residuos de cisteínas en las posiciones 94 y 

95, que forman parte del extremo terminal del EF-2 pero que no estarían involucrados 
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en la coordinación del Ca2+. Se exploró la posible palmitoilación en TcCAL1 (modificación 

postraduccional por adición de cadenas de ácidos grasos a residuos de cisteína), 

utilizando el software CSS-Palm 4.0. Como resultado, este programa predice que dichos 

residuos son susceptibles de ser palmitoilados, con índices de confianza o scores de 

7.272 y 6.38 para los residuos C94 y C95, respectivamente (Fig. 7). Para este caso el 

valor de confianza de la predicción puede tener valores desde 1 a 10, siendo 10 el de 

mayor confianza. 

 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Predicción de sitios palmitoilables de TcCAL1 utilizando CSS-Palm 4.0. Se muestra 

el resultado gráfico del análisis y la posición de las cisteínas potencialmente palmitoilables en la 

secuencia de 103 aminoácidos de TcCAL1. 

 

PARTE II. Rol de TcCAL1 en la modulación de Ca2+ intracelular y en el ciclo de vida 

de T. cruzi 

En esta parte del trabajo, se generaron cultivos de T. cruzi recombinantes que 

sobreexpresan TcCAL1 fusionada a una etiqueta de seis histidinas (TcCAL1x6His), así 

como también parásitos con el gen que codifica para esta proteína interrumpido por 

CRISPR/CAS9. Con estos cultivos se estudiaron diferentes procesos biológicos del ciclo 

de vida, como la proliferación, diferenciación hacia formas proliferativas y no 

proliferativas, e invasión a células de mamífero. Se realizó un abordaje preliminar para 

estudiar el rol de TcCAL1 en la modulación del Ca2+ intracelular del parásito a través de 

ensayos de fluorescencia con el indicador de Ca2+ Fura 2-AM. 

3.5 Obtención de antisuero policlonal anti-TcCAL1x6His  

El antisuero contra TcCAL1 se obtuvo inmunizando ratones con la proteína de 

fusión recombinante TcCAL1x6His (3.14 en el apartado III de esta sección). Para 

comprobar la reactividad del suero anti-TcCAL1x6His, se realizó western blot en el que 

se enfrentó la proteína recombinante purificada con diferentes diluciones del antisuero. 
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El suero obtenido reconoce a la proteína en diluciones de 1:20 a 1:2000, mientras que el 

suero pre-inmune no presenta reactividad (Fig. 8). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Prueba de especificidad de antisuero TcCAL1x6His. La proteína TcCAL1x6His se 

separó por electroforesis SDS-PAGE en gel de poliacrilamida y se transfirió a una membrana de 

nitrocelulosa. La membrana se incubó con diferentes diluciones del suero recuperado de los 

ratones inmunizados con la proteína recombinante purificada. En cada calle se indican las 

diluciones empleadas. El antisuero reconoce tanto al monómero (~13.6 kDa) como al dímero (~27 

kDa) de TcCAL1x6His (* y #). Estas formas oligoméricas son producto de la sobreexpresión de 

TcCAL1 en E. coli (ver apartado 3.15 de esta sección). 

 

3.6 Expresión y localización subcelular de TcCAL1 en T. cruzi 

  Al comenzar este trabajo las evidencias experimentales de expresión de 

TcCAL1, se habían llevado a cabo por análisis de distintos proteomas en otros grupos de 

investigación. Puesto que no teníamos conocimiento de su expresión en las cepas que 

se cultivan en nuestro laboratorio (CL, Y y Dm28c), se analizó su presencia por ensayos 

de western blot, empleando el suero anti-TcCAL1x6His (anti-CAL1) en fracciones 

enriquecidas en proteínas citoplasmáticas y microsomales de epimastigotes de T. cruzi. 

Como resultado, se encontró que TcCAL1 se expresa mayoritariamente en la fracción 

soluble de lisados proteicos (Fig. 9 A).  

Luego, se realizó un estudio comparativo de los niveles de expresión de TcCAL1 

en distintos estadios del parásito mediante western blot (Fig. 9 B, panel izquierdo). Se 

encontró que TcCAL1 se expresa en los 3 estadios evaluados, a niveles 

significativamente mayores en las formas tripomastigotes respecto a las formas 

epimastigotes (Fig. 9 B, panel derecho). Sin embargo, no se obtuvieron diferencias 

significativas en la expresión de TcCAL1 cuando se compararon las formas 

tripomastigotes o epimastigotes con amastigotes axénicos.  

Posteriormente, se estudió la localización subcelular de TcCAL1 en formas 

epimastigotes, tripomastigotes y amastigotes intracelulares por microscopia de 
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inmunofluorescencia utilizando el suero anti-CAL1. Se encontró que TcCAL1 presenta 

una localización intracelular en todo el cuerpo del parásito, en los tres estadios 

estudiados. Este patrón resultó muy similar a la localización que exhibe la proteína 

citosólica Cyp19 (Fig. 9C).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Expresión y localización subcelular de TcCAL1 endógena en T. cruzi. A. Expresión 

de TcCAL1 endógena en fracción microsomal y soluble de epimastigotes de T. cruzi utilizando el 

suero anti-CAL1. B. Izquierda. Expresión de TcCAL1 endógena en lisados proteicos de diferentes 

estadios de T. cruzi. Derecha. Cuantificación de la expresión de TcCAL1 endógena en distintos 

estadios del parásito. Los niveles de proteína están expresados en unidades de intensidad de 

área de la banda detectada en el western blot. El análisis estadístico mediante t-student, mostró 

que existen diferencias significativas en la expresión de las formas tripomastigotes y 

epimastigotes (p value=0.05, *p<0.05). C.  Localización de TcCAL1 endógena en distintos 

estadios del parásito. Ama, Epi y Tripo denotan las formas amastigotes, epimastigotes y 

tripomastigotes derivados de células, respectivamente. DAPI y Cyp19, indican el marcaje de 

núcleo y kinetoplasto y la señal dada por el antisuero anti-Cyp19, respectivamente. Anti-TcCAL1 

indica la señal dada por el antisuero anti-TcCAL1x6His. anti-CAL1: antisuero anti-TcCAL1x6His. 

Anti-TUB: anti-Tubulina.  kDa: kilodalton. Se muestran resultados representativos con la cepa 

Dm28c. 
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3.7 Silenciamiento del gen tccal1 mediante CRISPR/CAS9 

Para generar cultivos que presenten menores niveles de expresión de TcCAL1, se 

utilizó la técnica de CRISPR/CAS9 para interrumpir el gen, de una sola copia, que 

codifica esta proteína en epimastigotes de T. cruzi de la cepa Y. Se diseñaron RNAs guías 

(sgRNAs) para direccionar el corte de la enzima Cas9 de S. pyogenes y ultrámeros, para 

generar brazos de recombinación homóloga, que permitan el reemplazo del gen que 

codifica para TcCAL1 por el de resistencia a blasticidina (bsd). Se diseñaron dos sgRNAs 

distintos, utilizando la herramienta de diseño de guías CRISPR de RNA/DNA para 

patógenos eucariotas disponible en la página web http://grna.ctegd.uga.edu/. Los gRNAs 

se diseñaron para dirigir el corte a los nucleótidos 1 y 53 de la secuencia de TcCAL1, 

con el fin de transformar epimastigotes con dos estrategias de corte distintas y aumentar 

las posibilidades de obtener cultivos editados genéticamente (Fig. 10 A). 

La figura 12 B, muestra la obtención de los fragmentos de los tamaños esperados 

(122 pb) para los sgRNAs 1 y 53, así como la restricción con la enzima BamHI del vector 

pTREX-n/CAS9, respectivamente (Fig. 10 C). Además, se obtuvo el brazo de homología 

correspondiente al gen de resistencia a blasticidina (H-bsd) de 399 pb flanqueado por 

100 pb de los extremos 5´y 3´UTRs del gen tccal1. El amplificado final obtenido fue del 

tamaño esperado, 599 pb (Figura 10 C). Seguidamente, los sgRNAs se clonaron en el 

vector pTREX-n/CAS9 digerido y purificado y se seleccionaron colonias recombinantes;  

la construcción se corroboró por secuenciación utilizando el oligonucleótido HX1 reverse 

(Fig. 11). 

Los vectores pTREX-n/sgRNA1, pTREX-n/sgRNA53 y el H-bsd, se purificaron y se 

utilizaron para transfectar epimastigotes de la cepa Y. El vector sin secuencia blanco en 

el genoma de T. cruzi, pTREX-n/scrambledRNA, se utilizó para generar cultivos control. 

Una vez transfectados, los cultivos se seleccionaron con concentraciones crecientes de 

los antibióticos G418 y bsd, partiendo de 100 µg y 10 µg, hasta alcanzar concentraciones 

de 500 µg y 25 µg, respectivamente. Los parásitos transfectados con el plásmido pTREX-

n/sgRNA1, conteniendo el sgRNA dirigido al nucleótido 1 no sobrevivieron a la etapa de 

selección por motivos de contaminación; se continuó el trabajo únicamente con los 

parásitos editados con el RNA guía dirigido al nucleótido 53 de la secuencia de tccal1. 

 

 

 

http://grna.ctegd.uga.edu/
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Figura 10. Estrategia de silenciamiento de tccal1 por CRISPR/CA9, obtención de sgRNAs, 

H-bsd y restricción de pTREX/CAS9 para el silenciamiento de tccal1. A. Representación 

esquemática de la estrategia utilizada para la edición génica por CRISPR/Cas9 del gen tccal1. 

Este sistema se expresó constitutivamente la Cas9 junto a los sgRNAs 1 o 53 a través del vector 

pTREX-n/Cas9/sgRNA y los brazos de homología para recombinación fueron generados por PCR 

(H-bsd). El cassette de reparación que contiene 100 pb de las regiones homólogas 5´ y 3´UTR 

del gen tccal1 (HR1 y HR2) fusionadas al gen de resistencia a blasticidina (bsd). La integración 

se promovió después de la rotura de doble cadena generada por la enzima Cas9, a través de los 

sgRNAs dirigidos a los nucleótidos 1 y 53 del gen tccal1. B Productos de PCR de 122 pb 

correspondientes a los sgRNA 1 y 53 de la secuencia de tccal (sgRNA 1 y 53). C(-) controles 

negativos de cada reacción de PCR. C. Vector pTREX-n/CAS9 linealizado con la enzima BamHI 

(11.1 kpb) (BamHI) y sin digerir como control de digestión (Sin dig). D. Producto de PCR de 599 

pb correspondientes al brazo de homología formado por el gen de resistencia a bsd flanqueado 

por 100 pb 5´UTR y 3´UTR del gen tccal1 (H-bsd). C(-) Control negativo de la reacción de 

amplificación. Gel de garosa al 1,5 % (m/v) pb: Marcador de peso molecular de 100 pb (PBL 100 

pb). kpb: kilopares de bases. Marcador de peso molecular de 1000 pb (PBL 1 kb).  
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Figura 11. Análisis por secuenciación de colonias obtenidas del clonado de sgRNAs en el 

vector pTREX-n/CAS9. Las colonias pTREX-n/CAS9 positivas por restricción con la enzima 

BamHI se secuenciaron con el oligonucleótido HX1 reverse. Las secuencias coloreadas en azul 

y violeta corresponden a la secuencia del sgRNA que hibrida en el gen tccal1 y que funcionan de 

andamio del sgRNA, respectivamente. Las secuencias subrayadas corresponden a los sitios de 

restricción de BamHI. 

 

Los clones que mostraron menores niveles de TcCAL1 mediante western blot se 

seleccionaron y analizaron mediante colony PCR, utilizando combinaciones de 

oligonucleótidos diseñados para distintas regiones del gen tccal1 o bsd (Fig. 12 A). En 

primera instancia y con el objetivo de determinar la presencia del bsd en los parásitos 

en el contexto genómico del gen tccal1, se utilizaron oligonucleótidos diseñados para 

una secuencia codificante de una proteína hipotética aguas arriba del 5´UTR de tccal1 

(P4) y un oligonucleótido reverse diseñado en la región del 3´UTR del gen tccal1 (P2). 

Con este par de oligonucleótidos se esperaba obtener fragmentos amplificados de 970 

pb (indicador de presencia del gen bsd luego de la edición) o de 880 pb (presencia del 

gen tccal1 del genotipo wild type, WT). Como resultado, se obtuvieron fragmentos 

amplificados de 880 pb en todas las muestras analizadas: los clones C4, C7, C8, C11, 

C12, la población de parásitos policlonal antes de la selección clonal (Pob), los parásitos 

transfectados con el sgRNA scrambled (Scr), los parásitos WT (WT) y el DNA genómico 

de T. cruzi utilizado como control, indicando la presencia del gen tccal1. Sin embargo y 

a pesar de haber realizado diferentes modificaciones en los parámetros de amplificación 
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de la PCR, no se pudo confirmar la presencia del gen bsd con este par de 

oligonucleótidos (Fig.12 B). 

Una segunda colony-PCR se empleó para verificar si los clones analizados 

contenían el gen bsd en el locus esperado, reemplazando al gen tccal1. Para esto se 

utilizaron los oligonucleótidos P4 forward y P3 reverse (este último dirigido 

específicamente a una región interna en el gen bsd). En esta instancia, se seleccionaron 

3 clones para reducir el volumen de muestra y optimizar el análisis. Como resultado, se 

obtuvo un fragmento amplificado de 680 pb en los clones C4, C11, C12 y Pob, lo que 

indica la presencia del gen bsd en el contexto genómico de tccal1. Por otro lado, en las 

muestras Scr, WT y pGEM-T/bsd no se obtuvieron fragmentos amplificados, como se 

esperaba (Fig. 12 C). 

Posteriormente, con el objetivo de verificar si el gen tccal1 también se encontraba 

presente en estos clones, estas muestras se analizaron utilizando los oligonucleótidos P2 

reverse y CAL3 específico de una región interna de tccal1. Se obtuvieron amplificados 

de 422 pb que indica la presencia de tccal1 en los clones C4, C11, C12 y la población 

sin clonar (Pob). También, como se esperaba, se obtuvo este mismo amplificado en los 

parásitos transfectados con el sgRNAscrambled y los parásitos WT (Fig. 12 D). 

Adicionalmente, fragmentos amplificados de los clones C11 y C12 con los 

oligonucleótidos P4 y P3 se enviaron a secuenciar y se encontró el gen bsd insertado en 

el locus de tccal1. 

En conjunto, el resultado de estos análisis sugiere que ambos genes, tccal1 y bsd, 

se encuentran presentes en los clones y, por lo tanto, se obtuvieron parásitos hemi-

knockout para el gen tccal1, luego de la edición génica usando la herramienta 

CRISPR/CAS9. 
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Figura 12. Análisis de clones editados mediante CRISPR/CAS9. A. Representación 

esquemática de la estrategia de análisis de clones mediante PCR para verificar la integración del 

brazo de homología H-bsd en el locus del gen tccal1. Se usaron oligonucleótidos dirigidos a un 

gen codificante para una proteína hipotética aguas arriba (P4), al inicio (CAL1) y a la región 3´ 

UTR del gen tccal1 (P2), respectivamente. Se utilizó un oligonucleótido a una región interna del 

gen bsd (P3). Todos los oligos están indicados con flechas. B. Productos de PCR (~880 pb- 

presencia de gen tccal1) obtenidos con los oligonucleótidos P4 y P2. C. Los amplicones obtenidos 

en con los oligonucleótidos P4 y P3 (~680 pb- presencia de gen bsd). D. Productos de PCR (~422 

pb- presencia de gen tccal1) obtenidos con los CAL3 y P2. En la parte superior de cada figura se 

muestran los fragmentos esperados según el par de oligonucleótidos utilizado. C4: Clon 4, C7: 

Clon 7, C8: Clon 8, C11: Clon 11, C12: Clon 12, Pob. Población sin clonar, Scr: Clon transfectado 

con sgRNA scrambled. WT: parásitos wild type, gen: DNA genómico, T/bsd: plásmido pGEM-

T/bsd, C(-): control negativo. n/amp: no se espera amplificado, pb: Pares de bases. Kpb: Kilopares 

de bases. 

 

A partir de esas conclusiones, se seleccionaron los clones C4, C11 y C12 para 

analizar los niveles de expresión de la proteína TcCAL1 y compararlos con muestras 

provenientes de cultivos sin edición génica. Se realizaron ensayos semicuantitativos de 

western blot con muestras de extractos totales de proteína de cultivos de epimastigotes 

incubados con el suero anti-CAL1 y un anticuerpo de control de carga anti-tubulina (anti-

TUB). Se comparo la intensidad de las bandas correspondientes a la señal de TcCAL1 

de las distintas muestras en tres experimentos independientes (Fig. 13 A). Esta señal se 

cuantificó y relativizó respecto a la señal obtenida para la proteína utilizada como control 

de carga (tubulina). La intensidad relativa se normalizó a la señal de los parásitos Scr 
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(transfectados con sgRNA scrambled) usados como control y se graficó expresada como 

intensidad relativa normalizada. Como resultado, se encontró una disminución 

significativa de la expresión de TcCAL1, tanto en la población policlonal como en todos 

los clones analizados en comparación a los controles, representados en este caso por 

los parásitos WT y los Scr (transfectados con el RNA scrambled). Sin embargo, el clon 

11 mostró los niveles de expresión más bajos con respecto a los parásitos control (Fig. 

13 B). Por otro lado, es interesante mencionar que los parásitos WT y los Scr no muestran 

diferencias significativas en la expresión de TcCAL1. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Análisis de expresión de la proteína TcCAL1 en parásitos editados mediante 

CRISPR/CAS9 de T. cruzi. Los lisados proteicos de epimastigotes de la cepa Y sometidos a 

edición génica mediante CRISPR/CAS9 fueron analizados por western blot. A. Western blot que 

muestra la señal obtenida con el anti suero anti-TcCAL1x6His (anti-CAL1). Se utilizó un anticuerpo 

monoclonal anti-Tubulina para revelar la proteína tubulina utilizada como control de carga. B. 

Intensidad relativa normalizada de las señales obtenidas por western blot de la expresión de 

TcCAL1 en los parásitos editados mediante CRISPR/CAS9. El western blot que se muestra es 

representativo de tres experimentos independientes. El análisis estadístico se realizó a través de 

un ANOVA de una vía (*p value<0.05, **p value<0.01, ***p value<0.001, ****p value<0,0001, nsp 

value >0.05. no significativo). WT: wild type, SCR: scrambled, C4: clon4, C11: clon 11, C12: clon 

12, Pob: población sin clonar. Se muestra un experimento representativo de tres ensayos 

independientes.  

 

3.8 Sobreexpresión de TcCAL1 en T. cruzi 

La secuencia que codifica para la proteína de fusión TcCAL1x6His se amplificó por 

PCR a partir del vector recombinante pET22b/TcCAL1x6His y se utilizó para clonar este 

fragmento en el plásmido pTREX. Este vector permite la expresión constitutiva de genes 

en T. cruzi. debido al control del promotor de genes ribosomales, así como la secuencia 

de integración al locus de DNA ribosomal que permite la integración del vector DNA 

genómico del parásito.  
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El vector recombinante pTREX/tccal1x6His se obtuvo por clonado en bacterias, y la 

presencia de la construcción de interés se confirmó mediante PCR de colonias con los 

oligonucleótidos TREX1 y TREX2 dirigidos a las regiones HX1 y GAPDH del vector 

pTREX, respectivamente. Posteriormente, se seleccionaron colonias positivas para 

purificar del plásmido recombinante y confirmar la presencia de tccal1 a través de 

secuenciación con los oligonucleótidos TREX1 y CAL4. Los resultados de la 

secuenciación confirmaron la obtención del plásmido recombinante pTREX/tccal1x6His, 

con 100% de identidad con la secuencia de tccal con la etiqueta de histidinas en el 

extremo C-terminal.  

Luego, midi-preparaciones del plásmido recombinante pTREX/tccal1x6His o el 

vector vacío pTREX (control), se utilizaron para transfectar epimastigotes de T. cruzi de 

las cepas CL e Y. Los cultivos se seleccionaron con el antibiótico G418 y como resultado, 

se obtuvieron cultivos policlonales sobreexpresantes de TcCAL1x6His en ambas cepas. 

La sobreexpresión de TcCAL1x6His se confirmó por western blot e inmunofluorescencia 

utilizando el anticuerpo anti-CAL1 (Fig. 14 A). En los cultivos sobreexpresantes, se 

detectaron dos bandas de 14 kDa y 12 kDa correspondientes a la TcCAL1 recombinante 

(TcCAL1x6His) y la proteína endógena (TcCAL1), respectivamente. Es importante 

mencionar que la proteína no fue detectada al utilizar anticuerpos anti-His en análisis de 

western blot e inmunofluorescencia. Los análisis se realizaron incluso empleado 

anticuerpos monoclonales específicos para etiquetas de histidina localizados en la región 

C-terminal sin éxito. Este inconveniente puede surgir cuando la etiqueta de histidinas de 

la proteína no es accesible al anticuerpo (Debeljak et al., 2006). En consecuencia, para 

comprobar que los parásitos sobreexpresan la TcCAL1 con etiqueta de x6His, se realizó 

una purificación a pequeña escala de TcCAL1x6His a partir de epimastigotes. El revelado 

de un western blot utilizando el anticuerpo anti-CAL1 confirmó la presencia de la proteína 

recombinante en los cultivos sobreexpresantes al comparar con las fracciones de eluídos 

de los cultivos control, en la cual no se detectó TcCAL1 post-purificación (Ver anexos, 

Fig. 39). 

 Por otro lado, se analizó la localización de la proteína por microscopía de 

inmunofluorescencia en los parásitos sobreexpresantes de TcCAL1x6His con el 

anticuerpo anti-CAL1. La señal detectada conserva la localización citosólica que en este 

caso está dada tanto por las señales de la proteína recombinante y como de la TcCAL1 

endógena (Fig. 14 B) 
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Figura 14. Sobreexpresión de TcCAL1x6His en las cepas CL e Y. A. La sobreexpresión de 

TcCAL1 se confirmó a través de western blot en la cepa CL (izquierda) e Y (derecha) utilizando 

un antisuero anti-TcCAL1x6His. El asterisco (*) denota la proteína TcCAL1x6His recombinante 

expresada en el parásito y el numeral (#) la proteína TcCAL1 endógena. La detección de tubulina 

(anti-TUB) se utilizó como control de carga. B. Localización de TcCAL1 por inmunofluorescencia 

en cultivos sobreexpresantes de la cepa CL (CL-CAL1) e Y (Y-CAL1) utilizando el anticuerpo anti-

CAL1. Se utilizó DAPI para marcar el núcleo y kinetoplasto y el anticuerpo anti-CAL1 para detectar 

TcCAL1 recombinante y endógena. El campo claro muestra la forma de los epimastigotes. rCAL1: 

TcCAL1x6His de E. coli. WT: parásitos WT, C: parásitos control (transfectados con el vector pTREX 

vacío) CAL1: parásitos sobreexpresantes de TcCAL1x6His, anti-CAL1: antisuero anti-

TcCAL1x6His, anti-TUB: anticuerpo anti-tubulina. 

 

3.9 Efecto de la sobreexpresión y silenciamiento de TcCAL1 en la proliferación de 

epimastigotes de T. cruzi 

Una vez obtenidos los distintos cultivos recombinantes de las cepas CL e Y, se 

estudió el efecto de la sobreexpresión TcCAL1x6His y el silenciamiento de la proteína 

endógena en la proliferación de los epimastigotes. Para esto, se construyeron curvas de 

crecimiento por medio del registro de la concentración de parásitos a través del tiempo 

en estos cultivos (Fig. 15). En la cepa Y, la proliferación de los cultivos sobreexpresantes 

de TcCAL1x6His se compararon con los parásitos conteniendo el vector pTREX vacío, 

mientras que el clon 11 hemi-knockout (tccal1+/-) se comparó con los cultivos sgRNA 

scrambled (Scr).  En ninguna de las cepas, sobreexpresantes o hemi-knockout, se 

observaron diferencias significativas en la fase exponencial de crecimiento cuando se 

compraron con los respectivos controles (Fig. 15 A). Sin embargo, en los parásitos 
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tccal1+/- se observó una entrada más temprana a la fase estacionaria crecimiento, así 

como en la población tccal1+/- policlonal (tccal1+/-p), respecto a los parásitos controles 

(Scrambled) (Fig. 17 B). En ese sentido, se observaron diferencias significativas en el 

número máximo de parásitos al día 14, en el cultivo tccal1+/-p y los parásitos scrambled. 

No obstante, estas diferencias no fueron significativas en los cultivos clonados tccal1+/-. 

Por otra parte, si bien tampoco se observaron diferencias significativas en la proliferación 

durante la fase exponencial de la cepa CL, los parásitos sobreexpresantes de 

TcCAL1x6His alcanzaron número de parásitos menor con respecto a los controles, lo 

que sugiere los primeros alcanzan más tempranamente la fase estacionaria de 

crecimiento (Fig. 15 C).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se compararon parásitos que sobreexpresan TcCAL1x6His (Y-CAL1 o CL-CAL1) con sus 

controles (Y-Control o CL-Control). Epimastigotes de la cepa Y tccal1+/- p o tccal1+/- y se comparó 

con los controles (Scrambled). Las diferencias entre las curvas se establecieron mediante un 

análisis estadístico, utilizando una prueba ANOVA de una vía, p<0.0001, ****. Los gráficos 

mostrados son representativos de 3 experimentos independientes.  

 

Figura 15. Efecto de la sobreexpresión y 

silenciamiento de la expresión de TcCAL1 

en la proliferación de epimastigotes. A. 

Curva de proliferación de epimastigotes que 

sobreexpresan TcCAL1x6His de la cepa Y. B. 

Curva de proliferación de cultivos de 

epimastigotes hemi-knockout (tccal1+/-) y 

hemi-knockout policlonales (tccal1+/- p) para 

el gen tccal1 de la cepa Y. C. Curva de 

proliferación de epimastigotes que 

sobreexpresan TcCAL1x6His de la cepa CL. 
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3.10 Efecto de la sobreexpresión y silenciamiento de tccal1 en procesos de 

diferenciación de T. cruzi 

Luego de estudiar el efecto de la modulación de los niveles de expresión de 

TcCAL1 sobre la proliferación, decidimos avanzar en la caracterización fenotípica de los 

cultivos recombinantes, evaluando la capacidad de diferenciarse a distintos estadios del 

ciclo de vida del parásito.  

En primer lugar, se estudió cómo afecta la sobreexpresión de TcCAL1x6His a la 

metaciclogénesis, proceso de diferenciación de las formas epimastigotes a 

tripomastigotes metacíclicos. Para esto, se ensayaron dos métodos de diferenciación in 

vitro. En uno de estos métodos, los epimastigotes que sobreexpresan TcCAL1x6His y 

sus controles se incubaron en el medio TAU (Triatomine Artificial Urine), que promueve 

la diferenciación hacia las formas metacíclicas, y se calculó el porcentaje de 

tripomastigotes en los diferentes cultivos (Fig. 16 A).  A las 72 h de incubación en TAU, 

se encontró que los porcentajes de metaciclogénesis resultaron significativamente 

menores en los cultivos que sobreexpresan TcCAL1x6His, comparados con los 

controles (4.7±0.6% y 8±1%, respectivamente). En otras palabras, los epimastigotes que 

sobreexpresan TcCAL1x6His se diferencian un 24% menos que los cultivos con niveles 

fisiológicos de TcCAL1. No fue posible diferenciar epimastigotes de la cepa CL por 

tratamiento en TAU por lo cual, se utilizó otra estrategia que consta de incubar los 

cultivos en medio bifásico agar sangre/LIT (BAL). Esta incubación se realizó con ambas 

cepas y nuevamente se encontró que los parásitos que sobreexpresan TcCAL1x6His 

presentan menores tasas de metaciclogénesis cuando fueron comparados con sus 

controles, 24.4±2% vs 40.3±3% y 9±3% vs 18.1±1% para para la cepa Y y CL, 

respectivamente (Fig.16 A). Es decir, con este método, se encontró que la 

sobreexpresión de TcCAL1x6His inhibe la metaciclogénesis en un 39% y 50%, para las 

cepas Y y CL, respectivamente, cuando se compararon con sus controles. Para 

confirmar que los tripomastigotes metacíclicos continuaban sobreexpresando 

TcCAL1x6His, se realizó un análisis por western blot de lisados proteicos de los parásitos 

antes y después de la diferenciación (Fig. 16 B). Para esto, fue necesario aislar los 

metacíclicos presentes en la mezcla de parásitos sin diferenciar, de manera que la señal 

TcCAL1x6His provenga exclusivamente de las formas tripomastigotes y no de 

epimastigotes y formas intermedias. Con este fin, se construyó un control experimental 

en el cual se mezclaron epimastigotes que sobreexpresan TcCAL1x6His con 

tripomastigotes control (portadores del vector pTREX vacío). La muestra se incubó con 

SFB sin inactivar para lisar selectivamente los epimastigotes por el sistema del 
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complemento. Luego de determinados lavados se obtuvieron los tripomastigotes 

metacíclicos y su lisado proteico. Es esperable que, si la lisis de epimastigotes y los 

lavados posteriores son óptimos y suficientes, se obtenga una sola banda de señal y de 

un peso molecular correspondiente a TcCAL1 endógena, proveniente de los 

tripomastigotes metacíclicos WT. De esta manera, corroboramos que la señal compatible 

con la presencia de TcCAL1x6His correspondía a las formas metacíclicas 

exclusivamente (Fig. 16 B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Efecto de la sobreexpresión de TcCAL1x6His en la metaciclogénesis de T. cruzi. 

A. Porcentajes de metaciclogénesis de los parásitos control y parásitos que sobreexpresan 

TcCAL1x6His de las cepas CL e Y. Los métodos de metaciclogénesis, medio bifásico agar sangre/ 

LIT y TAU, son indicados en el gráfico. El análisis estadístico se realizó a través de un test de 

Student (*p value<0.05) B. Análisis por western blot de parásitos de la cepa Y antes y después 

de la metaciclogénesis en medio bifásico agar sangre/LIT. la proteína recombinante TcCAL1x6His 

está señalada con un asterisco (*) y la proteína endógena TcCAL1 con numeral (#). eCAL1 y 

tCAL1: epimastigotes y tripomastigotes metacíclicos que sobreexpresan TcCAL1x6His, 

respectivamente. tC: tripomastigotes control (con el vector pTREX vacío), et-C: control de 

aislamiento de tripomastigotes (muestra conteniendo epimastigotes que sobreexpresan 

TcCAL1x6His y tripomastigotes metacíclicos con el vector pTREX vacío), Anti-CAL1: anticuerpo 

anti-TcCAL1x6His. Anti-TUB: anticuerpo anti-tubulina. C. Microscopía de inmunofluorescencia de 

tripomastigotes metacíclicos diferenciados en medio bifásico agar sangre/LIT y tinción con 

Giemsa. Los parásitos se tiñeron con DAPI para marcar núcleo (n) y kinetoplasto (k). La 

morfología del flagelo (f) se con un anticuerpo que marca la proteína de bastón paraflagelar (PFD). 

Barra de escala: 5 µm. 

 

En relación con los parásitos hemi-knockout tccal1+/-, se observó una capacidad 

de diferenciación muy reducida, ya que el porcentaje de metaciclogénesis obtenido 

mediante los dos métodos empleados en este estudio fue inferior al 1%. Por otro lado, 

dada la baja tasa de metaciclogénesis observada en los parásitos que sobreexpresan 
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TcCAL1x6his de la cepa CL, no se obtuvo la cantidad necesaria de tripomastigotes 

metacíclicos para completar experimentos independientes en los estudios in vitro de 

TcCAL1 en el ciclo de vida del parásito. Por lo tanto, todos los análisis que siguen a partir 

de ahora estarán referidos exclusivamente a la cepa Y. 

Luego, se evaluó el efecto de la sobreexpresión de TcCAL1x6His en la 

amastigogénesis, proceso por el cual los tripomastigotes se diferencian a amastigotes. 

Para esto se realizó un ensayo de obtención de amastigotes axénicos, incubando 

tripomastigotes metacíclicos en medio a pH ácido hasta 12 h. Se tomaron muestras a 

distintos intervalos de tiempo para calcular el porcentaje de amastigotes diferenciados 

en cultivos que sobreexpresan TcCAL1x6His y en controles. Los parásitos fueron 

evaluados a través de microscopía de fluorescencia para visualizar las posiciones 

relativas del DNA del núcleo y kinetoplasto, así como la presencia o ausencia del flagelo 

en diferentes tiempos del proceso. Además de las formas amastigotes y tripomastigotes 

metacíclicos, se identificaron formas intermedias constituidas por parásitos redondeados 

con las posiciones relativas del DNA nuclear y el kinetoplasto, similar a la de 

tripomastigotes metacíclicos, con la presencia o no del flagelo. Estas formas intermedias, 

se clasificaron según la presencia o ausencia de flagelo como FI/+FLG o FI/- FLG, 

respectivamente. Tanto para los parásitos portadores del vector pTREX vacío como los 

que sobreexpresan TcCAL1x6His, se observó una disminución del número de 

tripomastigotes metacíclicos y el aumento del porcentaje de amastigotes, cuyo máximo 

se registró a las 12 h (Fig. 17 A). Si bien se observa una tendencia de mayor porcentaje 

de amastigotes en los parásitos que sobreexpresan TcCAL1x6His comparados con sus 

controles, el análisis estadístico muestra que no hay diferencias significativas entre los 

dos cultivos. También se calculó el porcentaje de formas intermedias que predominaron 

en los cultivos, las cuales se caracterizaron por una morfología redondeada y carente de 

flagelo externo. Sin embargo, en este caso tampoco se observaron diferencias 

significativas entre los cultivos (Figura 17; FI/-FLG en el gráfico de barras). 
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Figura 17. Efecto de la sobreexpresión de TcCAL1x6His en la amastigogénesis in vitro de 

T. cruzi. A. Tripomastigotes metacíclicos de la cepa Y con el vector pTREX vacío (Control) o que 

sobreexpresan la proteína TcCAL1x6His (CAL1) se incubaron en medio RPMI ácido (pH 5) para 

inducir la amastigogénesis. Se tomaron muestras a las 4, 6 y 12 horas de incubación para contar 

y evaluar las diferentes formas de desarrollo del parásito. El gráfico muestra los porcentajes de 

las diferentes formas, amastigotes axénicos (Amas), formas intermedias sin flagelo (FI/-FLG), 

formas intermedias con flagelo (FI/+FLG) y tripomastigotes metacíclicos (MT). El análisis 

estadístico se realizó mediante una prueba t-student (ns, p value>0.05). El gráfico muestra el 

resultado de dos experimentos independientes. B. Microscopía de inmunofluorescencia que 

muestra las diferentes formas de desarrollo encontradas durante el proceso de amastigogénesis 

in vitro. Los parásitos se marcaron con DAPI para evidenciar las posiciones relativas del DNA 

nuclear y el kinetoplasto. TUB y FLG indican las incubaciones con los anticuerpos anti-tubulina y 

Anti-PFR para evidenciar la tubulina y el flagelo, respectivamente.   

 

3.11 Efecto de la sobreexpresión de TcCAL1x6His en la invasión a células de 

mamífero 

 Luego de estudiar el efecto de la sobreexpresión de TcCAL1x6His en la 

proliferación y diferenciación, se decidió explorar la capacidad infectiva de estos cultivos, 

específicamente en los procesos de adhesión e infección del parásito a la célula 

hospedadora. En primera instancia, se estudió el proceso de adhesión in vitro a células 

Vero. Para esto, se incubaron células Vero adheridas a cubreobjetos con tripomastigotes 

metacíclicos de la cepa Y durante 2 h, se lavaron cinco veces con pipeteo suave y se 

fijaron para calcular el porcentaje de células con parásitos adheridos (Fig. 18). Se 

encontró que el porcentaje de células con parásitos adheridos fue significativamente 

mayor en las células incubadas con los parásitos que sobreexpresan TcCAL1x6His 

comparados con los parásitos controles (76.3±14.2% vs 44.8±8.5%, respectivamente). 

Consistentemente, el número de parásitos adheridos cada 100 células fue 

significativamente mayor en las células incubadas con los parásitos que sobreexpresan 

TcCAL1x6His con respecto a los controles (859.7±128 vs 296.3±60.7, respectivamente). 
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Con los datos obtenidos del porcentaje de células infectadas y el número de parásitos 

adheridos cada 100 células, se obtuvo el índice de adhesión de los parásitos. Este índice 

también mostró ser significativamente mayor en las células que fueron incubadas con 

los parásitos sobreexpresantes cuando se compararon con los controles, 

respectivamente (114.3±45.5 vs 555.9±153.4 para los cultivos TcCAL1x6His vs 

controles). 

Figura 18. Efecto de la sobreexpresión de TcCAL1x6His en la adhesión in vitro de T. cruzi. 

Tripomastigotes metacíclicos de la cepa Y portadores del vector pTREX vacío (Control) o que 

sobreexpresan TcCAL1x6His (CAL1), fueron incubados en una relación 300:1 parásito: célula 

Vero durante 2 h para calcular el porcentaje de células con parásitos adheridos, el número de 

parásitos adheridos cada 100 células y el índice de adhesión. Se muestran las células con 

parásitos adheridos de cada condición teñidos con el colorante Panoptic Colorpack, de la 

condición control (Control) y las células incubadas con tripomastigotes metacíclicos que 

sobreexpresan TcCAL1x6His (CAL1). Las flechas de color negro indican los parásitos adheridos. 

El análisis estadístico se realizó aplicando una prueba t-student *p value<0.05. Los datos 

mostrados son representativos de tres experimentos. Barra de escala: 10 µm. 

 

Luego, se evaluó el efecto de la sobreexpresión de TcCAL1x6His sobre la 

capacidad de invadir células Vero y desarrollar amastigotes intracelulares. En este caso, 

los tripomastigotes metacíclicos de la cepa Y controles (portadores del vector pTREX 

vacío) o que sobreexpresan TcCAL1x6His, se incubaron con células Vero durante 24 h. 

Luego de subsecuentes lavados, los discos de infección fueron teñidos con el colorante 

Panoptic Colorpack para calcular el porcentaje de células infectadas, el número de 

amastigotes intracelulares por célula Vero y un índice endocítico (Fig. 19). Tanto para 

porcentaje de células infectadas como para número de amastigotes por cada 100 células 

infectadas, se encontró que fueron significativamente mayores en las células infectadas 

con parásitos que sobreexpresan TcCAL1 cuando se compararon con las células 

infectadas con los parásitos control (41.2±6.2% vs 18.9±5.3% y 1398±83.5% vs 

926.3±215.2%, respectivamente). De igual manera, se tomaron en cuenta los valores 

obtenidos en el porcentaje de infección y el número de amastigotes intracelulares para 
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obtener un índice endocítico, indicando que los parásitos que sobreexpresan la proteína 

TcCAL1 recombinante tienen significativamente mayor capacidad de infección 

(121.9±29.7 para controles vs 412.5±63.2 para los parásitos TcCAL1x6His).  

Para cuantificar las diferencias en los índices de adhesión y endocítico, se calculó 

un índice de cambio (Fold change) de la diferencia de eso valores el cual resultó de 3.96 

y 2.21, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Efecto de la sobreexpresión de TcCAL1x6His en la invasión in vitro de T. cruzi. 

Tripomastigotes metacíclicos de la cepa Y portadores del vector pTREX vacío (Control) o que 

sobreexpresan TcCAL1x6His (CAL1), fueron incubados en una relación 300:1 parásito: célula 

Vero durante 24 h para calcular el porcentaje de células infectadas, el número de amastigotes 

intracelulares cada 100 células y el índice de endocítico obtenido. En el panel derecho, se 

muestran las células infectadas de cada condición teñidos con el colorante Panoptic Colorpack, 

de la condición control (Control) y las células incubadas con tripomastigotes metacíclicos que 

sobreexpresan TcCAL1x6His (CAL1). Se pueden notar los amastigotes intracelulares en cada 

caso. El análisis estadístico se realizó aplicando una prueba t-student *p value<0.05. Los datos 

mostrados son representativos de tres experimentos. Barra de escala: 10 µm. 

 

3.12 Determinación de niveles de calcio en epimastigotes de T. cruzi que 

sobreexpresan TcCAL16xHis 

Dado que una de nuestras hipótesis plantea que TcCAL1x6His une Ca2+ y la 

sobreexpresión de la proteína podría causar un secuestro y desbalance de los niveles 

del ion en el citosol, se decidió cuantificar los niveles de Ca2+ intracelular en los 

epimastigotes de la cepa Y y CL que sobreexpresan TcCAL1x6His. Para esto, se utilizó 

el indicador radiométrico Fura 2-AM para obtener valores de fluorescencia utilizando dos 

longitudes de onda de excitación diferentes, una a 340 nm que corresponde al indicador 

unido a Ca2+ y otra a 380 nm que corresponde al Fura libre de Ca2+. Los valores de 

fluorescencia (relación 340/380 nm) se utilizaron para calcular la [Ca2+]i basal mediante 

la ecuación de Grynkiewicz (Grynkiewicz et al., 1985). Para esto, se realizó la 

incorporación con Fura 2-AM a cultivos de epimastigotes, se sembraron en placas de 96 
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pocillos y se monitoreó la señal de emisión a 510 nm, tanto con la excitación de 340 

como de 380, en el espectrofluorímetro FlexStation® 3 Station. El valor máximo de 

fluorescencia del sistema se alcanzó tras la adición de tritón X-100, lo que permitió la 

ruptura de la membrana y el flujo de Ca2+ hacia el interior de la célula. Por otro lado, el 

valor mínimo de fluorescencia se registró después de la adición de EGTA para quelar la 

totalidad del Ca2+ presente en el sistema. La figura 20 A, muestra una gráfica 

representativa de la relación de fluorescencia 340/380 nm en respuesta a estímulos para 

obtener valor máximos y mínimos de fluorescencia, esperados al agregar tritón-X100 y 

EGTA, respectivamente. El agregado de digitonina se realizó para potenciar la 

permeabilización con Tritón-X100, si bien no se observó respuesta con este estímulo. En 

la figura 20 B, se muestra la concentración de calcio basal [Ca2+]i obtenida por triplicado 

de epimastigotes portadores del vector pTREX vacío y sobreexpresantes de 

TcCAL1x6His de la cepa Y. En este caso, no se obtuvieron diferencias significativas en 

la [Ca2+]i entre esos cultivos, en 4 experimentos independientes.   

Estos ensayos también se realizaron con cultivos que sobreexpresan 

TcCAL1x6His de la cepa CL y sus respectivos controles. Los resultados obtenidos se 

resumen en la tabla 7. Se realizaron cuatro experimentos independientes. En dos de 

ellos, se encontró que la [Ca2+]i tiende a ser menor en los parásitos que sobreexpresan 

TcCAL1x6His que los controles, mientras que, en los dos restantes no se encontraron 

diferencias significativas.  

Con respecto a los niveles basales de [Ca2+]i de los parásitos tccal1+/-, se 

realizaron dos experimentos que no resultaron reproducibles. Por lo tanto, se requiere 

repetir dichos experimentos con el fin de establecer el comportamiento de los niveles 

de Ca2+ en estos parásitos. 
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Figura 20. Determinación de [Ca2+]i basal de epimastigotes que sobreexpresan 

TcCAL1x6His. Se utilizó Fura 2-AM para realizar medidas radiométricas de fluorescencia y 

calcular la [Ca2+]i basal en epimastigotes que sobreexpresan TcCAL1x6His. Se utilizaron 

epimastigotes portadores del plásmido pTREX como control (Y-C) y epimastigotes que 

sobreexpresan TcCAL1x6His (Y-CAL1) de la cepa Y. Izquierda. Relación de fluorescencia 

340/380 nm (F340/F380) de epimastigotes de la cepa Y frente a estímulos de digitonina, tritón x-

100 y EGTA. Derecha. [Ca2+] basal de epimastigotes de la cepa Y.  Gráfico representativo de tres 

experimentos independientes. Cada punto en la gráfica mostrado corresponde a una réplica 

técnica del experimento. Se aplicó un t-student test (p value=0.05) como test estadístico. 

 

Tabla 7. Determinación de [Ca2+]i de epimastigotes de la cepa CL. 

Experimento 
[Ca2+]i nM  

Control>TcCAL1 (p<0.005) 
[Ca2+]i nM 

Control=TcCAL1(p>0.005) 

1 363.6±6 vs. 204±48 _____ 

2 _____ 110±25 vs 142±7 

3 _____ 329±110 vs 378±100 

4 154.6±5 vs 50.7±12 ______ 

 

La tabla 7 muestra los valores obtenidos en cuatro experimentos independientes en los 

cuales se obtuvieron diferentes comportamientos en cuanto a los niveles basales de [Ca2+]i de 

cultivos de la cepa CL que sobreexpresan TcCAL1 respecto a los controles. Se aplicó un T-

student test (p value=0.05) como prueba estadística para determinar las diferencias significativas 

en las [Ca2+]i de cada cultivo. 
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PARTE III. Bioquímica y entorno molecular de TcCAL1 de T. cruzi 

En esta parte del trabajo, se estudió la capacidad de TcCAL1 de unir Ca2+ así como 

su entorno molecular. La proteína purificada se trató para obtener una muestra 

predominantemente monomérica y libre de Ca2+ empleando β-mercaptoetanol y la resina 

quelante de iones divalentes Chelex®, respectivamente. Esta muestra se utilizó para 

analizar la unión a Ca2+ empleando el indicador de Ca2+ Quin-2 y mediante las técnicas 

espectroscópicas de dicroísmo circular y RMN. El entorno molecular de TcCAL1 se 

estudió a través de ensayo de doble híbrido en levaduras y los interactores identificados 

que se localizaron en los parásitos mediante microscopia de inmunofluorescencia. Por 

último, se realizó el abordaje de los sitios de interacción de TcCAL1 con sus interactores 

utilizando la herramienta de predicción de interacciones proteína-proteína de 

AlphaFold2.  

3.13 Expresión de la proteína TcCAL1 recombinante y producción de anticuerpo 

policlonal 

 Los oligonucleótidos CAL1 y CAL2 (Tabla 2), diseñados a partir de la secuencia 

TcCLB.507165.30, se utilizaron para obtener el gen tccal1 mediante PCR a partir de DNA 

genómico de T. cruzi de la cepa CL (tipificada como TcII). El gen tccal1 se clonó de forma 

direccional utilizando las enzimas NcoI y SalI en el vector pET22b y se obtuvo la 

secuencia que codifica para TcCAL1 fusionada a una etiqueta de seis histidinas (x6His) 

en el extremo C-terminal (TcCAL1x6His), que se utilizó para transformar bacterias E. coli 

DH5α. Luego, se confirmó la presencia del inserto tccal1x6his por secuenciación con un 

99% de identidad con la secuencia depositada en TriTrypDB, sin cambios no 

conservados en la secuencia aminoacídica de TcCAL1. Posteriormente, el vector 

recombinante pET22b/tccal1x6his se utilizó para transformar bacterias E. coli BL21 (D3) 

Rosetta y sobreexpresar la proteína recombinante en condiciones estándar de inducción 

por adición de IPTG 1 mM. 

3.14 Purificación de TcCAL1x6His con columna Ni-NTA 

La proteína TcCAL1x6His fue purificada por cromatografía de afinidad utilizando 

resina Ni-NTA. Se analizó el perfil de expresión y de purificación a escala analítica de 

TcCAL1x6His. Se tomaron muestras de las diferentes etapas de la purificación que 

fueron sometidos a electroforesis SDS-PAGE en gel de acrilamida al 12%. (Fig. 21 A-B). 

La proteína TcCAL1x6His purificada mostró una banda a la altura esperada (13.6 kDa) y 

otra de aproximadamente el doble de peso molecular (~26 kDa). Mediante un tratamiento 

con un exceso de DTT, se determinó que TcCAL1x6His forma un homodímero, en estas 
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condiciones de expresión heteróloga, mediante la unión por puente disulfuro de sus 

cisteínas C-terminales (Fig. 21 C). 

  

 

 

 

 

 

Figura 21. Expresión y purificación de TcCAL1x6His. Se indujo la expresión de TcCAL1x6His 

en un cultivo de E. coli BL21/pET22b/tccal1 con 1 mM de IPTG durante 4 h a 37°C en agitación. 

A. Electroforesis SDS-PAGE en gel de acrilamida al 12% y teñido con Coomasie blue y western 

blot revelado con anti-CAL1de lisados proteicos no inducidos (T0) y a 4 h de la inducción (T4h). 

B. Perfil de purificación de TcCA1x6His con resina Ni-NTA. La purificación se realizó a partir de 

800 ml de cultivo de E. coli BL21/pET22b/tccal1 inducido. El gel de acrilamida al 12% muestra 

diferentes fracciones de muestras obtenidas a lo largo de la purificación. Lt, Lisado total. Lc, 

Lisado clarificado. Per, percolado. uL, último lavado de resina. E2-E6: eluídos 2 al 6. C. Western 

blot de tratamiento con DTT de TcCAL1x6His purificada. Se muestra la detección de la proteína 

sin (-) y con DTT añadido (+) revelado con el anticuerpo anti-CAL1. kDa: kilodalton. 

 

3.15 Determinación de unión a Ca2+ por TcCAL1 

Con el objetivo de comprobar experimentalmente la unión a Ca2+ de TcCAL1, 

llevamos a cabo diferentes estrategias: 

Ensayos con el indicador Quin-2 

El indicador Quin-2 tiene alta afinidad por Ca2+ y longitudes de excitación y 

emisión en el rango 339/492 nm, que permiten monitorear la unión a Ca2+ por irradiación 

con luz UV. Para realizar este ensayo, se utilizó un equipo de dot blot para inmovilizar en 

una membrana de PVDF a TcCAL1x6His y las proteínas calmodulina (CaM), albúmina 

bovina (BSA) y sorcina como controles positivos, y lisozima y la enzima invertasa como 

controles negativos. Luego de las incubaciones con soluciones de Quin-2 en presencia 

de CaCl2 y los respectivos lavados para eliminar el exceso de indicador, la membrana se 

expuso a luz UV y se tomó registro de la señal emitida por cada proteína (Fig. 22). Como 

resultado, se observó señal de fluorescencia en los spots correspondientes a 

TcCAL1x6His (rCAL1) en las dos concentraciones empleadas y una señal débil para 

CaM y señales evidentes para BSA y sorcina. Mientras que los spots correspondientes 

los controles negativos, lisozima e invertasa, la señal fue muy débil o no se observó señal 
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de fluorescencia (Fig. 22 A). Las curvas de intensidad de fluorescencia muestran la 

disminución de la señal cuando las membranas se incubaron con el quelante de Ca2+ 

EGTA y Quin-2, la cual disminuyó considerablemente para rCAL1, BSA y sorcina, y fue 

casi imperceptible para lisozima e invertasa (Figura 22 B). En conjunto, estos resultados 

sugieren que TcCAL1x6His une Ca2+.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Ensayo de unión a Ca2+ por TcCAL1x6His con el indicador Quin-2. La proteína 

TcCAL1x6His purificada fue sembrada a una membrana de PVDF. Luego de la incubación con 1 

mM de CaCl2 y 1 mM Quin-2, se expuso a luz UV en un transiluminador. A. Membrana con señal 

de fluorescencia emitida por el Quin-2 en presencia de CaCl2 (CaCl2) o Luego de lavados con 

EGTA (EGTA). La incubación de la membrana con rojo de Ponceau se utilizó como control de 

carga (CC). Se muestra la señal de 5 µg de sorcina (Sor), 5 y 10 µg de TcCAL1x6His (rCAL1, 5-

10), 3 µg de calmodulina (CaM), 5 µg albúmina bovina (BSA), 5 µg Lisozima (LZ) y 5 µg de la 

enzima invertasa (INV).  B. Perfil de intensidad de señal de cada spot de proteína analizado. El 

eje y, refleja la intensidad de señal en cada spot señalado en la parte inferior. La curva de color 

negro y el área gris señalan la intensidad de fluorescencia del Quin-2 al incubar con CaCl2 y 

EGTA, respectivamente. El eje x, refleja la distancia en pulgadas de cada muestra en la 

membrana.  

 

Tratamiento de TcCAL1x6His con β-mercaptoetanol 

Previamente a los ensayos de DC y RMN, se trató la muestra con β-

mercaptoetanol.  El tratamiento con este agente reductor fue necesario para obtener 

resultados precisos sobre la estructura secundaria de la proteína y facilitar la 

interpretación de los datos obtenidos.  

La mezcla de monómero y dímero de la proteína TcCAL1x6His purificada a partir 

de E. coli se sometió a un tratamiento con 5% (v/v) de β-mercaptoetanol por 

incubaciones de 15 min, una a temperatura ambiente y la otra a 45 °C, para obtener 

únicamente la forma monomérica. Luego del tratamiento, la solución de proteína se 

sometió a diálisis para eliminar las trazas del agente reductor y posterior concentración 

por tubos concentradores Macrosep® Advance. La Fig. 23, muestra el monitoreo de 
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estos procesos, en donde se puede observar la obtención mayoritaria final de la forma 

monomérica de TcCAL1x6His (13.6 kDa). 

  

 

 

 

 

 

 

Una vez obtenidas las muestras se enviaron a analizar con las técnicas de DC y 

RMN en la Plataforma Argentina de Biología Estructural y Metabolómica (plaBEM-

CONICET) del Instituto de Biología Molecular y Celular de Rosario (IBR). 

Determinación de unión a Ca2+ a través de dicroísmo circular (DC) 

El DC es una técnica espectroscópica utilizada para analizar la estructura y la 

conformación de moléculas, como proteínas y ácidos nucleicos. Esta técnica permite 

revelar información detallada sobre la estructura secundaria de las proteínas, incluyendo 

la cantidad de hélices alfa, láminas beta y vueltas presentes en una proteína dada 

(Greenfield, 2006). Debido a que las proteínas que se unen a Ca2+ pueden experimentan 

cambios en su estructura secundaria y terciaria, utilizamos la técnica de dicroísmo para 

determinar si TcCAL1x6His une Ca2+.  

Para evidenciar cambios conformacionales en distintas condiciones se utilizaron 

muestras de la proteína recombinante TcCAL1x6His en presencia o ausencia de Ca2+ 

(con agregado de CaCl2 o EGTA, respectivamente) y la muestra control formada por la 

proteína recombinante sin agregados. Se adquirieron espectros en el rango de luz UV 

cercano (250-350 nm) para registrar cambios en la estructura terciaria dada por 

absorción, orientación y naturaleza del ambiente circundante de aminoácidos como 

fenilalanina, triptófano, tirosina y cisteína (o puentes disulfuro). También, se obtuvieron 

espectros en el rango de luz UV lejano (<250 nm) en donde se reflejan las estructuras 

secundarias de las proteínas (α-hélices, láminas β, giros β y contenido desordenado) 

(Martin and Schilstra, 2008). 

En el espectro obtenido en el rango de UV cercano se observó una ligera 

variación de TcCAL1x6His en ausencia de CaCl2 (Fig. 24 A, curva naranja) respecto a 

Figura 23. Tratamiento de TcCAL1x6His con β-

mercaptoetanol. El tratamiento de la proteína TcCAL1x6His con 

β-mercaptoetanol fue seguido a través de electroforesis SDS-

PAGE en gel de acrilamida al 12%. Se muestra la proteína 

TcCAL1xHis purificada (Pf) que se sometió a tratamiento con β-

mercaptoetanol (β-m) para obtener únicamente la forma 

monomérica. La proteína se dializó (Pd) para obtener una 

muestra libre de agente reductor. 
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las muestras de proteína en presencia de CaCl2 o la proteína control (Fig. 24 A, curvas 

celeste y verde, respectivamente). En el rango 275–282 nm los residuos mayormente 

detectables son triptófano (Trp) y tirosina (Tyr). Sin embargo, TcCAL1 no posee residuos 

de Trp, con lo cual, las variaciones corresponderían a la elipticidad molar de los residuos 

de Tyr únicamente. También, se obtuvieron espectros en el rango de luz UV lejano, en 

el cual se puede observar un ligero desplazamiento en la curva obtenida para 

TcCAL1x6His en ausencia de Ca2+ (Fig. 24 B, curva naranja), con respecto a la proteína 

en presencia de calcio o la muestra control (curvas celeste y verde, respectivamente). 

El comportamiento observado en las tres muestras analizadas es el típico para una 

proteína formada por α-hélices: banda negativa con dos picos a 208 y 222 nm y una 

banda positiva intensa a 191-193 nm (Fig. 24 B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Espectros de DC de TcCAL1x6His. A. Espectro DC en UV-cercano de TcCAL1x6His 

para estudiar cambios en la estructura terciaria. En el rango 275–282 nm se detectó la elipticidad 

molar aportada por residuos de Trp y Tyr en la muestra. B. Espectro DC en UV-lejano para analizar 

la estructura secundaria de TcCAL1x6His. Se detectó la absorción típica de proteínas con α-

hélices el rango de 208 y 222 nm y 191-193 nm. Se utilizó TcCAL1x6His en ausencia de calcio 

(rCAL1 + 20 mM EGTA), en presencia de 10 mM de CaCl2 (rCAL1 + 10 mM CaCl2) y la proteína 

sin agregados (rCAL1 Control).  
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Con el objetivo de obtener diferencias significativas, en los espectros de las 

muestras analizadas por DC, se analizó la proteína TcCAL1x6His tratada con la resina 

Chelex®.  Esto último, para asegurarnos de eliminar cationes divalentes, entre ellos los 

iones Ca2+ presentes en la muestra.  La solución de proteína recombinante monomérica 

se trató con la resina Chelex®, como se describe en la sección materiales y métodos. 

Dado que el pasaje por la columna diluye la muestra, esta se concentró por medio de 

tubos concentradores Macrosep® Advance. La proteína obtenida se analizó por SDS-

PAGE para comprobar la presencia del estado monomérico luego del tratamiento con la 

resina y de su concentración (Fig. 25). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Con la proteína obtenida luego del tratamiento con la resina Chelex® y un 

incremento de la concentración de agente quelante con respecto al primer ensayo (100 

mM vs 20 mM de EGTA, respectivamente), se adquirieron nuevos espectros de DC en 

UV-cercano y lejano. En estos ensayos, el espectro de DC en UV-cercano obtenido 

mostró un ligero desplazamiento de la curva de TcCAL1x6His en ausencia de CaCl2 (Fig. 

26 A, curva naranja), en comparación con los espectros obtenidos para las condiciones 

en presencia de CaCl2 o la muestra control, sin agregados de calcio o EGTA (Fig. 26 A, 

curvas celeste y verde, respectivamente). Estas diferencias coinciden con las 

observadas entre las longitudes de onda de 270-290 nm en los espectros adquiridos 

antes del tratamiento de la proteína con Chelex® (Fig. 24 A). Por otro lado, en el espectro 

UV-lejano no se observaron diferencias en las dos condiciones evaluadas (TcCAL1x6His 

en presencia y ausencia de CaCl2) respecto al control (Fig. 26 B).   

 

 

Figura 25. Tratamiento de TcCAL1x6His con la 

resina Chelex®. La proteína TcCAL1x6His 

monomérica se trató con la resina Chelex® (Pch) 

para eliminar los cationes divalentes. Después del 

tratamiento, la proteína se concentró (Pc) para su 

uso en análisis posteriores. Una muestra de la 

proteína obtenida se visualizó a través de 

electroforesis SDS-PAGE en gel de acrilamida al 

12% para verificar la presencia predominante de la 

forma monomérica. kDa: Kilodalton 
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Figura 26. Espectros de CD de TcCAL1x6His monomérica tratada con Chelex®. A. Espectro 

DC en UV-cercano de TcCAL1x6His monomérica tratada con Chelex® para estudiar cambios en 

la estructura terciaria. En el rango 275–282 nm se detectó la elipticidad molar aportada por 

residuos de Trp y Tyr en la muestra. B. Espectro DC en UV-lejano para analizar la estructura 

secundaria de TcCAL1x6His. Se detectó la absorción típica de proteínas con α-hélices el rango 

de 208 y 222 nm y 191-193 nm. Se utilizó TcCAL1x6His en ausencia de calcio (rCAL1 + 100 mM 

EGTA), en presencia de 10 mM de CaCl2 (rCAL1 + 10 mM CaCl2) y la proteína sin agregados 

(rCAL1 Control).  

 

Ensayos de Resonancia magnética nuclear (RMN) 

Los análisis por RMN pueden ser utilizados para obtener información completa 

acerca de la estructura de proteínas. Las interacciones de proteínas con otras moléculas 

(proteínas, ácidos nucleicos, péptidos y ligandos) también pueden ser estudiados a 

través de esta técnica, la cual es capaz de detectar los cambios químicos (chemical shift, 

δ) dentro de una proteína con o sin su componente de interacción. De esta manera, se 

pueden obtener espectros de RMN de protones (1H-RMN) para realizar la identificación 

de las señales de resonancia (picos) y la deducción de información sobre los protones 
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presentes en una molécula frente a los cambios dados por su interacción con un ligando. 

En un espectro de una dimensión 1D 1H-RMN están bien establecidas las regiones en 

las que se pueden identificar grupos funcionales. Específicamente, para el estudio de 

proteínas, los protones que mayoritariamente experimentan en cambios en la resonancia 

son los dados por los grupos de amidas dentro del enlace peptídico (δ= 5.5-8.5 ppm) y 

los grupos metilos (δ= 0.5-1.5 ppm).  

 Con el objetivo de confirmar la unión de Ca2+ a TcCAL1x6His mediante este 

enfoque, se realizó análisis de 1H-RMN de TcCAL1x6His en condiciones que podrían 

inducir cambios conformacionales en la proteína y que serían detectados como 

modificaciones en la resonancia de los protones (1H) de los grupos amidas y metilos, 

utilizando las mismas muestras y en similares condiciones que las empleadas para los 

ensayos de DC. Para las muestras tratadas con β-mercaptoetanol, se obtuvieron 

espectros para las regiones metilos y amidas (Fig. 27). En el eje X, se muestra el chemical 

shift (δ) expresado en ppm que corresponde a un grupo funcional determinado (amida 

o metilo) y el eje Y corresponde a la intensidad de señal. El área bajo la curva en el eje 

Y, es proporcional al número de núcleos de 1H en la molécula con el mismo chemical 

shift (δ). En los espectros obtenidos, se pueden observar incrementos sutiles en la 

intensidad de señal de 1H en la proteína en ausencia de calcio con respecto a 

TcCAL1x6His en condiciones saturadas de este ion.  Este comportamiento se observó 

tanto en el espectro de metilos como de amidas lo que podría indicar que la proteína 

experimenta ligeros cambios conformacionales al unirse a Ca2+, sin embargo, esto último 

no puede confirmarse con estas condiciones. 

Los ensayos de RMN se repitieron con la proteína TcCAL1x6His tratada con 

Chelex®. Esto último, para asegurarnos de eliminar los iones Ca2+ presentes en la 

muestra y de esta manera poder detectar intensidades de señal más evidentes al 

comparar la proteína con agregado de CaCl2.  La solución de proteína recombinante 

monomérica, al igual que para DC, se trató con la resina Chelex® y un incremento la 

concentración de agente quelante con respecto al primer ensayo (100 mM vs 20 mM de 

EGTA, respectivamente). Las muestras se analizaron a través de 1H-RMN. Los espectros 

adquiridos muestran un comportamiento similar al descrito anteriormente para la 

proteína sin el tratamiento con la resina Chelex® y con 20 mM de EGTA. Se observan 

incrementos en la intensidad de señal en la zona de metilos (δ= 0.5-1.5 ppm) en ausencia 

de Ca2+ con respecto a la curva de la proteína en condiciones saturadas de Ca2+ (Fig. 28 

A). Por otro lado, la mayoría de los incrementos sutiles en la intensidad de señal se 
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observó en la zona de amidas y cadenas laterales aromáticas (7-8 ppm) en el espectro 

obtenido para la zona de amidas (Fig. 28 B). En consecuencia, con este abordaje no se 

pudo confirmar de manera precisa la asociación de TcCAL16xHis al Ca2+. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Espectros de 1H-RMN de TcCAL1x6His. A. Espectro 1H-RMN en zona de metilos de 

TcCAL1x6His ubicado en la zona de desplazamiento químico δ= 0.5-1.5 ppm. B. Espectro 1H-

RMN en zona de amidas de TcCAL1x6His en la zona de desplazamiento químico δ=7-8 ppm. Se 

utilizó TcCAL1x6His en ausencia de calcio (rCAL1 + 20 mM EGTA) y en presencia de 10 mM de 

CaCl2 (rCAL1 + 10 mM CaCl2). Los cambios en la intensidad de señal cada grupo funcional (amida 

o metilo) se encuentran señalados con flechas. 
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Figura 28. Espectros de 1H-RMN de TcCAL1x6His tratada con Chelex®. A. Espectro 1H-RMN 

en zona de metilos de TcCAL1x6His ubicado en la zona de desplazamiento químico δ= 0.5-1.5 

ppm. B. Espectro 1H-RMN en zona de amidas de TcCAL1x6His en la zona de desplazamiento 

químico δ=7-8 ppm. Se utilizó TcCAL1x6His en ausencia de calcio (rCAL1 + 100 mM EGTA) y en 

presencia de 10 mM de CaCl2 (rCAL1 + 10 mM CaCl2).  

 

3.16 Estudio de modificación por palmitoilación de TcCAL1  

La técnica de intercambio acil-biotina (ABE, por sus siglas en inglés) se realizó 

con el fin de determinar si TcCAL1 puede palmitoilarse como modificación 

postraduccional y confirmar la predicción realizada por el software CSS-Palm 4.0. Se 

partió de un lisado de epimastigotes de T. cruzi de la cepa CL wild type que se sometió 

a tratamiento para la sustitución de los grupos S-acilo por biotina. En este método, las 

cisteínas libres fueron bloqueadas con N-etilmaleimida (NEM) y la muestra se dividió en 

dos mitades. Una mitad de la muestra se trató con hidroxilamina neutra para eliminar los 

grupos S-acilo (+HA) y las cisteínas expuestas fueron marcados con biotina. Las 
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proteínas biotiniladas se purificaron utilizando una resina de agarosa-estreptavidina. La 

otra mitad de la muestra se procesó sin tratamiento de hidroxilamina (-HA) y se purificó 

de la misma manera. En el análisis por western blot, se observó la presencia de una 

banda a la altura esperada para TcCAL1 (~12 kDa) en los lisados tratados con 

hidroxilamina (+HA), mientras que. no se detectó señal en la muestra –HA (Fig. 29). Estos 

resultados sugieren que ambas o una de las cisteínas presentes en TcCAL1 son factibles 

de ser palmitoiladas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Determinación de palmitoilación de TcCAL1 de T. cruzi. Análisis por western blot 

de muestras de lisados proteicos de epimastigotes de la cepa CL de T. cruzi. Las muestras 

sometidas al procedimiento de intercambio acil-biotina (ABE), tratadas con hidroxilamina (+HA) o 

sin tratar (-HA), se purificaron a través de una resina de agarosa-estreptavidina. Las muestras 

resultantes se analizaron mediante western blot revelado con el anticuerpo anti-TcCAL1 (anti-

CAL1). La banda correspondiente a TcCAL1 (~12 kDa) se indica con una flecha de color negro. 

Notar la señal inespecífica obtenida para ambas muestras a la altura de ~63 kDa). 

 

3.17 Identificación de proteínas de unión a TcCAL1 en ensayo de doble híbrido en 

levaduras. 

Para identificar posibles interactores de TcCAL1 y de esta manera explorar el 

entorno molecular que TcCAL1 pudiera tener, se realizó un ensayo de doble híbrido en 

levaduras. Para esto, se transformaron levaduras S. cerevisiae que expresan TcCAL1 

con una biblioteca de cDNA de epimastigotes de T. cruzi clonada en el vector de 

expresión pVP16, y se identificaron posibles clones de interacción por selección con dos 

genes reporteros.  

Obtención de levaduras pBTM116/TcCAL1 y ensayos de autoactivación 

Como primer paso, se obtuvieron levaduras que expresan TcCAL1 fusionada al 

dominio BD de unión al DNA del factor de transcripción LexA. Para esto, se amplificó por 
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PCR la secuencia que codifica para tccal1 utilizando como molde el plásmido 

pET22/tccal1x6his y los oligonucleótidos CALBTM1 y CALBTM2, y se clonó en el vector 

de expresión de levaduras pBTM116.  

Una vez obtenido el plásmido recombinante pBTM116/tccal1x6his, se purificó y 

se usó para transfectar levaduras L40. Los clones de levaduras recombinantes se 

seleccionaron por crecimiento en placas con medio SD agar en ausencia de uracilo (U), 

lisina (K) y triptófano (W) (SD-WUK). Las dos primeras auxotrofías las confiere la 

levadura, mientras que la capacidad de crecer en ausencia de triptófano es conferida 

por el vector pBTM116. Los clones obtenidos se analizaron por western blot sobre 

lisados de levaduras crecidas en medio SD-WUK. La figura 30 A, muestra un resultado 

representativo de dos clones elegidos al azar (C5 y C6) de levaduras L40 recombinantes 

para el vector pBTM116/tccal1x6his (L40/TcCAL1-LexA) utilizando el suero anti-CAL1 y 

el anticuerpo anti-LexA. En ambos casos, se observó una señal a la altura esperada de 

~37,5 kDa para la proteína TcCAL1x6His (12.5 kDa) fusionada al dominio BD de LexA 

(~23 kDa), confirmando la expresión de la proteína de fusión TcCAL1-LexA.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Análisis de expresión de TcCAL1x6His de levaduras L40/TcCAL1-LexA. A. 

Expresión de TcCAL1x6His de dos clones de levaduras L40/TcCAL1-LexA mediante western blot 

revelados con el anticuerpo anti-CAL1. B. Expresión de LexA de dos clones de levaduras 

L40/TcCAL1-LexA mediante western blot revelado con un anticuerpo anti-LexA. La banda de 

~37,5 kDa detectada en las colonias C5 y C6 corresponden a la TcCAL1x6His (~12.5 kDa) 

fusionada a la proteína LexA (~23 kDa). Se detectaron 2 bandas correspondientes a monómero 

(~12.5 kDa) y dímero (~26 kDa) de TcCAL1x6His en el extracto proteico de bacterias portadoras 

del vector recombinante pET22b/tccal1x6his usado como control positivo (A) y se detectó una 

banda que corresponde de la proteína fusión Lamina-LexA (Lamina=18 kDa y LexA= 23 kDa) en 

extracto proteico de levaduras transformadas con el vector pBTM116/lamina-LexA usado como 

control positivo (B). 

Luego, se analizó la posibilidad de que la proteína fusión TcCAL1-LexA pueda 

activar per se la transcripción del gen his3 (que confiere auxotrofía a histidina) en 

presencia del dominio de activación VP16 (producto de expresión del vector pVP16 sin 
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inserto), en ausencia de una proteína específica de interacción con TcCAL1. Para esto, 

se transformaron levaduras L40/TcCAL1-LexA con el vector pVP16 (L40/TcCAL1-pVP) 

que contiene la secuencia del gen leu2, el cual que confiere la auxotrofía para leucina 

(L) y se seleccionaron transformantes en placas SD-WUKL. Se estriaron algunos de 

estos clones en placas SD-UK, SD-WUK y SD-WUKH y se incubaron a 30 °C por 48 h.   

El resultado esperable era que las levaduras L40/TcCAL1-pVP pudieran crecer en el 

medio SD-UK o SD-WUK, pero no en placas SD-WUKH. Sin embargo, observamos que 

estas levaduras eran capaces de crecer en placas en ausencia de histidina, SD-WUKH 

(Fig. 31). Este resultado muestra que TcCAL1-LexA es capaz de restaurar por si sola el 

factor de transcripción híbrido con VP16 vacío y activar el sistema, promoviendo la 

transcripción del gen his3.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Ensayo de autoactivación mediante análisis de auxotrofías. Se estriaron dos 

clones de levaduras L40/TcCAL1-pVP (TcCAL1-pVP) y L40 wild type (WT) en placas de medio 

SD agar -UK, -WUK, y -WUKH para analizar las auxotrofías. Se observó crecimiento de los dos 

clones de levaduras L40/TcCAL1-pVP en las tres placas SD, sugiriendo auxotrofía para 

histidina por activación de la transcripción del gen his3 por TcCAL1. Las levaduras L40 WT 

usadas como control crecieron únicamente en medio SD-UK. C5: clon 5, C6: clon 6. 

A a partir de estos resultados, se decidió utilizar el compuesto 3-amino-1,2,4-

triazol (3-AT) en los medios de selección del ensayo de doble híbrido. Este compuesto 

funciona como un inhibidor específico de la enzima imidazol glicerol fosfato deshidratasa, 
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codificada en el gen HIS3 y capaz de bloquear la auxotrofía de histidina. Al agregar este 

inhibidor a los medios, la actividad residual inespecífica de his3 por acción de TcCAL1 

es eliminada, con el consecuente bloqueo del crecimiento de las levaduras. La principal 

desventaja del empleo del 3-AT es la posibilidad de perder interacciones positivas 

débiles que pudieran existir entre TcCAL1 y algunas secuencias peptídicas codificadas 

por la biblioteca de cDNA. 

Para determinar la concentración mínima de 3-AT que permite recuperar la 

auxotrofía a histidina, se seleccionaron dos clones de las levaduras recombinantes 

L40/TcCAL1-pVP, se crecieron en medio líquido SD-WUKL y finalmente, se sembraron 

distintas diluciones en placas SD-WUKLH en presencia de concentraciones crecientes 

de 3-AT. Se determinó que la concentración mínima de 3-AT que inhibe la auxotrofía para 

histidina es 25 mM (tabla 8). En ensayos de western blot, se confirmó que las levaduras 

L40/TcCAL1-pVP expresaban la proteína de fusión TcCAL1-LexA (Fig. 32). En 

consecuencia, el ensayo de doble híbrido se realizó utilizando en todas las placas una 

concentración de 25 mM de 3AT. 

Tabla 8. Ensayo de crecimiento de levaduras L40/TcCAL1-pVP en 3-AT. 

 Días de crecimiento 

SD -WUKL  

+3AT mM 

4 5 6 7 8 11 

0 ++ ++ +++ +++ +++ +++ 

5 ++ ++ +++ +++ +++ +++ 

10 ++ ++ +++ +++ +++ +++ 

25 ++ ++ +++ +++ +++ +++ 

SD -WUKLH 

 +3AT mM 

4 5 6 7 8 11 

0 ++ ++ +++ +++ +++ +++ 

5 ++ ++ +++ +++ +++ +++ 

10 + + ++ ++ ++ ++ 

25 - 2 col. 9 col. 9 col. 9 col.  

+ microcol. 

9 col.  

++microcol. 

 

Se monitoreó el crecimiento levaduras L40/TcCAL1-pVP en placas de SD agar -WUKL y SD -

WUKLH en presencia de 5, 10 y 25 mM de 3-AT durante 11 días. Se observó crecimiento de 

colonias en todas las concentraciones de 3-AT empleadas en medio SD agar -WUKL, mientras 

que, en medio agar SD agar -WUKLH el crecimiento comenzó a disminuir a una concentración 

de 10 mM de 3-AT y hubo muy poco crecimiento a 25 mM de 3-AT. crecimiento abundante: +++, 

leve: ++, escaso: +. Col.: colonias, microcol.: microcolonias. 
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Figura 32. Western blot de levaduras L40/TcCAL1-pVP luego del crecimiento con 25 mM de 

3-AT. Se realizó el análisis de la expresión de TcCAL1 en levaduras L40/TcCAL1-pVP (TcCAL1-

pVP) que fueron crecidas en placas de medio SD agar -WUKH en presencia de 25 mM de 3-AT 

para inhibir la auxotrofía a histidina. Se detectó una banda de ~37.5 kDa correspondiente a 

TcCAL1 (proteína de fusión TcCAL1-LexA) con el anticuerpo anti-CAL1 en los extractos proteicos 

de TcCAL1-pVP. Se utilizó un extracto de levaduras TcCAL1-Lamina como control negativo y la 

proteína TcCAL1 recombinante de bacterias como control positivo (rCAL1). 

 

Transformación de levaduras L40 TcCAL1-LexA con biblioteca de cDNA de T. cruzi 

Se realizó una transformación a gran escala por el método de LiAc de levaduras 

L40/TcCAL1-LexA con una biblioteca de cDNA de epimastigotes de la cepa CL Brener, 

clonada en el vector pVP16. Las levaduras transformadas se seleccionaron en medio de 

cultivo líquido SD-WHULK (para seleccionar la biblioteca de cDNA clonada en el vector 

pVP16) durante 16 h. Luego, este cultivo se creció en placas de SD-WHULK en 

presencia de 25 mM de 3-AT. Estas placas se incubaron por 72 h y se obtuvieron 112 

colonias capaces de crecer en ausencia de histidina (His+). Paralelamente, se realizaron 

controles de levaduras L40 WT transformadas con la biblioteca de cDNA y con el 

plásmido pVP16 para corroborar la ausencia de crecimiento en ausencia de histidina.  

Posteriormente, se realizaron ensayos de actividad β-galactosidasa (β-gal) en los 

112 clones obtenidos, segundo gen reportero de este ensayo.  Para esto, se transfirieron 

las colonias a filtros de nitrocelulosa, se lisaron a -70 °C y se incubaron con el sustrato 

X-Gal. Se monitoreó el desarrollo de color azul a distintos tiempos, desde los 30 minutos 

hasta ON (Fig. 33).   
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Figura 33. Ensayos de β-galactosidasa. A. Foto representativa del desarrollo de color azul en 

los clones positivos para el ensayo de β -gal. Se transfirieron colonias de levadura en placas SD-

WHULK a una membrana de nitrocelulosa. Las células se lisaron a -70°C y se incubó la membrana 

sobre un papel con Buffer Z + X-Gal. Se muestra un ensayo representativo, colonias 48 a 68, de 

112 colonias que crecieron en presencia de histidina. B. Tabla de seguimiento de clones his+ con 

actividad β-gal monitoreada por un período de 30 min hasta ON.  

 

Se seleccionaron 27 clones his+ que desarrollaron color azul (β-gal+) en el 

periodo desde los 30 min hasta un máximo de 4h, para su posterior análisis por 

secuenciación. Para esto, se realizaron reacciones de PCR de colonias de levaduras 

utilizando los oligonucleótidos pVP16F y pVP16R. Los fragmentos obtenidos se 

purificaron y se enviaron a secuenciar a Macrogen y las secuencias obtenidas se 

analizaron por BLASTn.  Como resultado, 16 secuencias presentaron identidad con 

genes de RNA ribosomales o sin identidad con algún gen, 6 secuencias correspondieron 

al plásmido pVP16 vacío y las 5 secuencias restantes presentaron identidad con dos 

genes distintos, codificantes para proteínas de T. cruzi (Tabla 9). 

Tabla 9.  Análisis de secuencias obtenidas en el doble híbrido 

Secuencias obtenidas Número de clones 

Genes de RNA ribosomal 16 

pVP16 Sin inserto 6 

Secuencias codificantes de 

genes de T. cruzi 
                5 

3 secuencias con Nro. de      

acceso: XM_816474.1 

2 secuencias con Nro.  

de acceso: XM_813716.1 

Las secuencias presentaron 100% de identidad con genes que codifican para dos 

proteínas hipotéticas no caracterizadas de T. cruzi:  

Ensayo Clones 

Crecimiento sin histidina (his+) 112 

Actividad β-galactosidasa  

30 min 5 

2 h 10 

4 h 12 

ON 32 

TOTAL 59 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/71659692?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=ZWGZ4WJC014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/71663636?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=ZWCC3HYB014
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- XM_813716.1 ARM-like helical domain-containing protein (representado en 2 

secuencias):  Presenta identidad con un marco abierto de 3231 pb de longitud, que 

codifica para una proteína de 1076 aminoácidos (número de acceso en TriTrypDB: 

TcCLB.511421.200). Presenta repeticiones de tipo armadillo, por lo que se denominó 

TcARM. La secuencia identificada en el ensayo de doble híbrido fue de 900 pb y 

corresponde con los 300 aminoácidos del extremo C-terminal. El análisis de esta 

proteína en Interpro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/protein/UniProt/Q4DWP4/) 

predice una topología no citoplásmica (extracelular o secretada) entre los 

aminoácidos 1 al 848, un dominio transmembrana entre los aminoácidos 849 al 866 

y una región citoplasmática en la región c-terminal desde el aminoácido 867 al 1076 

(Ver anexo).  

 

- XM_816474.1 Prefoldin family, sub unit 4 chaperone complex (representado en 

3 secuencais):  Presenta identidad una secuencia nucleotídica de 375 pb de longitud 

que codifica para una proteína de 125 aminoácidos (número de acceso en TriTrypDB: 

TcCLB.506925.190). El análisis de dominios mostró que la proteína pertenece a la 

familia de prefoldinas. La secuencia obtenida en el ensayo de doble hibrido 

corresponde al total de la secuencia de esta proteína a la cual se le asignó el nombre 

de TcPFD. 

 

Ensayos de interacción específica 

Para comprobar que la auxotrofía por histidina y la actividad β-gal no se deba a 

una activación de los genes reporteros por las posibles interactores TcARM o TcPFD 

expresadas en las levaduras, se llevó a cabo un ensayo de interacción específica. Para 

esto, los clones provenientes del ensayo de doble híbrido se crecieron por pasajes 

sucesivos en placas SD-UKL en presencia de triptófano, para promover la pérdida del 

plásmido pBTM116/TcCAL1-LexA y retener únicamente de los plásmidos pVP16/TcARM 

o pVP16/TcPFD. Una vez que se comprobó la pérdida del plásmido pBTM116/TcCAL1-

LexA, estos clones se transformaron con el plásmido pBTM116/Lamina. De este modo, 

se obtuvieron levaduras L40- pBTM116/Lamina- pVP16/TcARM o TcPFD a la que se 

evaluó la capacidad de crecimiento en ausencia de histidina y la actividad β-

galactosidasa.  

Como resultado, se comprobó que levaduras Lamina-TcARM y Lamina-TcPFD 

(portadoras de los plásmidos pBTM116/Lamina-pVP16/TcARM o TcPFD) fueron 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/71663636?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=ZZ1RURAY014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/71659692?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=ZWGZ4WJC014
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incapaces de crecer en medio sin histidina (SD-WLH) así como tampoco presentaron 

actividad β-galactosidasa (Fig. 34). Esto sugiere que la activación de los genes 

reporteros, his3 y LacZ, son debido a la interacción especifica de TcCAL1 con sus 

proteínas de unión y no proveniente de activación per se mediada por las proteínas 

TcCARM o TcPFD.  

 

 

.  

 

 

 

 

 

 

Figura 34. Ensayo de interacción especifica de los clones obtenidos por doble híbrido para 

TcCAL1. Se analizaron colonias de levaduras L40 TcCAL1-LexA (TcCAL1), pBTM16/TcCAL1-

pVP16/TcARM (TcCAL1-TcARM), pBTM116/Lamina-pVP16/TcARM (Lamina-TcARM), 

pVP16/TcARM (TcARM) y L40 wild type (L40 WT). Las colonias obtenidas se crecieron en medio 

completo SD (C), -L, -W, -WL y -WLH. Se analizó la actividad β-galactosidasa (β-gal) de las 

colonias. Las levaduras TcCAL1-TcARM, presentaron actividad β-galactosidasa (colonia azul) y la 

capacidad de crecer en medio sin histidina (SD-WLH). Los controles negativos TcCAL1, TcARM 

y L40 WT no mostraron crecimiento en el medio SD -WLH y tampoco presentaron actividad β-

galactosidasa (colonias blancas). Se muestra un ensayo representativo con la secuencia que 

codifica para TcARM. 

 

3.18 Estudios de co-localización de TcCAL1 con sus pares de interacción 

A partir de DNA genómico de epimastigotes de T. cruzi, se obtuvieron los 

fragmentos correspondientes a los genes que codifican para las proteínas de unión de 

TcCAL1 identificadas por doble híbrido. Este trabajo formo parte de la Tesis de 

Licenciatura de la Lic. María José Ferrer.  Brevemente, se utilizaron los oligonucleótidos 

específicos Pfd1 yPfd2 o Arm1 y Arm2 para amplificar por PCR los fragmentos que 

codifican para la proteína TcPFD o para los 300 aminoácidos localizados en el extremo 

C-terminal de TcARM, ambos fusionados a una etiqueta de HA (TcPFD-HA y TcARM300-

HA, respectivamente). Estos fragmentos se clonaron por separado en el vector pTREX,  

se transformaron y seleccionaron epimastigotes de la cepa CL. Estos cultivos se 
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utilizaron para ensayos de inmunofluorescencia, utilizando anticuerpos anti-HA y anti-

CAL 1(Fig. 35).  

En el caso de los cultivos que sobreexpresan TcARM300-HA, se detectó una 

localización puntual particular en el citoplasma de los epimastigotes (Fig. 35 A). Hasta el 

momento de la presentación de esta Tesis, no se pudo determinar si esta localización 

coincide con organelas como el aparato de Golgi o la vacuola contráctil, por medio de 

marcadores de organelas utilizados. Sin embargo, el análisis de perfil de intensidad de 

fluorescencia que exhibe TcARM300-HA coincide con la señal obtenida con el anticuerpo 

anti-TcCAL1 en una región del espacio citoplasmático del parásito (Fig. 35 B). Esto nos 

alienta a postular la hipótesis que TcCAL1 se asocia TcARM300-HA, generando esa 

intensidad de señal. Por otro lado, estos mismos ensayos realizados con los cultivos que 

sobreexpresan TcPFD-HA revelaron que esta proteína de fusión no muestra una 

ubicación puntual, sino que se localiza a lo largo de todo el cuerpo del parásito (Fig. 35 

C). Si bien este patrón es similar al de TcCAL1, queda pendiente un ensayo de co-

localización que incluya el anticuerpo anti-CAL1 en estos cultivos.   

 

3.20 Predicción de interacciones de TcARM y TcPFD con TcCAL1 

  Finalmente, y teniendo en cuenta los resultados de doble híbrido y los ensayos 

de localización, la posible interacción de las proteínas se estudió mediante un abordaje 

in silico. Los modelos tridimensionales de TcARM y TcPFD se obtuvieron de la base de 

datos TriTrypDB. La predicción de interacciones se realizó utilizando el servidor de 

Alphafold2 disponible en Google Colab en su modo AlphaFold_multimer_v3. Este modo, 

predijo las posibles interacciones entre TcCAL1 con TcARM (proteína entera) o TcPFD a 

partir de las secuencias de aminoácidos de cada proteína.  
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Figura 35. Localización de TcARM300 y TcPFD en epimastigotes de T. cruzi por microscopia 

de fluorescencia. A. Co-localización de TcARM300 con TcCAL1 en epimastigotes que 

sobreexpresan la proteína TcARM300-HA a través del plásmido pTREX. Los parásitos se marcaron 

con un anticuerpo primario monoclonal anti-HA. La co-localización de TcARM300 con TcCAL1 se 

realizó incubando simultáneamente los parásitos con los anticuerpos anti-HA y anti-CAL1 B. Perfil 

de intensidad en el que se muestra la señal de fluorescencia de anti-HA y anti-CAL1 a lo largo de 

un epimastigote (línea blanca punteada). C. Localización subcelular de PFD en epimastigotes 

utilizando un anticuerpo anti-HA. Se utilizaron los anticuerpos secundarios de anti-conejo Alexa 

488 (verde) o Cy3 (rojo) y anti-ratón Alexa 488 (verde). El colorante DAPI se utilizó para teñir el 

núcleo y el kinetoplasto. 

 

La proteína TcPFD está formada por dos α-hélices principales que componen, 

casi en su totalidad, la estructura terciaria de la proteína. El plegamiento que adopta 

TcPFD, resulta en un acercamiento de sus extremos N y C terminales en donde es más 

probable que ocurra la interacción con TcCAL1, según la predicción realizada con 

Alphafold2 (Fig. 36). El gráfico de pLDDT (por sus siglas en inglés, predicted Local 

Distance Difference Test), es una medida de la confianza de la predicción de las 
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estructuras por cada residuo, que puede tomar valores desde 0 a 100, siendo este último 

el de mayor confianza. En otras palabras, indica principalmente la calidad de la 

predicción para dominios individuales. En el caso de las interacciones predichas para 

TcCAL1-TcPFD, la mayor parte de las estructuras se encuentran en valores de pLDDT 

mayores de 70 para ambas proteínas, lo que indica confianza en la predicción de los 

dominios. Las regiones con un pLDDT por debajo de 50 pueden ser consideradas 

regiones desordenas o poco estructuradas.  

Por otro lado, la métrica Error Alineado Predicho (PAE, Predicted Aligned Error) 

indica el error posicional esperado en el residuo X si las estructuras predichas y reales 

están alineadas en el residuo Y (utilizando los átomos Cα, N y C). Los PAE se miden en 

Ångströms y se limitan a 31.75 Å, es decir, en una escala de puntuaciones dondede 0 es 

excelente y 30 es malo.  Estos valores se pueden usar para evaluar la confianza en la 

posición relativa y orientación de diferentes partes del modelo de la interacción entre 

dominios. Con este valor se puede estimar si en una estructura multi-dominio los 

diferentes dominios interactúan y, por lo tanto, asumen una estructura tridimensional 

(Varadi et al., 2022). En el gráfico PAE de interacción los colores azul y rojo indican mayor 

y menor probabilidad de interacción por cercanía, respectivamente.   

En el caso de TcARM, la estructura muestra una gran cantidad de α-hélices, 

característico de proteínas con dominios armadillo, que forman una estructura compleja 

que gira formando una cavidad (Figura 37 A). La predicción de interacciones entre estas 

dos proteínas señala que TcCAL1 interacciona con mayor probabilidad en la cavidad que 

forma TcARM, la cual se encuentra más cercana a la región N-terminal (N-ter) (Figura 37 

B). La región de 300 aminoácidos C-terminales (c-ter) de TcARM que fueron identificados 

en el ensayo de doble híbrido se encuentra identificada con color rojo oscuro. El gráfico 

de pDDLT muestra que la estructura predicha para TcCAL1 tiene un valor de confianza 

de pLDDT<60 y para TcARM esta métrica se encuentra entre 80 y 100, que indica 

confianza en la predicción del modelo.  

En el caso del gráfico de PAE para TcARM-TcCAL1, las zonas están delimitadas 

para TcCAL1 en un cuadro de tamaño pequeño indicado como A (cuadro superior) y 

TcARM como B (cuadro inferior). Las zonas azules (de mejor confianza) son mayoritarias 

en el gráfico, tanto en la estructura definida para TcCAL1 como para TcARM. Esto 

resultado sugiere confianza en la posición e interacción de los dominios en la estructura 

predicha. 
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Figura 36. Estructura tridimensional de TcPFD y predicción de interacción con TcCAL1. A. 

Estructura terciaria de TcPFD, modelo disponible en TriTrypDB. B. Predicción de interacción de 

TcPFD con TcCAL1 mediante AlphaFold2 multimer_v3. C. Gráficos de confianza del modelo 

pLDDT y PAE de TcPFD-TcCAL1 como complejo (izquierda y derecha, respectivamente). En el 

gráfico PAE, el eje X representa cada aminoácido de la secuencia de la proteína (de N a C-ter). 

La zona superior izquierda A e inferior derecha B del gráfico PAE corresponden a TcCAL1 y 

TcPFD, respectivamente. Los valores de PAE altos y bajos (zonas rojas y azules) indican baja y 

alta confianza en la posición y orientación relativa de los dos dominios del complejo formado, 

respectivamente. pLDDT<50, baja calidad; 50<pLDDT<70 calidad moderada; 70<pLDDT<90 alta 

calidad; 90<pLDDT<100 calidad excelente.     Proteína A: TcCAL1 y B: TcPFD.  Å, Armstrong.  
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Figura 37. Estructura tridimensional de TcARM y predicción de interacción con TcCAL1. A. 

Estructura terciaria de TcARM, modelo disponible en TriTrypDB. B. Predicción de interacción de 

TcARM con TcCAL1 mediante AlphaFold2 multimer_v3. C. Gráficos de confianza de modelo 

pLDDT y PAE de TcARM-TcCAL1 como complejo (izquierda y derecha, respectivamente). La zona 

superior izquierda A e inferior derecha B del gráfico PAE corresponden a TcCAL1 y TcARM, 

respectivamente. Los valores de PAE altos y bajos (zonas rojas y azules) indican baja y alta 

confianza en la posición y orientación relativa de los dos dominios del complejo formado, 

respectivamente. pLDDT<50, baja calidad; 50<pLDDT<70 calidad moderada; 70<pLDDT<90 alta 

calidad; 90<pLDDT<100 calidad excelente.     Proteína A=TcCAL1 y B=TcARM.  Å, Armstrong. 
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4. Discusión 
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La anotación del primer proyecto genoma de T. cruzi reveló que cerca de 56% del 

total de los marcos abiertos de lectura codifican para proteínas hipotéticas (Silber and 

Pereira, 2012). No obstante, la complejidad de genoma del parásito, debido a su alto 

contenido de secuencias repetidas y genes organizados en tándem, representó un 

desafío para la calidad del ensamblado y la precisión de su anotación. Los avances en 

las tecnologías de secuenciación de tercera generación permitieron obtener lecturas 

más extensas del genoma, mejorando así su ensamblado. Estas nuevas aproximaciones 

revelaron que el porcentaje de proteínas hipotéticas en T. cruzi, específicamente en la 

cepa Dm28c, se redujo a un 39% (Berná et al., 2018). A pesar de esta disminución, dicho 

porcentaje representa al menos 6 mil marcos abiertos de lectura que codifican para 

proteínas que aún no han sido caracterizadas, lo que implica una cantidad considerable 

de información sobre la biología del parásito que permanece desconocida.  

Con el objetivo de estudiar nuevas proteínas potencialmente involucradas en la 

señalización de Ca2+ y profundizar en el conocimiento de la biología de T. cruzi, este 

trabajo se enfocó en la caracterización de TcCAL1, una proteína sin función putativa 

asignada, anotada como “hipotética” en el genoma del parásito. La elección de TcCAL1 

como proteína de estudio resulto de una búsqueda en las bases de datos, que nos 

permitieran identificar nuevas proteínas conteniendo motivos de unión a Ca2+ y evidencia 

experimental de expresión.   

La secuencia de aminoácidos de TcCAL1 se utilizó para construir un árbol 

filogenético que muestra que es una proteína conservada en los tripanosomátidos. Todas 

las cepas de T. cruzi evaluadas forman un clado que se diferencia de los tripanosomas 

africanos y de los tripanosomas de interés veterinario. A su vez, todos los organismos 

del género tripanosoma se encuentran separados por un posible evento de duplicación 

en el organismo Blechomonas ayalai. Esta separación, dio origen a otro clado que 

comparten todos los parásitos del género Leishmania sp y otros tripanosomátidos como 

los organismos del género Leptomonas sp. y Crithidia sp. 

A nivel proteína, se han identificado péptidos que corresponden a TcCAL1 en 

distintos estudios de proteomas de varias cepas de T. cruzi: Atwood (2005), Marchini et 

al., (2011), Queiroz et al., (2014) y Santos Júnior et al., (2021), en las cepas Brasil (TcI), 

Berenice (TcII), Dm28c (TcI) y CL Brener (TcVI), respectivamente. En esta investigación, 

se confirmó la expresión de la proteína en las cepas Y (TcII), CL (TcI) y Dm28c mediante 

western blot, y espectrometría de masa (ver Anexo).  En conjunto, estos estudios 
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cualitativos demuestran la expresión de TcCAL1 en diferentes cepas y unidades 

discretas de tipificación (DTUs) de T. cruzi.  

En relación con los niveles de expresión de TcCAL1 en distintos estadios, en este 

estudio mostramos que esta proteína se expresa en mayores niveles en las formas 

tripomastigotes derivadas de células en comparación con las formas epimastigotes o 

amastigotes axénicos, de la cepa Dm28c. Estos resultados concuerdan con el trabajo de 

proteómica cuantitativa de de Godoy et al., (2012)), que reveló que la abundancia relativa 

de TcCAL1 en las formas epimastigotes de la cepa Dm28c es menor que en las formas 

tripomastigotes metacíclicas y sugieren que las formas infectivas expresan niveles más 

elevados de TcCAL1 en comparación con las no infectivas, en las cepas estudiadas. 

Es importante señalar que, aunque la regulación de la expresión génica en los 

tripanosomátidos es predominantemente de carácter post-transcripcional (Araújo and 

Teixeira, 2011; Chávez et al., 2021b), nuestros hallazgos de mayor expresión de proteína 

en las formas infectivas del parásito se correlacionan con los niveles de transcritos 

encontrados mediante microarreglos realizado por Minning et al., (2009). Estos autores 

evaluaron las abundancias relativas de los RNA mensajeros (mRNA) en diferentes 

estadios de la cepa Brasil de T. cruzi. Las formas amastigotes mostraron mayores niveles 

de transcritos de TcCAL1, seguido de las formas tripomastigotes derivados de células, 

luego tripomastigotes metacíclicos y por último epimastigotes.  Por otro lado, Smircich 

et al., (2015), empleó técnicas de transcriptómica mediante RNA-seq y perfilado de 

ribosomas (conocido como ribosome profiling o Ribo-seq), para analizar el transcriptoma 

y el translatoma de epimastigotes y tripomastigostes metacíclicos de la cepa Dm28c. En 

este trabajo, los autores mostraron que los niveles de ARN mensajero de TcCAL1 eran 

superiores en tripomastigotes metacíclicos comparado con epimastigotes. Sin embargo, 

el análisis de Ribo-seq reveló niveles opuestos (mayores tasas de traducción en 

epimastigotes que en tripomastigotes derivados de células). Finalmente, Díaz-Viraqué et 

al., (2023) utilizando la técnica de captura de conformación cromosómica (Hi-C por 

chromosome conformation capture), evaluó cuantitativamente la expresión génica en la 

cepa Dm28c. Los resultados revelaron que los transcritos de TcCAL1 fueron más 

abundantes en los tripomastigotes derivados de células que en epimastigotes y 

amastigotes.  

La evidencia experimental de otros trabajos en conjunto con los resultados de esta 

Tesis, sugieren que los niveles de transcritos y/o proteína de TcCAL1 son más elevados 

o más estables en las formas no replicativas infectivas para el hospedador mamífero, 
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como los tripomastigotes metacíclicos y derivados de células, en comparación con el 

estadio replicativo que se desarrolla en el insecto vector.  

En este trabajo, los estudios funcionales de TcCAL1 en T. cruzi se estudiaron 

mediante el análisis del fenotipo en algunos procesos del ciclo de vida de cultivos que 

sobreexpresan TcCAL1x6His o hemi-knockout para el gen tccal1.   

Lammel (1996), estudió como afectan los niveles de Ca2+ en la multiplicación de T. 

cruzi y determinó que la disponibilidad intracelular de este ion es importante para la 

proliferación de epimastigotes. En este trabajo, se encontró que tanto la sobreexpresión 

de TcCAL1x6His como la interrupción de una de las copias del gen tccal1, no afectan 

significativamente el crecimiento de epimastigotes de las cepas estudiadas. Este 

comportamiento, puede estar relacionado a que la TcCAL1 endógena es una proteína 

relativamente abundante, por lo cual quizá su sobreexpresión no resulta tóxica para la 

célula y le permite al parásito modular eficazmente los niveles de Ca2+ intracelular. Esta 

hipótesis se sustenta el hecho de que TcCAL1 se detecta fácilmente en los proteomas 

(Atwood 2005, Marchini et al., 2011, Queiroz et al., 2014, Santos Júnior et al., 2021).    

Sin embargo, se observó que tanto los cultivos hemi-knockout como los que 

sobreexpresan TcCAL1 recombinante (este último, sólo la cepa CL), llegan más 

rápidamente a la fase estacionaria. Dicho de otro modo, estos cultivos alcanzan una 

densidad de cultivo menor en condiciones de crecimiento in vitro. Los efectos fenotípicos 

observados podrían atribuirse a una serie de mecanismos que pueden actuar de manera 

sinérgica o independiente. Por un lado, puede estar relacionado con el cambio 

metabólico que experimentan las formas epimastigotes en fase estacionaria de 

crecimiento, cuando la glucosa es limitada (Barisón et al., 2017). Los parásitos 

experimentan una mayor sensibilidad a los mecanismos dependientes de Ca2+ para el 

mantenimiento de la bioenergética mitocondrial (Chiurillo et al., 2019, 2017), lo que 

podría afectar las tasas de proliferación provocando una entrada temprana a la fase 

estacionaria de los cultivos, debido a la baja disponibilidad de Ca2+ citosólico como 

consecuencia del secuestro del ion por la sobreexpresión de TcCAL1x6His. Este efecto 

negativo en la fase estacionaria de la proliferación no se observó en la cepa Y, en donde 

tanto los niveles de proteína recombinante sobreexpresada y densidad del cultivo fueron 

menores que para la cepa CL.  Esto podría influir en la ausencia de fenotipo, dado por 

no agotarse los nutrientes, ausencia de niveles tóxicos de expresión y/o menor 

capacidad de secuestro de Ca2+ en la cepa Y. Por otro lado, la proliferación de los 
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epimastigotes hemi-knockout para tccal1, también mostraron una entrada temprana a la 

fase estacionaria en comparación con sus controles, los parásitos scrambled. Este efecto 

fenotípico podría estar relacionado a alguna actividad de TcCAL1 que no depende de 

Ca2+, aunque no se puede descartar un posible efecto tóxico de la enzima Cas9 por 

expresión diferencial entre los parásitos hemi-knockout y sus controles. En relación a lo 

anterior, la secuencia de TcCAL1 comparte un 76% de identidad con su ortólogo en T. 

brucei (Tb927.11.9860), uno de los organismos más estudiados entre los 

tripanosomátidos. Los datos experimentales disponibles para este parásito constituyen 

un punto de partida útil de correlación con T. cruzi. En T. brucei, los estudios del 

silenciamiento del ortólogo de tccal1 por RNAi tiene un efecto detrimental para la 

proliferación de las formas procíclicas y para la diferenciación hacia las formas 

sanguíneas (Alsford et al., 2011). 

Los niveles de Ca2+ experimentan cambios significativos durante la progresión del 

ciclo de vida de T. cruzi y desempeñan un papel muy importante en los procesos de 

diferenciación (Hashimoto et al., 2016). Específicamente, se ha demostrado que el 

incremento de la [Ca2+]i es necesario para desencadenar la metaciclogénesis (Lammel 

et al., 1996),  y varios canales permeables o activados por este ion se han involucrado 

en este proceso (Dave et al., 2021; Lander et al., 2018). Se han identificado y 

caracterizado varias proteínas mitocondriales involucradas en la homeostasis intracelular 

del Ca2+ que también cumplen un rol en la metaciclogénesis de T. cruzi  (Bertolini et al., 

2019; Chiurillo et al., 2020b, 2019; Dos Santos et al., 2021; Hamedi et al., 2015; 

Hashimoto et al., 2016). 

En este trabajo, se encontró que la sobreexpresión de TcCAL1x6His inhibe 

significativamente la metaciclogénesis en las cepas CL e Y en un 50% y 39%, 

respectivamente. El mismo resultado se encontró en la cepa Y empleando el medio TAU. 

Cabe aclarar que el medio TAU, no resulto útil para diferenciar la cepa CL, posiblemente 

debido a la pérdida de la capacidad de respuesta a estímulos externos debido al tiempo 

prolongado de mantenimiento en cultivo como forma epimastigote (De Los Milagros 

Cámara et al., 2013; Sullivan, 1982). La reducción en la capacidad de diferenciación de 

estos parásitos podría explicarse por un efecto inhibitorio de este proceso mediante la 

actividad quelante de Ca2+ de TcCAL1x6His, limitando la disponibilidad de este ion en el 

citosol. Se podría especular que, menores niveles de Ca2+ podrían afectar la actividad de 

proteínas moduladas por este segundo mensajero, incluyendo aquellas que 

desempeñan roles específicos durante la metaciclogénesis. Esta observación se 
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relaciona con la mayor sobreexpresión de TcCAL1x6His en la cepa CL y su impacto en 

la inhibición de la metaciclogénesis, en contraste con la cepa Y, que presenta niveles 

más bajos de la proteína y una tasa de diferenciación mejorada en comparación con la 

cepa CL. 

En este punto, hay que destacar que durante la realización de este trabajo se 

optimizó la técnica de diferenciación en medio bifásico agar sangre/LIT, con el cual se 

obtuvo un mejor rendimiento en la diferenciación de epimastigotes y una mejor respuesta 

de los parásitos al estímulo que con el medio TAU. Este resultado nos lleva a proponer 

que este medio de cultivo promueve la metaciclogénesis por la posible estimulación de 

la enzima adenilato ciclasa (AC), encargada de la síntesis de AMPc en T. cruzi. Distintos 

autores proponen la relación de la activación de la AC y la disponibilidad de AMPc como 

factores clave en la transición a la forma metacíclica del parásito (Hamedi et al., 2015; 

Lander et al., 2021; Rangel-Aldao et al., 1988). Asimismo, varios estudios  sugieren que 

la α-D-globina, constituyente de la hemoglobina sanguínea (componente del medio BAL), 

estimula la enzima AC y promueve la metaciclogénesis in vitro (Fraidenraich et al., 1993b, 

1993a; Garcia et al., 1995; Gonzales-Perdomo et al., 1988). Además, se ha planteado que 

una AC flagelar activada por Ca2+ pueda estar relacionada con la metaciclogénesis 

(D’Angelo et al., 2002). Esto abre la posibilidad de investigar si otras proteínas de unión 

a Ca2+ también participan en la estimulación de la producción del AMPc 

desencadenando la metaciclogénesis.   

Respecto los parásitos editados genéticamente mediante CRISPR/CAS9, aunque 

se lograron obtener cepas hemi-knockout, con una disminución de los niveles de 

TcCAL1 endógena, no se lograron diferenciar epimastigotes a formas metacíclicas del 

parásito, con ninguna de las técnicas empleadas. Esto nos impidió avanzar con otros 

ensayos funcionales y de análisis de fenotipo en otras formas de desarrollo utilizando 

estas líneas editadas genéticamente. 

El hallazgo de la inhibición de la metaciclogénesis en cultivos que sobreexpresan 

TcCAL1x6His dirigió la atención a explorar los efectos que la proteína recombinante 

podría desencadenar en los procesos de invasión del parásito a la célula hospedadora.  

Para evaluar los efectos de la sobreexpresión de TcCAL1 en la invasión, fue 

necesario optimizar a 300:1 la relación parasito: célula hospedadora para los 

tripomastigotes metacíclicos de la cepa Y. En nuestro caso, si bien la cepa Y se pudo 

diferenciar a tripomastigotes metacíclicos que infectaron células y se transformaron en 
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amastigotes intracelulares, nunca pudimos obtener tripomastigotes derivados de células 

debido a que en el sobrenadante de cultivo de células infectadas siempre se obtuvieron 

formas amastigotes-like. Por otro lado, en las infecciones in vivo en modelo murino con 

tripomastigotes metacíclicos, tampoco fue posible obtener tripomastigotes sanguíneos, 

ya sea para realizar ensayos funcionales in vitro o para recuperar la virulencia de estos 

tripomastigotes. Esto limitó los ensayos posteriores in vivo que teníamos planificados 

para los parásitos sobreexpresantes de TcCAL1. El elevado número de parásitos con 

respecto a las células de mamífero en los experimentos de invasión nos resultó llamativo, 

pero lo atribuimos a la disminución de la virulencia,  fenómeno que puede ocurrir si los 

parásitos son mantenidos en cultivos axénicos por largos periodos, sin pasaje de rutina 

por el animales de laboratorio (Contreras et al., 1985; Libisch et al., 2021). En estas 

condiciones, se encontró que la sobreexpresión de TcCAL1x6His promovió tanto los 

procesos de adhesión como de invasión de los tripomastigotes metacíclicos a células de 

mamífero. Esto resultó contrario a lo que esperábamos, ya que un supuesto secuestro 

de Ca2+ por TcCAL1x6His provocaría un efecto negativo en los aspectos de infección 

estudiados. 

Los primeros pasos de la interacción de T. cruzi con la célula hospedadora 

implican la adhesión, activación de vías de señalización bidireccionales en la células 

hospedadora y en el parásito y finalmente la invasión (De Souza et al., 2010). La adhesión 

implica el reconocimiento de moléculas específicas presentes tanto en la superficie del 

parásito como de la célula y desencadenan vías de señalización, entre ellas vías de 

señalización mediadas por Ca2+, que resultan en la internalización eficiente del parásito 

(Ferri & Edreira, 2021; Maeda et al., 2012). La mayoría de los estudios que aborda la 

participación de Ca2+ en la invasión de T. cruzi lo hace desde el punto de vista de la 

célula hospedadora, en donde están bastante definidas las moléculas que participan en 

todo el proceso. Sin embargo, en esta discusión nos concierne la participación del Ca2+ 

desde el punto de vista del parásito.  

Nuestra hipótesis sobre el efecto negativo en la invasión de T. cruzi debido al 

secuestro de Ca2+, se basó en otros trabajos que han demostrado que la interacción de 

T. cruzi con la célula hospedadora implica un incremento de la [Ca2+]i del parásito cuando 

se adhiere a la célula  (Docampo & Moreno, 1996; Moreno et al., 1994; Ruiz et al., 1998b), 

así como también que el pre-tratamiento de los parásitos con quelantes de Ca2+ inhiben 

su internalización a las células hospedadoras (Moreno et al., 1994; Yakubu et al., 1994). 

Esto lo confirmó Manchola-Varón et al., (2021) en un estudio en el que tripomastigotes 
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derivados de células fueron expuestos a proteínas de la membrana de células de 

mamífero. Los autores observaron que el incremento de los niveles de Ca2+ en el parásito 

se debieron a la entrada del ion desde el medio extracelular por el efecto de la nifedipina, 

un bloqueador de canales de Ca2+ tipo L, que inhibió tanto el incremento de los niveles 

de Ca2+ como la invasión. Estos trabajos muestran que el incremento de la [Ca2+]i son 

necesarios para la adhesión y el proceso de invasión del parásito a la célula 

hospedadora. Por lo tanto, esto sugiere que el aumento de la virulencia de los 

tripomastigotes metacíclicos debido a la sobreexpresión de TcCAL1x6His es promovido 

por alguna actividad ejercida por TcCAL1 en lugar de ser causado por el secuestro de 

Ca2+, o también podría resultar de la actividad de otra proteína activada por TcCAL1 

involucrada en los procesos de invasión. 

En nuestros experimentos, también encontramos que los cultivos infectados con 

parásitos que sobreexpresan TcCAL1x6His podría beneficiar la replicación de 

amastigotes intracelulares. Este resultado, se intentó correlacionar con experimentos de 

diferenciación in vitro, de las formas de las formas tripomastigotes metacíclicas a 

amastigotes axénicas, donde si bien hubo una tendencia de aumento en la tasa de 

amastigogénesis en los parásitos que sobreexpresan TcCAL1x6His, no hubo diferencias 

significativas. Esta discordancia entre los dos resultados, claramente puede deberse a 

las diferencias propias de cada abordaje.  

La señalización mediada por Ca2+ en los amastigotes intracelulares de T. cruzi no 

ha sido exhaustivamente investigada. Sin embargo, analizando los estudios relacionados 

al rol del Ca2+ en la replicación del estadio intracelular se encontró que, parásitos que 

sobreexpresan el receptor de inositol 1,4,5-trifosfato (TcIP3R), el cual media la liberación 

de Ca2+ al citoplasma desde los acidocalcisomas, provoca la disminución de proliferación 

de amastigotes intracelulares como amastigotes diferenciados in vitro en medio ácido 

(Chiurillo et al., 2020a; Hashimoto et al., 2013). Esto indica que el incremento de [Ca2+]i 

a través de esta vía tiene efectos negativos en la multiplicación de amastigotes. 

Asimismo, la activación del receptor TcIP3R, mediante la producción de IP3 por la enzima 

fosfoinosítido fosfolipasa C (PI-PLC), desencadena la liberación de compartimientos 

internos de Ca2+ en el parásito. En un estudio realizado por Okura et al., (2005), los 

parásitos con inhibición de PI-PLC mostraron una diferenciación de tripomastigotes 

metacíclicos a las formas amastigotes axénicas (amastigogénesis in vitro) menos 

eficiente y la sobreexpresión provocó mejores tasas de amastigogénesis. En este caso 

el aumento de [Ca2+]i en los parásitos promueve la amastigogénesis in vitro. Este último, 
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muestra un comportamiento distinto que puede deberse al efecto sinergístico que podría 

ejercer el diacilclicerol (DAG), otro producto en la enzima PI-PLC. En este sentido, los 

datos consultados en la bibliografía no parecen mostrar concordancia en cuanto a este 

proceso de diferenciación del parásito. De igual manera, nuestros experimentos de 

amastigogénesis in vitro, los efectos producidos por TcCAL1 no muestran significancia 

estadística que nos permita establecer un resultado concluyente.  

En consecuencia, es posible entonces que los resultados encontrados en los 

cultivos que expresan la versión recombinante de TcCAL1 reflejen algunas cuestiones 

interesantes: que TcCAL1 sea capaz de interactuar con otras proteínas vinculadas 

directamente o indirectamente con los procesos de adhesión, internalización o invasión; 

que actúe como un factor de virulencia per se; que sea secretada al medio extracelular.  

Con respecto a esto último, en T. cruzi se ha estudiado ampliamente la secreción 

de vesículas extracelulares (VEs) en relación a diversos procesos, como la comunicación 

célula-célula, la evasión de la respuesta inmune y la infección (Cronemberger-andrade 

et al., 2020; De Pablos & Osuna, 2012; Nogueira et al., 2015) En este sentido, la revisión 

de dos trabajos que involucran el estudio proteómico de VEs de epimastigotes y 

tripomastigotes metacíclicos (Bayer-Santos et al., 2013) y de secretoma de 

tripomastigotes derivados de células (Brossas et al., 2017) no detectaron péptidos de 

TcCAL1.  Sin embargo, en otro análisis proteómico de tripomastigotes derivados de 

células, se identificaron péptidos de TcCAL1 tanto en VEs como en fracciones de 

proteínas solubles secretadas (Ribeiro et al., 2018). En dicho estudio, varios péptidos de 

TcCAL1 aparecieron en una de dos réplicas biológicas en la fracción secretada soluble 

y en dos de cinco réplicas biológicas de VEs de la cepa Y. Los autores también 

detectaron proteínas del citoesqueleto y proteínas citosólicas que podrían significar la 

contaminación de las fracciones. Estudios más detallados que indaguen sobre la 

presencia activa de TcCAL1 como proteína secretada resultarían importantes para 

comprender los efectos de esta proteína en la invasión al mismo tiempo, confirmarían un 

posible rol en la virulencia del parásito.   

En relación a lo anterior, este trabajo de Tesis mostró una distribución de TcCAL1 

a lo largo de todo el cuerpo del parásito por inmunofluorescencia. Es interesante que 

estudios de proteómica de proteínas asociadas a la cromatina de T. cruzi, (Leandro De 

Jesus et al., 2017) identificaron péptidos de TcCAL1 tanto en epimastigotes como en 

tripomastigotes, siendo parte  de las proteínas mayor representatividad en dichas 
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muestras. Sin embargo, en nuestro análisis por microscopia, TcCAL1 no evidenció una 

localización nuclear en ninguno de los estadios estudiados. Los datos experimentales 

disponibles en el ortólogo en T. brucei (Tb927.11.9860) sobre el etiquetado endógeno 

de la proteína y la localización mediante inmunofluorescencia, mostraron que se 

encuentra  en el citoplasma, el flagelo y el lumen nuclear (Billington et al., 2023).  

Por otro lado, al analizar la presencia de TcCAL1 en distintas fracciones de 

extractos celulares de T. cruzi, se encontró que, si bien la proteína se encuentra 

mayoritariamente en la fracción soluble, también se detecta en la fracción microsomal 

insoluble. Mas allá de que estas fracciones son un enriquecimiento en proteínas solubles 

o asociadas a membranas, más que una purificación, quisimos evaluar si la palmitoilación 

de TcCAL1 se relacionaba con la asociación de la proteína a membranas. El ensayo por 

la técnica ABE confirmó que TcCAL1 puede modificarse por palmitoilación, en línea con 

el buen índice de confianza de la predicción de palmitoilación in silico de TcCAL1 las 

cisteínas 94 y 95. Estos resultados son concordantes con la detección de TcCAL1 en 

fracciones microsomales del lisado de epimastigotes. Sin embargo, los estudios de 

localización por inmunofluorescencia para determinar si la proteína se asocia a 

membrana durante su ciclo de vida debe ser revisado. 

La palmitoilación de proteínas consiste en la adición covalente y reversible de 

cadenas de ácidos grasos de 16 carbonos (16-C) a residuos de cisteína a través de un 

enlace tioéster (Linder & Jennings, 2013). En las células eucariotas, la unión covalente 

de ácido palmítico a residuos de cisteína es una modificación post-traduccional 

reversible que juega un papel muy importante en la función proteica (Aicart-Ramos et 

al., 2011), tales como anclaje a membranas, el tráfico de proteínas a compartimientos 

intracelulares, la estabilización para prevenir la ubiquitinación y posterior degradación, y 

la interacción proteína-proteína (Linder & Deschenes, 2007; Shenoy-Scaria et al., 1993). 

 Una característica de la palmitoilación es que ancla proteínas a membranas en 

microdominios con alto contenido de esteroles y enriquecidos en proteínas de 

señalización, también llamados lipid rafts (Edidin, 2003; Simons & Ikonen, 1997). Esta 

modificación postraduccional es llevada a cabo por dos familias de proteínas: las palmitoil 

transferasas con dominios DHHC (por el motivo consenso, DHHC) (DHHC-PATs) y las O-

aciltransferasas unidas a membrana (Corvi, 2011; Roth et al., 2002). En T. cruzi, se 

demostró que la maquinaria de palmitoilación a través de DHHC-PATs se expresa en 

epimastigotes  (Batista et al., 2018). Otros estudios encontraron que la modificación por 

palmitoilación y miristoilación (por unión de miristato a un residuo de glicina) de la 
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proteína de unión a Ca2+ del flagelo (FCaBP) es necesaria para su ubicación flagelar 

(Godsel, 1999; Wingard et al., 2008). De igual manera, se determinó que la unión de Ca2+ 

a los dominios EF-hand de FCaBP parecen regular su asociación a la membrana del 

flagelo (Godsel, 1999; Maric et al., 2015). Otra característica importante de la 

palmitoilación, es la relación que tiene con proteínas de protozoos del Phylum 

Apicomplexa que están involucradas en la virulencia de los parásitos (Brown et al., 2017; 

Corvi, 2011). En tripanosomátidos, estas relaciones entre factores de virulencia y 

palmitoilación están en vías de estudio (Revisado por: Brown et al., 2017; Goldston et al., 

2014). En particular, en T. brucei se conoce que la calflagina, una proteína con dominios 

de unión a Ca2+ que se localiza en la membrana del flagelo del parásito, experimenta 

palmitoilación. La inhibición de la modificación postraduccional determina su localización 

flagelar y reduce la parasitemia en modelos de infección en ratón (Emmer et al., 2010). 

Nuestros resultados abren nuevas preguntas sobre la posible relación entre 

palmitoilación de TcCAL1 con una posible función como factor de virulencia.   

Paralelamente a los estudios fenotípicos del parásito cuando los niveles de TcCAL1 

se alejan de los fisiológicos, nos propusimos como objetivo caracterizar el entorno 

molecular de TcCAL1 por ensayos de doble híbrido en levaduras. Para esto, se enfrentó 

a la proteína TcCAL1 en un contexto intracelular, con una biblioteca de cDNA de 

epimastigotes de T. cruzi que fue previamente utilizada para detectar interacciones de 

otras proteínas en el parásito, como los motivos MORN-TcPIN o Ciclina-CDKs (Erben et 

al., 2013; Gómez et al., 2001). Con análisis de las interacciones en este trabajo se 

identificaron dos proteínas que posiblemente se asocien a TcCAL1. Una de ellas 

corresponde a la fracción C-terminal de una proteína con dominios armadillo (ARM) y la 

otra presenta dominios del tipo prefoldina (PFD). Ambas proteínas están anotadas como 

proteínas hipotéticas y, hasta la fecha, no han sido caracterizadas. 

Las proteínas con dominios ARM están formadas por repeticiones en tándem de 

42 aminoácidos de longitud que se asocian para formar estructuras de α-hélice 

superpuestas y conforman una plataforma ideal de unión con sus interactores (Huang et 

al., 2021; Peifer et al., 1994). Estas proteínas se encuentran ampliamente distribuidas 

entre los organismos eucariotas y cumplen una variedad de funciones, como: adhesión 

celular, transducción de señales, regulación de la función mitocondrial, transporte de 

proteínas del núcleo al citoplasma y otros procesos (Coates, 2003; Huang et al., 2021). 

Aunque han sido ampliamente estudiadas en eucariotas multicelulares, hay poca 

información disponible en eucariotas unicelulares, incluyendo los tripanosomátidos 
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(Mitra et al., 2016). Sin embargo, TgARO una proteína con dominios ARM ha sido 

identificada y vinculada con procesos de invasión, jugando un papel crucial en la 

translocación y la fijación de las roptrías al polo apical de Toxoplasma gondii (Ben 

Chaabene et al., 2021; Mueller et al., 2016).  También, en otro de los miembros de Phylum 

Apycomplexa, Plasmodium falciparum, la proteína con dominios ARM PfARO presenta 

una ubicación en el núcleo y citoplasma.  PfARO  tiene características similares a las 

moléculas tipo β-catenina, las cuales están implicadas en vías de señalización que van 

desde la alteración de la expresión génica hasta la modificación de la polaridad 

citoesquelética (Mitra et al., 2016). Asimismo, se demostró que PfARO ejerce un rol 

importante en la posición de las roptrías y la consecuente invasión de los eritrocitos de 

P. falciparum  (Ben Chaabene et al., 2021; Cabrera et al., 2012). Esto vincula a estas 

proteínas con los procesos de invasión en estos parásitos. Sin embargo, esta proteína 

tiene una longitud de 275 aa y comparte sólo un 27% de identidad con la TcARM. La 

relación de las funciones de las proteínas ARM con la señalización mediada por Ca2+ no 

ha sido reportada.  

Por otro lado, las prefoldinas (PFD) son complejos proteicos heterohexaméricos 

que actúan como chaperonas, encargadas de asistir junto con otras chaperonas en el 

plegamiento correcto de proteínas recién sintetizadas por los ribosomas (Tahmaz et al., 

2022). También, se les ha descrito en roles importantes en el desarrollo y progresión de  

enfermedades degenerativas (Liang et al., 2020). En tripanosomátidos, se han 

encontrado prefoldinas en varios estudios proteómicos validando su expresión en estos 

parásitos; sin embargo, su función más allá de ser complejos de chaperonas no ha sido 

objeto de estudio (Fleming et al., 2013; Mandacaru et al., 2019; Queiroz et al., 2014). Por 

el contrario, en P. falciparum se demostró que una prefoldina (Pf-PFD6) se expresa 

durante los estadios asexuales sanguíneos del parasito e interactúa con la proteína de 

superficie del merozoito (MSP-1), la cual es una proteína clave en la invasión de 

eritrocitos por parte del parásito causante de la malaria (Kumar et al., 2022). 

En este contexto, se llevó a cabo la localización celular de TcARM (fracción C-

terminal de 300 aa) y TcPFD en epimastigotes que sobreexpresan ambas proteínas 

fusionadas con una etiqueta HA, mediante inmunofluorescencia. El marcaje reveló que 

TcPFD se distribuye a lo largo de todo el cuerpo de los epimastigotes. Por otro lado, 

TcARM mostró una localización puntual, sugiriendo la posibilidad de que se encuentre 

en una organela específica. La localización puntual plantea preguntas sobre si coincide 

con la ubicación de la proteína completa o si podría deberse a un artefacto de la 
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sobreexpresión. El marco de este trabajo no se abordó un marcaje estricto de diferentes 

organelas para determinar específicamente cual compartimiento podría estar ocupando 

TcARM; sin embargo, si se realizó la co-localización con TcCAL1. El análisis de la 

intensidad de señal de fluorescencia tanto de TcCAL1con TcARM reveló que, a pesar de 

que TcCAL1 localiza a lo largo del cuerpo del parásito, tiene un pico de intensidad de 

fluorescencia que coincide la señal detectada de TcARM en su ubicación puntual. Con 

esto, no es posible afirmar que las proteínas están asociadas físicamente, pero si sugerir 

que ambas proteínas comparten la misma localización en epimastigotes de T. cruzi.  

Otro aspecto que llamó la atención fue que TcCAL1 reconstituyó la transcripción 

del gen his3 en el ensayo de autoactivación del doble híbrido. Esto llevó a la búsqueda y 

estudio de bibliografía enfocado en la implicación de las proteínas con motivos EF-hand 

como factores de transcripción. Se encontró que algunas proteínas con motivos EF-hand 

tienen la capacidad de interactuar directamente con dominios regulatorios del DNA y 

actuar como factores de transcripción. Un ejemplo de estas proteínas son DREAM y 

URE3-BP, las cuales ejercen esa función de una manera dependiente de Ca2+ (Carrión 

et al., 1999; Gilchrist et al., 2001). Este antecedente, en conjunto con la detección de 

péptidos de TcCAL1 asociados a cromatina (Leandro De Jesus et al., 2017),  y con 

nuestros hallazgos fortuitos de doble híbrido, resulta en un aspecto interesante de la 

posible función de esta proteína que puede ser abordado en futuras investigaciones. 

Otra de las técnicas que comúnmente se usan para validar interacciones entre 

complejos de proteínas es la co-inmunoprecipitación (Co-IP) (Ning et al., 2014). En este 

trabajo se realizó un estudio preliminar utilizando extractos proteicos de epimastigotes y 

el anticuerpo anti-TcCAL1 para identificar, a través de un otro método, las proteínas 

asociadas a TcCAL1 mediante Co-IP acoplada a espectrometría de masas (MS) (Ver 

Anexo, Tabla 10). En este caso se utilizó DSS (ditiobis succinimidil propionato), un 

crosslinker que estabiliza las interacciones proteína-proteína (Akaki et al., 2022). En este 

ensayo, además que se detectó TcCAL1 lo cual es un indicio de buena calidad del 

experimento, se detectaron proteínas que están fuertemente involucradas con los 

procesos de invasión a la célula hospedadora, tales como la familia de proteínas de gen 

disperso 1 (Dispersed gene family protein 1 - DGF-1), transialidasa y la proteína pequeña 

de unión a GTP Rab1 (Small GTP-binding protein Rab1) (Ver tabla 10 en anexo) (De 

Pablos & Osuna, 2012; Ferri et al., 2023; Ramírez, 2023). También, se identificó otra 

proteína con dominios PFD que no corresponde con la detectada por doble híbrido. No 
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obstante, es necesario enfrentar los resultados con una muestra control debido a que 

por dificultades técnicas no se pudieron obtener estos datos para validar el estudio.  

Dentro del contexto del análisis de las proteínas asociadas, se utilizó la herramienta 

en línea AlphaFold2 Colab para investigar las interacciones de las proteínas asociadas 

con TcCAL1 (Mirdita et al., 2022). AlphaFold es un sistema de inteligencia artificial que 

utiliza técnicas de aprendizaje profundo y redes neuronales para predecir la estructura 

tridimensional de proteínas a partir de su secuencia de aminoácidos (Jumper et al., 

2021). AlphaFold2, una versión mejorada de AlphaFold, fue lanzado inicialmente sin la 

capacidad de modelar complejos de proteínas. Sin embargo, la segunda versión incluye 

este tipo de análisis (Bryant et al., 2022; Evans et al., 2021). El modelado de las 

interacciones de TcCAL1 con TcPFD, mostró que TcPFD adopta un plegamiento en el 

que sus extremos N y C-terminales se encuentran formando la zona distal en donde 

TcCAL1 interactúa. En eucariotas, esta zona de las PFD es llamada zona de “tentáculos”  

que contiene aminoácidos que forman un núcleo hidrofóbico necesario para la 

interacción con otras proteínas en su función como chaperona (Kumar et al., 2022; 

Ohtaki, 2010).  

En el modelo de interacción entre TcARM y TcCAL1, se evidenció que TcARM 

adopta estructuras de α-hélices conformadas por las repeticiones en tándem de 42 

aminoácidos característicos de las proteínas con motivos ARM. Los resultados del 

ensayo de doble híbrido indicaron que TcCAL1 se une a TcARM en el extremo C-

terminal. En contraste con esta observación, la predicción realizada por AlphaFold2 con 

la proteína completa, sugiere que esta interacción es más probable en una cavidad 

formada por TcARM, situada más cerca del extremo N-terminal. Un dato interesante es 

el hecho de que la región identificada en el ensayo de doble híbrido, según la base de 

datos Uniprot, se predice con topología citosólica, mientras que la región N-terminal 

presenta una topología extracelular o secretada. Esto plantea el interrogante de si la 

interacción de TcARM está relacionada con TcCAL1 secretada, especialmente dado que 

TcARM podría también modificarse por palmitoilación (Ver anexos, Fig. 38), según la 

predicción in silico.  

Otro de los objetivos de este trabajo involucró el estudio de la capacidad de unión 

a Ca2+ por TcCAL1. La mayoría de las proteínas que tienen esta función lo hacen a través 

de motivos EF-hand, que son estructuras altamente conservadas y directamente 

asociadas a la unión del catión (Hebenstreit & Ferreira, 2005). El motivo EF-hand está 

bien caracterizado, y consta de 12 aminoácidos que se nombran por la posición en la 
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secuencia y el eje en el plano espacial y en los residuos que participan en la unión del 

catión con los oxígenos de grupos carboxilo de las posiciones 1 (X), 3 (Y), 5 (Z) y 12 (−Z) 

y puentes de hidrógeno con una molécula de agua en el residuo 9 (−X) (Grabarek, 2011; 

Ogunrinde et al., 2017). Además, un residuo de glicina en la posición 6, genera una 

torsión que produce que el bucle se enrolle alrededor del Ca2+. En la mayoría de los EF-

hand, el residuo 12 suele ser un ácido glutámico (E) y la sustitución por ácido aspártico 

(D) disminuye la afinidad de unión de Ca2+ y favorece la unión de iones Mg2+ (Bombardi 

et al., 2020; Carlström & Chazin, 1993; Gifford et al., 2007). 

En el análisis estructural in silico de los motivos EF-hand de TcCAL1, se pudo 

observar que el motivo EF-1, conserva la mayoría de los residuos que participan en la 

coordinación de ion, bien sea por conservación total del residuo o por un cambio 

conservado. La posición 12 está representada por un residuo de ácido aspártico (Asp, 

D). Por otro lado, el motivo EF-2 conserva sólo dos de los aminoácidos más relevantes 

del bucle de unión a Ca2+. Sin embargo, el EF-2 presenta un residuo de ácido glutámico 

(E) en la posición 12. Aunque los motivos EF-hand de TcCAL1 exhiben diferencias 

sustanciales con el motivo canónico, el modelado de la estructura de TcCAL1 y las 

predicciones de unión a Ca2+ con los servidores COACH y COFACTOR apuntan a la 

capacidad de TcCAL1 de unir Ca2+. De hecho, los predictores no sugirieron la posibilidad 

de unión a Mg2+ del EF-1 de TcCAL1. Por otro lado, el modelado de la estructura 

tridimensional de TcCAL1 con Ca2+ muestra la interacción del ion con los residuos del 

bucle de EF-1 y EF-2, demostrando la factibilidad y participación de estos residuos en la 

unión de Ca2+. 

Existen varios tipos de EF-hand no canónicos que son capaces de unir Ca2+. El 

grupo con más similitudes al presentado por TcCAL1 conserva un bucle de 12 

aminoácidos típicos, pero no usa los residuos canónicos para la coordinación del ion 

(Gifford et al., 2007). En este último, un grupo de al menos un 10% de las proteínas 

presentan ácido aspártico en la posición 12. Este residuo provoca que la estructura sea 

más pequeña y más compacta, lo que tiene como consecuencia que el EF-hand también 

presente afinidad por Mg2+ (Wingard et al., 2005) . Este tipo de proteínas con EF-hand no 

canónicos han sido encontradas y caracterizadas en humanos, Arabidopsis thaliana y el 

cefalocordado del género Amphioxus  (Cook et al., 1993; Gentry et al., 2005; Nagae et 

al., 2003). El caso de TcCAL1 podría tratarse de un de EF-hand no canónico conteniendo 

un bucle de 12 aminoácidos de longitud, con ciertos residuos conservados y una 
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estructura tridimensional que se ajusta a la coordinación de Ca2+. La afinidad por Ca2+ y 

Mg2+ debe ser explorada experimentalmente. 

En este trabajo, la capacidad de unión a Ca2+ por TcCAL1 fue estudiada también 

experimentalmente, a través de las técnicas espectroscópicas de DC y RMN, así como 

también por ensayos con indicadores fluorescentes. El DC y resonancia magnética 

nuclear son técnicas precisas para examinar la unión del calcio a EF-hand. Los enlaces 

peptídicos en las proteínas son ópticamente activos y la elipticidad que exhiben cambia 

según la conformación local de la molécula. Las estructuras secundarias de las proteínas 

pueden analizarse utilizando la región de luz UV lejano (190-250 nm). Las 

conformaciones ordenadas de hélices α, láminas β, giros β y hélices aleatorias tienen 

espectros característicos. En el caso de las proteínas que unen Ca2+, se ha demostrado 

que hay un aumento que puede ser medible en la elipticidad en 222 nm tras la adición 

de Ca2+. Este aumento es consistente con una situación estructural, un cambio inducido 

por la unión del catión (Hebenstreit & Ferreira, 2005). En el espectro de UV-cercano 

(250-300 nm), se puede obtener información acerca de la estructura terciaria de la 

proteína especialmente del cambio de posiciones en grupos aromáticos.  En el caso de 

TcCAL1, los espectros de CD tanto UV-cercano como UV-lejano no mostraron cambios 

sustanciales cuando se obtuvieron los espectros en presencia o ausencia de Ca2+. En el 

primer experimento realizado hay un pequeño cambio de la absorción de α-hélices (208 

y 220 nm) en el UV-lejano en presencia de EGTA, que podría significar que la TcCAL1 

experimenta un cambio muy sutil en su estructura secundaria. Luego, la proteína 

TcCAL1 se trató con la resina Chelex® para eliminar el Ca2+ de la muestra y aumentar 

las diferencias observadas con la proteína en ausencia del ion. Sin embargo, en un 

segundo experimento esta diferencia no pudo ser ampliada. En el caso de UV-cercano 

ninguno de los espectros mostró diferencias en presencia o ausencia de Ca2+, aun 

cuando TcCAL1 tiene aminoácidos aromáticos en los bucles de unión al ion. 

Por otro lado, los espectros obtenidos con la técnica de RMN, en donde se puede 

detectar los cambios en la resonancia de los protones de un grupo específico de 

moléculas, tampoco se observaron cambios sustanciales entre los espectros de grupos 

amidas y metilos para TcCAL1 en presencia o ausencia de Ca2+. Estos resultados en 

conjunto indican que los cambios en la estructura secundaria y terciaria de TcCAL1 

fueron muy sutiles o casi imperceptibles en presencia de Ca2+, al intentar evidenciarlo 

mediante estas técnicas. Este comportamiento se ha reportado en algunas proteínas de 

unión a Ca2+ (Sastry et al., 1998; Sia et al., 1997; Wright et al., 2005). 
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En este punto es importante cuestionar si la etiqueta de seis histidinas (x6His) de 

TcCAL1 puede influir en el análisis a través de DC y RMN. Una de las etiquetas usadas 

para purificar y detectar proteínas recombinantes es x6His debido, entre muchas 

ventajas metodológicas, a su tamaño y a que raramente interfiere con la función y 

estructura de la proteína (Costa et al., 2014; Kimple et al., 2013; Wingfield, 2015). Sin 

embargo, en algunos casos, la etiqueta afecta el estado de oligomerización (Kolaj-Robin 

et al., 2013) o puede cambiar la conformación del sitio activo de las proteínas  (Chant et 

al., 2005). Estos efectos, en muchos casos, dependen de si la etiqueta está en el extremo 

N o C terminal (Mason et al., 2002). Para realizar análisis por DC, se recomienda la 

eliminación de la etiqueta de x6His si hay evidencia de que afecta la estabilidad y el 

plegamiento de la proteína (Kelly et al., 2005). También,  se deben evitar las altas 

concentraciones de imidazol o histidina para análisis en el UV lejano, ya que altera la 

adquisición de los espectros (Ranjbar & Gill, 2009). Con respecto a estudios específicos 

de proteínas de unión a Ca2+ con etiqueta de x6His, la tendencia es eliminar las seis 

histidinas para realizar el análisis (Garcia-Marchan et al., 2009; Hoyer et al., 2019; Li et 

al., 2009). Sin embargo, un estudio relacionó específicamente el efecto de la etiqueta 

x6His en las propiedades físicas de la parvalbumina (PA), una proteína de unión a Ca2+. 

Este análisis determinó que la unión de Ca2+ por la proteína en presencia o ausencia de 

x6His no fue afectada (Vologzhannikova et al., 2019). En el caso del efecto del x6His en 

los análisis RMN, entre la bibliografía consultada hay pocos datos sobre estas 

condiciones específicas. No obstante, algunos trabajos no consideran que la etiqueta 

x6His tenga algún efecto negativo en los estudios por RMN (Yee et al., 2002, 2014). 

Asimismo, un estudio de una metaloenzima que une zinc y Ca2+, no mostró diferencias 

en la adquisición de espectros  RMN, cuando los compararon con la enzima sin la 

etiqueta x6His (Kutyshenko et al., 2019). Por otro lado, si bien el aminoácido histidina 

tiene la capacidad de unirse a cationes divalentes metálicos, como el Ca2+, su afinidad 

es menor en comparación con los aminoácidos ácido aspártico o ácido glutámico, los 

cuales forman los bucles en los motivos EF-hand y tienen una mayor afinidad para unir 

el catión (Tang & Skibsted, 2016). La evidencia basada en la bibliografía muestra que en 

este estudio la etiqueta de x6His probablemente no tuvo influencia en los resultados 

obtenidos.  

La capacidad de unión a Ca2+ por TcCAL1 también fue estudiada cualitativamente 

utilizando el indicador Quin-2.  Esta técnica descrita por Tatsumi et al., (1997) ha sido 

empleada en varios trabajos para la detección de proteínas que unen Ca2+ a partir de 

homogenatos proteicos separados en membranas de PVDF (Dietrich et al., 2011; Rebrik 
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et al., 2012; Tatsumi et al., 1997).  El fundamento está basado en la ventaja  ofrecida por 

el indicador Quin-2, con alta afinidad por Ca2+ (Kd=115 nM), de interactuar fuertemente 

con complejos Ca2+-proteínas (Bryant, 1985). La señal de fluorescencia obtenida para 

TcCAL1 con este ensayo, sugiere que une Ca2+. Esta afirmación se respalda en la 

presencia de señal en proteínas, calmodulina y sorcina, que contienen 4 y 5 motivos EF-

hands, respectivamente y la ausencia de fluorescencia en los controles negativos. 

Además, la señal obtenida disminuyó cuando la membrana fue incubada con EGTA, un 

quelante de Ca2+.  

Ahora bien, si TcCAL1 tiene la capacidad de unir Ca2+, ¿Por qué no se observan 

cambios conformacionales detectables mediante técnicas como DC y RMN?. En este 

contexto, varios estudios muestran la existencia de proteínas que contrariamente a los 

sensores de Ca2+, prácticamente no experimentan cambios conformacionales tras la 

unirse al ion. Este grupo de proteínas se conocen como buffers o moduladores de Ca2+ 

(Gifford et al., 2007; Ogunrinde et al., 2017) y está representado por algunas proteínas 

S100, que también funcionan como sensores, parvalbumina (PA) en sus isoformas α y 

β, calbindina-D28K y calretinina, todas pertenecientes a la familia de proteínas con 

motivos tipo EF-hand (Berggård et al., 2002; Eberhard & Erne, 1994; Schwaller, 2020). 

La presencia de TcCAL1 en el citoplasma, actuando como una proteína de unión 

al Ca2+, plantea la interrogante sobre los niveles de este ion en los parásitos que 

sobreexpresan TcCAL1 y si esta proteína tiene la capacidad de modificarlos. Nuestros 

resultados mostraron que estos parásitos mantienen una [Ca2+]i a niveles fisiológicos 

(~100 nM). Esto lleva a pensar que la proteína sobreexpresada no logra quelar el ion y 

provocar la disminución de [Ca2+]i basal en las condiciones evaluadas. También, es 

posible que los cambios inducidos por la sobreexpresión de TcCAL1, en el marco de la 

dinámica intracelular, no hayan podido ser detectados mediante los métodos empleados 

en este estudio. 

En tripanosomátidos, la concentración intracelular de Ca2+ en basal [Ca2+]i está 

reportada en el rango de 20 a 100 mM (Benaim et al., 2020; Docampo & Huang, 2015), 

mientras que las constantes de disociación de prácticamente todos los buffers de Ca2+ 

conocidos son un orden de magnitud más alto (aproximadamente 200-1500 nM). Por lo 

tanto, en [Ca2+]i basal, los buffers de Ca2+ están principalmente en su estado apo, listos 

para unirse a iones de Ca2+ cuando se aumenta su concentración intracelular. En este 

aspecto, TcCAL1 posee características de un buffer/modulador de Ca2+ al presentar 
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cambios conformacionales indetectables y ser una proteína con una vasta presencia en 

el citosol de los parásitos. 

En conjunto esto reafirma la importancia del Ca2+ en todos los procesos celulares 

de los que participa en el parásito y de toda la maquinaria intracelular avocada a su 

señalización y homeostasis. La capacidad del buffer para unir y liberar Ca2+ (cinética de 

tamponamiento de la proteína) y su movilidad son características cruciales en las 

proteínas con esta función, especialmente dada la velocidad de las señales 

intracelulares. Esta particularidad, nos lleva a pensar en el hecho de que el parásito 

podría buscar diferentes vías para mantener la homeostasis del catión frente a los 

cambios que puede inducir la TcCAL1. No obstante, la aplicación de la técnica de 

fluorescencia para investigar los niveles intracelulares de Ca2+ in vitro, sentó las bases 

para estudios posteriores que incluyen el uso de ionóforos como la ionomicina, los cuales 

inducen la liberación de Ca2+ de los compartimentos intracelulares, permitiendo así 

analizar el restablecimiento de las concentraciones basales del ion. 

Finalmente, los cambios en los niveles intracelulares de Ca2+ durante los procesos 

de diferenciación e invasión en los parásitos se correlacionan con la mayor expresión 

endógena de TcCAL1 detectada en las formas tripomastigotes. Las características 

bioquímicas de esta proteína podrían estar relacionadas con la potencial función de 

buffer/sensor de Ca2+ en el citosol del parásito, a disposición de las respuestas abruptas 

y temporales que ocurren en los procesos del ciclo de vida del parásito en los cuales se 

encuentra involucrado este ion.  

 

 

Conclusiones y perspectivas  

Este trabajo doctoral permitió estudiar a TcCAL1, una nueva proteína de unión a 

Ca2+ de T. cruzi, del cual se concluye: 

✓ TcCAL1 posee motivos EF-hand no canónicos y une Ca2+. 

✓ TcCAL1 se expresa en T. cruzi, tiene una localización citosólica en epimastigotes, 

amastigotes axénicos y tripomastigotes y se expresa de forma diferencial siendo 

las formas infectivas las que expresan mayores niveles de la proteína. 

✓ TcCAL1 podría interactuar con proteínas con dominios PFD y ARM 
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✓ TcCAL1 podría estar involucrada en los procesos de diferenciación e invasión de 

T. cruzi. 

✓ La sobreexpresión de TcCAL1 no resultó en la disminución de [Ca2+] intracelular 

en epimastigotes. 

En base a los resultados obtenidos en este estudio, se pueden plantear serie de 

perspectivas para estudios futuros:  

- Exploración de los motivos EF-hand no canónicos de TcCAL1: el análisis in silico y los 

resultados experimentales nos impulsan a investigar más a fondo la estructura y función 

de los motivos EF-hand no canónicos de TcCAL1.  

- Regulación de la expresión de TcCAL1: dado que TcCAL1 se expresa diferencialmente 

en algunas etapas del ciclo de vida del parásito, sería interesante investigar los 

mecanismos moleculares que controlan su expresión. Se podrían plantear experimentos 

para indagar sobre su rol como factor de transcripción y señalización celular en la 

regulación de la expresión de TcCAL1, y cómo esto afecta los procesos de diferenciación 

e invasión de T. cruzi. 

- Caracterización de las interacciones: la identificación de proteínas que poseen 

dominios PFD y ARM como pares de asociación a TcCAL1, sugieren que esta última está 

implicada en una red de interacción proteica. Sería relevante confirmar estas 

interacciones para comprender su papel en la virulencia y patogénesis de T. cruzi por 

medio de IP, y espectrometría de masas o ensayos de proximidad dependiente de biotina 

o BirA (proximity dependent biotin identification assays) 

- Profundizar los estudios sobre la función de TcCAL1 en la diferenciación e invasión de 

T. cruzi: es necesario utilizar cepas más virulentas de T. cruzi y que cumplan el ciclo de 

vida completo, a las que se pueda editar para obtener el silenciamiento génico por 

CRISPR/CAS9 de los dos alelos de tccal1, para caracterizar el/los fenotipos resultantes, 

tanto en ensayos in vitro como in vivo en un modelo murino. 

En resumen, los resultados obtenidos en este trabajo sugieren varias direcciones 

prometedoras para futuras investigaciones sobre TcCAL1 y su papel en la biología de T. 

cruzi. Estos puntos llevan a plantear hipótesis que abren nuevas oportunidades para 

comprender mejor la función de esta proteína y su contribución a la patogénesis de la 

enfermedad de Chagas. 
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5. Anexos  
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Predicción de palmitoilación de TcARM 

La modificación postraduccional por palmitoilación en TcARM, se exploró desde 

un punto de vista in silico. El software CSS-Palm 4.0 predice la potencial palmitoilación 

de 5 residuos de cisteínas respectivamente. El score es el valor de confianza de la 

predicción que puede tener valores desde 1 a 10, siendo 10 el valor de mayor confianza.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 38. Predicción de sitios palmitoilables de TcARM con el servidor CSS-Palm 4.0. se 

señalan las cisteínas potencialmente palmitoilables al largo de la secuencia de TcCARM. 

representadas por la posición entre paréntesis. El color verde claro representa una topología no 

citoplasmática, la sección naranja corresponde a un dominio transmembranal y la sección verde 

brillante (c-terminal) corresponde a una topología citoplasmática predichas por el servidor 

Phobius dentro de la base de datos de proteínas Uniprot (https://www.uniprot.org). 

 

Purificación de TcCAL1x6His a partir de epimastigotes mediante cromatografía de 

afinidad Ni-NTA  

Con el objetivo de comprobar la presencia de la etiqueta de 6 histidinas (x6his) en 

la proteína TcCAL1 sobreexpresada por el parásito. Se realizó la purificación de 

TcCAL1x6His a partir de epimastigotes de la cepa CL, utilizando el kit Ni-NTA Spin 

Column (Qiagen, USA. Catálogo # ID: 31314). La purificación se realizó en condiciones 

desnaturalizantes con 8 M de urea, siguiendo las recomendaciones del fabricante. 

Brevemente: 

- Se partió de precipitados de 2 x108 de epimastigotes cepa CL control (con el vector 

pTREX) y CL-CAL1 (sobreexpresantes de TcCAL1x6His). Los extractos proteicos 
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totales se obtuvieron por lisis de los parásitos en 800 µL de buffer B (8M urea, 0.1 M 

de NaH2PO4, 0.01 M Tris-HCl pH 8). El lisado clarificado se obtuvo por centrifugación 

a 13000 xg durante 30 min y se cargó en mini columnas Ni-NTA previamente 

equilibras con el mismo buffer. Se colectó la fracción no unida a la resina (FNU) por 

centrifugación a 700 xg por 2 min. La resina se lavó 2 veces con buffer C (8M urea, 

0.1 M de NaH2PO4, 0.01 M Tris-HCl pH 6.3) y seguidamente, se realizaron 5 eluciones 

con buffer C (8M urea, 0.1 M de NaH2PO4, 0.01 M Tris-HCl pH 4.3) centrifugando a 

700 xg durante 2 minutos.  

- Todas las facciones se colectaron y se separaron 40 µL para realizar un western 

blot con el anticuerpo anti-CAL1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 39. Purificación de TcCAL1x6His a partir de epimastigotes. Se muestra un western 

blot revelado con el anticuerpo anti-CAL1. Se purificó la proteína empleando mini columnas 

Ni-NTI a partir de lisados proteicos de epimastigotes de la cepa CL. Se utilizó como control 

cultivos de la cepa CL portadores del plásmido pTREX (CL-control) y sobreexpresantes de 

TcCAL1x6His (CL-CAL1). CAL1r: TcCAL1x6His recombinante de E. coli. FI: fracción inicial 

(lisado clarificado), FNU: fracción no unida a la resina, L1-L2: Lavados 1 y 2, E1-E4: Eluídos 1 

al 4. kDa: kilodalton 

 

La proteína se detectó en los eluídos obtenidos a partir de los extractos proteicos 

de CL-CAL1, en el tamaño esperado ~12 kDa y no fue detectada en los epimastigotes 

CL-Control, como se esperaba. 

 

 

Identificación de proteínas asociadas a TcCAL1 por co-inmunoprecipitación 

(CoIP) 

Se realizó un abordaje preliminar para la identificación de proteínas asociadas a 

TcCAL1 utilizando la técnica de CoIP. Se empleó el ensayo comercial de co-
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inmunoprecipitación Pierce™ (Thermo Scientific, USA. catálogo #26147) siguiendo las 

especificaciones del fabricante, con algunas modificaciones en el siguiente protocolo: 

- Obtención de lisados de parásitos 

Se utilizó un cultivo de 1x109 epimastigotes de la cepa Y WT. Los parásitos se 

recuperaron y se realizaron 5 lavados por centrifugación a 3000 xg durante 10 min 

con PBS pH 7.4. Los parásitos se incubaron con el crosslinker DSP 

(ditiobis(succinimidil propionato)) 5 mM durante 30 min a 28 °C. La reacción de 

entrecruzamiento de proteínas se detuvo utilizando buffer 15 mM Tris-HCl pH 7,5 por 

15 min en agitación. Luego, los parásitos se lavaron 6 veces por centrifugaciones 

sucesivas con PBS pH 7.4. Para obtener el lisado proteico, el precipitado de parásitos 

se resuspendió en buffer de lisis/lavado (0.025M Tris-HCl, 0.15M NaCl, 1% NP-40, 5% 

glicerol, 1X inhibidores de proteasas; pH 7.4.) y se sometió a 2 ciclos de congelación 

en N2 líquido y descongelación a temperatura ambiente. Se incubó 1 mg de proteína 

total del lisado soluble con 80 µL de la Pierce™ Control Agarose Resin (resina en 

suspensión) siguiendo las especificaciones de la casa comercial. La mezcla 

resina/lisado se incubó durante 1 h a 4 °C en agitación suave. La columna se 

centrifugó a 1000 xg durante 1 min y el lisado pre-clarificado obtenido como 

percolado se recuperó y almacenó a -20 °C hasta su uso.  

 

- Acople de antisueros a la resina 

 Se utilizaron 60 µL del antisuero anti-TcCAL1 y del antisuero pre-inmune (60 µg de 

IgG aproximadamente) para acoplar a la resina de proteína A/G agarosa. Se utilizaron 

450 µM de DSS (Disuccinimidyl suberate) (Pierce®, USA. Cat. #21555) para realizar 

el crosslinking del anticuerpo a la resina.   

- Inmunoprecipitación de TcCAL1 con interactores 

Para la inmunoprecipitación, se separaron dos alícuotas conteniendo 1 mg de 

pre-clarificado y se incubaron en dos columnas independientes conteniendo las 

resinas con los antisueros crosslinkeados, anti-TcCAL1 y el suero control (suero pre-

inmune), respectivamente. Para cada columna conteniendo la resina de proteína A/G 

agarosa con el suero anti-TcCAL1 o suero pre-inmune crosslinkeado, se utilizó 1 mg 

de proteína total estimada en el lisado pre-clarificado. La mezcla resina-

antisuero/lisado se incubó ON a 4° C en agitación. Se recuperó el percolado por 

centrifugación a 1000 xg por 1 min y se lavó 3 veces la columna con 250 µL de buffer 

de lisis/lavado para IP. Seguidamente, la columna se lavó una vez con 1X conditioning 
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buffer (buffer con pH neutral) y el eluido se realizó con 60 µL totales de buffer de 

elución pH 2.8 en dos fases, una de 10 µL y otra de 50 µL, mediante centrifugación a 

1000xg por 1 min. Los eluídos se neutralizaron con 5 µL de buffer 1M Tris-HCl pH 9.5 

y se concentraron por speed vaccum.  

 

Finalmente, Las muestras se separaron en un gel de poliacrilamida y se analizaron 

por espectrometría de masas en el Centro de Estudios Químicos y Biológicos por 

Espectrometría de Masas de la Universidad de Buenos Aires (UBA), CEQUIBIEM-UBA. 

Los espectros obtenidos fueron analizados con el programa Proteome Discoverer, 

utilizando la base de datos del proteoma de Trypanosoma cruzi (CL Brener) disponible 

en la base de datos UNIPROT (https://www.uniprot.org/). 

  

Se obtuvieron 2917 péptidos correspondientes a 400 proteínas, entre las cuales se 

encuentran TcCAL1 y a una proteína con dominios de tipo prefoldina (número de acceso 

TriTrypDB: TcCLB.510629.430). También, se identificaron proteínas que tienen relevancia 

en procesos de invasión de parásito y proteínas asociadas al núcleo. No se identificaron 

proteínas con dominios armadillo. Algunas proteínas identificadas se clasificaron en 

grupos funcionales (tabla 10).   

Tabla 10. Proteínas identificadas por categorías funcionales en experimento preliminar de CoIP 

con lisados de epimastigotes de T. cruzi.  

Categoría funcional  Proteínas identificadas 

Metabolismo Pyruvate dehydrogenase E1 component 

subunit alpha (EC 1.2.4.1) 

Isocitrate dehydrogenase [NADP] (EC 

1.1.1.42) 

alanine transaminase (EC 2.6.1.2) 

malate dehydrogenase (EC 1.1.1.37) 

Malate dehydrogenase (EC 1.1.1.37) 

phosphopyruvate hydratase (EC 4.2.1.11) 

Protein tyrosine phosphatase-like protein, 

putative 

Protein tyrosine phosphatase, putative 

Triosephosphate isomerase (EC 5.3.1.1) 

NADH-dependent fumarate reductase, 

putative 

Glucosamine-6-phosphate isomerase (EC 

3.5.99.6) (Glucosamine-6-phosphate 

deaminase) 

Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase (EC 

1.1.1.49) 

Glutathione peroxidase 

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

(EC 1.2.1.12) 

Glycerate kinase 

https://www.uniprot.org/
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Citoesqueleto  Kinesin-like protein 

Tubulin beta chain 

Tubulin alpha chain  

Kinetoplastid membrane protein KMP-11, 

putative 

Biosíntesis y direccionamiento 

Catabolismo/proteólisis  

Proteasome regulatory ATPase subunit 1, 

putative 

Proteasome regulatory ATPase subunit, 

putative 

Proteasome regulatory non-ATPase subunit 

3, putative 

Proteasome regulatory non-ATPase subunit 

2, putative 

Heat shock 70 kDa protein,  

Elongation factor 1-alpha 

Elongation factor 2, putative 

Elongation factor TU, putative 

Eukaryotic translation initiation factor 2 

subunit, putative 

Transporte de electrones y antioxidantes Cytochrome c oxidase assembly protein 

Cytochrome c oxidase assembly protein 

PET191 

Cytochrome c oxidase subunit 10, putative 

Cytochrome C oxidase subunit IV, putative 

Cytochrome c oxidase subunit V, putative 

Nucleares  Nucleolar protein, putative 

Histone H2B 

Histone H4  

GTP-binding nuclear protein 

Plegamiento  Prefoldin subunit, putative 

Proteínas que unen Ca2+  Calmodulin, putative 

Centrin, putative 

EF-hand domain-containing protein 

(TcCAL1) 

Calpain cysteine peptidase, putative 

Calpain-like cysteine peptidase, putative 

 

Otras proteínas de interés Small GTP-binding protein Rab1, putative 

Clathrin heavy chain 

Dispersed gene family protein 1 (DGF-1), 

putative 

Trans-sialidase 
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Composición de aminoácidos de TcCAL1x6His.  

Se obtuvo la composición de aminoácidos de TcCAL1x6His a través de la 

herramienta de ProtScale de Expasy (https://www.expasy.org/resources/protscale). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 40. Composición de aminoácidos en la secuencia de TcCAL1. 
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