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INTRODUCCION / HIPOTESIS

Trypanosoma cruzi, agente causal de la enfermedad de Chagas, depende de la
adquisicién y distribucién de cofactores esenciales como el hemo y los metales
de transicién. Sin embargo, los mecanismos que regulan su transporte,
utilizacién y homeostasis en el parasito aln no se encuentran completamente ckoieibois
caracterizados. A partir de un analisis transcriptomico de epimastigotes, se sanguineo /J

Epimastigote

identificaron genes diferencialmente expresados potencialmente vinculados con
la respuesta a hemo [1]. Entre los candidatos priorizados se seleccionaron una
proteina con dominio CRAL/TRIO (TcCRAL/TRIO), una proteina de unién a
ARN (TcRBP5) y el transportador de hierro TclT, este ultimo incorporado al
estudio a partir de evidencias complementarias sobre su posible participacion
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en la homeostasis de cobre. El objetivo de este trabajo es avanzar en la C A @ Inbomastidnte
caracterizacion funcional de estas proteinas mediante una estrategia integrada Amastigote

gque combina andlisis bioinformatico, produccion recombinante y/o

herramientas de genética molecular en T. cruzi. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi

Purificacion de TcCRAL/TRIO recombinante
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Vector de expresion pT7-HIS-MBP-TcCRAL/TRIO  A) prmmmmmmss e s 'y B)
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AmpR TEV

l E. coli Lemo21(DE3)
New England Biolabs (NEB)

Expresion y purificacion de TcCRAL/TRIO. A) SDS/PAGE de los pasos de purificacion en
columna Ni-NTA. SN: sobrenadante; P: Pellet; FT: flow through; L: lavado; E1-E7:
Fracciones de eluciéon 1 a 7 con Imidazol 250 mM. B) SDS/PAGE de los cortes con TEV
pasados por columna Ni-NTA: C: corte con TEV; E3-E5: Fracciones de elucién; L: Lavado
con Imidazol 500 mM. C) Pellet celular de E. coli sobreexpresando TcCRAL/TRIO.

Clonado de TcIT. A) Mapa de Diseno de cebadores para la construcciéon del pCas9 con sgRNA especifico y
pENTR3C. B) Chequeo por PCR de del molde de recombinacién.

colonia. €) Obtencion de clones [Seeccn o ATy detereieclin delsh0A ]

A) | bl es 220, | B) WV PAM: CGG sgRNA: AGCCAAGCGGCTCTTCCCAG

5 > ~1.200 pb Im H E I en 3'UTR (20-22 pb STOP) @ sin off-targets en BLAST

$ L " CD: AGTGGATCCAGCCAAGCGGCTCTTCCCAGGTTTTAGAGCTAGAAATAG
"0 ‘__..-/"" CR: CTATTTCTAGCTCTAAAACCTGGGAAGAGCCGCTTGGCTGGATCCACT
PENTR™3C -~ e =

2T g wr e [ e compestest

‘H € Brazos de homologia TcIT & Cassette desde pSHARK1
+ Cas9 50 bp upstream del STOP GAAGTGCATACTAATCAAGATCCC

> 50 bp downstream del PAM TTAGCCCTCCCACACATAA
_{ Gene of interest  |3x ‘“,_ m M CD: TGGCACTGTGGGGAGGGGGAGCCGTTATGACGCTCCTTGGGAAGTGGGCGGAAG
I m TGCATACTAATCAAGATCCC

CR: GCTCCACCGTTTTTACCCAATGCTTTGGTCTGTTGTTTGCGTGCCAGAGATTAGCCC
TCCCACACATAAC

Short Hammerhead Aptazyme-Regulated Knockdown

Estrategia de clonado para la Tot sog 3xHA
construccién de fusiones a prom. g7 TurbolD

1 TcCRAL/TRIO FP: CGCGGATCCgATGACCGACACGATGTCC
TurbOID' Flguras adaptadas de [3]' RP: GGTGGTGATATCCTACTCCCATAAGGGCTTGC

TcRBPS FP: CGCGTGGATCCgATGTCTTTTGATTCCCCGTAC
RP: GGTGGTGATATCTCATTGACTCATAATGTACGGT
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Amplificacion de los genes a clonar:
1. Marcador de tamano molecular

2 a 4. Producto de PCR de TcRBP5

5. Producto de PCR de TcCRAL/TRIO

Integration '

l Reemplazo por

3xHA-TurbolD-bai
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