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INTRODUCCIÓN / HIPÓTESIS

Purificación de TcCRAL/TRIO recombinante 

Generación de sobreexpresantes y KnockDown condicionales de TcIT mediante SHARK [2]

Short Hammerhead Aptazyme-Regulated Knockdown

Clonado de TcIT. A) Mapa de
pENTR3C. B) Chequeo por PCR de
colonia. C) Obtención de clones.

Herramientas para marcado por proximidad de TcCRAL/TRIO y TcRBP5 mediante TurboID [3]
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Trypanosoma cruzi, agente causal de la enfermedad de Chagas, depende de la
adquisición y distribución de cofactores esenciales como el hemo y los metales
de transición. Sin embargo, los mecanismos que regulan su transporte,
utilización y homeostasis en el parásito aún no se encuentran completamente
caracterizados. A partir de un análisis transcriptómico de epimastigotes, se
identificaron genes diferencialmente expresados potencialmente vinculados con
la respuesta a hemo [1]. Entre los candidatos priorizados se seleccionaron una
proteína con dominio CRAL/TRIO (TcCRAL/TRIO), una proteína de unión a
ARN (TcRBP5) y el transportador de hierro TcIT, este último incorporado al
estudio a partir de evidencias complementarias sobre su posible participación
en la homeostasis de cobre. El objetivo de este trabajo es avanzar en la
caracterización funcional de estas proteínas mediante una estrategia integrada
que combina análisis bioinformático, producción recombinante y/o
herramientas de genética molecular en T. cruzi. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi

Reemplazo por 

TcCRT or TcRBP5

Diseño de cebadores para la construcción del pCas9 con sgRNA específico y 
del molde de recombinación.

Estrategia de clonado para la 
construcción de fusiones a 
TurboID. Figuras adaptadas de [3].

Amplificación de los genes a clonar: 
1. Marcador de tamaño molecular 
2 a 4. Producto de PCR de TcRBP5 
5. Producto de PCR de TcCRAL/TRIO 
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E. coli Lemo21(DE3)
New England Biolabs (NEB)

Expresión y purificación de TcCRAL/TRIO. A) SDS/PAGE de los pasos de purificación en
columna Ni-NTA. SN: sobrenadante; P: Pellet; FT: flow through; L: lavado; E1-E7:
Fracciones de elución 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 elución; L: Lavado
con Imidazol 500 mM. C) Pellet celular de E. coli sobreexpresando TcCRAL/TRIO.

A) B)Vector de expresión pT7-HIS-MBP-TcCRAL/TRIO
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