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Resumen 
Trypanosoma cruz; es el agente causal de la enfermedad de Chagas 

caracterizándose por ser un parásito intracelular obligado que afecta a una gran 

diversidad de células de mamífero. La participación del citoesqueleto de actina en el 

proceso de infección de este parásito ha sido motivo de discusión . Algunos autores han 

reportado que el proceso de infección es dependiente de actina mientras que otros 

autores coinciden en que es independiente de microfilamentos. La controversia de los 

resultados podría deberse a diferentes causas como : a) la distinta susceptibilidad a ia 

infección de las líneas celulares utilizadas, b) el uso de drogas que desorganizan el 

citoesqueleto de actina, c) que estas drogas pudieran afectar tanto a la célula como al 

parásito, d) a las diversas cepas de parásitos utilizadas y e) a la presencia de diversos 

mecanismos que pudieran estar presentes de manera simultánea . Las estrateg ias 

hasta ahora utilizadas son indirectas lo que dificulta la interpretación de los resultados; 

por ello, en el presente trabajo planteamos el desarrollar herramientas moleculares 

que permitan estudiar la participación del citoesqueleto de actina durunte el proceso de 

infección de T. cruz; de manera directa. En un trabajo previo del laboratorio se 

obtuvieron células MDCK transfectadas de manera estable expresando a B-actina 

fusionada a la proteína verde fluorescente (A+). Sigu iendo esta línea, en este trabajo 

obtuvimos células MDCK transfectadas de manera estable expresando a una ~ -actina 

truncada fusionada a la proteína verde fluorescente (Mut) y células control expresando 

únicamente a la proteína verde fluorescente (Mock) . 

El análisis de las transfectantes A + . mostró una co-Iocalización de la actina 

exógena con la endógena en los filamentos de actina, fibras de estrés, 

microvellosidades y el anillo cortical no mostrando cambios en su fenotipo con respecto 

a las células control (no transfectadas y Mock) . Las célu las que expresan a la f3 -actina 

exógena truncada, presentan un citoesqueleto de actina alterado y un fenotipo 

consistente con una mutante dominante negativa . Como era de esperarse las células 

Mock se comportaron igual que las células silvestres (WT) . El análisis por 

inmunotransferencia indicó que en las células Mut la f3-actina endógena disminuye sus 

niveles de expresión aparentemente como resultado de la expresión de actina exógena 

truncada. Por otro lado las células A + Y Mock mostraron los mismos niveles de fl- actina 

endógena que las células silvestres. 

Resultados preliminares de infección utilizando estadios de desarrollo de T. cruz; 
mostraron índices de infección disminuidos para epimastigotes y tripomastigotes y 

aumentado para amastigotes utilizando células Mut , sugiriendo que este proceso es 

dependiente e independiente del citoesqueleto de actina, respectivamente. 



Introducción 

Introducción 
Muchas enfermedades infecciosas son provocadas por microorganismos 

patógenos que utilizan células hospederas para poder llevar a cabo su ciclo biológico 

entre los cuales se encuentran bacterias, hongos, virus y parásitos. Por ello es 

importante el estudio de los procesos de invasión e infección de células huésped. 

Los patógenos intracelulares subvierten los procesos de la célula hospedera 

normales para crear un nicho especializado que refuerza su supervivencia. Un blanco 

de algunos patógenos es el citoesqueleto de la célula hospedera que es utili zado por 

estos patógenos para propósitos que incluyen la unión, la entrada en las células, el 

movimiento dentro y entre las células, la formación y remodelación de vacuolas, y 

anulación de fagocitosis. El conocimiento de estos procesos ha aumentado en los años 

recientes y no sólo ha contribuido a una comprensión mayor de las causas moleculares 

de enfermedades infecciosas ocasionadas por patógenos intracelulares, sino también 

ha revelado principios fundamentales de las funciones normales del citoesqueleto 

(Gruenheid y Finlay, 2003). 

Uno de estos patógenos intracelulares es el protozoario Trypanosoma cruzi el 

cual es un microorganismo eucariota unicelular flagelado y parásito de un amplio rango 

de seres vivos, desde insectos hasta mamíferos, incluidos los seres humanos. Causa la 

tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas, que afecta aproximadamente a 

20 millones de personas a nivel mundial. De acuerdo con los datos del Banco Mundial, 

en 1993 se estableció que la enfermedad de Chagas en Latinoamérica ocupa el primer 

lugar entre las enfermedades tropicales y el cuarto entre las enfermedades 

transmisibles (Morel, 1999). En MéXico se han confirmado más de 400 casos agudos 

en los 23 estados situados al sur del Trópico de Cáncer. 

Trypanosoma cruz; 

En 1909, realizando estudios sobre paludismo en Brasil, Carlos Chagas 

descubrió el Trypanosoma cruzi en el intestino de un hemíptero del género Triatoma 

(Chinche hocicona) , el Panstrongylus megistus. Posteriormente Carlos Chagas encontró 

el mismo tripanosoma en la sangre de un niño que tenia fiebre, anemia y 

linfadenopatía y demostró que este parásito era la causa de una enfermedad endémica 

en Brasil. 
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Morfología 

El Trypanosoma cruz; es un protozoario que se clasifica dentro del phylum 

Sarcomastigophora y pertenece a la clase Zoomastigophora del orden Kinetoplastlda y 

a la familla Trypanosomatldae. 

El Trypanosoma cruz; es un organismo pleomórflco que durante su ciclo de vida 

presenta distintas fases morfológicas de las cuales se han caracterizado principalmente 

tres estadios: 

1.- Amastigote: Forma Intracelular de cuerpo esférico u oval que se encuentra en 

tejidos del hospedero mamlfero. Se multiplica por fisión binaria, posee un núcleo 

grande esférico, un cinetoplasto en forma de bastón y un flagelo muy corto que a 

veces no es visible, mide de 1.5-5 14m de diámetro. El cinetoplasto se conforma por un 

pequeño blefaroplasto y un cuerpo basal oval. 

2.- Epimastigote: Se encuentra en el intestino del insecto vector, son formas 

proliferatlvas, móviles y no se les considera Infectlvas. De forma alargada y fusiforme 

mide de 20-40 14m de longitud. El clnetoplasto y el flagelo se encuentran anteriores al 

núcleo, que se encuentra en el centro del cuerpo. 

3.- Tripomastlgotes: Miden aproximadamente 25 14m de longitud y 2 14m de diámetro. 

Es alargado y fusiforme. Posee un núcleo grande cerca de la parte central y a lo largo 

de su cuerpo tiene una membrana ondulante bordeada por un flagelo, que se inicia en 

el cinetoplasto y sale por el extremo anterior, lo que le confiere gran movilidad. Los 

trlpomastigotes pueden observarse en tejidos y sangre del hospedero vertebrado, y en 

el Intestino posterior, heces y orina del Insecto. 

Amastigote Epimastigote Tripomastigote 

Figura 1. Morfología de T. cruz/o Los tres estadios de desarrollo del 
parásito se diferencian entre si por la posición del clnetoplasto y por la 
presenCia de la membrana ondulante. 

_____________________ 2 
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Ciclo Biológico 

El ciclo biológico de T. cruzi comprende dos fases, por lo que se dice que tiene 

ciclo de vida bifásico; una fase entre hospederos vertebrados o mamíferos, en los 

cuales las infecciones son establecidas, y otra fase hospederos invertebrados que 

sirven como vectores para la transmisión . 

El ciclo se inicia cuando los insectos de la familia Reduvidae como Rhodinus 

proxilus, Panstrongylus megistus y principalmente Triatoma infestans, se alimentan de 

sangre de mamíferos parasitados con las formas de tripomastigotes. En el estómago 

del insecto, los tripomastigotes se redondean formando amastigotes en la parte media 

del intestino en donde se transforman en epimastigotes que se replican repetidamente 

mediante fisión binaria y aproximadamente dos semanas después, llegan al recto, 

donde se transforman en tripomastigotes metacíclicos los cuales son expulsados 

cuando el insecto defeca mientras se esta alimentando de sangre (Zeledon, 1997; 

Kolien y Schaub, 2000; García y Azambuja, 1991). El prurito producido por la picadura 

a menudo da como resultado una infección causada por rascado o frotamiento de la 

herida en la piel o mucosas cercanas, por donde el parásito entra al organismo. En los 

mamíferos, los tripanosomas no se multiplican mientras se encuentran en el torrente 

circulatorio pero una vez que penetran en las células de los tejidos, llevan a cabo el 

proceso de invasión-infección, debido a que los estadios de T. cruzi en el vertebrado, 

son parásitos obligados intracelulares capaces de invadir y replicarse dentro de una 

amplia variedad de células fagocíticas y no fagocíticas, una propiedad que asegura que 

el ciclo de vida se complete. 

Cuando el tripomastigote metacíclico entra al hospedero vertebrado, invade a 

las células iniciando así el ciclo intracelular, el cual tarda un promedio de 4-5 días. Una 

vez dentro del citoplasma celular el parásito se diferencia a amastigote, el estadio 

intracelular replicativo. En un período de reposo de 20 horas, los amastigotes se 

dividen por fisión binaria con un tiempo de duplicación de 12 horas dando lugar hasta 

500 parásitos generados por cada uno originalmente internado. Después del período 

replicativo, los amastigotes pasan a tripomastigotes, la célula hospedera se rompe y 

los parásitos son liberados al torrente sanguíneo e invaden otras células y continúan el 

ciclo en el hospedero vertebrado o podrían ser ingeridos nuevamente por el insecto 

vector. Estas formas son por lo tanto llamadas tripomastigotes sanguíneos, en el 

sentido que ellos pueden invadir células del vertebrado y repetir el ciclo intracelular. La 

forma infectiva conocida como amastigote lleva un subciclo alternativo el cual ocurre 
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cuando en el hospedero mamífero los amastigotes originados de la lisis prematura de 

células infectadas (Hudson y cols, 1984; Umezawa y cols, 1985) o por diferenciación 

extracelular de tripomastigotes invaden fagocitos, donde pueden sobrevivir y continuar 

con el ciclo de vida del parásito (Andrews y cols, 1987; Ley y cols, 1988; Moratara, 

1991; Pan, 1978). 

Figura 2. Ciclo biológico de T. cruz;. Este ciclo tiene dos fases una en el 
hospedero mamífero que comienza; con la picadura del insecto liberando 
parásitos que infectan células fagocíticas en donde 105 tripomastigotes se 
transforman en amastigotes (a), este ultimo estadio se multiplica por fisión 
binaria dentro de la célula hospedera provocando su lisis liberando una 
gran cantidad de parásitos 105 cuales se diferencian a el estadio de 
tripomastigote (b), estos llegan a torrente sanguíneo e infectando nuevas 
células de diversos órganos (e). La otra fase del ciclo biológico se lleva a 
cabo en el insecto el cual ingiere tripomastigotes al picar al hospedero 
mamífero multiplicándose en el mesogastrio del insecto en forma de 
epimastigotes (d), posteriormente se transforman en tripomastigotes 
metacíclicos en el recto de la chinche 105 cuales son inoculados en el 
hospedero mamífero cuando la chinche defeca sobre la piel durante la 
ingestión de sangre, los parásitos son autoinoculados al frotar las heces 
contaminadas del insecto en la herida causada por la picadura en la 
conjuntiva, en las mucosas o en escoriaciones de la piel (e). 
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Mecanismo de infección 

El mecanismo molecular mediante el cual el tripomastigote es reconocido e 

internado por las células hospederas aún no se ha logrado dilucidar. Originalmente se 

asumió que era un proceso parecido al de la fagocitosis muy similar al mecanismo de 

entrada de muchas bacterias patógenas, el cual moviliza el citoesqueleto de actina de 

la célula hospedera (Gruenheid y Finlay, 2003). 

Sin embargo, existen reportes que muestran que el proceso de invasión es un 

evento complejo que parece involucrar diversas etapas, iniciando con la unión del 

parásito a la célula hospedera (Brener y cols, 1973). Se ha observado que durante la 

unión parásito-célula hospedera hay un reclutamiento de lisosomas, como un proceso 

consecuente de la interacción e invasión de la célula hospedera por T. cruzi, de esta 

forma se cree que el parásito activa algunas vías en la transducción de señales para 

inducir la movilización de lisosomas involucrándose en este proceso la participación de 

fosfolipasa C con formación de inositol trifosfato (IP3) y un incremento en la 

concentración de calcio intracelular (Rodríguez y cols, 1995; Schenckman y Mortara, 

1992; Tardieux y cols, 1994). 

Una vez llevados los lisosomas al sitio de unión del parásito, éstos se fusionan 

entre ellos y con la membrana plasmática para permitir la entrada del parásito a través 

de una vacuola que los transporta hacia la periferia nuclear de la célula. En este 

aspecto algunos estudios reportan que solo los lisosomas que se encuentran en la 

periferia del sitio de unión del parásito con la célula, son los que se reclutan para la 

internación del parásito (ROdríguez y cols, 1996; Burleigh y Andrews, 1995; Tardieux y 

cols, 1992). 

Se ha observado que las concentraciones de calcio intracelular inducen la 

exocitosis de los lisosomas, siendo modulados por niveles intracelulares de AMPc, 

indicando que el AMPc generado en la célula, es una respuesta a la interacción del 

tripomastigote con ésta y que tiene un papel en el proceso de reclutamiento y fusión 

con la membrana plasmática de los lisosomas (Rodríguez y cols, 1999) . 

Se ha observado un contacto frecuente entre los amastigotes y los microtúbulos 

en células infectadas con T. cruz; sugiriendo que el reclutamiento de los lisosomas es 

mediado por microtúbulos (Rodríguez, 1996; Carvalho y cols, 1999). 
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Figura 3. Invasión de T. cruzi. El parásito provoca un incremento en las 
concentraciones de calcio intracelular con la unión de un producto no 
identificado. Este flujo del calcio desestabiliza el citoesqueleto de actina 
cortical e induce la organización de microtúbulos para mediar la fusión de 
lisosomas a la membrana plasmática. El T. cruz; usa esta membrana para 

Participación del citoesqueleto de actina en el proceso de infección de 
T. cruz; 

Poco se sabe de la participación del citoesqueleto de actina durante el proceso 

de infección de T. cruzi. Existen reportes que sugieren que dicho proceso es 

dependiente de actina mientras que otros reportan una insensibilidad del proceso en 

presencia de drogas que desorganizan actina sugiriendo que es un proceso 

independiente de microfilamentos. En 1991 Schenckman y colaboradores, realizaron 

ensayos de invasión con tripomastigotes en presencia de citocalacina D (droga que 

induce la despolimerización del citoesqueleto de actina), mostrando que no hubo una 

inhibición en la entrada del parásito en células HeLa y MDCK, mientras que la entrada 

de la bacteria intracelular Salmonella fue efectivamente inhibida. Un año después, 

muestran reportes en donde indican que a pesar de la presencia de citocalacina D (CD) 

se observa una tinción especifica de F-actina con faloidina (que estabiliza los 

microfilamentos de actina) en los sitios de invasión del tripomastigote en células HeLa. 

Este fenómeno mostró estar acompañado por la extensión de pseudópodos alrededor 

de los parásitos, un proceso que ha sido denominado como self zippering, donde la 

mayor parte de la energía proviene del parásito. Los mismos autores no obtuvieron los 
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mismos resultados en fibroblastos 3T3 o células epiteliales MDCK sugiriendo que esto 

pudiera estar restringido a células HeLa (Schenkman y Mortara, 1992). 

En 1992 Tardieux y colaboradores, al realizar infecciones en células MDCK 

polarizadas y tratarlas con CD mostró un aumento en la invasión sobre el dominio 

apical. Gottlieb y colaboradores, en 1993 demuestran que el tratamiento de células 

MDCK con CD, inhibe selectivamente la capacidad de las células para llevar a cabo 

endocitosis de marcadores en la superficie apical, sin afectar la endocitosis en el 

dominio basolateral, lo cual concuerda con los resultados de Schenkman y 

colaboradores, en 1988 en donde se presentan imágenes de microscopía electrónica de 

barrido en donde se aprecian tripomastigotes entrando a células epiteliales MDCK sin 

la formación de un pseudópodo o cualquier otra alteración de la membrana plasmática 

en la célula huésped, observando que son altamente resistentes a la infección apical 

cuando están polarizadas o confluentes, por lo que los tripomastigotes entran 

preferentemente a través de la superficie basolateral de la célula, sugiriendo que la 

entrada del parásito puede ser influenciada por la polaridad celular. 

Barbosa y Mirelles en 1995, realizaron estudios ultraestructurales en 

macrófagos peritoneales de ratón y mostraron la movilización de componentes del 

citoesqueleto a la región de internación del parásito, la formación de la membrana 

"tipo mango" alrededor de los tripomastigotes la cual pudo ser resultado de rearreglos 

focales de filamentos de actina en el sitio de entrada del parásito. Además, estos 

estudios también mostraron que los parásitos fueron incapaces de invadir células 

fijadas. Posteriormente, en 1999 Carvalho y colaboradores, hicieron observaciones 

usando FITC-faloidina en células Ve ro, mostrando que en las células analizadas, la 

polimerización de actina tomó lugar en los sitios de internación del parásito. También, 

en el 2002 Rosestolato y colaboradores, observaron que la incubación de células Vero, 

LLCMK 2, macrófagos y HFSF en presencia de CD presentan una marcada inhibición en 

la internación de tripomastigotes, a pesar de que se observó un marcado incremento 

en el número de paráSitos unidos a la superficie celular, las imágenes obtenidas no 

indicaron que se llevara a cabo un proceso fagocítico típico en el sitio donde se 

encontraba el parásito, por lo que se sugiere que los paráSitos también pudieran 

penetrar por otro proceso el cual no requiere concentración de filamentos de actina 

alrededor del parásito, mismas observaciones que fueron hechas por Carvalho y 

colaboradores, en 1999. 
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Recientemente en el 2004 Woolsey y Burleigh, reportaron que la invasión de 

Trypanosoma cruz; de fagocitos no-profesionales se facilita por el proceso de 

despolimerizacion del citoesqueleto de actina de la célula huésped y que la entrada 

invasiva de tripomastigotes a la célula huésped es debido a que el parásito se 

aprovecha de un proceso de reparación del daño celular que involucra Ca2
+ regulando 

la exocitosis de lisosomas (Iisosoma-dependiente) o comprometiendo una vía 

lisosoma-independiente recientemente reconocida. Originalmente se había postulado 

que los microfilamentos de actina cortical presentan una barrera para la fusión de 

lisosomas a la membrana plasmática y la transiente despolimerización de actina 

permite el acceso a la membrana plasmática para la fusión de los lisosomas 

aumentando la entrada de T. cruz;. Al tratar células con citocalacina D se inhibe la 

asociación temprana de lisosomas con tripomastigotes de T. cruz; que al paso de la 

penetración celular desacoplan el empleo y/o fusión de lisosomas. Estos resultados 

muestran que la entrada de T. cruz; dependiente de lisosomas comienza por la 

invaginación de la membrana plasmática, algo similar se observó en la entrada 

independiente de lisosomas. Además, la ruptura prolongada de microfilamentos de la 

célula hospedera da como resultado la pérdida significativa de parásitos internalizados 

a las células hospederas infectadas. Así, la habilidad de tripomastigotes internalizados 

de permanecer asociado a la célula y fundir lisosomas de la célula hospedera es 

extremadamente dependiente del reensamble de los microfilamentos de actina, 

revelando un papel no previsto para la reconstrucción del citoesqueleto de actina en el 

proceso de invasión de T. cruz;. 

Así, se han sugerido tres posibles mecanismos por el cual el T. cruz; infecta a la 

célula hospedera; 

1) Un proceso fagocítico que involucra la formación de proyecciones tipo 

filopodios que dependen de la acumulación de filamentos de actina . 

2) Un proceso endocítico que no depende de la formación de proyecciones tipo 

filopodios, pero que depende de la acumulación de filamentos de actina para 

internalizar al parásito . 

3) Un proceso endocítico que no depende de los filamentos de actina (Fonseca, 

2002) . Si no, de la formación de una vacuola parasitófora, en donde ésta es 

lisada por enzimas posiblemente liberadas por el parásito (Carvalho y cols, 

1989; Ley y cols, 1990) . 



Introducción 

2 

3 

Figura 4. Mecanismos sugeridos para la entrada del Trypanosoma 
cruz; a la célula hospedera. Se sugieren tres mecanismos en uno se 
involucra la participación de actina en la formación de estructuras tipo 
filopodios (1), también se sugiere que actina participa sin la formación de 
filopodios en un proceso endocítico (2) y el otro mecanismo sugiere un 
proceso independiente de actina con la formación de una vacuola 
parasitófora formada por la unión de lisosomas al sitio de entrada del 
parásito (3) . 

Es necesario realizar futuros estudios para dilucidar él o los mecanismos y 

determinar si más de uno de ellos se lleva a cabo de manera simultánea y si son 

usados de manera diferencial por los distintos estadios de desarrollo del parásito, etc. 

Citoesqueleto 

El citoesqueleto es una estructura supra molecular o red tridimensional de 

filamentos que contribuye la integridad de la célula (Alberts y cols, 1993). Define la 

forma y arquitectura celular, permite el movimiento y transporte intracelular por medio 
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de proteínas motoras, media procesos de endocitosis y exocitosis, participa 

activamente en la mitosis y en los procesos de modulación de receptores de superficie 

(define la conformación y función de los receptores), crea compartimientos (favorece 

la organización funcional) y participa en los procesos de interacciones intercelulares. 

El citoesqueleto está formado por tres tipos de estructuras bien definidas : los 

microtúbulos, los microfilamentos y los filamentos intermedios, cada una de estas 

estructuras posee proteínas características asociadas. 

Cada estructura del citoesqueleto está formada por diferentes subunidades 

proteicas: la actina forma los filamentos de actina, varios tipos de miosina forman los 

filamentos de miosina, la tubulina forma los microtúbulos y una familia de proteínas 

fibrosas como la vimentina, la queratina así como la lámina nuclear forman los 

filamentos intermedios. La actina y la tubulina son altamente conservadas durante el 

curso de la evolución, por tanto se consideran como fundamentales en la 

estructuración del citoesqueleto. Estas proteínas filamentosas se unen a una gran 

variedad de proteínas accesorias y en conjunto, tienen participación en las distintas 

funciones que realiza la célula. 

De los tres tipos de proteínas filamentosas que componen el citoesqueleto, solo 

la actina y los filamentos intermedios están asociados con las uniones célula-célula y 

con la matriz extracelular (Small y cols, 1999). Esta adhesión célula-célula es 

requerida para la morfogénesis de los tejidos y para mantener la homeostasis 

(Vasioukhin y Fuchs, 2001). 

Citoesqueleto de Actina 

El citoesqueleto de actina es una red dinámica de polímeros de actina y gran 

variedad de proteínas asociadas. Sus principales funciones fisiológicas están 

relacionadas con la motilidad celular y los cambios de forma de la célula durante el 

ciclo celular. También, participa en la organización del citoplasma para generar fuerzas 

mecánicas dentro de la célula en respuesta a diversas señales extracelulares, es 

esencial para algunas actividades contráctiles y controla las interacciones celulares, la 

adhesión molecular y el transporte intracelular (Schmit y Hall, 1998). 

La actina es una de las proteínas más abundantes en las células eucariotas, a 

menudo constituye del 5% al 10% de la proteína celular total, hasta el 20% en el 

músculo esquelético. La molécula de actina tiene un peso molecular de 41,736 kD Y 
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cada molécula es un único polipéptido de 375 aminoácidos y esta asociada 

íntimamente con la molécula de ATP (Alexander y cols, 1992). 

La actina existe como monómero globular, denominado G-actina y como 

polímero filamentoso, la F-actina, que es una cadena lineal de subunidades de actina 

G, que se observan como hebras de 6-8 nm de diámetro generado por hebras de 

proteínas globulares de 4 nm de diámetro, enrolladas en doble hélice dextrógira (13.5 

moléculas de actina por vuelta); también se le denomina actina polimerizada . La 

disgregación de F-actina mediante soluciones salinas muy diluidas da lugar a las 

subunidades globulares o G-actina. Su estructura tridimensional se conoció mediante 

la cristalografía de rayos X; destaca la existencia de dos dominios plegados y 

separados por un profundo surco, cada dominio tiene dos subdominios. El surco es el 

lugar en donde se une el ATP. Aproximadamente el 50% de la actina existente en una 

célula se encuentra bajo la forma G. La G-actina va siempre asociada a diferentes 

proteínas que impiden su polimerización. 

Cada molécula de actina contiene Mg 2+, que forma un complejo con ATP o ADP. 

En consecuencia, hay cuatro estados de actina: ATP-actina G, ADP-actina G, ATP

actina F y ADP-actina F, de las cuales dos predominan en la célula, ATP-actina G y 

ADP-actina F. 

Al igual que los microtúbulos, un filamento de actina es una estructura polar, 

con dos extremos estructuralmente distintos, un extremo menos (-) estructuralmente 

inerte y de crecimiento lento y un extremo más (+) de crecimiento rápido, la actina en 

este extremo polimeriza unas 10 veces más rápidamente que el extremo (-). La 

incorporación de G-actina o actina globular se lleva a acabo en los dos extremos del 

filamento, la parte (-) y la parte (+), para darle forma de hélice a los filamentos de 

actina o F-actina. Rápidamente después de la polimerización, el fosfato terminal del 

ATP unido a la molécula de actina se hidroliza, quedando un ADP atrapado entre los 

dos monómeros, formando así el polímero en forma de hélice (Alberts y cols, 1993). 

La actina al participar en varios procesos celulares, requiere de un 

comportamiento dinámico, el cual involucra la polimerización y despolimerización de 

los filamentos, este proceso requiere de la participación de la forma soluble o globular 

para formar los filamentos y viceversa (Ballestrem y cols, 1998). La presencia de iones 

Mg2 +, K+ o Na+, inducen la polimerización de G-actina y el proceso es reversible si 

disminuye la fuerza iónica. 
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En las células, los filamentos de actina pueden formar estructuras estables y 

estructuras lábiles. Los microfilamentos estables forman el eje de las microvellosidades 

orientados verticalmente en la parte apical de los epitelios, unidos entre sí por 

proteínas como la fimbrina y la vellosina. Son un componente esencial en el aparato 

contráctil de las células musculares en donde forman el sarcómero que está altamente 

organizado y es muy estable. En células no musculares los filamentos de actina se 

encuentran a lo largo de la membrana basolateral formando parte de lo que se conoce 

como la red cortical que forma parte fundamental en la adhesión célula-célula y a 

diferentes sustratos en el caso de cultivos celulares. Muchos de los movimientos 

celulares dependen de estructuras lábiles formadas por microfilamentos de actina. 

Isoformas de Actina 

En los mamíferos existen 6 isoformas de actina o isoactinas estructuralmente 

relacionadas, clasificadas según su patrón de expresión en 4 actinas musculares (a

esquelética, a-cardiaca, a-vascular y y-entérica) y 2 actinas no musculares o actinas 

citoplasmáticas (p-actina y y-actina) (Dodemont, 1982). Sin embargo, todas las células 

de organismos superiores tienen isoformas codificadas por una familia de genes de 

actina, se agrupan en tres clases, dependiendo de su punto isoeléctrico (a-actina, p

actina y y-actina) . Aunque las distintas formas de actina presentan diferencias sutiles 

en sus propiedades, las secuencias de aminoácidos han sido altamente conservadas a 

lo largo de la evolución. Las isoformas de actina difieren unas de otras por unos 

cuantos aminoácidos, donde la heterogeneidad en la secuencia codificante varía 

predominantemente en el extremo amino de las isoactinas, así por ejemplo, el extremo 

amino terminal de a-actina del músculo esquelético contiene la secuencia Asp-Glu-Asp

Glu, mientras que los segmentos correspondientes para p y y actina son Asp-Asp-Asp y 

Glu-Glu-Glu respectivamente (Vandekerckhove y Weber, 1978). 

La p actina es la principal isoforma de las actinas citoplasmáticas y está 

expresada en la mayoría de las células eucarióticas no musculares, así como en 

mioblastos indiferenciados (Nudel, 1983). Las actinas musculares son tejido específicas 

y están funcionalmente involucradas en la contracción muscular. En cambio, las actinas 

citoplasmáticas están expresadas en todos los tipos celulares y participan en una gran 

variedad de funciones (Small, 1998) . La distinción entre actinas musculares y no 

musculares aparece en animales superiores, aunque es observada en vertebrados e 

insectos. En los vertebrados de sangre caliente la isoforma p es regulada 

negativamente y sustituida por las isoformas musculares específicas durante el proceso 
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de biogénesis (Hayward, 1986). Las isoformas de actina no solo se expresan 

diferencialmente en los distintos tipos celulares, también pueden coexistir dentro de la 

misma célula y segregarse a diferentes regiones (Mounier, 1997). 

El gen funcional humano de la l3-actina (ACTB) ha sido mapeado en el 

cromosoma 7p22 (Nayama, 1996). Está formado por 5 intrones y 6 exones, 4 de los 

intrones se hallan interrumpiendo la región codificante entre los codones: 41/42, 

121/122, 267 Y 327/328. En la región no transcrita 3' no aparecen intrones en 

humano; sin embargo, la región no transcrita S' presenta un largo intrón (intrón 1), 6 

nucleótidos arriba del codón de iniciación. Las posiciones relativas de las secuencias 

correspondientes a las cajas TATA y CCAAT corresponden con secuencias similares de 

otros genes (Quitschke, 1998). 

En estudios de la expresión de los genes de y y j3-actina realizados en diferentes 

especies de mamíferos, se ha encontrado que ambos mensajeros poseen una longitud 

de 2,100 pb, correspondiendo 1,100 a las regiones codificantes. Asimismo, existe una 

elevada conservación interespecie de la longitud de las regiones no codificantes, que 

no excluye la posibilidad de secuencias divergentes (Harris, 1992). En el humano, el 

ARNm de la l3-actina tiene una longitud en la región codificante de 1,761 pb, 41 pb en , 

la región S' UTR y 595 pb en la región 3' UTR. Esta última está flanqueada por una cola 

de poli A de 50 pb aproximadamente (Ponte, 1984). Los ARNm de ambas actinas 

citoplasmáticas se hallan segregados dentro de la misma célula y, aunque existe 

coexpresión, está sujeta a regulación diferencial e independiente para cada isoforma 

en los diferentes tipos celulares (Hill y Gunning, 1993). 

Se ha demostrado que el ARNm de la l3-actina se localiza en las regiones 

periféricas móviles y la región perinuclear, mientras que el ARNm de la y-actina solo se 

asocia con la región perinuclear, lo que implicaría una señal de localización que es 

única para la isoforma 13 y podría reflejar procesos relacionados con la motilidad celular 

(Hoock y cols, 1991). 

En muchas células, a pesar de sus diferentes orígenes y diferencias 

morfológicas, 13 y y-actina coexisten en una proporción constante de aproximadamente 

2: 1 y al parecer, las células mantienen esta proporción de las dos isoformas, incluso si 

la síntesis de una de ellas es reducida debido a la expresión de un gen de Il-actina 

mutante exógena (Leavitt y cols, 1987). 
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Por otro lado, se sugiere que existen pozas de filamentos conteniendo 

diferentes isoformas de actina separados en compartimentos dentro de la misma 

célula, (Yao y cols, 1995), se ha demostrado que la membrana canalicular apical en 

células parietales está asociada con filamentos de actina que contienen ~-actina, 

mientras que las membranas basolaterales contienen y-actina. Además, en otros 

estudios realizados con células del músculo liso vascular y pericitos (parecidos a 

miocitos cardiacos y esqueléticos) tratados con anticuerpos específicos contra cada una 

de las isoformas de actina, se observó que las proyecciones móviles se forman 

principalmente de a-actina vascular, mientras que y-actina no muscular se localiza en 

el córtex celular y ~-actina está distribuida preferencialmente en las estructuras 

lamelares, donde se produce el plegamiento de las membranas (ruffling) y en los 

pseudópodos de avance. La separación de estas pozas de filamentos en la célula, 

podría sugerir la existencia de una distribución polarizada de las proteínas de unión y 

su interacción con isoformas de actina específicas (Yao y cols, 1995). 

Muy poco se conoce acerca de las diferencias funcionales entre las isoformas de 

actina, incluso, se desconoce casi por completo si las diferencias en la estructura de las 

isoformas de actina determinan qué proteínas se unen a ellas. Sin embargo, se cree 

que el hecho de que existan distíntas isoformas que se encuentran en compartimentos 

distintos, que son altamente conservadas y presenten una expresión diferencial en una 

misma célula, es debido a que cada una de las isoactinas son funcionalmente 

especializadas para los tejidos en los cuales predominan (Rubestein y Spudich, 1977). 

Proteínas asociadas a actina 

Reciben el nombre genérico de proteínas de unión a actina o ABPs (Actin 

Binding Proteins), son bastante numerosas y llevan a cabo funciones muy diversas. La 

actina liga colectivamente un gran número de estas proteínas ABPs. Pollard y Cooper 

en 1976, identificaron un número grande de ABPs y recientemente se contaban 162 

proteínas distintas y separadas sin incluir sus tantos sinónimos o isoformas, por lo que 

no hay duda de que se identificarán más. Muchas de las uniones de ABPs se llevan a 

cabo en la misma superficie de la actina, por lo que puede esperarse que compitan 

entre ellas. Algunas unen con la polaridad positiva y tienden a forman los complejos 

ternarios pero unen más con la polaridad negativa. Por lo menos en miofibrillas ocho 

proteínas del sarcómero ligan a los filamentos delgados. Al menos 12 ABPs son 

proteínas asociadas a membrana, y otras nueve son receptores de membrana o 

transportadores de iones. Trece ABPs cruzan los filamentos de actina, considerando 
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que otras permiten a los filamentos actuar recíprocamente con otros elementos del 

citoesqueleto. Los microfilamentos probablemente no interactúan directamente con los 

microtúbulos y/o filamentos intermedios, pero lo hacen por medio de las proteínas. 

Actina también une otros 30 ligandos, incluso drogas y toxinas. Así el puro número de 

ligandos que tiene una afinidad significante por actina sugiere que probablemente hay 

un gran número de sitios a ligar que cubren mucha de la superficie expuesta de la 

molécula (Dos Remedios y cols, 2003). 

Intentar clasificar estos ABPs deja muchas proteínas "huérfanas" que no 

encajan en las familias, y cualquier esfuerzo por agruparlas podría ser algo arbitrario. 

Las clasificaciones según la función de las ABPs o su secuencia general también pueden 

ser problemáticas. Varios tipos de ABPs facilitan la polimerización y la 

despolimerización de actina. La clasificación de estos ABPs puede reducirse a siete 

grupos (Dos Remedios y cols, 2003): 

1) Las proteínas de unión que secuestran monómeros de G-actina y previenen 

su polimerización por ejemplo, Timosina 134, DNAsa I. 

2) Las proteínas que despolimerizan filamentos e inducen la conversión de F- a 

G-actina, ejemplo CapZ y cofilina. 

3) Las proteínas que cubren los extremos de los filamentos de actina con el fin 

de prevenir el intercambio de monómeros en el extremo (-) o puntiagudo, por 

ejemplo, tropomodulina o en el extremo ( +) o barbado, por ejemplo, CapZ. 

4) Las proteínas que desunen al filamento y acortan la longitud media de los 

filamentos al ligarse a un lado de la F-actina y lo cortan en dos pedazos, por ejemplo, 

gelsolina. 

5) Las proteínas que contienen por lo menos dos sitios de unión para F-actina, 

facilitando así, la formación de haces de filamentos, ramificaciones y redes 

tridimensionales, por ejemplo, Arp2/3. 

6) Las proteínas estabilizadoras unidas a los lados de los filamentos de actina y 

previenen la despolimerización, por ejemplo, tropomiosina. 

7) Proteínas motoras que usan F-actina como una pista en la cual se mueven, 

por ejemplo, la familia del motor de miosina. 
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Las proteínas que a continuación se describen brevemente se eligieron porque 

1) representan a una familia de proteínas relacionadas, 2) son extensamente 

distribuidas en la naturaleza, 3) hay una estructura atómica disponible para cada una 

de ellas (o por lo menos un modelo creíble) y 4) cada una se expresa en cantidades 

significativas en las células. 

Timosina f}4 

Las timosinas son una familia de proteínas no motoras de bajo peso molecular, 

alrededor de SkD, son una familia de proteínas altamente conservadas, aisladas de la 

glándula del timo, son abundantes en el tejido neural así como en células circulantes 

tales como plaquetas, leucocitos y macrófagos, sin embargo, sus niveles 

traduccionales varían de tejido a tejido; están constituidas por 43 residuos de 

aminoácidos, de los cuales, solo un pequeño grupo de ellos, se unen a la región amino 

terminal de actina, compitiendo con DNAsa 1 por este sitio, un miembro de esta familia 

es la timosina p4 (tP4). El extremo carboxilo de tp4 hace contacto con actina en la His-

40 cerca de la hendidura de unión a ATP generando cambios conformacionales en esa 

región de los monómeros de actina evitando la unión de ATP, de esta manera, tp4 

refleja su habilidad para secuestrar a los monómeros de act;na e inhibir la 

polimerización (De la Cruz y cols, 2000). 

DNAsa 1 

La desoxirribonucleasa 1 es una glicoproteína con una actividad de 

endonucleasa que rompe al ADN de doble cadena para producir polinucleótidos 

fosforilados en el extremo 5'. No es una enzima específica pues no reconoce ni bases 

especificas ni secuencias específicas de ADN. DNAsa 1 forma un complejo 1: 1 con la G

actina previniendo la formación de filamentos de actina, por otra parte, la actina 

determina la inhibición de la DNAsa. También puede unirse a F-actina donde actúa 

como una proteína encapuchadora que aumenta la velocidad de disociación de los 

monómeros de los extremos (-) de los filamentos. La importancia biológica de esta 

unión aún es desconocida pero se ha aprovechado para purificar actina y estudiar la 

polimerización del filamento. (Dos Remedios y cols, 2003). 

Profilina 

La profilina es la proteína de unión a actina más pequeña que se ha identificado 

en todas las células eucariotas investigadas hasta ahora. Varios organismos, expresan 
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más de un isoforma de profilina. Se ha demostrado la importancia de profilina para la 

proliferación celular en los estudios genéticos: la deleción del gen de profilina es letal o 

modificando el crecimiento y motilidad de los organismos (Schluter y cols, 1997). 

Profilina actúa directamente sobre actina, fosfolípidos ácidos y varias proteínas que 

contienen poliprolina. Se une a los monómeros de actina con una estequiometría 

compleja de 1: 1 con una afinidad micromolar, prefiriendo la unión actina-ATP a la de 

actina-ADP. Profilina puede afectar la dinámica de actina de varias maneras. En la 

ausencia de un filamento libre en el extremo (+), la profilina funciona como una 

proteína que secuestra al monómero de actina, porque el complejo profilina-G-actina 

no participa en la polimerización del extremo (-) (Dos Remedios y cols, 2003). 

Cofilina 

La familia de ADF/Cofilina tiene proteínas relativamente pequeñas (lS-19kD) de 

múltiples isoformas (Lappalainen y cols, 1998). Esta familia tiene altos niveles de 

expresión en tejidos hematopoyéticos, osteoclastos y fibroblastos. En células 

quiascentes, se encuentra distribuida en el citoplasma, mientras que en células activas 

se trasloca a las regiones corticales donde el citoesqueleto de actina es altamente 

dinámico y dirige el plegamiento de las membranas. Sus principales funciones incluyen 

el rápido reciclamiento de los monómeros de actina asociado con el plegamiento de la 

membrana (ruffling) y con la citocinesis (Hawkins y cols, 1993). Debido a que presenta 

una mayor afinidad por los complejos actina-ADP que por actina-ATP, no solamente 

promueve el desensamblaje de los monómeros de actina-ADP de los filamentos, sino 

que también puede unirse a los monómeros de actina-ADP liberados e inhibir el 

intercambio de ADP por ATP (Maciver y Weeds, 1994; Carlier y Pantaloni, 1997; 

Blanchoin y Pollard, 1998; Blanchoin y Pollard, 1999). 

CapZ 

CapZ es una proteína de encapuchamiento que está presente en todas las 

células eucariotas. Es un heterodímero que comprende una subunidad a y una 

subunidad 13, requeridas para cubrir efectivamente los extremos (+) de los filamentos . 

Los papeles biológicos reportados para esta proteína incluyen su participación en la 

nucleación del ensamble de actina, captura de los filamentos prexistentes, regulación 

del ensamble de actina en el extremo (+) de los filamentos, modula la polimerización

despolimerización del filamento e incluso promueve la formación de nuevos filamentos, 
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la eliminación del alineamiento en el extremo (+) y el correcto ensamble de los 

filamentos en el disco Z del músculo esquelético (Dos Remedios y cols, 2003). 

Tropomodulina 

La tropomodulina es una de las pocas proteínas que se unen al extremo (-) de 

los filamentos de actina, inhibiendo su elongación. A pesar de que tropomodulina se 

une a los filamentos de actina, su afinidad es débil comparada con su afinidad por los 

filamentos de actina decorados con tropomiosina. Existen modelos propuestos para la 

estructura de tropomodulina, en los que se sugiere que la mitad del extremo amino 

terminal de tropomodulina se une al extremo amino de tropomiosina, produciendo un 

cambio conformacional que resalta el extremo carboxi terminal de algún monómero de 

actina localizado en el extremo (-) de un filamento y que accede a que la 

tropomodulina sufra un ligero doblamiento hacia la subunidad de actina que permite 

cubrir el extremo (-) del filamento, evitando así la asociación de otros monómeros de 

actina y aumentar el tamaño del filamento (Dos Remedios y cols, 2003) . 

Gelsolina 

Gelsolina pertenece a una superfamilia de proteínas de unión a actina 

expresadas en todas las células eucariotas. Gelsolina es una proteína de 

fragmentación, por tanto reduce el tamaño del filamento y afecta considerablemente a 

la viscosidad del citoplasma ya que corta y encapucha filamentos de actina. Esta 

proteína consiste de dos mitades homólogas en tándem cada una conteniendo tres 

pliegues repetidos. Su extremo amino terminal puede unirse a dos monómeros de 

actina y puede romper los filamentos, un evento que es dependiente de Ca+2
• Mediante 

datos cristalográficos, Robinson y colaboradores, en el 2004 concluyeron que el Ca+2 

unido a gelsolina induce un rearreglo conformacional que le permite interactuar con el 

sitio de unión a actina, habilitándolo para cubrir y separar a los filamentos. La 

separación de los filamentos de actina ocurre solamente cuando se han disociado 

suficientes uniones actina-actina a lo largo del filamento (Dos Remedios y cols, 2003). 

Arp2/3 

Las proteínas Arp2 y Arp3 son estructuralmente similares al monómero de 

actina y para llevar a cabo su actividad se requiere que se ensamblen entre ellas para 

formar un complejo conocido como Arp2/3 . Este complejo se encuentra asociado con 

regiones corticales dinámicas de células de animales que son ricas en actina . Se 
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localiza específicamente en los puntos de ramificación de la red de filamentos 

corticales, de aquí que la principal función del complejo Arp2/3 sea la de crear puntos 

de ramificación mediante el ensamblaje de filamentos de actina cerca de los pliegues 

de las membranas. El proceso se inicia cuando el complejo Arp2/3 sufre un cambio 

conformacional que le permite llevar a cabo la nucleación de los filamentos de actina y 

ensamblar un filamento "hija" en un ángulo de aproximadamente 70° a través de su 

extremo (-) a un filamento "madre", dejando libre el extremo (+) para la elongación 

del filamento y generando redes de filamentos de actina (Dos Remedios y cols, 2003). 

a-actinina 

Proteína estructural formadora de haces que interviene en la unión de los 

filamentos de actina en haces en lo que los filamentos quedan paralelos entre sí. Sus 

uniones con la actina dejan espacios que permiten la unión con la miosina. Este tipo de 

relación esta presente en las fibras de estrés. En su función de anclaje entre filamentos 

de actina actúa como un dímero. (Fernández y cols, 2000) 

Fimbrina 

Es otra proteína e,structuri:il que interviene en la formación de haces, uniendo 

los filamentos paralelos entre sí de manera tal que no permitan la unión con otras 

moléculas, el empaquetamiento es mucho más estrecho que en el caso de la anterior 

proteína. Se ha descrito su presencia en los filopodios, microvellosidades y 

microespinas. Su función de anclaje de los filamentos la realiza como monómero. 

Miosina 

La miosina es una proteína motora, es una molécula alargada de un peso 

molecular aproximado de 450 kD que permite el deslizamiento de los microfilamentos 

de actina unos sobre otros. Se encuentra en casi todos los tipos celulares de los 

vertebrados, especialmente en tejidos musculares donde cada molécula de miosina 

consta de seis cadenas polipeptídicas: dos cadenas pesadas idénticas (compuestas por 

una cabeza globular unida a una cola fibrosa) y dos pares de cadenas ligeras. El resto 

de la cadena pesada es una a-hélice que se enrolla helicoidalmente con la otra cadena 

pesada. La cabeza globular de la miosina se une a los filamentos de aclina para 

convertir la energía de la hidrólisis de ATP en fuerza mecánica y movimiento (Dos 

Remedios y cols, 2003). La digestión proteolitica de la molécula de miosina genera la 

meromiosina ligera (MML) y la meromiosina pesada (MMP) . Los lugares susceptibles de 
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corte por proteasa funcionan como auténticas bisagras implicadas en las funciones 

motoras de la miosina, este tipo de miosina fue la primera conocida y se llamó miosina 

II . En 1973 se describió la miosina I, solo tiene una cabeza, su dominio de cola es más 

corto y muy variable y puede llevar asociadas una o más cadenas ligeras. En general, 

la cola es responsable de la unión espontánea de moléculas de miosina en filamentos 

más gruesos y las cabezas son responsables del desplazamiento de moléculas a lo 

largo de los filamentos adyacentes de actina . La miosina II está implicada en 

fenómenos de contracción muscular y en el proceso de citocinesis. La miosina I lo está 

en fenómenos de locomoción celular, fagocitosis y movimiento de organelos. 

Tropomiosina 

La tropomiosina es una proteína accesoria asociada a actina en forma de varilla, 

de 41 nm de longitud, compuesta por un homodímero de cadenas a-helicoidales que se 

enrollan una sobre la otra. La tropomiosina se une al filamento de actina 

endureciéndolo y estabilizándolo, asociándose a siete monómeros debido a que 

contiene siete regiones de secuencias homólogas, espaciadas regularmente y cada una 

de estas secuencias se une a un monómero de actina. Junto con la troponina media el 

control que el Ca2+ ejerce sobre la contracción muscular. La unión del Ca2
+ a la 

troponina modifica la posición de la tropomiosina en el filamento de actina permitiendo 

la unión actina-miosina. La tropomiosina se localizada principalmente en lo profundo 

del cortex del sitio de ensamblaje activo de actina y su presencia posiblemente inhibe 

la unión de cofilina (Dos Remedios y cols, 2003). 

Línea Celular MDCK 

Las células MDCK, pertenecen a una línea celular derivada de la porción 

ascendente gruesa del asa de Henle y de los tú bulos distal y colector cortical del riñón 

de una perra cocker. Esta línea fue obtenida en 1953 por Madin y Darby. l.a 

característica principal de esta línea celular es que puede formar in vitro monocapas 

celulares que funcionan como epitelio de transporte . 

En estado adulto este tipo de epitelio se encuentra recubriendo cavidades y se 

encuentra involucrado en el movimiento vectoria l de iones, agua y macromoléculas, 

dicho movimiento incluye procesos como la absorción, secreción e intercambio de 

iones y diversos tipos de moléculas. Para llevar a cabo dichos procesos, primero se 

requiere de la organización del citoesqueleto para mantener la adhesión célula-célula y 
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la adhesión de la célula al sustrato que en los tejidos esta representado por la matriz 

extracelular; segundo, la diferenciación de la membrana celular en dos dominios 

estructural y funcionalmente diferentes denominados apical y basolateral. Cada 

dominio esta compuesto por diferentes grupos de proteínas, las cuales regulan el 

transporte de iones y solutos a través del epitelio (Yeman y cols, 1999). 

En estas monocapas se forman complejos proteicos para integrar uniones 

intercelulares, como el de las uniones estrechas (UE), responsables del mantenimiento 

de la permeabilidad paracelular al paso de iones, a pequeñas moléculas y responsable 

del mantenimiento de la función de barrera epitelial que impide el paso de 

macromoléculas y microorganismos patógenos por la ruta paracelular. 

Las células MDCK in vitro, forman un epitelio de transporte tanto transcelular 

como paracelular. El transporte transcelular consiste en el movimiento de iones yagua 

a través de la membrana del dominio apical y basolateral y es dependiente de ATP. El 

transporte paracelular es pasivo y se lleva a cabo entre las uniones de las células, por 

lo que dichas uniones forman una barrera. Las uniones herméticas, son las que 

determinan y regulan la permeabilidad del transporte paracelular. La permeabilidad es 

comúnmente evaluada por medio de la resistencia eléctrica transepitelial (TER) 

(Ledezma, 2001). 

En las células MDCK el citoesqueleto está organizado de forma semejante al 

citoesqueleto de los epitelios presentes en otros organismos. Está constituido por 

microtúbulos, filamentos intermedios y microfilamentos de actina, los cuales participan 

en el establecimiento y mantenimiento de la polaridad, las interacciones célula-célula a 

través de los complejos de unión intercelulares, en las interacciones célula-substrato, 

en la forma celular y en la función del transporte epitelial. 

En las células MDCK, la organización de los microtúbulos es diferente en las 

células no polarizadas respecto a las de las células polarizadas. En las primeras los 

microtúbulos emergen con sus extremos negativos desde la región perinuclear y se 

extienden de forma uniforme en el citoplasma de la célula con sus extremos positivos 

hacia la periferia celular. Después del establecimiento de los contactos célula-célula y 

célula-substrato, la red de microtúbulos se reorganizan formando un conjunto de 

microtúbulos cortos que se encuentran densamente distribuidos en el citoplasma de la 

región subapical y a lo largo de la membrana basal. También hay haces de 

microtúbulos largos distribuidos paralelamente a la membrana lateral y con sus 
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extremos negativos orientados hacia la región apical (Bacallao y cols, 1989). Esta 

organización de los microtúbulos se requiere para mantener a los organelos tales como 

el aparato de Golgi y el trans-Golgi y en la formación de vesículas que son 

fundamentales en la distribución de proteínas hacia los diferentes dominios de la 

membrana en las células (Yeman y cols, 1999). El tráfico de vesículas y organelos a 

través de los microtúbulos se lleva a cabo por proteínas motoras (específicas de 

microtúbulos) como la cinesina y dineina, que se mueven en el microtúbulo hacia el 

extremo positivo y negativo respectivamente (Bloom y col s, 1998) 

En las células MDCK los filamentos intermedios se han observado alrededor del 

núcleo extendiéndose en el citoplasma hacia la periferia y conectándose a los 

desmosomas y hemidesmosomas (Leiser y cols, 1993). Se ha determinado que los 

filamentos intermedios participan en el mantenimiento de la morfología celular y que 

su grado de fosforilación varía durante la biogénesis de la monocapa (Benítez-King y 

cols, 1989). 

Los microfilamentos de actina se encuentran formando parte de diferentes 

estructuras en las células MDCK. El citoesqueleto submembranal compuesto por los 

microfit3mentos de actina y sus proteínas asociadas, que forman las fibras de tensión y 

que intervienen en la interacción célula-substrato, los que están presentes en el anillo 

circunferencial al nivel de la zona adherente (zonula adherens) por debajo de las UE y 

los de la unión estrecha que regulan la permeabilidad paracelular. Además, la actina se 

encuentra formando parte de las pequeñas microvellosidades apicales presentes en 

estas células, donde los haces están distribuidos verticalmente y unidos por miosina 1, 

tropomiosina, fimbrina, villina y vellosina . La interacción que se establece entre la 

actina y sus proteínas asociadas determinan la formación de los paquetes de haces de 

actina presentes en las microvellosidades que son diferentes en su morfología con lo 

que se encuentran formando redes en el citoplasma. La actina también se encuentra 

distribuida a lo largo de la membrana por debajo de las microvellosidades y en la 

membrana basolateral formando parte de lo que se conoce como red cortical (Montes 

de Oca y cols, 1997). 

Además de contribuir en la forma de las células, los microfilamentos de actina 

se encuentran involucrados en el transporte intracelular de vesículas que es llevado a 

cabo por las miosinas (Leiser y col s, 1993) . El citoesqueleto de estas células es rígido y 

bien estructurado en comparación con el de otras líneas celulares epiteliales. Esta 

característica ha sido utilizada convenientemente para estudiar los cambios que tienen 
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lugar en la permeabilidad regulada por el citoesqueleto y ha sido un modelo útil para 

estudiar cambios en los epitelios durante la invasión por algunos microorganismos 

patógenos. 

Transfección de células eucariotas 

Se le denomina transfección a la transferencia de material genético exógeno a 

una célula eucariota receptora . La transfección es una técnica ampliamente utilizada en 

biología molecular para la manipulación de células en cultivo que requieren la 

introducción de moléculas en el interior de las mismas, bien sea para observar el 

efecto que produce la molécula en sí por ejemplo una droga inhibidora de las proteasas 

citosólicas o para producir la síntesis de otras moléculas por ejemplo la introducción de 

un plásmido en el que se ha colocado bajo el control de un promotor que funciona en 

la célula de elección una secuencia codificante para la proteína buscada (Lewin, 2001) . 

La transfección ADN da lugar a líneas tanto estables como inestables, 

predominando relativamente las primeras. Los transfectantes inestables (llamado en 

ocasiones transfectantes transitorios) reflejan la supervivencia del ADN transfectado en 

forma extracromosómica; las líneas estables son el resultado de la integración en el 

genoma. En ambos casos se puede expresar el ADN transfectado (Lewin, 2001) . 

El objetivo fundamental de la transfección es que el ADN exógeno se mantenga 

en el sistema celular receptor, lo cual implica que conserve su integridad, es decir que 

no sea degradado por enzimas celulares y que de lugar a copias que alcancen a todas 

las células del cultivo, que replique y se propague adecuadamente. Un segundo 

objetivo de esta metodología es la expresión de la información que contiene el ADN 

transfectado. La célula receptora prodUCirá los productos codificados en el ADN 

exógeno que pueden ser valiosos en sí mismos o pueden ser la causa de 

comportamientos especiales en la célula receptora. 

El éxito de los métodos de transfección depende básicamente de las relaciones 

que se establezcan entre la célula receptora y el vector usado y su transfección ya que 

marcan el desarrollo de los procesos posteriores, tanto del mantenimiento estable del 

recombinante en el cultivo, como su posible expresión . Así, esta metodología se 

desarrolla alrededor de dos elementos principales que son los protagonistas del 

proceso de transfección y que son: 

. ~3 
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o El ADN recombinante, que resulta de la unión in vitro de un ADN donante 

exógeno y el ADN vector. Esta molécula es el objeto central de las etapas de 

trabajo in vitro, previas y posteriores a la transfección. Es preparado e 

introducido en el interior de bacterias y, luego, tras su aislamiento del 

cultivo, será purificado y analizado. 

e La célula receptora, que recibirá el ADN recombinante para su 

mantenimiento, amplificación y expresión. Ofrece todos sus sistemas 

genéticos y bioquímicos y actúa como un laboratorio especializado donde se 

puede llevar a cabo la realización del proceso previamente diseñado. 

Además, destacan dos etapas particulares dentro de la experimentación general 

de la transfección: 

o La transformación celular: proceso en el que un ADN manipulado in vitro es 

transferido al interior de las células hospedadoras, atravesando la estructura 

de su membrana sin afectarla sustancialmente. 

e El análisis de clones transfectados : que permite distinguir, entre las células 

que resultan del intento de transfección, aquellas que no hayan aceptado 

ADN exógeno, aquellas qLie solo hayan incorporado solo al ADN vector, 

aquellas que captaron moléculas de ADN recombinante y, finalmente, 

aquella colonia que incorporó una secuencia particular de ADN exógeno. 

Todos estos elementos y etapas, acompañados de muchos otros factores y 

procesos previos, laterales, posteriores o complementarios, conforman una 

metodología compleja, rica en objetivos, procedimientos y aplicaciones. (Perera y cols, 

2002). 

Características del ADN exógeno o inserto 

El experimento suele ir dirigido al aislamiento, amplificación , análisis o 

expresión de un cierto fragmento de ADN que aparece como el objeto central de la 

transfección. En ocasiones se utiliza como soporte de una información para la síntesis 

de un producto proteico. La amplia metodología actual permite incorporar a este 

esquema cualquier tipo de ADN como inserto de transfección, así : 

* Puede ser un único fragmento o una población mixta de piezas diferentes de 

ADN 

-;;;;;;;;:-_. 
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* Puede ser un ADN bicatenario, un ADN de hebra simple o un ARN 

* Puede ser un ADN natural, extraído de una fuente biológica cualquiera, o 

bien una molécula sintética, obtenida artificialmente; también puede ser un 

ADNc sintetizado a partir de un ARNm (Perera y cols, 2002) . 

Características del ADN vector 

Es el principal responsable del éxito al depender de él tanto la supervivencia del 

recombinante en el cultivo transformado como la expresión del inserto en sus células. 

El ADN vector transporta distintos tipos de marcadores fenotípicos para la selección de 

células así como diversas señales para la expresión del inserto. 

Es en este elemento en donde se pone en práctica toda la faceta de diseño que 

requiere un experimento de este tipo, los distintos vectores actualmente en uso se han 

conseguido tras un complejo proceso de desarrollo basado en un profundo trabajo de 

síntesis y modificación in vitro, buscando la creación de moléculas codificadoras de 

todas las funciones y portadoras de todas las señales necesarias para alcanzar los 

objetivos perseguidos. Los vectores son por ello construcciones complejas, moléculas 

quiméricas formadas a partir de la unión de regiones de muy diferentes procedencias, 

naturales o sintéticos, y colocadas en un orden y un sentido específico. 

En muchos casos, un vector es específico para un determinado tipo de célula, 

en otros, el vector es activo en tipos celulares no muy diferentes, así existen vectores 

para la transferencia de ADN: 

* En diferentes especies bacterianas (transformación) 

* En diversas levaduras (transfección) 

* En gran número de plantas (transfección) 

* En distintos tipos de células o en embriones animales (transfección) 

* Existen vectores mixtos (polivalentes), construidos para que actúen en más 

de un tipo de célula (por ejemplo en bacterias y en células animales), se les 

conoce como vectores lanzadera . 

Aunque el vector de ADN suele estar compuesto por piezas de muy distinta 

procedencia, es posible clasificar estos vectores en función a la fuente principal de la 

que deriva la señal que controla la replicación, como: 

- ";'5 
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* Derivados de plásmidos bacterianos o de levaduras 

* Derivados de bacteriófagos o de virus eucariotas 

* Vectores de origen mixto (cósmidos), derivados de más de un tipo de fuente 

(con más de un origen de replicación) 

* Vectores integrativos, cuya forma de actuar se basa en la integración del 

recombinante en el cromosoma de la célula receptora. 

Finalmente, deben distinguirse dos tipos de vectores según las necesidades que 

se requieran obtener del inserto que transportan : 

* Vectores de transfección, cuya única misión es mantener establemente al 

recombinante en el interior de la célula receptora 

* Vectores de expresión, que aportan las señales necesarias para la 

trascripción y la traducción de la secuencia del inserto. 

Para que una molécula de ADN pueda actuar como vector en un experimento 

debe de cumplir algunos requisitos mínimos: 

* Debe de contener un origen de replicación (región Ori), que sea activo en la 

célula receptora, capaz de dirigir la acción de la maquinaria replicativa 

celular sobre el recombinante y provocar su replicación, de manera que sus 

copias se repartan entre las células descendientes de aquella y se consiga 

así la amplificación del ADN transfectado. La naturaleza del Ori es 

fundamental para definir el rango de receptores de un vector, ya que esa 

región tiene que ser reconocida por el complejo replicativo celular. 

* En el caso de que el número de copias del recombinante en la célula no sea 

muy alto, es muy conveniente que el vector disponga de regiones que 

faciliten un buen reparto entre células hijas. 

* Debe presentar uno o, mejor, varios sitios únicos de restricción, de manera 

que su incubación con la endonucleasa correspondiente de lugar a uno (si el 

vector es circular) o dos (si es lineal) fragmentos que puedan ser ligados al 

inserto en un orden adecuado y con el mayor rendimiento posible con 

subproductos mínimos. 

* Si el sistema de transferencia y/o propagación no es muy eficiente, se 

requiere que contenga un marcador fenotípico de selección que permita 
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anular el crecimiento de las células que no lo contienen (los mas comunes 

son genes que codifican resistencia a antibióticos). 

* El rendimiento de varios sistemas de transferencia de ADN es inversamente 

proporcional al tamaño de la molécula, por lo que es muy ventajoso que el 

vector tenga un tamaño pequeño, eso favorece la entrada del recombinante 

a la célula y, al mismo tiempo, deja disponible un espacio mayor para el 

inserto. 

Además de esas condiciones, algunos vectores ofrecen otras muchas ventajas. 

Las sucesivas exigencias del trabajo de transfección se han ido superando a base de 

dotar a la molécula vector de distintas funciones adicionales, así: 

* Marcadores de selección alternativos que permitan el uso de distintas vías e, 

incluso, la detección de recombinantes por ejemplo, mediante el sistema de 

inactivación por inserción que aporta el plásmido vector pBR322 o el de las 

proteínas fluorescentes como la verde pEGFP. 

* Señales diversas de expresión que dirijan y controlen la lectura del inserto 

por parte de la maquinaria transcripcional celular, es necesario tener en 

cuenta la compatibilidad entre señales y maquinaria a fin de <1ue la 

expresión se dé adecuadamente. 

* Sitios múltiples de transfección o polylinkers, secuencias casi siempre 

sintéticas en las que se ha agrupado un numero alto de sitios de restricción, 

incorporados a un vector del que se han eliminado los sitios homólogos a 

éstos, aumentan su versatilidad para unirse a insertos con diferentes 

extremos (Perera y cols, 2002). 

Características de la célula receptora 

Las células receptoras que pueden usarse son: 

* E. coli, la especie receptora mas utilizada y en la que se desarrolla la mayor 

parte del trabajo sistemático de transformación 

* Otras bacterias tanto Gram-positivas como Gram-negativas 

* Las levaduras, especialmente Saccharomyces cerevisiae 

* Las plantas superiores, objetivo de muy variados trabajos de transgénesis 

--"27 
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* Líneas celulares de tejidos animales, capaces de crecimiento in vitro, 

sistemas receptores muy útiles para el trabajo con genes de organismos 

superiores y blanco de las inmensas expectativas de terapia génica 

* Embriones de animales, fuente para la obtención de individuos trangénicos, 

de extraordinario interés para el conocimiento de la biología de organismos 

superiores. 

La célula receptora debe aceptar el ADN exógeno sin afectar su integridad y 

debe permitir que se mantenga estable en sus descendientes. Sus sistemas celulares 

deben ser capaces de llevar a cabo la replicación y expresión del inserto a través de su 

interacción con las señales activas presentes en él (Perera y cols, 2002). 

Métodos de transfección 

Existen diversos métodos por el cual se puede transferir ADN exógeno a una 

célula receptora, se basan en principios diferentes y su efectividad depende del tipo 

celular al que se aplica. La elección del procedimiento más adecuado depende 

fundamentalmente de la naturaleza de la célula receptora, así como la del ADN 

recombinante que se transFiere, estos métodos son: 

1.- Métodos físicos.- Basados en la introducción mecánica de las moléculas 

en el interior de la célula. 

* La electroporación.- Es una técnica que se basa en la aplicación de un 

elevado voltaje a las células durante un periodo de tiempo muy corto . 

Durante ese tiempo las células despolarizan sus membranas y se forman 

pequeños orificios por los que penetran las moléculas (proteínas y/o ADN) 

que se encuentran alrededor. Pasada la despolarización muchas células 

sufren daños irreparables y mueren (en muchos casos más del 90%) pero 

algunas deiS al 10%, se recuperan e incorporan las moléculas deseadas. La 

ventaja de esta técnica es que se aplica a millones de células a la vez y 

habitualmente se obtienen eficiencias de entrada de las moléculas del 100% 

de las células que sobreviven (centenares de miles a millones) . Es una 

técnica que requiere su ajuste fino para cada tipo celular, a fin de 

determinar las condiciones óptimas de duración y potencia del pulso. Se 

busca siempre el mejor equilibrio entre las condiciones que aseguran la 

entrada en la célula y las que maximizan la viabilidad celular. 
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* La microinyección. - Es una tecnología que permite la introducción mecánica 

de soluciones en el interior de la célula mediante una micropipeta que se 

controla con la ayuda de un micromanipulador bajo un microscopio. Es una 

técnica muy sensible, que requiere un gran adiestramiento del personal que 

la realiza y un equipo delicado, sofisticado y costoso. Los instrumentos 

modernos de microinyección manipulados por personal experto permiten 

realizar algunas decenas de inyecciones por hora de trabajo. Es por ello un 

sistema tedioso que permite manipular pocas docenas o escasos cientos de 

células con un gran trabajo. En la naturaleza existen sistemas de 

microinyección naturales, realizados por virus que inoculan a las células su 

ácido nucleico. Sistemas virales empleados habitualmente en la 

manipulación celular son los baculovirus y las células SF9 de insecto para la 

producción de proteínas, los adenovirus, retrovirus, entre otros sobre 

sistemas de células de mamífero. 

* La Biolística.- Es el bombardeo con microproyectiles, se basa en el uso de 

proyectiles esféricos hechos de un metal pesado a cuya superficie se ha 

unido el ADN que se quiere transferir. A través de un mecanismo especial 

denominado cañón, estas partículas se lanzan a gran velocidad sobre las 

células receptoras. El procedimiento es muy eficaz con células que tienen 

una membrana muy fuerte, difícil de atravesar de otra manera, como las 

células vegetales. 

2.- MétOdos químicos.- Basados en la formación de complejos que las células 

sean capaces de adquirir e incorporar, bien sea directamente mediante la ruta 

endocítica (fosfato de calcio, DEAE dextrán) o a las membranas (Iipofección). 

* Método del fosfato de calcio (Ca-Pi).- Basado en la obtención de un co

precipitado entre el cloruro de calcio y el ADN en una solución salina de 

fosfatos. Se forman unos agregados que son endocitados/fagocitados por 

las células. Aparentemente el agregado con calcio protege al ADN de la 

degradación por las nucleasas celulares. El tamaño y la calidad del 

precipitado es crítico para el éxito del proceso, que se ve afectado por 

factores tales como pequeños cambios en el pH de la solución. 

* Método del DEAE dextrán.- Basado en la obtención de complejos entre la 

resina DEAE y el ADN. Los polímeros de DEAE dextrán o polybreno tienen 
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una carga que les permite unirse a las moléculas de ADN cargadas 

negativamente. El ADN acomplejado se introduce en las células mediante 

choque osmótico mediante DMSO o glicerol. El uso de DEAE dextrán se 

limita a las transfecciones transientes. 

* Método de lipofección.- Se basa en la formación de complejos entre lípidos 

catiónicos y ADN. El complejo tiene afinidad por la membrana y permite la 

entrada del ADN en el citosol. Una de las posibles vías es la incorporación de 

liposomas a la membrana y la entrada f1ip-f1ap. Existen un gran número de 

lípidos que se emplean en lipofección, aunque existe una estructura 

consenso de un lípido catiónico sintético, a partir de la cual se han diseñado 

muchas variantes . Es esencial optimizar las condiciones específicas de 

transfección para obtener buenas eficiencias, que suelen ser en buenas 

condiciones de entre el 70 y el 90% de las células de la placa. Las 

desventajas del método son, aparte del elevado precio de los lípidos, el 

hecho de que no todos los lípidos funcionan en todos los t ipos celulares, y 

que hay que optimizar el ensayo para cada tipo celular. Los parámetros a 

optimizar son la relación entre lípido y ADN (relación de cargas), la cantidad 

de ADN empleado, el tiempo que se exponen las cÉ:lulas al complejo y la 

presencia o ausencia de suero. 

Una vez incorporado el ADN a la célula habrá un efecto el cual permitirá 

seleccionar células que hayan incorporado el ADN . Este sería el caso del aislamiento de 

clones celulares que presentarán expresión de un determinado producto. Es posible por 

la incorporación en el propio vector de marcadores de selección, típicamente la 

resistencia a G418 (análogo a neomicina), también es posible a las pocas horas o días 

detectar la presencia de la proteína codificada por el plásmido. (Perera y cols, 2002) . 

Proteína Verde Fluorescente (GFP) 

La proteína verde fluorescente, GFP por sus siglas en inglés (Green Fluorescent 

Protein) , descubierta por Shimomura en 1964, es una proteína que se encuentra en 

forma natural en la medusa del Pacífico Aequoria victoria (Morin y Hastings, 1971). Los 

componentes requeridos para su bioluminiscencia son una fotoproteína activada con 

Ca2+ llamada aquarina, la cual emite una luz azul-verde y una proteína verde 

fluorescente accesoria que capta la energía de la aquarina y la re-emite como una luz 

verde (Morise y cols, 1974). 
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La proteína verde fluorescente es extremadamente estable, está compuesta de 

un monómero de 27-kO de 238 aminoácidos. Su fluorescencia natural es ocasionada 

por un único cromóforo pegado covalentemente que se origina de una secuencia 

interna Ser-Tyr-Gly (residuos 65, 66 Y 67 respectivamente) la cual es modificada 

después de la traducción por ciclización y oxidación de un p-hidroxibenciliden

imidazolina. Esta modificación postraduccional ocurre de dos a cuatro horas después 

de la síntesis y es probable que ésta sea autocatalítica (Prasher y cols, 1992; IEM Y 

cols, 1994). El espectro de excitación de la GFP nativa de A. victoria (azul) tiene dos 

picos a 375 nm y uno más pequeño a 470 nm. Mientras que el espectro de emisión de 

la fluorescencia (verde) tiene un pico a 509 nm (Cubitt y cols, 1995). 

Esta proteína presenta una estructura de un dominio único compacto en donde 

el cromóforo se encuentra localizado en el centro de la molécula, lo cual le proporciona 

algunas ventajas, como: 

1) Resistencia a la desnaturalización con tratamientos de guanidina-HCI 6 M, 

urea 8 M, SOS al 1% Y dos días de tratamiento con varias proteasas tales como: 

tri psi na, quimiotripsina o papaína a concentraciones de hasta 1 mg/ml. Es estable en 

amortiguadores neutros hasta 65° C y muestra un amplio rango de estabilidad ante pH 

de 5.5 a 12; 

2) Deleciones en la secuencia de aminoácidos, en particular del residuo más allá 

de la metionina del extremo N-terminal o más de siete aminoácidos del extremo C

terminal, resultan en la pérdida total de la fluorescencia aún cuando las características 

del espectro de absorción del cromóforo se encuentren intactas. 

3) La GFP puede ser fusionada a otras proteínas tanto a su extremo N-terminal 

o C-terminal. Este hecho es debido a que ambos extremos de la proteína GFP parecen 

ser flexibles con respecto a la estructura beta-can, denominada así, por la forma 

estructural de la proteína la cual presenta 11 pliegues antiparalelos beta en la parte 

externa formando así un cilindro muy compacto parecido a una lata, por lo que la 

estructura de la GFP no se distorsiona significativamente por la fusión con otras 

proteínas (Yang y cols, 1996). 

Una de las aplicaciones más exitosas, es fusionarla con otras proteínas y así 

monitorear la localización y características de las proteínas de interés utilizando a la 

GFP como marcador o bandera. La fusión es realizada utilizando la secuencia del gen 
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que codifica para la GFP junto con la secuencia del gen que codifica para la proteína de 

interés y la quimera resultante se introduce a la célula blanco de forma de que se 

exprese manteniendo las funciones normales. Ya que el tamaño y la forma de la GFP y 

los diferentes pHs así como el potencial redox de los diferentes organelos celulares no 

parecen ser una barrera importante en la expresión de esta proteína, se han obtenido 

resultados exitosos al expresar y localizar quimeras con la GFP en núcleo, 

mitocondrias, vesículas secretoras, retículo endoplásmico, aparato de Golgi, 

peroxisomas, vacuolas, fagosomas, citoesqueleto y la membrana plasmática 

permitiendo así su análisis in vivo. 

Por otra parte la enorme flexibilidad que tiene como marcador no invasivo en 

células vivas sirve para otras numerosas aplicaciones tales como, utilizarla como 

control en experimentos de transfección, monitorear la proteína en células vivas, 

marcar células para protocolos de separación de células activadas por fluorescencia 

(FACS), la expresión de genes reporteros y como una medida en el estudio de 

interacciones proteína-proteína (Tsien, 1998; Mitra y cols, 1996). 

Los principales factores que afectan la expresión o de los cuales depende la 

detectabilidad de la GFP son los siguientes: cantidad total de la GFP (número de copias 

del gen y duración de la expresión), eficiencia de la formación del cromóforo después 

de la traducción esto es, disponibilidad de los chaperones, tiempo, temperatura, 

propiedades moleculares de la GFP madura o dimerización, competencia con otras 

señales de fondo o con autofluorescencia de células o medio de cultivo, calidad de 

excitación y filtros de emisión, además, la proteína requiere de la presencia de oxígeno 

para su expresión en las etapas tempranas, particularmente para el deshidrogenado de 

los enlaces a y 13 del residuo 66 que se localiza en el cromóforo. Una vez que la 

proteína ha madurado el oxígeno no tiene efecto (Tsien, 1998). 

La GFP silvestre ha sido modificada de varias maneras tanto para la 

optimización de la fluorescencia, así como para una mayor expresión y estabilidad en 

diferentes sistemas eucarióticos. 

Existen diferentes variantes de la GFP dentro de las cuales esta la llamada 

proteína verde fluorescente aumentada o EGFP por sus siglas en inglés (Enhanced 

Green Fluorescent Protein) . Esta proteína ha sido modificada para optimizar la 

obtención de una mayor fluorescencia y expresión en células de mamífero (excitación 

máxima =488 nm, emisión máxima = 507 nm) . El plásmido pEGFP codifica la variante 
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GFPmutl que contiene una sustitución de doble aminoácido de Phe-64 a Leu y Ser-65 

a Thr, además la secuencia que codifica a la EGFP contiene más de 190 cambios de 

base silenciosos que corresponden al uso de codones de humano. La secuencia 

flanqueante río arriba ha sido convertida al sitio de inicio de la traducción de Kozak 

para aumentar la eficiencia de traducción en células eucarióticas. El cromóforo de la 

EGFP tiene una fluorescencia 35 veces más alta que la GFP. Sin embargo la proteína 

requiere de promotores fuertes para su expresión, tales como el del citomegalovirus 

(CMV), CV40 y el del VIH, para que la detección sea apreciable y más aún en células 

de mamífero (Tsien, 1998) . 

Westphal y colaboradores en 1997, fusionaron a la proteína verde fluorescente 

con actina (GFP-Actina), demostrando que con el uso de proteínas de fusión a 

moléculas fluorescentes es posible estudiar y monitorear la dinámica de la actina en 

cuanto a su acumulación y desensamblaje en células vivas, además de que con ello se 

puede omitir el uso de faloidina o anticuerpos marcados, los cuales solo pueden ser 

usados con células fijadas. También, la mayoría de la GFP-actina transfectada o 

exógena, podía ser visualizada en mayor proporción como F-actina . Por otro lado una 

de las aplicaciones más interesantes de la GFP-actina es el monitoreo del ensamblaje y 

desensamblaje de 1 .. actina observando los cambios en la forma y el comportamiento 

en células que se mueven rápidamente. Ejemplo de ésto es el trabajo de Ballestrem y 

colaboradores en 1998, que estudiaron la dinámica de actina en células vivas de 

mamífero, por medio de la transfección de células B16F1, Fibroblastos 3T3, células 

CHO y células t.Ent3 con la proteína de fusión verde fluorescente (EGFP) y p-actina, 

encontrando que esta quimera provee una importante herramienta para el estudio de 

los cambios dinámicos de las diferentes estructuras del citoesqueleto de actina, ya que 

los microfilamentos se encuentran relacionados con un vasto número de funciones 

celulares, la fusión de EGFP y la p-actina, puede ayudar a dar una idea más clara de la 

función de esta proteína en células vivas. También, Wittenmayer y colaboradores en el 

2000, caracterizaron de forma funcional a la proteína verde fluorescente fusionada con 

la proteína profilina, molécula considerada como un importante regulador de la 

dinámica de la F-actina en las células. Ellos probaron las fusiones de las profilinas T y II 

provenientes de ratón con la GFP unida a su extremo N-terminal y al extremo c

terminal para cada una, expresándolas en E. coli y observando la afinidad de ésta en 

poliprolina-sefarosa, cuantificando la afinidad por medio de ensayos de polimerización, 

también, se pusieron a interaccionar con la VASP, un ligando rico en prolina para 

profilina analizando por medio de ELISA y la unión de las proteínas a Ptdlns; sus 
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resultados muestran que la fusión de la GFP al extremo C-terminal de la profilina 1 

disminuye la unión a la prolina. En contraste la otra fusión de la proteína se une a la 

poliprolina-sefarosa y a la VASP. La unión a la Ptdlns no fue significativamente 

alterada. Además, la fusión de cada una de las isoformas de la proteína con la GFP no 

disminuye la afinidad a actina. En estudios de localización en células de mamífero, 

todas las fusiones mostraron la localización esperada de la profilina en las zonas de 

mayor polimerización-despolimerización de actina. Finalmente concluyen que la fusión 

de la EGFP con otras proteínas, es una herramienta de mucha utilidad en los estudios 

de localización celular de proteínas como profil ina, la cual es de tamaño pequeño en 

comparación con la GFP y que la fusión de la GFP a cualquiera de los dos extremos, N

y C- terminal de cada una de las isoformas de la proteína profilina, permite obtener 

los dos ligandos de unión y así identificar los sitios o las proteínas a las que se une, lo 

cual quiere decir que la inserción de la GFP en cualquiera de los dos extremos no 

afecta la expresión. 
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Antecedentes directos 

La obtención de mutantes deficientes en actina utilizando métodos de 

transfección para estudiar proteínas de citoesqueleto no ha sido posible hasta ahora, 

ya que la mayoría de las proteínas que lo componen pertenecen a familias multigénicas 

dificultando las estrategias de reemplazo de genes (knock-out). Una estrategia 

alternativa es la obtención de mutantes dominantes negativas en donde la 

sobrexpresión o la expresión de una proteína mutada altera la función normal de la 

proteína endógena. Por ejemplo, Schevzov y colaboradores en 1992, estudiaron el 

impacto en la citoarquitectura de mioblastos e2 al sobrexpresar los genes ¡l- y y-actina, 

introduciendo las secuencias de cada uno por medio de transfección con la técnica de 

co-precipitación con fosfato de calcio. Ellos observaron que al expresar estos genes en 

las células, no son equivalentes y que la sobrexpresión de ambos genes resulta en 

cambios en la expresión relativa de los genes de ~- y y-actina. Altos niveles de 

expresión del gen de la ~-actina resulta en un incremento en el área de las células y en 

contraste altos niveles de expresión del gen de la y-actina, resultan en un decremento 

significativo en el área de las células. Los cambios en la citoarquitectura de las células 

al introducir los genes de la ~- y y-actina humana ¡::rovocó la alteración en la 

organización de los filamentos. La comparación de sus datos les sugiere fuertemente 

que los dos genes transfectados en las células no son equivalentes y probablemente 

estos dos genes codifican información estructural diferente para las células . También, 

Hinz Boris y colaboradores en el 2003, realizaron estudios determinando los niveles de 

expresión y localización de las isoactinas, así como de su interacción con ABPs que se 

cree modulan la función de actina dentro de la célula, utilizando sistemas en los que se 

expresa una isoactina exógena. Los resultados han permitido observar la regulación de 

la expresión de las isoactinas endógenas, establecer diferencias cuantitativas en la 

unión con ABPs y sugerir la localización y utilización preferencial de isoactinas para 

ciertas funciones. 
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Justificación 

El citoesqueleto de actina participa de manera importante en los procesos de 

infección de diversos microorganismos patógenos intracelulares, como Trypanosoma 

cruzi. Aún cuando en los últimos años se han realizado avances en el conocimiento de 

los mecanismos de invasión a la célula hospedera por dicho parásito, permanecen 

varias preguntas aún sin contestar y otras en controversia. La falta de herramientas 

moleculares que proporcionen evidencias directas ha sido una limitante importante. 

Como se mencionó anteriormente, el estudio de los mecanismos de invasión de 

T. cruzi ha sido abordado utilizando estrategias indirectas con drogas que alteran los 

microfilamentos de actina como la citocalacina D o B, faloidina y lantruculina. En unos 

reportes utilizan dichas drogas durante el experimento lo que pudiera estar afectando 

también al parásito, en otros utilizan células pretratadas en donde su efecto es 

rápidamente reversible lo que ha dado lugar a resultados contradictorios. Además si 

consideramos que algunas de estas drogas pueden tener mas de una molécula blanco 

dificultan aún más la interpretación de los resultados 

Para resolver este problema proponemos en este proyecto el uso de estrategias 

moleculares en donde únicamente los microfilamentos de la célula hospedera se 

encuentren alterados, para lo que planteamos los siguientes objetivos. 
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Objetivos 

Obtener transfectantes estables de la línea celular MDCK con ADN de los 

plásmidos pEGFP-Actinm y pEGFP-Actin' . 

Analizar la organización del citoesqueleto de actina y el fenotipo de las células 

transfectadas (A + Y Mut) comparando con las células control (WT y Mock). 

Determinar el efecto de la expresión de ¡3-actina exógena (A +) Y ¡3-actina 

exógena mutada (Mut) sobre la expresión de [3-actina endógena. 

Determinar la cinética de infección de amastigotes, epimastigotes y 

tripomastigotes en células epiteliales MDCK y RK13, Y fibroblastos 3T3 S Y NIH. 

Evaluar la participación de actina durante la infección de amastigote, 

epimastigote y tripomastigote de Trypanosoma cruz; en células transfectadas 

expresando una actina truncada (Mut) y células control (WT y Mock). 
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Esquema experimental 

I 
/ 

Análisis bajo el 
microscopio 
invertido de 

fluorescencia 

"-

Transformar bacterias DHI0B 
con ADN de pEGFP-Actin - y 

pEGFP-Actinm 

Extracción de ADN de pEGFP-
Actin- y pEGFP-Actinm por la 

técnica de CsCI 

Transfectar con ADN de pEGFP-Actin- y pEGFP-
Actinm células de la línea MDCK al 60 o 70% de 

confluencia por la técnica de fosfato de calcio 

I 
Realizar la primera 
selección con G418 

Realizar dos Congelar células de la 
selecciones rlás segunda y tercera 

con G418 selección 

I 
Clonar las células fluorescentes 
que expresen pEGFP-Actin- y 
pEGFP-Actinm con ayuda del 

FACS. 

I 
I I 

'\ 
Analizar el impacto de la expresión 

'\ 
Evaluar el índice de 

de p-actina y p-actina mutada infección de A +, Mut, Mock 
exógena sobre la p-actina y WT con epimastigotes, 

endógena de A+, Mut, Mock y WT. amastigotes y 
tripomastigotes de 

T. cruzi. 
/ 
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Tabla 1. Lista de reactivos y sus componentes utilizados 

REACTIVO COMPONENTES 
TFB 11 -t MOPS 10mM, CaCI2 mM, KCI 10mM, 

--=- glicerol 15% 
Buffer PI Tris-CI 5mM pH 8, EDTA 10mM y 100 

~ lg/ml=6 9 Trisbase, 3.72 9 de 
NaEDTA2H2O en 800 mi de agua se 
ajusta el pH a 8 con HClyse afora a 1 L. 

Buffer P2 NaOH 200mM, 1% SDS=8g NaOH en 950 
mi de agua, 50 mi de SOS al 20% , para 1 
L 

Buffer P3 Acetato de potasio 3 M pH 5.5=29.4 9 de 
acetato de potasio en 500 mi de agua . Al 
que se le ajusta el pH a 5.5 con ácido , 
acético glacial=110 mi l2ara 1 L 

TE pH 8 2 mi Tris-CI 10mM, 200 ~tI EDTA 1mM y 
0.1 L de agua milliQ 

TBE 54 9 Tris-base 5X, 27.5 9 ac. bórico, 20 
mi EDTA 0.5M 

PBS lX 8 9 NaCl, 0.2 9 KCI, 1.44 9 Na2HP04, 0 .24 
9 KH2P04l 800 mi H20 

HBS NaCl HEPES Na,HP04 anhidro 
Buffer de muestra para extracción de 1.51 9 de Tris-OH, 2 9 SOS, 25 9 de 
proteínas glicerol, 0.002 9 pironina, ajustar el pH a 

6.8 y aforar a 100 mi 
Solución A para cuantificar proteínas Na2C03 2 % en Na40H 0.1 N 
por el método de Lowrv 
Solución B para cuantificar proteínas 0.5 mi CuS04·5H20 10/0, 0.5 mi de 
por el método de Lo~ry tartrato de sodio y potasio al 20 % 
Solución C para cuantificar proteínas 50 mi de solución A, 1 mi de la solución B 
por el método de Lowrv 
Solución D para cuantificar proteínas Reactivo fenólico de Folin-Ciocalteau 
. por el método de Lowry diluido v/v con H20 
Separador en SDS-PAGE 3 mi de buffer pH 8.8, 4 mi de acrilamida-

bisacri lamida 10% , 5 mi de H20 estéril, 60 
~tI de TEMED, 120 ~tI de persulfato de 
amonio 12% 

Concentrador en SDS-PAGE 1 mi de buffer pH 6.8, 1.5 mi de 
acrilamida-bisacrilamida 10% , 3 mi de H,O 
estéril, 40 ~tI de TEMED, 80 fl l de persulfato 
de amonio 12% 

Buffer de muestra de SDS- PAGE SOS 2%, glicerol 10% , j3-mercaptoetanol 
100 mM, Tris pH 6.8 60 mM, Azul de 
bromofenol 0 .001% 

Buffer de corrida 14.41 9 glicina, 3.02 Tris-OH , 1 9 SOS 
aforar a 1 L con H20 ------- f-'-

Buffer de transferencia 12.9 9 Tris mM, 14.5 9 glicina 190 mM, 
200 mi metanol y aforar a 1L --
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Plásmidos 

Los plásmidos utilizados como vectores de transfección fueron pEGFP-Actinm y 

pEGFP-Actin- obtenidos en un trabajo previo a partir del plásmido comercial pEGFP

Actin de Clontech. 

El plásmido de pEGFP-Actinm codifica para una proteína de fusión entre la EGFP 

y p-actinam (a la que se removieron 174 nucleótidos (nc) internos de los 1127 que 

codifican para la p-actina), bajo el promotor y las señales de poliadenilación de SV40. 

El esqueleto del vector contiene el sitio OR1 de SV40 que permite la replicación del 

vector en cualquier línea celular de mamífero, además de una secuencia de resistencia 

a Neomicina (Neor
) bajo el promotor temprano de SV40 así como un gen de resistencia 

a neomicina/kanamicina de TnS y la señal de poliadenilación de la Timidina cinasa 

(HSV-TK) del virus del herpes simple, lo que permite la transfección estable del 

plásmido en células eucariontes bajo la selección de G418. Este vector también 

contiene un promotor río arriba que permite la expresión del gen que codifica para 

kanamicina para la selección en bacterias, un sitio de origen de replicación pUC para su 

propagación en E. co/i y un origen f1 para la producción de ADN de una sola hebra. 

Este vector ya había sido obtenido en el laboratorio en trabajos previos. 

El plásmido pEGFP-Actin- fue obtenido digiriendo pEGFP-Actin con las enzimas 

de restricción 891 II Y 8amH 1, eliminado la secuencia completa que codifica para la 13-

actina, por lo que únicamente codifica para la proteína verde fluorescente. 

Transformación 

Para la obtención del ADN de pEGFP-Actin- y pEGFP-Actinm que se usarán para 

los experimentos de transfección, se realiza la técnica de la transformación la cual 

consiste en la transferencia de ADN de dichos vectores al interior de una célula 

bacteriana receptora. Este proceso introduce el ADN en las células bacterianas para 

llevar a cabo su replicación o clonación y obtener así un gran número de células 

portadoras de la misma molécula recombinante. 

La técnica se realiza colocando en un tubo de ensaye de vidrio pre-enfriado 25 

ng del ADN, se mezclan con 100 ~tI de solución TFB II fría y se mezcla suavemente con 

la punta de la pipeta, a esta mezcla se adicionan 50 ~d de las bacterias calcio

competentes DH10B. Todo debe realizarse en condiciones de -200 C y sin tocar las 

paredes del tubo contenedor. La mezcla se incuba a 40 C por 10 min sin mover para 
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propiciar que el ADN adicionado se adhiriera a la pared celular de las bacterias, 

posteriormente se les da un choque térmico a 42° e durante 1112 min exactos, esto 

facilita que la bacteria pueda incorporar el ADN. Después de este lapso de tiempo las 

células son enfriadas en hielo por 2 min y colocadas a temperatura ambiente (P amb.) 

5 min, al final se agregan 1 mi de medio LB y se colocan a 37° e durante 1 hr en 

agitación continua. Del total de la transformación se toman 300 ~d de una dilución 1/10 

para plaquear en cajas Petri con medio LB las cuales contienen Kanamicina en una 

concentración de 30 ¡¡g/mi y se incuban a 37° e hasta que haya crecimiento de 

colonias, aproximadamente 16 hrs. Las colonias que hayan crecido son colonias 

positivas y tienen integrado el plásmido de interés. 

Obtención y extracción del AON de plásmido por CsCI 

Se eligió una colonia positiva obtenida de la transformación para realizar la 

extracción del ADN de plásmido por la técnica de gradientes de equilibrio de cloruro de 

cesio (esel)-Bromuro de Etidio (Sambrook, 1989). 

La técnica se basa en la obtención del ADN por medio de cultivos a gran escala 

de bacterias que presenten este ADN. Se pica una colonia positiva de un cultivo fresco 

con Kanamicina y se inocula en 5 mi de medio LB en un tubo con 30 ¡¡g/mi de 

Kanamicina, se incuba por 8 hrs a 37° e con agitación vigorosa de 300 rpm. El cultivo 

obtenido se diluye en una proporción de 1/1000 en medio LB con 30 ¡¡g/mi de 

Kanamicina, se crece a 37° e por 12 ó 16 hrs con agitación de 300 rpm. Se recuperan 

las células bacterianas centrifugando a 6000 rpm en rotor Sorvall GSA por 15 min a 4° 

C. Se resuspende la pastilla en 10 mi de buffer PI, se le agrega RNAsa a una 

concentración final de 100 ¡¡g/mI. Se adiciona 10 mi de buffer P2. Mezclar suavemente 

por inversión 4 o 6 veces y se incuba a TO amb por 5 mino No se agita en vortex ya 

que se puede romper el ADN genómico. Se adicionan 10 mi de buffer P3, se mezcla 

suavemente por inversión de 3 a 6 veces hasta despegar toda la muestra de las 

paredes del tubo de vidrio se incuba en hielo por 20 mino La precipitación aumenta si el 

buffer P3 esta frío y si se incuba en hielo. Se centrifuga en rotor SS34 a 9000 rpm 1 

hr, se recupera el sobrenadante y se agrega un volumen igual de isopropanol se incuba 

a 4° e toda la noche . Se recuperar la pastilla centrifugando a 8500 rpm 1 hr, con 3 mi 

de TE pH 8. Se agregan 4 g de esel y se agita con vortex hasta disolverlo y se coloca 

la mezcla en un tubo de ultracentrífuga . Se agrega 500 pi de EtBr (5 mg/ml), se 

mezcla en el vortex y se centrifuga en el rotor NVT90 a 90,000 rpm 3 hrs a 18° e, la 
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banda obtenida se recupera en la oscuridad haciendo incidir luz UV sobre el tubo para 

que fluoresca el AON marcado con el bromuro de etidio. Se lava el AON con butanol 

saturado de agua 1:1 hasta eliminar completamente el EtBr, al AON limpio se le 

agrega 3 volúmenes de EtOH al 70 %, se incuba toda la noche a -200 C. Se centrifuga 

para lavar la pastilla con EtOH frío al 80% y se resuspende la pastilla en 500 fll de TE 

pH 8. Se extrae el ADN con un volumen de Fenol-cloroformo-alcohol isoamílico 

(25:24:1), se recupera la fase acuosa y se agrega un volumen de cloroformo-alcohol 

isoamílico (24: 1), para eliminar completamente el fenol, se precipita la pastilla con 

1: 10 volúmenes de acetato de sodio 3 M reposando 5 min en hielo. Se agregan 2.5 

volúmenes de EtOH absoluto y se congela 20 min a -700 e, se observa la formación de 

una red de ADN la cual se centrifuga para lavar con EtOH al 70 % frío. Se elimina el 

EtOH completamente y se resuspende la pastilla en 500 fll de TE pH 8. El AON obtenido 

se cuantifica por espectrofotometria a una longitud de onda de 260 nm y se corre en 

un gel de agarosa en TBE. 

Electroforesis en geles de agarosa 

Es una técnica ampliamente utilizada en biología molecular para analizar 

fragmentos normalmente cortos de ADN. Mediante un campo eléctrico se hacen fluir 

los ácidos nucleicos en una matriz porosa como la agarosa. La migración del ADN 

depende de: el voltaje aplicado, las condiciones salinas del medio (buffer), la posible 

conformación del ácido nucleico y el tamaño del poro de la matriz. El tamaño de la 

molécula de ADN será lo que defina su migración durante la electroforesis. Las 

moléculas de ADN son de pH alcalino y carga negativa uniforme, lo que permite que 

migren hacia el ánodo (+). Una vez separadas, las moléculas de ADN se tiñen con 

bromuro de etidio, el cual se intercala entre las bases de ADN y al iluminar con UV da 

un color naranja detectable fotográficamente . Se utilizaron geles de agarosa a una 

concentración de 1 %, lo que da un rango efectivo de resolución de 10 - 0.5 kb . 

Digestión con enzimas de restricción 

Una digestión es el proceso por el cual se hacen cortes específicos por medio de 

enzimas de restricción que cortan al ADN en fragmentos más pequeños. Dichas 

enzimas cortan los enlaces fosfodiéster del ADN de doble cadena en sitios específicos 

dentro de una secuencia de reconocimiento o en un sitio adyacente a ésta produciendo 

un extremo 5'-fosfato y otro 3'-OH para dejar extremos "romos" (si se corta el ADN 

exactamente en el eje de simetría de su secuencia de reconocimiento), o bien, 
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"pegajosos" o cohesivos (si se cortan las cadenas en lugares similares según el eje de 

simetría) . Las enzimas de restricción han sido clasificadas en tres tipos, siendo las 

enzimas de restricción tipo II las que reconocen secuencias palindrómicas específicas 

de 4-6 nucleótidos de longitud y muestran tanto actividad de endonucleasa (corta nc 

específicos) como de metilasa (modifica la secuencia de reconocimiento). Se utilizaron 

las enzimas de restricción tipo II de un solo corte para deletar el fragmento de ADN 

que codifica para ¡3-actina, estas enzimas son: Bgl II, BamH 1 que tienen su sitio de 

corte a los 1340 y 2480, respectivamente, del vector pEGFP-Actin de 5820 pb dejando 

ambas extremos cohesivos; Bsa I con dos sitios de corte a 1718 y 4834 pb dejando 

extremos romos: 

Bg/II 5' ..... AUGATCT. .... 3' 
3' ..... TCTAGfiA ... .. 5' 

BamH 1 5' ... .. GUGATCC .. . 3' 
3' .... . CCTAGfiG .... . 5' 

Bsa 1 5' ... .. GGTCTC(N)¡U .. 3' 
3' .. ... CCAGAG(N)sfi . .5' 

Cultivos celulares 

La línea celular MDCK se cultivó en medio modificado Eagle-Dulbecco-Voigt 

(DMEM) complementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB) (GIBCO), insulina al 1 

% (EIi lilly), 100 pg/ml de penicilina y 100 ~lg/ml de estreptomicina (IN VITRO). Los 

cultivos se crecieron en botellas desechables para cultivo de 25cm 2
, en una incubadora 

con atmósfera de 95 % de aire y 5 % de CO2 a 37 0 C (Forma Scientific). El pH se 

mantuvo en un intervalo de entre 7.2-7.4. Las células se desprendieron para su 

resiembra cuando se encontraban del 95-100% de confluencia utilizando una solución 

de tripsina-versen al 0.05% (IN VITRO) prev iamente lavadas con PBS IX. 

Transfección de células MDCK 

La transfección de las células MDCK con los vectores de expresión pEGFP-Actinm 

y pEGFP-Actin·, se realizaron por la técnica de ca-precipitación con fosfato de calcio 

(Ca-Pi) (Jordan y cols, 1996), con algunas modificaciones. Utilizando 10 ~lg de ADN de 

cada vector (pEGFP-Actinm y pEGFP-Actin") previamente precipitados con 1: 10 

volúmenes de acetato de sodio 3 M 5 min en hielo y 2.5 volúmenes de EtOH absoluto, 

para una mejor precipitación se congela 20 min a -700 C, se centrifuga y se lava la 

pastilla con EtOH al 80 % frío, se seca el EtOH completamente y se resuspende la 
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pastilla en 8 ¡.tI de agua Milli-Q estéril. Cada uno de los plásmidos, fue mezclado con 

100 fll de una solución 1:1 de CaCI 2 0.25 M Y HBS 2X pH 7.05, se incuba durante 20 

min a TO amb, hasta formar un precipitado fino. Las células se siembran 24 hrs antes, 

a una densidad de 6xl0s células/mi, para obtener una confluencia del 70 % en 24 hrs 

a 37° C con 5 % de CO2 . A estas células se les adiciona la solución de ADN/CaCI 2/HBS 

2X, lentamente y se incuban Después de 24 horas se les da un tratamiento con 

glicerol al 15 % en un buffer HEPES/NaCI, para aumentar la eficiencia de transfección, 

la cual se adiciona a la monocapa previa extracción del medio, adicionando 1 mi de 

solución durante 3 min a 37° C y se lava la monocapa con PBS lX, dos veces y una 

vez con medio DMEM sin complementar, por último se le adiciona medio DMEM 

complementado fresco e incubar a 37° C con 5 % de CO2 por 24 hrs. Se realiza la 

primera selección para distinguir transfectantes estables adicionando G418 

(Geneticina, droga análoga a neomicina) a una concentración final de 600 IJg/ml, se 

realiza el cambio de medio y droga cada 72 o 96 hrs por la subsecuente muerte de 

aquellas células que no han integrado el vector que confiere la resistencia a G418. 

Después de dos o tres semanas sólo quedan las colonias de células resistentes a la 

droga. El monitoreo se lleva a cabo por medio de un microscopio invertido marca 

Olympus de fluorescencia con el filtro verde, se hicieron dos selecciones y 

posteriormente estas fueron despegadas de la monocapa con tri psi na-versen para 

dividirlas en dos partes, una resiembra que se conserva para realizar los experimentos 

posteriores y la otra fue congelada para mantener un banco de reserva. 

Se congelaron células de segunda selección con G418 para mantener una 

reserva, para obtener un buen proceso de congelación se siembran células a una 

densidad de 5XlOs células/mi en botellas de 25 cm2 con 5 mi de medio DMEM 

complementado, con un cambio de medio a las 24 hrs de incubación, la congelación se 

realizó a las 48 hrs de incubación lavando a las células con PBS lX a 37° C, se 

despegan las células con 800 fll de tripsina-versen 0.05% dejando actuar durante 10-

20 mino Se centrifuga a 1800 rpm por 5 min y se resuspende la pastilla en medio 

DMEM y se cuantifican las células en una cámara de Neubauer para obtener una 

concentración de 3Xl06 células/mI. Se centrifugar y se resuspende la pastilla con una 

mezcla de DMEM+Dimetil sulfóxido (DMSO al 10%) cuidadosamente. Se coloca la 

suspensión en tubos de congelación (criotubos), previamente etiquetados. El DMSO es 

muy tóxico para las células por lo que debe utilizarse frío y trabajarse lo más rápido 

posible para disminuir el efecto tóxico de esta forma se colocan las células en hielo y 

los criotubos estériles se deben congelar 24 hrs antes de utilizarse a-70° C. Las 



Materiales y métodos 

células fueron colocadas a -20° e durante 1 hr, luego se pasan al congelador REveo a 

-70° e por 24 hrs. Finalmente, los tubos son colocados en N2 líquido. Después de siete 

días se descongela un tubo al azar para realizar una prueba de viabilidad. 

Para descongelar células se extrae un tubo del N2 líquido, pasándolo 

rápidamente a un vaso con agua a 37° C. Se agregan 5 mi de medio DMEM y se 

centrifuga a 1800 rpm por 5' para eliminar el DMSO, la pastilla se resuspende en 5 mi 

de medio DMEM complementado. Las células se siembran en cajas de cultivo a alta 

densidad, incubando a 37° e con 5 % de eo2• Después de que las células llegan a 

confluencia se les da un pase 1: 2 y posteriormente un pase 1: 5, después de esto se 

sigue con el pase normal recomendado. 

Clonación de células transfectadas de manera estable 

La clonación de células es una técnica utilizada para homogenizar una población 

celular de la cual se espera que todos sus integrantes tengan el mismo ADN, así, se 

realiza la clonación obteniendo poblaciones celulares provenientes de una misma 

célula. Este procedimiento se lleva a cabo por citometría de flujo o FAeS 

(Fluorescence-Activated Ce" Sorting) ADVANTIX. La preparación de las células consiste 

en despegarlas con tripsina y resuspenderlas en medio DMEM, se colocan en tubos 

para el citómetro 1 hr antes de separarlas en el citómetro de flujo, en este tiempo 

deben estar a 37° e, debe procurarse que las células queden bien disgregadas. Por 

otro lado en placas de 96 pozos se colocan 100 ~d de medio DMEM complementado, el 

citómetro colocará una célula/pozo y separará a las células de alta fluorescencia, se 

incuban a 37° e con 5 % de e02 de 1-2 semanas, hasta que haya un claro 

crecimiento. euando las células lleguen a confluencia se expande la población 

sembrándolas en una caja más grande (cajas Petri para cultivo celular de 30 mm de 

diámetro), posteriormente se les dio un pase 1: 2 hasta llegar a darles el pase 

recomendado. Una parte de cada clona fue congelada y la otra fue utilizada para los 

experimentos subsecuentes. 

Tinción de F-actina con faloidina rodaminada 

La faloidina es una toxina del hongo Amanita faloides que se une fuertemente a 

ambos extremos de los filamentos de actina y los estabiliza, impidiendo su 

despolimerizacion, por sus propiedades fluorescentes es ampliamente utilizada para 

marcar de color rojo los filamentos en células fijadas (Alberts y cols, 1993). 
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Para la tinción directa con faloidina en las células MDCK, estas fueron 

sembradas en cajas Petri de 30 mm de diámetro, sobre cubreobjetos tratados con 

EtOH absoluto y flameados, la caja contiene medio DMEM complementado, se incuban 

a 370 C con 5 % de CO2 hasta que lleguen a la fase logarítmica en subconfluencia 

(70% de crecimiento) y también deben de extraerse otras muestras en confluencia 

(90% de crecimiento), las células son lavadas con PBS 1X a 37° C tres veces y fijadas 

con 1 mi de formaldehído al 3.7% (en PBS 1X) (Grado ultra puro, Tousimis Research 

Co.) durante 20 min a P amb, se remueve el formaldehído lavando con PBS 1X y se 

permeabilizan con acetona durante 5 min a-20° C. Se toman 10 pi de faloidina

rodaminada concentrada y se diluye en 200 pi de PBS 1X, de esta solución de faloidina 

se agregan 25 pi a cada cubreobjetos con células y se incuban durante 20 min a P 

amb, finalmente, las células en los cubreobjetos son montadas en portaobjetos con 

una gota de Gelvatol. Las laminillas son etiquetadas y almacenadas a -200 C 

protegidas de la luz para su posterior análisis al microscopio de fluorescencia. 

Extracción y cuantificación de proteínas totales 

Se colocan células en cajas Petri de 10 cm de diámetro (4 por cada línea 

transfectada), para Jbtener una buena cantidad y se toman del 90-95 % de confluencia, 

se lavan 3 veces con PBS 1X, para poder extraer la proteína total se deben lisar las 

células para lo cual se agregan 400 ~d de una mezcla 1: 1 de amortiguador de muestra 2X 

y una mezcla de inhibidores (complete) de proteasas 50X. Con ayuda de un gendarme 

(Gibco) se raspa la monocapa hasta formar una solución viscosa, la cual se coloca en un 

tubo eppendorf de 1.5 mi, todo esto debe realizarse en hielo para evitar que se degrade 

la proteína. Para asegurar la lisis celular y liberar la proteína se sónica a 40 amperes por 

15segundos. La proteína se cuantifica por el método de Lowry (Lowry y cols, 1951), con 

una curva patrón con S, lO, 15, 20, 25 Y 30 pg de BSA recién preparada y se lleva a 

un volumen final de 200 ~d con agua milli-Q estéril. Se prepara un blanco únicamente 

con los 200 ~d de agua milli-Q estéril. Las muestras se tratan colocando 1 pi de la 

proteína en un tubo eppendorf de 1.5 mi y se lleva a un volumen final de 200 pi con 

agua milli-Q estéril. A todos los tubos se les agrega 1 mi de solución C fresca, se agita 

en el vortex y se dejan reposando 10 min aTo ambo Se agregan 100 pi de la solución 

D, se agita en vortex e incuba a TO amb por 30 mino Por último se lee en el 

espectrofotómetro visible a una longitud de onda de 750 nm y se grafica concentración 

contra DO y se interpolan los resultados de las muestras para calcular la concentración 

de las mismas. 
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Electroforesis de proteínas SDS-PAGE 

La electroforesis de proteínas SDS-PAGE se hace en un gel de poliacrilamida de 

1.5 mm de grosor usando cámaras de preparación de BIO-RAD, el gel contiene dos fases 

un separador y un concentrador. El SDS-PAGE tiene su fundamento en la matriz de gel 

de poliacrilamida que se prepara por una polimerización iniciada por radicales libres. La 

acrilamida se polimeriza linealmente mientras que la bisacrilamida sirve como agente 

de unión para formar una matriz tridimensional, el persulfato de amonio y el TEMED se 

utilizan para generar los radicales libres. 

En tubos eppendorf se preparan las muestras con una concentración de 500 ¡.tg de 

proteína al igual que el marcador de peso y se les agrega 15 ¡.tI de buffer de muestra 2X 

con un exceso de SOS que desdobla la proteína en sus péptidos constitutivos y 1 ¡.tI de 

l3-mercaptoetanol que rompe los puentes disulfuro, se calienta en agua hirviendo por 5 

min, posteriormente se carga el gel que debe estar en una cámara de corrida BIO-RAD, 

con 800 mi de buffer de corrida al lX, previamente enfriado, entre sus principales 

componentes del buffer de corrida esta el SOS que se fija en los péptidos 

cuantitativamente lo que les da linearidad y los carga positivamente a lo largo de la 

cadena sustituyendo las cargas originales de la proteína. El desplazamiento de las 

proteínas a través del gel de poliacrilamida en un campo eléctrico, dependerá 

exclusivamente de su tamaño molecular, pues el tamaño del poro del gel restringe el 

movimiento de las moléculas más grandes, mientras que las partículas más pequeñas 

son capaces de atravesar el gel más rápida. Se colocan los electrodos y se corre alOa 

mVolts, 400 amperes por 2 hrs 30 mino El gel se tiñe con azul de Coomasie durante 20 

min a TO amb, y se destiñe con agua bidestilada, hasta que se puedan ver las bandas de 

las proteínas. 

Inmunotransferencia (Western Blot) 

Es una técnica utilizada para la separación y caracterización de proteínas en 

donde son separadas en primer lugar mediante electroforesis en geles de 

poliacrilamida y posteriormente se transfieren mediante la aplicación de un campo 

eléctrico perpendicular del gel a una membrana de nitrocelulosa (Towbin y cols, 1979) 

Y 800 mi de buffer de transferencia. Se verifica la transferencia tiñendo la membrana 

con rojo de Ponceau durante 10 min y se lava con agua bidestilada . Para evitar la 

unión inespecífica de los anticuerpos a la membrana, antes de colocar el primer 

anticuerpo se bloquean los sitios inespecíficos del papel con leche descremada Svelty 
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de Nestlé al 6% en PBS IX durante 3 hrs a P amb ó a 4° C durante toda la noche. Las 

proteínas se detectan inmunológicamente incubando toda la noche la membrana, 

primero, con un anticuerpo primario específico contra la proteína de interés, en este 

caso, anti-p-actina, anti-GFP y anti -GAPDH . Se retira el exceso de anticuerpo primario 

y se incuba con un anticuerpo secundario conjugado con una enzima (peroxidasa) y 

contra la especie en la que se ha producido el primer anticuerpo, en este caso anti

ratón . Este segundo anticuerpo se pega al primero y el conjugado enzimático permitirá 

visualizar todo el complejo .. proteína-Ab primario- Ab secundario-enzima» cuya 

localización se revela al incubarlo con el reactivo comercial ECL®, el cual contiene 

luminol que al ser oxidado por la peroxidasa produce una señal de color visible que 

puede detectarse sobre una película radiográfica . La presencia de bandas coloreadas 

indica la posición de la proteína de interés (Laemmli, 1970; Towbin y cols, 1979). Los 

valores fueron normalizados con respecto a GAPDH como control de carga de la misma 

cantidad de muestra, y con respecto a la muestra con mayor intensidad de banda 

(considerada como 100%) para cada grupo de p-actina y GFP. 

Infección de fibroblastos 3T3 (NIH Y S) Y epitelios (MDCK y RK13), con 
los tres estadios de desarrollo de T. cruz; 

Se infectan fibroblastos 3T3 (NIH Y S) y ' células epiteliales MDCK con 

epimastigotes, amastigotes y tripomastigotes transfectados con EGFP. Las células se 

crecen en placas para cultivo de 24 pozos en confluencia del 70% con medio DMEM al 

10% SFB para todas las líneas celulares. Los parásitos en estadio de amastigote y 

tripomastigote se extraen y purifican de una infección primaria en fibroblastos 3T3 

NIH, el estadio de epimastigotes se purifica de un cultivo en fase logarítmica . Los tres 

estad ios se inoculan en las cuatro líneas celulares a una densidad de 2 .27xl06 

parásitos, las células fueron incubadas a 37° C con 5 % de CO2 y a las 48 hrs se les 

cambia él medio retirando los parásitos, se contabilizan las células infectadas en el 

microscopio invertido de fluorescencia cada 48 hrs. 

Infección de células MDCK con los tres estadios de desarrollo de T. cruz; 

La infección de las transfectantes estables de células MDCK con pEGFP-Actinm y 

pEGFP-Actin· se realiza con los tres estadios del parásito, no fue posible contar con la 

línea que expresaba pEGFP-Actin, por lo que se usan como control células WT. 

Para los ensayos de infección, las células MDCK se siembran en placas de 24 

pozos, a una confluencia del 40 % con medio DMEM complementado (10% SFB y sin 
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insulina), las células se mantienen en incubación a 37° C con 5% de CO2 antes de 

infectarlas con el parásito . Antes de realizar la infección, los parásitos en estadio 

amastigote y tripomastigote se recuperan de una infección primaria, purificados y 

contabilizados, los parásitos en estadio epimastigote venían de un cultivo en fase 

logarítmica, también se purifican del medio en que se encontraban y se contabilizan, 

todos los parásitos están transfectados con la proteína EGFP. A las células se les retira 

el medio y se les coloca medio DMEM al 2% de SFB y se inoculan lxl0s parásitos de 

los tres estadios a cada línea transfectada, las células se incuban a 37° C con 5 % de 

CO2 y a las 48 hrs se le cambia el medio retirando los parásitos, se contabilizan las 

células infectadas en el microscopio invertido de fluorescencia cada 48 hrs. 

Procesamiento de imágenes 

La captura de imágenes se realiza en un microscopio de epifluorescencia con un 

objetivo de inmersión de 63X, con filtros de color verde para visualizar la actina 

fluorescente en las células fijadas. Para la actina marcada con faloidina, las células se 

observan con un filtro rojo. Las imágenes se capturan con un sistema de cómputo 

acoplado al microscopio y con el software Twin Viewfinder, versión 3.0 y se procesan 

con el software Image-Pro Plus, versión 4.0. 

Colocalilzación 

Para realizar los análisis de colocalización, las imágenes capturadas se procesan 

con el programa Image-Pro Plus 4.0. Para esto se realizaron tomas en el mismo campo 

de las células transfectadas y teñidas con faloidina, posteriormente con el programa se 

realizó la sobreposición de las imágenes y la colocalización se observó al mezclar los 

colores rojo y verde, dando como resultado un color amarillo . 

-====:-
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Resultados 

El ADN de los plásmidos (pEGFP-Actinm y pEGFP-Actin-) utilizados para los 

experimentos de transfección fue obtenido por el método de esel como se describe en 

materiales y métodos_ Se cuantificó por espectrofotometría UV a una densidad óptica 

(DO) de 260 nm, obteniendo como resultado una concentración de 6_64 pghd para 

pEGFP-Actinm y de 6_975 pg/pl para pEGFP-Actin- en un volumen final de 200 pI. Se 

corrieron 200 ng de cada ADN en un gel de agarosa para evaluar su integridad 

comparando su patrón con el obtenido del plásmido original pEGFP-Actin (figura 5) . 

En cada carril se observan tres bandas las cuales corresponden al ADN super

enrollado, enrollado y circular, así como el patrón esperado indicando la integridad del 

ADN obtenido por esCl. 

5090-
4072-
3054-
2036 
1636 

1018-

1 2 3 4 

Figura S. ADN de plásmido de pEGFP-Actinm
, pEGFP-Actin- y pEGFP

Actin. Los ADN de pEGFP-Actin (2), pEGFP-Actinm (3) y pEGFP-Actin- (4) se 
corrieron en un gel de agarosa al 1% teñido con EtBr. A la izquierda se 
corrió el marcador de peso molecular de 1 Kb (1) . 

Para verificar que los ADN obtenidos corresponden a los plásmidos pEGFP

Actin ln y pEGFP-Actin, determinamos el patrón de restricción de cada uno de ellos con 
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las enzimas Bgl II Y BamH 1, para liberar el fragmento que codifica para ~-actina. 

Como se muestra en la Figura 6 se obtuvo un banda de 4687 pb en ambos casos 

correspondiente al vector pEGFP y una banda de 959 pb correspondiente a p-actina 

mutada (carril 2) y 1133 pb correspondiente a p-actina (carril 3). Para pEGFP-Actin ' 

se trató con Bsa 1 el cual tiene dos sitios de corte, uno dentro de la secuencia que 

codifica para ~-actina en el nc 1718 y el otro sitio se encuentra en el nc 4834, por lo 

que solo se encontró un sitio de corte ya que no se encuentra el fragmento de p-actina 

linearizando al plásmido de 4687 pb. Ya que se obtuvo el patrón de restricción 

esperado nuestro resultado indica que nuestros ADNs son los correctos. 

1 2 3 4 

Figura 6. Patrón de restricción de los plásmidos pEGFP-Actinm
, 

pEGFP-Actin- y pEGFP-Actin. Digestión de pEGFP-Actin'" (2), pEGFP
Actin (3) y pEGFP-Actin' (4). A la izquierda (1) se corrió el marcador de 
nf'SO molf'n"ilr elf' 1 kh . 

. __ . __ .51 
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Transfección y expresión de actina fluorescente en células 
MDCK transfectadas 

Células MDCK se transfectaron con los plásmidos pEGFP-Actin"' y pEGFP-Actin

por la técnica de co-precipitación con fosfato de calcio como se describe en materiales 

y métodos para expresar una r¡-actina truncada exógena y células control expresando 

únicamente la proteína fluorescente (EGFP). Se obtuvo una eficiencia de transfección 

del 20-30 %. Para obtener células transfectadas establemente, se realizaron dos 

selecciones con 600 ~lg/ml de G418 (Geneticina). La primer selección se hizo 48 hrs 

post-transfección, donde se obtuvo una muerte celular de más de la mitad de la 

población, después de 10 días se le retiró la droga y se agregó medio sin droga 

durante 120 hrs. Posteriormente se realizó una segunda selección con la misma 

concentración de droga durante 15 días, la muerte celular disminuyó y las células 

mostraron una clara recuperación a partir del 11 0 día . Del total de células resistentes 

aproximadamente el 80% presentaban fluorescencia (tabla 2). La permanencia de la 

fluorescencia en las células en ausencia de la droga después de la segunda selección 

indicó la integración de los plásmidos al genoma de las células transfectadas. 

Tabla 2. Porcentaje de células fluorescentes y viabilidad durante la primera V 
segunda selección post-transfección 

Días % de células Fluorescentes % de células muerta~J 
1er Selección EGFP-Actinm ----e'GFP--Act¡n:- -EGFP-ActinmIEGFP-Actin~- j' 

(Mut) (Mock) (Mut) I (Moc~ 
1 0 20 30 20 15 _ ~._ 

1---- 30 30 30 25 15 _ 
5° 30 30 40 30 

7° 30 40 50 45 1 
r----~- 30 40 70 60 _ 

2 a Selección 

A 24 hrs de haberse aplicado la droga G418, se evalúo el número 
aproximado de células fluorescentes y de células muertas en dos 
selecciones consecutivas. Los porcentajes son valores aproximados 
de observaciones en las cajas de cultivo durante los procesos de 
selección. 
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las células transfectadas establemente se clonaron en un citómetro de flujo 

(FACS) obteniendo una eficiencia de clonación -30% de las cuales se seleccionaron 8 

clonas que mostraban la mayor fluorescencia para las células Mock y 6 para las células 

Mut. Se congelaron tanto poblaciones de segunda selección como clonas y se probó la 

eficiencia del proceso de congelación como se describe en materiales y métodos. 

Para evaluar la expresión de EGFP (EGFP-Acth) Y la EGFP fusionada a actina 

mutada (EGFP-Actinm) de las transfectantes obtenidas en este trabajo; así como, 

EGFP fusionada a actina (EGFP-Actin) de una transfectante obtenida en un trabajo 

previo, las células fueron analizadas bajo el microscopio de fluorescencia con el 

objetivo 63X. Como se observa en la figura 7 las células Mock (panel C) mostraron 

una fluorescencia homogénea en el citoplasma y núcleo de la célula. Por el contrario en 

las células A+ la fluorescencia se observó en los microfilamentos y en el anillo cortical, 

los filamentos de actina se encuentran organizados y linearizados en un mismo sentido 

(panel B). En el caso de las células Mut (panel D) la fluorescencia también se 
observó en los microfilamentos y anillo cortical pero a diferencia de A+ los filamentos 

de actina se observaron ordenados sin un patrón específico y aún cuando se permite la 

formación del anillo cortical éste no es tan distinguible como en el caso de A+. las 

células WT (panel A) no muestran fluorescencia ya que no expresan EGFP. 

Figura 7. Expresión de la proteína verde fluorescente en células 
MDCK. Células WT (A), transfectadas con pEGFP-Actin denominadas A+ 
(S), células transfectadas con pEGFP-Actin- denominadas Mock (C) y 
transfectadas con pEGFP-Actinm denominadas Mut (D) fueron analizadas 
bajo el microscopio de fluorescencia con el objetivo 63X. 
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del citoesqueleto de actina en células 
con pEGFP-Actinm, pEGFP-Actin- y pEGFP-

Para evaluar el efecto de la expresión de actina normal y mutada exógena en la 

organización del citoesqueleto de actina, células MDCK transfectadas en subconfluencia 

y confluencia se tiñeron con faloidina roda minada como se describe en materiales y 

métodos. Como se muestra en la figura 8 la expresión tanto de actina normal como 

mutada exógena (verde) colocalizan con la actina endógena (rojo), evidenciado por el 

color amarillo obtenido de la superposición de la tinción con faloidina rodaminada y la 

expresión de la EGFP. Como se mostró anteriormente la expresión de la proteína verde 

fluorescente en las células Mock se distribuye en núcleo y citoplasma, por lo que como 

se esperaba no colocaliza con los filamentos de actina endógena. Aún cuando se 

observa una colocalización en el área cortical de la célula consideramos que 

posiblemente es resultado de la presencia de la EGFP en la membrana de la célula en 

donde se concentra una alta cantidad de actina. Para poder confirmar lo dicho seria 

necesario realizar análisis por microscopia confocal en cortes seriados. 

Para monitorear el comportamiento de las células en cultivo, éstas eran 

observadas en el microscopio de fluorescencia a lo largo de diferentes resiembras. La 

expresión de la EGFP en las células Mock no presentó ninguna alteración en su 

morfología ni en el crecimiento de las células al igual que cuando se expresó EGFP

actina (A+) indicando que la expresión de EGFP es inocua y que la expresión de (3-

actina exógena no tuvo un efecto deletéreo en las células transfectadas. Por otro lado 

en el caso de células transfectadas con EGFP-actinam se observó una morfología 

alterada mostrando células redondeadas que no se extendían tan ampliamente como 

las células control (WT y Mock) y células expresando EGFP-actina tanto en 

subconfluencia {figura 8} como en confluencia {figura 9 y lO}. También las células 

expresando EGFP-actinam se caracterizaron por un crecimiento más lento que las 

células control (tabla 3). Estudios posteriores serán necesarios para determinar si el 

crecimiento lento es resultado de un cambio en su tasa de crecimiento o de una fase 

lag prolongada. Además, las células Mut siempre presentaron niveles de fluorescencia 

menores. 
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EGFP Faloidina Colocalización 

Figura 8. Distribución de los filamentos de actina en células MDCK 
transfectadas con pEGFP-Actin·, pEGFP-Actln y pEGFP-Actinm

• Se 
muestra la distribución de los filamentos de actina exógena (verde) con 
respecto a la endógena (rojo) y su colocalización (amarillo) de células 
transfectadas a diferentes grados de subconfluencia. En las células Mock la 
EGFP se acumula en citoplasma y núcleo. En células A+ y Mut puede 
observarse una colocalización de actina endógena y exógena del 90-95% y 
del 95-100%, respectivamente. La actina exógena forma parte de las 
estructuras del citoesqueleto como los filamentos de actina, fibras de estrés 
y anillo de actina cortical. 
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Figura 9. Alteración morfológica de células Mut con respecto a 
células control Moele, A+ V WT. Las células Mut muestran unas formas 
redondeadas (señalado con la cabeza de flecha), indicando que la 
organlzaci6n del dtoesqueleto de actina es diferente a las células control 
Mock, A+ que presentan una morfología muy similar a células WT que tiene 
la morfología normal de la célula. 
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EGFP Faloidina Colocalización 

Figura 10. Organización de filamentos de actina en células MDCK 
Mut con respecto a los controles WT, A+ Y Mock. En células Mut hay 
una completa desorganización de actina exógena y endógena (indicado con 
la cabeza de flecha) . Las A+ presentan una mejor organización y 
distribución de filamentos (cabeza de flecha). La Mock y WT solo presentan 
la organización de actina endógena formando parte de los filamentos, fibras 
de estrés, microvellosidades y del anillo cortical (cabeza de flecha). 
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Tabla 3. Comportamiento celular en cultivo 
......... _-_.-.... _._._-- ... - .. _-_ ..... _. __ ._-,. __ ... _- ..... ---. o •••• • •• __ ._ • •• _ ••••• _ 

WT A+ Mock Mut 

Expresión de No 
Normal Alta Baja 

la EGFP presenta 

Crecimiento 
Normal Normal Normal Baja 

en cultivo 

.. _Morfol~g.í~ __ Normal Normal Normal Alterada 

Las células A+ y Mock se comportan de forma similar a las células WT. La 
Mut presenta variaciones muy notorias en la morfología, expresión de EGFP 
y el crecimiento en cultivo. 

Niveles de expresión de la proteína de ¡l-actina endógena y 
exógena en células MDCK transfectadas con pEGFP-Actin y 
pEGFP-Actinm

• 

Para evaluar de qué manera afecta los niveles de la proteína endógena la 

expresión de ~-actina exógena normal y mutada se realizaron ensayos de 

inmunotransferencia (Western Blot). Primero se cuantificó la concentración de proteína 

de los extractos por el método de Lowry como se describe en materiales y métodos. En 

la figura 11 se presenta la curva estándar obtenida y la ecuación de la curva con la 

que se calculó la concentración de los extractos totales de proteínas. 

I Curva estándar de Proteinas (Lowry) 

0_9 y = O.Ol33x + 0.0529 

0.8 R2 = 0.9959 
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Figura 11. Cuantificación de proteínas por el método de Lowry. La 
curva estándar obtenida muestra un coeficiente de regresión lineal R2 = 
0.9959 que indica que los datos obtenidos son 99% confiables, con la 
ecuación de la curva obtenida se pudo calcular la concentración de 
proteínas de los extráctos totales obtenidos. 



Los resultados obtenidos fueron: 

Células Absorbancia [Proteína] 

WT 
A+ 

Mock 
Mut 

750 nm ~g/~I 

0.5975 
0 .6025 
0.6793 
0.4877 

40.9473 
41.3233 
47.0977 
32.6917 

Resultados 

Para evaluar la integridad de las proteínas y descartar su probable degradación 

debido a la manipulación durante la extracción y la cuantificación se corrieron las 

muestras en un gel de acrilamida (SDS-PAGE) al 10% como se describe en materiales 

y métodos. Como se muestra en la figura 12 los extractos proteicos mostraron el 

patrón de corrimiento esperado. Se observan proteínas de alto peso molecular lo que 

indica que no hubo degradación, además todas las muestras presentan el mismo 

patrón indicando que la expresión de EGFP así como de la actina normal y mutada 

fusionada a EGFP no modificó el patrón de expresión de las células transfectadas con 

respecto a las células WT. 

WT A+ Mock Mut 

Figura 12. Extracto total de proteínas de las células WT y 
transfectadas. Extractos totales de proteínas de células silvestres (WT), 
transfectadas con pEGFP-Actin (A+), pEGFP-Actin ' (Mock) y pEGFP-Actinnl 

(Mut) se corrieron en un gel de poliacrilamida al 10% teñido con azul 
Coomasie , 

Iguales concentraciones de proteína (3 mg) cuantificada por Lowry y en gel se 

utilizaron para realizar los ensayos por Western Blot. Las inmunotransferencias se 

interaccionaron con un primer anticuerpo anti ~-actina, para detectar la ~-actina 
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endógena; anticuerpo anti EGFP, para detectar la EGFP fusionada a la J3-actina 

exógena; y anticuerpo anti GAPDH (gliceraldehído) como control de carga. El primer 

anticuerpo fue detectado y revelado usando un segundo anticuerpo peroxidado anti

ratón, como se muestra en la figura 13. 

Los resultados mostraron bandas de diferentes pesos moleculares 

correspondientes al peso molecular esperado de cada muestra: 35 kD para GAPDH, 

43kD para actina endógena, 25 kD para EGFP, 58 kD para EGFP fusionada a actina 

truncada, 68kD para EGFP fusionada a actina. El anticuerpo anti-actina únicamente 

reconoce a la actina endógena por lo que únicamente obtuvimos la banda de 43 kD. 

GAPDH p-ACTINA EGFP 
WT A+ Mock Mut WT A+ Mock Mut WT A+ Mock Mut 

_ 68KD 

..... 58KD 

43KD ----
35KD ~--__ _ 

25KD 

Figura 13. Inmunotransferencia de p-actina endógena y exógena en 
células WT y transfectadas. Extractos proteicos de células WT y 
transfectadas fueron analizados por inmunotransferencia utilizando 
anticuerpos específicos para evaluar los niveles de actina endógena y 
exógena. Un anticuerpo anti-GAPDH se utilizó para evaluar los niveles de 
una proteína constitutiva para ser usada como control de carga. 

Las inmunotransferencias anteriores fueron analizadas por densitometría para 

determinar los valores relativos de p-actina endógena y exógena en las células 

transfectadas (A+ y Mut) con respecto a las células control (WT y Mock) (figura 14). 

Para ello se utilizó el programa de computo SigmaGel versión 1.0. Los valores fueron 

normalizados con respecto a GAPDH (panel A) como control de carga de la misma 

cantidad de muestra y con respecto a la muestra con mayor intensidad de banda 

(considerada como 100%) para cada grupo de p-actina y GFP. Como puede observarse 

hay un claro incremento del 31 y 100% de p-actina exógena normal y mutada 

respectivamente (panel C). Este incremento tuvo un impacto en los niveles de 13-

actina endógena en células expresando actina mutada (panel B) en donde una 
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disminución de 63% fue observada. Contrario a lo esperado en A+ únicamente una 

reducción de 6% en los niveles de actina endógena fue obtenida. Como se esperaba 

los niveles de actina endógena no se modificaron en las células Mock en donde 

únicamente la proteína EGFP esta expresada. 
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Figura 14. Expresión de p-actlna endógena y exógena. Análisis 
densitométrico de la expresión de p-actina endógena y exógena de la 
inmunotransferencia de la figura 9. (A) Control de carga de GAPDH 
normalizado a 100% y utilizado para normalizar los valores con respecto al 
control de carga. (B) Niveles de p-actina endógena normalizados con 
respecto a la WT. (C) Niveles de EGFP fusionada a p-actina exógena 
normalizados a los valores obtenidos a Mut. 
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Cinética de infección de epimastigotes, tripomastigotes V 
amastigotes de Trypanosoma cruz; en dos líneas de células 
epiteliales (MDCK V RK13) V dos líneas de fibroblastos 3T3 
(5 V NIH) 

Debido a que se ha reportado que la infección de tripomastigotes en células 

epiteliales es influenciada por la polaridad celular (Schenkman y cols, 1988; Tardieux y 

cols, 1992; Gottlieb y cols, 1993), se realizó un ensayo de infección con los tres 

estadios del parásito T. cruzi en dos líneas de células epiteliales (MDCK y RK13) Y se 

compararon con fibroblastos 3T3 (NIH y S) en los que se ha reportado que la invasión 
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Figura 15. Cinética de infección en fibroblastos 3T3 (NIH Y S) Y 
epitelios (MDCK y RKI3). Se llevó a cabo una dnética de infección en 
cuatro líneas celulares con los tres estadios de desarrollo del parásito. (A) 
Fibroblastos 3T3 NIH; (8) fibroblastos 3T3 S; (C) epitelios RK13; (D) 
epitelios MDCK. 
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se puede dar por cualquier parte de la superficie de la célula (5chenkman y cols, 

1988). Los resultados se muestran en la figura 15, en donde se puede ver un mayor 

índice de infección en f1broblastos que en células epiteliales con los tres estadios de 

desarrollo del parásito. Mientras que los epimastigotes, tripomastigotes y amastigotes 

presentaron un porcentaje de infección de 0%, 3-9% y 2% en células epiteliales 

(MOCK y RK13 respectivamente) en fibroblastos mostraron índices de 5-10%, 30-70% 

y 5-40% (5 Y NIH respectivamente). En la figura 16 se muestra la cinética de 

infección por estadio de parásito, en todos los casos los fibroblastos 3T3 (5 Y NIH) 

presentan mayor porcentaje de células infectadas (4-20, 4-50 Y 32-70% con 

epimastlgotes, amastigotes y tripomastigotes, respectivamente) comparado con las 

células epiteliales MOCK y RK13 (O, 2-3 Y 3-10% con epimastigotes, amastigotes y 

tripomastigotes, respectivamente). También, observamos que el estadio de 

tripomastigote es el más infectivo independientemente del tipo celular utilizado, 

seguido por los amastigotes y estos a su vez por epimastigotes, siendo incluso estos 

últimos, no infectivos en las células epiteliales. 
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Figura 16. Cinética de infección con eplmastigotes, amastigotes y 
tñpomastigotes en cuatro líneas celulares. Se llevo a cabo una cinética 
de Infección con los tres estadios de desarrollo del parásito en flbroblastos 
3T3 (NIH Y S) Y células epiteliales (RK13 y MOCK). (A) epimastigotes; (6) 
amastlgotes; (C) tripomastigotes. 
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Cinética de infección de células MDCK con los diferentes 
estadios de desarrollo de Trypanosoma cruz; 

Ya que uno de los objetivos de este trabajo es el de dilucidar si el citoesqueleto 

de actina tiene alguna participación en el proceso de infección por Trypanosoma cruzi, 

para lograr nuestro objetivo se hizo un ensayo de infección con células MDCK WT, 

expresando EGFP (Mock) y expresando p-actina mutada fusionada a EGFP (Mut) . 

Los parásitos que se usaron para la infección fueron extraídos de una infección 

primaria realizada en células NIH 3T3, cepa en la que se obtiene el mejor rendimiento 

de tripomastigotes y amastigotes. En un trabajo previo se obtuvieron parásitos knock

in expresando la proteína EGFP los cuales fueron utilizados en este trabajo . Se 

inocularon lxl05 parásitos fluorescentes de cada estadio a células al 40% de 

confluencia durante 48 hrs, se lavaron exhaustivamente y se determinaron el número 

de células infectadas a las 48, 96, 144 Y 192 hrs. Los resultados se muestran en la 

figura 17 en donde se puede observar que las infecciones con amastigotes tienen un 

mayor índice de infección en las células Mut comparado con las células control (WT y 

Mock). Por otro lado en tripomastigotes y epimastigote la infección disminuye en 

células expresando actina mutada. Además, cuando comparamos la infección con los 

tres estadios de desarrollo del paráSito en células WT, Mock y Mut, los tripomastigotes 

infectan mas que los amastigotes y estos a su vez mas que los epimastigotes como se 

observó en el experimento anterior (figura 16). Estos resultados sugieren que los 

amastigotes utilizan un mecanismo independiente de actina para infectar células 

epiteliales, mientras que los tripomastigotes y epimastigotes utilizan un mecanismo 

dependiente de microfilamentos. Nuestros resultados por el momento son preliminares 

por lo que serán necesarios estudios futuros para comprobar esto. 
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Figura 17. Cinética de Infección de epimastigotes, amastigotes y 
tripomastigotes en células MDCK. Se realizaron cinéticas de Infección 
con los tres estadios de desarrollo del parásito: epimastigote (A), 
amastigote (8) y tripomastigote (C). Los mismos resultados fueron 
analizados con respecto a las células hospederas usadas: WT (O), Mock (E) 
y Mut (F). 
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Discusión 

La gran cantidad de descubrimientos tecnológicos que han permitido la 

manipulación del ADN y los sorprendentes adelantos de la biología molecular y celular 

basados en el análisis y la manipulación de macromoléculas, en especial del ADN, se 

debe en gran parte al descubrimiento de diversas enzimas que por un lado cortan el 

ADN (enzimas de restricción) de cualquier organismo en secuencias especificas de 

nucleótidos (nc) y por el otro que ligan fragmentos con extremos compatibles' (ADN 

ligasas) en vectores de transfección para producir ADN recombinante permitiendo así 

su replicación y expresión. Estas moléculas de ADN recombinante pueden introducirse 

dentro de células blanco por el método de transfección y tener así diferentes 

aplicaciones. Existen una gran variedad de técnicas de transfección a elegir 

dependiendo de cada tipo y línea celular. La técnica más utilizada en células eucariotas 

es la precipitación de ADN por fosfato de calcio (Ca-Pi), ya que no requiere de equipos 

especiales y costosos, además de que la eficiencia de transfección es muy buena, sin 

importar la concentración utilizada. Jordan y colaboradores en 1996, sugieren que se 

use una concentración de ADN entre 25-50 ¡.tg/ml, pero se ha demostrado que la 

concentración no tiene efecto sobre la calidad de la transfecclón, ya que esta se basa 

principalmente en la cantidad y calidad de los precipitados finos entre el CaCI 2 y el ADN 

en una solución salina de fosfatos que permiten una mayor probabilidad de ser 

incorporados por la célula . Ejemplo de esto, son los trabajos de Rupprecht y 

colaboradores en 1991, utilizó 20 ¡.tg/ml del ADN obteniendo una buena transfección, 

mientras que Batard y colaboradores en 2001 uso concentraciones de 2.5 ¡.tg/ml del 

ADN de plásmido. También se han utilizado concentraciones mayores como las que usó 

Ponce en 1998, para transfectar células MDCK que utilizó 100 ~lg/ml del ADN 

recombinante obteniendo una eficiencia del 30-40 %. Nosotros utilizando la misma 

línea celular usamos 2.5 ¡.tg/ml de ADN recombinante obteniendo la misma eficiencia 

de transfección (30-40 %) con resultados favorables para una transfección estable con 

el plásmido pEGFP-Actinm y pEGFP-Actin-. 

Debido a que la línea celular (MDCK) uti li zada para la transfección son epitelios, 

el uso de la técnica de transfección por Ca-Pi nos da una enorme ventaja ya que el uso 

de esta técnica no provoca alteraciones que afecten sus funciones esenciales, en 1996 

Kaji y colaboradores evaluaron las propiedades en el transporte iónico de las células 

MDCK al introducir ADN exógeno por medio de la técnica de lipofectina, encontrando 
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que el proceso de transfección por sí solo altera las funciones de transporte de las 

células epiteliales en cuanto al número de moléculas de transporte en la superficie de 

la célula. 

Los vectores de transfección utilizados en este trabajo fueron pEGFP-Actinm y 

pEGFP-Actin- que derivan del plásmido original pEGFP-Actin (Clontech Laboratories 

Inc.) de 5820 pb, al que en un trabajo previo en nuestro laboratorio se suprimieron 

174 nc internos usando la enzima de restricción Xcm 1 (enzima de restricción con dos 

sitios de corte en el vector pEGFP-Actin), cortando del nc 1879 al nc 2053 de la 

secuencia que codifica para ~-actina de humano (ver apéndice), quedando un vector 

de 5646 pb al ligar nuevamente el vector sin el fragmento de 174 nc. Para obtener el 

vector pEGFP-Actin- se hizo una doble digestión del vector original (pEGFP-Actin) con 

BgI 11 Y BamH 1 para eliminar la secuencia completa que codifica para la ¡3-actina de 

humano (ver apéndice), quedando un vector de 4687 pb al religar éste ya que 891 11 Y 

BamH 1 son extremos cohesivos para ambas enzimas. En la figura 6 se muestra el 

resultado de una doble digestión con BgI 11 Y BamH 1, las cuales tienen un solo sitio de 

corte, en el nc 1340 y 2480, respectivamente (ver apéndice). Por esta razón se 

observan dos bandas de diferente tamaño para los vectores pEGFP-Actin (5820) y 

pEGFP-Actinm (5646 pb), una de 1133 pb o 959 pb que corresponde a la secuencia 

completa de ~-actina de humano o ~-actina truncada (-174 nc) respectivamente y otra 

de 4687 correspondiente al resto de la secuencia del vector. En el caso de pEGFP

Actin- sólo presenta una sola banda de 4687 pb debido a que este fragmento no tiene 

la secuencia de actina por lo tanto sólo vemos el vector linearizado con Bsa I que tiene 

dos sitios de corte, una dentro del fragmento de actina (ausente) y la otra en el nc 

4834. 

Los vectores usados para transfectar células MDCK contienen en su ADN una 

secuencia que codifica para resistencia a Neomicina, cuya expresión nos va ser de gran 

utilidad para seleccionar únicamente células que hayan integrado en su genoma el ADN 

transferido por Ca-Pi utilizando la droga G418 (Geneticina), aquellas células en cultivo 

que sobrevivan a la presencia de 600 ¡¡g/mi de esta droga son células transfectantes 

estables, de este modo se mide la eficiencia de la transfección. Nosotros realizamos 

dos selecciones; la primera duró 9 días en la cual hubo un 60-70% de muerte celular, 

por lo que la eficiencia de transfección fue de aproximadamente 30-40 %, sin embargo 

en estas condiciones también pueden sobrevivir células que tengan el ADN 

transfectado extracromosomalmente por lo que las células se crecieron por unos días 
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en ausencia de la droga para que aquellas con el ADN extracromosomal lo eliminaran y 

entonces se sometieron a una segunda selección que duró 15 días en donde la muerte 

celular fue menor del 20-30% y después del 110 día las células sobrevivientes en 

cultivo en presencia de la G418 comenzaron a expandirse mostrando signos de 

resistencia a la droga, al finalizar los 15 días de selección sólo el 80% de las células 

resistentes a G418 expresaban a la EGFP. Este mismo efecto observó Choidas y 

colaboradores en 1998 planteó la posibilidad de alguna deleción en la secuencia del 

plásmido y al momento de expresar la proteína disminuye o nulifica completamente su 

fluorescencia, nosotros creemos que el comportamiento de las MDCK resistentes a la 

droga pero no fluorescentes (20 %) obedece más a que la inserción del ADN del vector 

se dió azarosamente dentro del cromosoma de las células y por tanto la expresión de 

la EGFP está no solo bajo la regulación del promotor del Citomegalovirus (CMV) sino 

también de las secuencias flanqueantes endógenas que podrían modificar su 

expresión. Para resolver el problema de una expresión de fluorescencia no homogénea 

realizamos una clonación en un citómetro de flujo (FACS) marca ADVANTIX, 

seleccionando aquellas clonas con mayor grado la fluorescencia. Como se muestra en 

la figura 7 una expresión homogénea de fluorescencia en las clonas de células 

transfectadas con pEGFP-Actin, pEGFP-Actin- y pEGFP-Actinm fue observada, 

demostrando que el ADN transferido fue integrado y expresado por éstas células . 

El uso de proteínas del citoesqueleto, como actina, fusionadas a la proteína 

verde fluorescente (EGFP-actina) es ampliamente utilizada como una herramienta 

molecular para monitorear el comportamiento del citoesqueleto de actina en distintos 

tipos de células, como B16F1, fibroblastos 3T3, células CHO, COS-7 y t-End, NIH3T3, 

NBT 11, COS-7, PC-12 y células HeLa (Ballestrem y cols, 1998; Chodias y cols, 1998), 

demostrando que esta proteína se encuentra presente en las fibras de estrés, 

adhesiones focales y formando parte del anillo cortical además de encontrarse una 

parte diseminada en el citoplasma que corresponde a la actina globular. En la figura 8 

puede observarse el mismo fenómeno e incluso se pueden observar también sobre las 

microvellosidades, como lo observado en células epiteliales LLC-PK, en donde la 

proteína verde fluorescente unida a actina forma las mismas estructuras del 

citoesqueleto de actina endógena incluyendo las microvellosidades (Herget-Rosenthal y 

cols, 2001). En estos mismos resultados podemos ver como al transfectar la EGFP sin 

la fusión a actina, se presenta en toda la célula, debido a que se distribuye por todo el 

citoplasma y el núcleo de la célula y no sólo en microfilamentos como las que tienen la 

fusión a actina. 
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Ya que el citoesqueleto es determinante para mantener la morfología celular 

determinamos si al transfectar células MDCK con pEGFP-Actinrn
, tuvo alguna incidencia 

sobre la morfología celular. Los resultados que se presentan en la tabla 3 y en la 

figura 9 demuestran que sí hay cambios en la morfología de las células transfectadas 

con pEGFP-Actinm lo cual creemos que se debe a que la p-actina mutada se intercala 

con p-actina endógena perturbando la organización y función de los filamentos, esta 

hipótesis fue demostrada con la figura 10, en donde se ve una desorganización de los 

filamentos compuestos tanto de actina exógena como de actina endógena. También 

suponemos que hay debilitamiento de las uniones al sustrato y a otras células que 

creemos es el resultado de que se apagan vías de señalización que activan factores de 

transcripción de genes involucrados en la proliferación celular y se ve reflejado en la 

cinética de crecimiento que es distinta a la de las células control WT y transfectadas 

con pEGFP-Actin y pEGFP-Actin". En 1987, Leavitt y colaboradores, obtuvieron por 

transformación neoplásica, fibroblastos KD humanos que expresan una p-actina 

exógena que contiene una mutación puntual (gly-244--+Asp-244) y observaron que 

dichas células presentaban alteraciones morfológicas en mayor o menor grado 

dependiendo del nivel de expresión de p-actina mutada, estas alteraciones consistían 

en que la células se redondeaban y después de un tiempo se despegaban del sustrato. 

Nosotros observamos en las células Mut un fenómeno muy similar cuando el cultivo 

celular llegaba al -80% de confluencia, por lo que creemos que nuestras células 

seguían un comportamiento parecido al reportado por Leavitt. Este mismo autor 

describe que las alteraciones morfológicas en células transfectadas con pEGFP-Actinm 

no depende de la sobreexpresión de p-actina exógena mutada, sino, que obedece más 

a que la p-actina mutada se polimeriza con mayor rapidez que la p-actina endógena, 

formando filamentos que se unen para formar fibras de estrés defectuosas por la 

mutación y no cumplen con su papel en la arquitectura celular. Otras observaciones 

que se realizaron en ese mismo reporte es que la síntesis de p-actina endógenas 

disminuye en respuesta a la elevada expresión de la p-actina exógena, sugiriendo que 

la primera se autorregula al incrementarse las concentraciones de p-actina exogena . 

Nosotros obtuvimos resultados muy similares con las células MDCK, ulilizamos 

la técnica de inmunotransferencia para determinar los niveles de expresión de r~ - actina 

exógena con respecto a la p-actina endógena, utilizando anticuerpos específicos para 

cada una de ellas. También util izamos como control de carga a la proteína de 

expresión constitutiva gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa. En la figura 14 panel 

B se muestra que la expresión de p-actina endógena en las células Mut disminuyó, 
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debido aparentemente a la sobreexpresión de actina mutada exógena (figura 14 

panel e). En el caso de las células que expresan ~-actina exógena no observamos el 

mismo comportamiento, los niveles de actina endógena disminuyen aproximadamente 

20 % debido a que la expresión de actina exógena aumentan en aproximadamente 30 

%, la células se autorregulan para mantener los niveles de actina. En cuanto a la 

expresión de la Mock en la figura 14 panel B puede verse que se expresa por arriba 

de A + . En este punto es importante recordar que la Mock no contiene el fragmento que 

codifica para p-actina completa exógena, pero si para la EGFP y es contra quien se une 

el anticuerpo que da la señal. Esto lo podemos constatar con la figura 13 en la 

inmunotransferencia para la EGFP mostrando una banda de 25 kD que corresponde al 

peso molecular de la EGFP. En la misma figura se puede ver que para A+ y Mut 

también hay una banda de 68 y 58 kD, respectivamente, en WT como se esperaba no 

se detecta una banda ya que no expresa la EGFP ni actina exógena. 

El objetivo general del laboratorio en donde fue realizada esta tesis es dilucidar 

el mecanismo por el cual Trypanosoma cruz; infecta a la célula hospedera. Al haber 

obtenido una mutante dominante negativa de p-actina podemos contar con una 

herramienta molecular que servirá para determinar el papel de actina de la célula 

huésped durante el proceso de infección por dicho parásito. 

Es importante conocer el comportamiento de las células MDCK frente a la 

infección con epimastigotes, amastigotes y tripomastigotes de T. cruz;, debido a que 

existen reportes que sugieren que la invasión de parásitos en células epiteliales a 

diferencia de fibroblastos está influenciado por la polaridad celular (Tardieux y cols, 

1992). Los resultados de la figura 15 muestran que el mayor porcentaje de células 

infectadas corresponde a los fibroblastos posiblemente como resultado de que éstos 

presentan diversos sitios de penetración del parásito (Schenkman y col s, 1988) o a 

una diferencia en la susceptibilidad de las líneas a la infección. Por otro lado no existen 

reportes comparativos en los que se determinen los niveles de infección con T. cruz; en 

diversas líneas celulares como fibroblastos 3T3 (NIH Y S) y epitelios (MDCK y RK13) Y 

en los cuales se resalte una cinética de infección completa para cada línea celular. 

Nosotros hemos demostrado que la infección de células MDCK es de aproximadamente 

30 % con tripomastigotes que es el estadio con mayor capacidad infectiva para esta 

línea celular figura 16. 

Para evaluar el papel del citoesqueleto de actina de la célula huésped durante el 

proceso de infección de T. cruz; realizamos cinéticas de infección para tasar en que 
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proporción con respecto a las células control (WT y Mock) se infectan las células con un 

citoesqueleto de actina alterado. En la figura 17 se muestra que la infección con 

epimastigotes y tripomastigotes disminuye en las células Mut comparado con la 

infección obtenida en las células control (WT y Mock). Estos resultados son 

contradictorios a 105 obtenidos por Tardieux y colaboradores en 1992 que al tratar 

células MOCK con citocalacina O (CO) observaron que la infección con tripomastigotes 

era mayor cuando el citoesqueleto de actina se encontraba desorganizado. Gotlieb y 

colaboradores en 1993 mostraron que el tratamiento de células MOCK con CO, inhibe 

selectivamente la capacidad de las células para llevar a cabo endocitosis en la 

superficie apical sin afectar la endocitosis en el dominio basolateral. Considerando lo 

anterior, ya que la infección de tripomastigotes en células MDCK se lleva únicamente 

por el dominio basolateral (Schenkman y cols, 1988), pone en duda los resultados 

obtenidos por Tardieux y colaboradores en 1992 si es que un mecanismo por 

endocitosis es el predominante durante la invasión por este parásito. Los resultados 

obtenidos en este trabajo permiten sugerir que el mecanismo de infección de 

epimastigotes y tripomastigotes en células MDCK es dependiente de microfilamentos. 

Sin embargo, no descartamos la posibilidad de que pueda existir otro u otros 

mecanismos en donde el parásito no requiera de la participación de filamentos de 

actina. Recientemente en el 2004 Woolsey y Burleigh, reportaron que la invasión de 

Trypanosoma cruz; se lleva a cabo por dos mecanismos de infección: uno dependiente 

y el otro independiente de lisosomas, además encuentran que el primero es 

dependiente de actina mientras que el segundo es independiente de microfilamentos. 

Originalmente se había postulado que los microfilamentos de actina cortical 

podrían actuar como una barrera para la fusión de lisosomas a la membrana 

plasmática y que la transiente despolimerización de actina permite el acceso a la 

membrana plasmática a 105 lisosomas aumentando la entrada de T. cruzi. Al tratar 

células con citocalacina D se inhibe la asociación temprana de lisosomas con 

tripomastigotes de T. cruz; que durante la penetración celular desacoplan el empleo 

y/o fusión de lisosomas. 

Por otro lado, la infección con amastigotes (figura 17) muestra un incremento 

en 105 índices de infección en células que expresan actina mutada comparado con las 

células WT y Mock, sugiriendo que el proceso infectivo de amastigotes es 

independiente de actina. Procopio y colaboradores en 1998 reportan que la invasión de 

los amastigotes fue inhibida por la disrupción de los microfilamentos y microtúbulos, 
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sugiriendo Que el mecanismo de infección de los amastigotes es dependiente de 

microfilamentos. Se ha sugerido también Que los amastigotes son internados de la 

periferia celular con una acumulación de actina Que representa una barrera física para 

la llegada de lisosomas al sitio de unión del parásito (Procopio y cols, 1998) . Por lo Que 

al desorganizar los filamentos de actina por efecto de la mutación pudiera llevarse a 

cabo el transporte de lisosomas a la membrana celular y así internalizar al parásito. 

En la misma figura 17 panel e, o y E se muestra Que el estadio de 

tripomastigote es el más infectivo en las células MDCK, esto podría ser debido a Que es 

el estadio más móvil por lo que se ha sugerido Que podrían tener un papel mecánico 

activo en la invasión, no requiriendo de un citoesqueleto intacto de la célula huésped 

(Schenkman y Mortara, 1992). 

Los resultados obtenidos hasta el momento, son preeliminares, sin embargo 

permiten evaluar Que nuestro sistema utilizando una mutante dominante negativa de 

actina, células hospedera con un citoesqueleto de actina fluorescente y parásitos 

fluorescentes serán herramientas moleculares muy útiles para el estudio del 

citoesqueleto de actina durante el proceso de infección de T. cruzi así como de otros 

microorganismos intracelulares. También permitirán el estudio de los mecani,smos de 

regulación de la expresión de las diferentes isoformas de actina y la posible función 

específica de isoforma. 
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Se pudo obtener transfectantes estables de la línea celular MDCK con ADN de 

los plásmidos pEGFP-Actinm y pEGFP-Actin· que codifican para la EGFP fusionada a ~

actina truncada y a la EGFP respectivamente. 

El expresar una f3-actina truncada en las células MDCK provoca cambios severos 

en la morfología, distribución, organización y función de los fi lamentos de actina, 

mostrando un fenotipo consistente con una posible mutante dominante negativa. 

La expresión de una f3 -act ina mutada exógena indujo la autorregulación de la ~ 

actina endógena . 

Las cinéticas de infección usando células Mut sugieren que el proceso de 

infección de tripomastigotes y epimastigotes es dependiente de actina mientras que 

para amastigotes es independiente de microfilamentos. 
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Mapa de restricción del vector de información de la Proteína Verde Fluorescente 
Aumentada (EGFP) fusionada a la ~-actina (pEGFP-Actin) de 5.8 Kb. Se muestran las 
enzimas y su lugar de corte, todas tienen un solo sitio de corte y el sitio Xba 1 esta 
metilado. Es te vector se tomo par obtener el vector pEGFP-Actinm (Mut) y pEGFP-Actin
(Mock). 
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1---- Xcm 1 (1870 pb) 

Xcm 1 (2053 pb) 
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El vector de información de la Proteína Verde Fluorescente Aumentada (EGFP) 
fusionada a la l3-actina (pEGFP-Actin) de 5.8 Kb, se trato con Xcm 1 con dos sitios de 
corte en la secuencia que codifica para l3-actina deletando 174 pb, posteriormente se 
trato con T4 ADN ligasa para religar y así obtener el vector pEGFP-Actinm (Mut) de 5.6 
Kb. 
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El vector de información de la Proteína Verde Fluorescente Aumentada (EGFP) 
fusionada a la I~ -actina (pEGFP-Actin) de 5.8 Kb, se trato con B91 II Y con BamH 1 con 
un sitio de corte cada una deletando la secuencia completa que codifica para p-actina 
quedando solamente la EGFP, posteriormente se trato con T4 ADN ligasa para religar y 
así obtener el vector pEGFP-Actin" (Mock) de 4.6 Kb . 
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Secuencia completa del plásmido original pEGFP-Actin. 

Secuencia de la EGFP 

D Secuencia de p-actina exógena humana 

• Secuencia deletada para obtener p-actina exógena humana mutada 

1 TAGTTATTAA TAGTAATCAA TTACGGGGTC ATTAGTTCAT AGCCCATATA TGGAGTTCCG 
70 CGTTACATAA CTTACGGTAA ATGGCCCGCC TGGCTGACCG CCCAACGACC CCCGCCCATT 
130 GACGTCAATA ATGACGTATG TTCCCATAGT AACGCCAATA GGGACTTTCC ATTGACGTCA 
190 ATGGGTGGAG TATTTACGGT AAACTGCCCA CTTGGCAGTA CATCAAGTGT ATCATATGCC 
250 AAGTACGCCC CCTATTGACG TCAATGACGG TAAATGGCCC GCCTGGCATT ATGCCCAGTA 
310 CATGACCTTA TGGGACTTTC CTACTTGGCA GTACATCTAC GTATTAGTCA TCGCTATTAC 
370 CATGGTGATG CGGTTTTGGC AGTACATCAA TGGGCGTGGA TAGCGGTTTG ACTCACGGGG 
430 ATTTCCAAGT CTCCACCCCA TTGACGTCAA TGGGAGTTTG TTTTGGCACC AAAATCAACG 
490 GGACTTTCCA AAATGTCGTA ACAACTCCGC CCCATTGACG CAAATGGGCG GTAGGCGTGT 
550 ACGGTGGGAG GTCTATATAA GCAGAGCTGG TTTAGTGAAC CGTCAGATCC GCTAGCGCTA 
610 CCG ':G . CC, c,ij G,," ~ GG4 -', G G "" L CA 
670 r~ ~CT~ ACGGCGACC,T AAACGGL~AC AAGTTLAGCG TGTCL~ijLG" ~GGCGAij~~~ 
730 unL~~~ACCT ACGGCAAGCT GACCCTGAAG TTCATCTGCA CCACCGGCAA GCTGCCCGTG 
790 CCCTGGCCCA CCCTCGTGAC CACCCTGACC TACGGCGTGC AGTGCTTCAG CCGCTACCCC 
850 GACCACATGA AGCAGCACGA CTTCTTCAAG TCCGCCATGC CCGAAGGCTA CGTCCAGGAG 
910 CGCACCATCT TCTTCAAGGA CGACGGCAAC TACAAGACCC GCGCCGAGGT GAAGTTCGAG 
970 GGCGACACCC TGGTGAACCG CATCGAGCTG AAGGGCATCG ACTTCAAGGA GGACGGCAAC 
1030 ATCCTGGGGC ACAAGCTGGA GTACAACTAC AACAGCCACA ACGTCTATAT CATGGCCGAC 
1090 AAGCAGAAGA ACGGCATCAA GGTGAACTTC AAGATCCGCC ACAACATCGA GGACGGCAGC 
1150 GTGCAGCTCG CCGACCACTA CCAGCAGAAC ACCCCCATCG GCGACGGCCC CGTGCTGCTG 
1210 rrr~ r rr c~arr~~aG r~CCCAGTCC GCCCTGAGCA AAGACCCCAA CGAGAAGCGC 
1270 CPT ~r 'TGCTS ~ GTT~GTGACC GCCGCCGGGA TCACTCTCGG CATGGACGAG 
1330 CTGTACAAGT CCGGACTCAG A C'T A ::iATGA G A A G 
1390 G A~r,J~T\C.cc., 

1450 C CAGGGCGTGA 
1510 
1570 
1630 
1690 
1750 
1810 
1870 CTCCCCCATG CCATCCTGCG TCTGGACCTG GCTGGCCGGG ACCTGACTGA CTACCTCATG 
1930 AAGATCCTCA CCGAGCGCGG CTACAGCTTC ACCACCACGG CCGAGCGGGA AATCGTGCGT 
1990 GACATTAAGG AGAAGCTGTG CTACGTCGCC CTGGACTTCG AGCAAGAGAT GGCCACGGCT 
2050 
2110 
2170 
2230 
2290 
2350 
2410 
2470 AT GCTTCTAGGG ATCCACCGGA TCTAGATAAC TGATCATAAT CAGCCATACC 
2530 ACATTTGTAG AGGTTTTACT TGCTTTAAAA AACCTCCCAC ACCTCCCCCT GAACCTGAAA 
2590 CATAAAATGA ATGCAATTGT TGTTGTTAAC TTGTTTATTG CAGCTTATAA TGGTTACAAA 



2650 
2710 
2770 
2830 
289 0 
2950 
30 10 
3070 
3130 
3190 
3250 
3310 
337 0 
3430 
3490 
3550 
3610 
3670 
3730 
3790 
3850 
3910 
3970 
4030 
4090 
41 50 
4210 
4270 
4330 
4390 
44 50 
4510 
4570 
4630 
4690 
4750 
4810 
4870 
4930 
4990 
SOSO 
5110 
5170 
5230 
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57 10 
5770 
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TAAAGCAATA GCA1'CACAAA 1'1'1'CACAAA1' AAAGCA1'1'1'1' 1'1'1'CAC1'GCA 1'1'C1'AG'J'1'G1' 
GGTTTGTCCA AACTCATCAA TG1'ATCTTAA CGCGTAAA1'T GTAAGCGT1'A A1'ATTTTGTT 
AAAATTCGCG TTAAATTTTT GTTAAATCAG CTeAT1'T1'TT AACCAATAGG CCGAJI.ATCGG 
CAAAATCCCT 1'A1'AAA1'CAA AAGAATAGAC CGAGATAGGG TTGAG1'GT1'G TTCCAG1'TTG 
GAACAAGAGT CCACTATTAA AGAACGTGGA CTCCAACGTC AAAGGGCGAA AAACCGTC1'A 
1'CAGGGCGAT GGCCCACTAC G1'GAACCATC ACCCTAATCA AG1'T1'TTTGG GG1'CGAGGTG 
CCGTAAAGCA CTAAATCGGA ACCCTAAAGG GAGCCCCCGA TTTAGAGCTT GACGGGGAAA 
GCCGGCGAAC GTGGCGAGAA AGGAAGGGAA GAAAGCGAAA GGAGCGGGCG CTAGGGCGCT 
GGCAAGTGTA GCGGTCACGC TGCGCGTAAC CACCACACCC GCCGCGCTTA ATGCGCCGC1' 
ACAGGGCGCG TCAGGTGGCA CTT1'TCGGGG AAATGTGCGC GGAACCCCTA T1'TGTTTATT 
1'TTCTAAATA CATTCAAATA TGTATCCGCT CATGAGACAA TAACCCTGAT AAATGCTTCA 
ATAATATTGA AAAAGGAAGA GTCCTGAGGC G,-:,.n.AAGAACC AGCTGTGGAJI. TGTGTGTCAG 
TTAGGGTGTG GAAAGTCCCC AGGC1'CCCCA GCAGGCAGAA G1'A1'GCAAJl.G CATGCA1'C1'C 
AATTAGTCAG CAACCAGG1'G 1'GGAAAG1'CC CCAGGC1'CCC CAGCAGGCAG AAGTATGCAA 
AGCA1'GCA1'C TCAATTAGTC AGCAACCA1'A GTCCCGCCCC 1'AAC1'CCGCC CA1'CCCGCCC 
C1'AACTCCGC CCAGT1'CCGC CCA1'TC1'CCG CCCCA1'GGC1' GAC1'AATT1'1' 1'1'T1'AT1'1'A1' 
GCAGAGGCCG AGGCCGCC1'C GGCC1'C1'GAG C1'AT1'CCAGA AG1'.I'IG1'GAGG AGGC1'TT1'1'1' 
GGAGGCCTAG GC1'1'1'1'GCAA AGATCGA1'CA AGAGACAGGA 1'GAGGA1'CG1' 1'1'CGCA1'GA1' 
TGAACAAGAT GGA1'1'GCACG CAGG1'1'C1'CC GGCCGC1'TGG GTGGAGAGGC 1'A1'1'CGGC1'A 
1'GAC1'GGGCA CAACAGACAA 1'CGGCTGC1'C 1'GA1'GCCGCC GTG1'TCCGGC 1'GTCAGCGCA 
GGGGCGCCCG G1'TCT1'1'T1'G 1'CAAGACCGA CC1'GTCCGG1' GCCCTGAA1'G AACTGCAAGA 
CGAGGCAGCG CGGCTA1'CGT GGC1'GGCCAC GACGGGCGT1' CC1'TGCGCAG CTGTGC1'CGA 
CG1'1'G1'CACT GAAGCGGGAA GGGAC1'GGCT GC1'A1'1'GGGC GAAG1'GCCGG GGCAGGA1'C1' 
CCTGTCA1'C1' CACC1'1'GC1'C C1'GCCGAGAA AG1'A1'CCA1'C A1'GGC1'GA1'G CAA1'GCGGCG 
GC1'GCA1'ACG CTTGA1'CCGG CTACC1'GCCC A1'1'CGACCAC CAAGCGAAAC ATCGCATCGA 
GCGAGCACGT AC1'CGGA1'GG AAGCCGG1'C1' 1'G1'CGA1'CAG GA1'GA1'C1'GG ACGAAGAGCA 
1'CAGGGGC1'C GCGCCAGCCG AAC1'G1'1'CGC CAGGCTCAAG GCGAGCATGC CCGACGGCGA 
GGA1'C1'CGTC G1'GACCCA1'G GCGATGCC1'G CT1'GCCGAA1' A1'CA1'GG1'GG AAAATGGCCG 
CTT1'1'C1'GGA 1'1'CA1'CGAC1' GTGGCCGGC1' GGGTG1'GGCG GACCGC1'A1'C AGGACATAGC 
GT1'GGC1'ACC CGTGA1'A1'1'G CTGAAGAGC1' 1'GGCGGCGAA 1'GGGC1'GACC GC1' TCCTCGT 
GC1'1'1'ACGG1' A1'CGCCGCTC CCGA1'TCGCA GCGCA1'CGCC T1'C1'A1'CGCC 1'1'CTTGACGA 
GT1'C1'1'C1'GA GCGGGAC1'C1' GGGGT1'CGAA A1'GACCGACC AAGCGACGCC CAACCTGCCA 
TCACGAGA1'T 1'CGA1'1'CCAC CGCCGCC1'TC TA1'GAAAGGT 1'GGGC1'TCGG AA1'CGT1'1'TC 
CGGGACGCCG GCTGGA1'GAT CC1'CCAGCGC GGGGATCTCA 1'GCTGGAG1'1' CTTCGCCCAC 
CCTAGGGGGA GGC1'AACTGA AACACGGAAG GAGACAATAC CGGAAGGAAC CCGCGC1'A1'G 
ACGGCAA1'AA AAAGACAGAA 1'AAAACGCAC GGTG1'1'GGG1' CGTT1'GTTCA TAAACGCGGG 
GT1'CGG1'CCC AGGGCTGGCA C1'C1'G1'CGA1' ACCCCACCGA GACCCCA1'1'G GGGCCAA1'AC 
GCCCGCG1'1'1' C1'TCC1'1'TTC CCCACCCCAC CCCCCAAG1'1' CGGGTGAAGG CCCAGGGC1'C 
GCAGCCAACG 1'CGGGGCGGC AGGCCC1'GCC A1'AGCC1'CAG GTTACTCA1'A 1'A1'ACTTTAG 
A1'TGII1'T1'AA AAC1'1'CAT1'1' T1'AA1'1'1'AAA AGGA1'C1'AGG TGAAGA1'CC1' 1'TTTGATAA1' 
C1'CA1'GACCA AAA1'CCC1'1'A ACGTGAGT1'1' 1'CG1'1'CCAC1' GAGCG1'CAGA CCCCG1'AGAA 
AAGA1'CAAAG GA1'C1'1'C1'1'G AGATCC1'1'T1' 1'TTC1'GCGCG TAA1'C1'GC1'G CT1'GCA1\ACA 
AAAAAACCAC CGC1'ACCAGC GG1'GG1'T1'GT TTGCCGGA1'C AAGAGC1'ACC A1\C1'C1'1'1'1'1' 
CCGAAGG1'AA C1'GGC1'1'CAG CAGAGCGCAG A1'ACCAAA1'A C1'G1'CCT1'C1' AG1'G1'AGCCG 
1'AG1'1'AGGCC ACCAC1'1'CAA GAACTC1'GTA GCACCGCC1'A CATACCTCGC TCTGCTAATC 
C1'G1'1'ACCAG 1'GGC1'GCTGC CAG1'GGCGA1' AAG1'CG1'GTC T1'ACCGGG1'T GGAC1'CA1\GA 
CGATI\GT1'AC CGGATAAGGC GCAGCGGTCG GGCTGAACGG GGGGTTCGTG CACACAGC(:C 
AGC'l'TGGAGC GAACGACCTA CACCGAACTG AGATACCTAC AGCGTGAGCl' ATGAG.n.AAGC 
GCCACGC1'1'C CCGAAGGGF,G AAAGGCGGAC .n.GGTATCCGG TAAGCGGCI'.G GGTCGGAACA 
GGAGAGCGCA CGAGGGAGCT TCCAGGGGGA AACGCCTGG1' ATC'l'TTI'.TAG TCCT(;TCGCC; 
TTTCGCCACC TCTGACTTGA GCGTCGATTT TTGTGATGCT CGTCAGGGGG GCGGAGCCTA 
TGGAAAAACG CCAGCAACGC GGCCTT'fTTA CGGTTCCTGG CCTTTTGi":TG GCCTTTTGCT 
CI\CATGT1'CT TTCCTGCGTT ATCCCCTGAT TCTGTGGATA ACCGTATTF,C CGCCA1'GCAT 

A· 


	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Antecedentes Directos
	Justificación
	Objetivos
	Esquema Experimental
	Materiales y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía
	Apéndice

