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RESUMEN

La Enfermedad de Chagas es una patologia endémica del continente americano que
constituye un grave problema de salud puiblica. El agente etiologico de esta enfermedad
es el pardsito protozooario Trypanosoma cruzi (I. cruzi), el cual es transmitido a
humanos por insectos Triatominos. El proceso de infeccion, después de una fase aguda
usualmente asintomética, pasa a una fase crénica que, en aproximadamente un 30% de
los casos, deriva en patologfas cardfacas y/o digestivas. La fase cronica se establece una
vez que este microorganismo logra superar un conjunto de respuestas de defensa
producidas por el hospedero. Actualmente no existen medicamentos efectivos para
combatir esta enfermedad en estados avanzados de infeccidn, lo que hace
imprescindible encontrar o disefiar drogas que actlien contra 7. cruzi en esa etapa.
Existen evidencias de que el pardsito es capaz de resistir el estrés oxidativo en diferentes
etapas de su ciclo de vida, lo cual sugiere una alta eficiencia de su maquinaria de
reparacion del DNA. El sistema de Reparacion por Escision de Bases (BER) es uno de
los principales mecanismos de reparacion del DNA en eucariontes. Las DNA
glicosilasas son enzimas involucradas en el reconocimiento del dafio oxidativo en el
DNA vy en la eliminacién de bases dafiadas, constituyendo el primer paso de la via BER.
Entre las DNA glicosilasas que se han investigado, la protefna NTHI se ha descrito
como una enzima bifuncional que reconoce y elimina principalmente derivados

oxidados pirimidicos, para luego catalizar la ruptura de la hebra de DNA mediante




actividad AP liasa. En el genoma de T. cruzi se encuentra una secuencia ortologa de esta
enzima, que hemos denominado fenthl. Hasta el momento, no se han publicado estudios

que describan su participacion en la respuesta frente a estrés oxidativo en T, cruzi.

El objetivo de este Seminario de Titulo fue estudiar la expresidn y actividad catalitica
de la enzima NTHI1 en Trypanosoma cruzi. Para ello, el gen mthl de T. cruzi fue
clonado en el vector pQE-80L y expresado en la bacteria Escherichia coli. De esta
manera, se purificé parcialmente la proteina TcNTHI1 recombinante por medio de
cromatografia de afinidad en condiciones denaturantes y nativas. La proteina denaturada
purificada se utilizé6 para inmunizar ratones, con la finalidad de generar anticuerpos
policlonales. Con los anticuerpos obtenidos, se identificéd [a expresion de la enzima
TcNTHI en las tres formas celulares de 7. cruzi, mediante ensayo de Western Blot. Por
otra parte, con la enzima purificada parcialmente de forma nativa, se realizaron ensayos
de actividad enzimatica, usando como sustrato sondas de oligonucledtidos marcados
con radiactividad que presentaban una base oxidada (timina glicol) o un sitio
apurino/apirimidico (sitio AP). Los resultados obtenidos por estos ensayos mostraron
que la enzima TcNTH]1 no elimina la base timina glicol, pero si cataliza la escision de la

sonda que presenta el sitio AP,

El estudio presentado en este Seminario de Titulo constituye uno de los primeros
acercamientos en la investigacion de la expresién y funcionalidad de la enzima NTH1

en Trypanosoma cruzi.




ABSTRACT

Chagas disease is an endemic pathology in the American continent, being a serious
public health problem. The etiologic agent of this disease is the protozoan parasite
Trypanosoma cruzi (T. cruzi), which is transmitted to humans by Triatomine bugs. The
infection process, after an acute phase usually asymptomatic, leads to a chronic phase
which, in around 30% of the cases, resuits in cardiac and/or digestive pathologies. The
chronic phase is established once the organism can overcome a set of defense responses
produced by the host. Currently, there are no effective drugs to treat this disease in the
chronic phase. Therefore, it is imperative to find or design drugs that act against T cruzi
at that stage. There are evidences that the parasite is able to resist oxidative stress at
different stages of its life cycle, suggesting a high efficiency of the DNA repair
machinery. The Base Excision Repair System (BER) is one of the main DNA repair
mechanisms in eukaryotes. DNA glycosylases are enzymes involved in the recognition
of oxidative DNA damage and the removal of damaged bases, constituting the first step
of the BER pathway. Among the DNA glycosylases that have been studied, the NTH!
protein has been described as a bifunctional enzyme that recognizes and removes
pyrimidine oxidized derivatives, and then catalyze the rupture of the DNA strand
through an AP lyase activity. In the T. cruzi genome, a sequence orthologous of this
enzyme is found, that we have designated as fenthl. To date, no studies have been

published describing its involvement in the response to oxidative stress in 7, cruzi.




The goal of this Seminar Degree was to study the expression and catalytic activity of
the NTH1 enzyme in Trypanosoma cruzi. For this purpose, the T. cruzi gene nthl was
cloned into the pQE-80L vector and expressed in Escherichia coli. Afterwards, the
TeNTHI1 recombinant protein was partially purified by affinity chromatography on
denaturing and native conditions. The denatured purified protein was used to immunize
mice with the purpose of generating polyclonal antibodies. With those antibodies, the
expression of the TcNTH1 enzyme was identified in the three cellular forms of T. eruzi,
through Western Blot assay. With the partially purified native enzyme, enzyme activity
assays were performed, using labeled dligonucleotide probes presenting an oxidized
base (thymine glycol) or an apurinic/apyrimidinic site (AP site), as substrates. Results
from these assays showed that the TeNTHI enzyme does not remove the thymine glycol

base, but catalyzes the cleavage of the probe showing an AP site.

The study presented in this Seminar Degree represents one of the first approaches in
the investigation of the expression and function of the NTH1 enzyme in Trypanosoma

cruzi.




1. INTRODUCCION

1.1. Epidemiologia de la Enfermedad de Chagas

La Enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana, descrita por primera vez a
comienzos del siglo XX por el médico brasilero Carlos Chagas (Chagas, 1909), es una
parasitosis endémica de Latinoamérica causada por el protozoo Trypanosoma cruzi
(Rassi y col., 2010). Segin la Organizacién Mundial de la Salud, la Enfermedad de
Chagas es una de las 13 enfermedades tropicales mas desatendidas en el mundo,
estimindose que existen sobre 7 a 8 millones de personas infectadas y aproximadamente
100 millones de personas en riesgo de contraer la infeccion (WHO, 2010; WHO, 2012).
En consecuencia, constituye un grave problema social, econémico y de salud publica
que afecta principalmente a los paises subdesarrollados (Rassi y col., 2010). En Chile, el
drea histéricamente endémica se extiende desde la regidn de Arica y Parinacota hasta la
region del Libertador Bernardo O’Higgins (MINSAL, 2012). Segin los datos reportados
por la Encuesta Nacional de Salud (ENS), la infeccién por T. cruzi afecta al 0,7% de la
poblacién chilena (98.000 personas incluyendo a nifios de menos de 1 afio), con una
prevalencia de 1,5% en zonas rurales y de 0,6% en zonas urbanas (MINSAL, 2012).

El agente infeccioso de la Enfermedad de Chagas es transmitido a seres humanos por
las deyecciones realizadas durante la picadura de insectos del orden Hemiptero, de la
subfamilia de los Triatominos, conocidos popularmente en Chile como “vinchuca”.
Estos insectos no solamente se alimentan de la sangre de humanos, sino que también de

ofros mamiferos que pasan a constituir un amplio reservorio del parasito, tales como

I




perros, gatos y roedores domésticos (Rassi y col., 2010). Todas las especies de
Triatominos son consideradas capaces de transmitir el parésito, pero las cinco especies
que se reconocen como los vectores mas importantes de la Enfermedad de Chagas son:
Triatoma infestans, Rhodnius prolixus, Triatoma dimidiata, Triatoma brasiliensis y
Panstrongylus megistus (Gourbiére y col,, 2012). En Chile el principal vector
intradomiciliario es Triatoma infestans, siendo otras especies del género Mepraia de
hébitos mayoritariamente silvestres (MINSAL, 2012).

Otras formas de transmisién son por transfusién de sangre, transplante de 6rganos,
transferencia transplacentaria de la madre al feto, ingestién de alimentos contaminados
o por accidentes de laboratorio (Rassi y col., 2010; MINSAL, 2012). En los tltimos
afios, los movimientos migratorios han hecho que la enfermedad sea detectada en
regiones no endémicas del planeta, como Estados Unidos, Canadd, Australia, Europa y

Japon (Lescure y col., 2010; Rassi y col., 2010).

1.2. Etiologia de la Enfermedad de Chagas

Trypanosoma cruzi se clasifica como un protozoo pardsito perteneciente al orden
Kinetoplastida y a la familia Trypanosomatidae, en la cual se incluyen otras especies
que también representan agentes infecciosos severos para la poblacién humana, como
Trypanosoma brucei, causante de la Tripanosomiasis Africana o Enfermedad del Suefio,
y Leishmania spp., causante de Leishmaniasis (De Souza, 2002; Daniels y col., 2010).

En el ciclo biolégico de este organismo se encuentran bésicamente tres formas

celulares (Figura 1): a) Epimastigotes, forma extracelular que prolifera en el intestino




del Triatomino; b) Tripomastigotes, forma infectiva no proliferativa encontrada en la
sangre de mamiferos y en el intestino posterior de Triatominos, y ¢) Amastigotes, forma

intracelular y replicativa presente el interior de células de mamiferos (Tyler & Engman,

2001).

A

Figura 1: Representacion esquemitica de las diferentes formas celulares en Trypanosoma
cruzi. A: Epimastigote, B: Tripomastigote, C: Amastigote. Las imagenes fueron obtenidas en
base a micrografias de microscopia 6ptica y microscopia electrénica de barrido y transmision
(Imagen modificada de Texeira y col., 2012).

Los Tripanosométidos poseen una serie de particularidades que los diferencian
notablemente del resto de los organismos eucariontes. Durante su proceso de division
celular, las fibras de cromatina no forman cromosomas visibles, no se observa presencia
de los polos del huso mitético y la envoltura nuclear persiste durante todo el proceso
(Spadiliero y col., 2002). El comportamiento inusual de su cromatina se ha explicado en
parte por las diferencias bioquimicas existentes entre las histonas de los
Tripanosomatidos y las de otros eucariotas recientes (Toro & Galanti, 1990). Se ha

descrito que las histonas de 7. cruzi presentan un dominio globular flanqueado por




dominios N-terminal y C-terminal divergentes, a diferencia de los eucariontes recientes,
que presentan histonas altamente conservadas (Galanti y col., 1998, Elias y col., 2009).

Por otra parte, en la inmensa mayoria de los eucariotas los genes codificadores de
proteinas se transcriben en mRNA monocistronicos que contienen exones (secuencias
codificantes) ¢ intrones (principalmente secuencias no codificantes) que se procesan y
forman el mRNA maduros a través cis-splicing. Sin embargo, en los Tripanosomatidos
la transcripcion es policistronica, no hay intrones y, por lo tanto, no hay reacciones de
corte y empalme en cis. El procesamiento del mRNA inmaduro en unidades
individuales funcionales, se efectiia mediante reacciones de trans-splicing (Texeira,
1998). Se ha encontrado que este proceso opera sélo en trypanosomatidos, Euglena y
gusanos nematodos y tremdtodos (Donelson & Zeng, 1990).

Mientras que en la gran mayorfa de eucariotas, la RNA polimerasa II es la enzima
responsable de la transcripcién de genes que codifican para proteinas y la RNA
polimerasa I transcribe el RNA ribosomal, en Tripanosomatidos la transcripcién de
genes codificadores de proteinas se puede realizar por la RNA polimerasa I o un enzima
con propiedades similares (Texeira & daRocha, 2003).

Probablemente su caracteristica morfolégica mds distintiva es la presencia de una
linica y gran mitocondria, con una estructura (kinetoplasto) que posee entre el 15 y 30%
del genoma del organismo (de Souza y col., 2009). El RNA transcrito en la mitocondria
es procesado a través de modificaciones postraduccionales, en un proceso denominado

edicién del RNA. No obstante, la edicién de RNA en mitocondrias es distinta de otros

tipos de procesamiento del RNA (Stuart, 1991).




Todas estas caracteristicas distintivas de los Tripanosomatidos hacen que su estudio
y manejo en condiciones de laboratorio sea més complejo en comparacin a otros
eucariontes unicelulares, en donde los protocolos de investigacion y manipulacién estén

bastante estandarizados.

1.3. Ciclo de Vida del Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi presenta un ciclo de vida complejo ¢ indirecto, con varias etapas
de desarrollo en el organismo vector y en el hospedero (Figura 2). La transmisién del
pardsito ocurre en el momento en que un insecto hematéfago Triatomino se alimenta de
la sangre de algiin mamifero (Rassi y col., 2010). Durante la succién de la sangre a
través de la probdscide (estructura bucal), el insecto simultdneamente deposita sus
deyecciones (Amino y col, 2002), las que contienen tripomastigotes metaciclicos, forma
infectiva no replicativa del parasito (deSouza, 2002; Rassi y col., 2010).

Las heces del insecto son introducidas al organismo del mamifero por medio de la
erosién provocada por el rascado, inducido por el prurito que genera la picadura del
vector, o través de mucosas permisivas o membranas conjuntivas (Amino y col, 2002;
Rassi y col., 2010). Los tripomastigotes metaciclicos son capaces de infectar un amplio
rango de células nucleadas de mamifero. La invasién se produce Por un mecanismo en
donde los microtibulos del citoesqueleto de la célula de mamifero son dirigidos a los

lisosomas para reclutarlos en el punto de unién del parasito con la membrana celular

(Tardieux y col., 1992). Estos lisosomas se fusionan con la membrana plasmatica,
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formando, en primer lugar, una unién con los parasitos y luego un compartimento

vacuolar que permite la entrada del parasito (Rodriguez y col., 1997).

Etapas en Insecto Triatomino Etapas en Humanos
Insecto triatomino ingiere sangre Los tripomastigotes metaci cicos
{irangfiere tripomastigotes metacklicos por ks heces. g
s @7Rran poT Nericas Provocadas & © penetan varss céiutes por ias

hendas provocadas en el sitio de
mordedura. Dentro de las células

@' ’ se transforman en amastigotes.

Tripomastigotes metaciclicos en
intesting postenor

=

Muitipiicacidn en el
Insecto tnatomine se

o \ intestino.
< liments de sangre
Epimastigotes en . s
e &l intesting. \'i = o
‘ ,:) \——/Lo; P8

transforman en tripomastigotes

Los amashigotes se multiplican
Los tripomastigotas e por fision binara en células
pueden infectar otras de tejidos infectados.
células y transformarse
en amastigotes en el intenor
de ia célula en nuevos sitios de
infeccion. Las manifestaciones
cénicas pueden aparecer como
resultado de este oicko nfectivo,

1/ sl A\ = Etapa Infectiva en el interior de I3 célula,
BAFE . HEALTHIEN < FEQPLE g Cuii luego provocan la ksis celular
A\ = Etapa de Diagnéstico T et 1o

Figura 2: Ciclo de Vida de Trypanosoma cruzi. (Imagen modificada de
cdc.gov/dpdx/trypanosomiasisAmerican/).

En la vesicula parasitofora resultante, la acidificacion del ambiente estimula la
secrecion de una molécula porina-/ike en el patdgeno, Tc-Tox la cual facilita la salida
del microoganismo de la vesicula (Andrews, 1993). Los tripomastigotes metaciclicos
entonces se escapan de la vacuola y se diferencian a la forma amastigote, los que
proliferan mediante fision binaria en el citoplasma de la célula infectada para formar un
pseudoquiste (deSouza, 2002), dentro del cual se transforman en tripomastigotes
moviles (Andrews, 1993). Una vez formados, los tripomastigotes escapan del

pseudoquiste hacia la sangre y la linfa, provocando la lisis de las células infectadas e
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invadiendo otras células del organismo de manera esencialmente similar a la invasién
metaciclica (Tyler & Engman, 2001). De esta manera, T. cruzi puede infectar las otras
células del organismo y permanecer durante largo tiempo formando nidos de
amastigotes en diversos organos del cuerpo (Tyler & Engman, 2001).

El ciclo biolégico continia si eventualmente un insecto Triatomino se alimenta de
este mamifero infectado, ingiriendo de esta manera los tripomastigotes presentes en su
sangre. En el estdbmago del insecto la mayor parte de los tripomastigotes se transforman
en epimastigotes (deSouza, 2002). Luego en el intestino, los epimastigotes se dividen
repetidamente por un proceso de fision binaria y pueden adherirse a las células
intestinales por hemidesmosomas (deSouza, 2002). El proceso de metaciclogénesis
puede ser desencadenada por la interaccién hidrofoba entre el flagelo de los
epimastigotes y el sustrato al cual se adhieren, siendo un mecanismo mediado por
cAMP (Gonzales-Perdomo y col.,, 1988). Una vez formados, los tripomastigotes
metaciclicos se desprenden de la pared del intestino y son excretados por el insecto,

completando el ciclo (Tyler & Engman, 2001).

1.4. Cuadro Clinico, Diagndstico y Tratamiento de la Enfermedad de
Chagas

La Enfermedad de Chagas presenta tres etapas bien definidas:
- Etapa aguda: Se inicia al momento de adquirir la infeccién por cualquiera de sus vias y
dura entre 2 y 4 meses. Generalmente es asintomatica y més frecuente en personas

jovenes. Los pacientes sintomdticos presentan mayoritariamente signos agudos de la




enfermedad: fiebre, signos de puerta de entrada (chagoma), edema, adenopatias

satelitales, hepatomegalia (40% de los casos) y esplenomegalia.

- Etapa crénica indeterminada (asintomdtica): Comienza cuando la parasitemia pasa a
ser indetectable, representando al 50-70% de los casos y se caracteriza por ausencia de
sintomnas.

12

- Etapa crénica determinada (sintomdtica): Alrededor de un tercio de los pacientes

chagésicos desarrollard sintomas cifnicos tales como cardiopatias, megacolon o
megaestfago y neurodegeneracion después de 10 a 30 afios de la infeccion (Texeira,
2006; Rassi y col; 2010; MINSAL, 2012).

El diagnéstico de la Enfermedad de Chagas se realiza por métodos directos o
indirectos, dependiendo de la fase clinica. Los métodos directos (observacion
microscopica directa, gota gruesa, microstrout, xenodiagnéstico, PCR) se basan en la
observacion directa del parésito o la deteccion de su material genético y se utilizan
principalmente en la etapa aguda, pacientes inmunodeprimidos y menores de 9 meses.
Por otro lado, los métodos indirectos (HAI, ELISA, IFI, western blot) se basan en la
deteccion de anticuerpos especificos contra T. cruzi (IgG anti-T. cruzi), utilizados
principalmente en la etapa crénica, ya sea sintomética o asintomatica (Lescure y col.,

2010; Rassi y col., 2010; MINSAL; 2012). En Chile, todas las muestras que resulten

|
|
| positivas por métodos indirectos en los distintos establecimientos de salud o
|
: laboratorios piiblicos y privados, deben ser enviadas al Laboratorio de Referencia de
Parasitologia del Instituto de Salud Piiblica o a los centros reconocidos por éste para la

confirmacidn del diagnéstico (MINSAL; 2012),

O
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Actualmente, se emplean dos farmacos para el tratamiento de esta enfermedad, los
cuales fueron desarrollados hace mas de 30 afios. Se trata de Nifurtimox (3-metil-4-(5'-
nitrofurfurilidenoamina)tetrahidro-4H-1,4-tiazina-1,1-diéxido) y Benznidazol (N-
bencil-2-(2-nitroimidazol-1-il)acetamida) (Figura 3), siendo el primero el dnico
disponible en Chile (MINSAL; 2012). Se ha propuesto que el mecanismo de accién del
Nifurtimox involucra la reduccion del grupo nitro, generando radicales nitroanién. Estos
en presencia de oxigeno, conducen a la formacién de intermediarios reactivos, como el
anién superdxido y peréxido de hidrogeno. Por su parte, el Benznidazol actia
produciendo intermediarios nitro-reducidos que se unen al DNA, protefnas y lipidos,
inhibiendo la sintesis de proteinas y la cadena respiratoria (Maya y col., 1997; Coura &
de Castro, 2002; Apt & Zulantay, 2011). El uso de cualquicra de estos medicamentos se
acompafia de severas alteraciones digestivas, hematolégicas, dermatolégicas y
neuroldgicas en el paciente (Apt & Zulantay, 2011). Ademis, su actividad
antiparasitaria es generalmente ineficaz en la fase crénica (Maya y col., 1997; Coura &
de Castro, 2002; Lescure y col., 2010). Lo anterior hace que sea indispensable

desarrollar nuevos y seguros agentes terapéuticos para el tratamiento de la Enfermedad

de Chagas.
F—, O
NO2 N N. C—NH
Y ama ‘ ~ ‘
CH=N-N SO, Xo -
7 ) «
Nifurtimiox Benznidazol

Figura 3: Estructura quimica de Ias drogas utilizadas para el tratamiento de Ia
Enfermedad de Chagas. Nifurtimox es producido por Bayer y Benznidazol el producido por
Roche Pharmaceutical (Imagen extraida de Guedes y col., 2006).
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1.5. Mecanismos Patofisiolégicos y Estrés Oxidativo en Trypanosoma

cruzgi

Una vez que los tripomastigotes metaciclicos ingresan al hospedero, pueden invadir
diferentes tipos de células incluyendo macréfagos, células del musculo liso y estriado y
fibroblastos (Piacenza y col., 2009). Los principales factores de virulencia del parésito
son mucinas y frans-sialidasas de la superficie, que participan en la adhesién a las
células hospedero, la invasion y la evasién inmune (Lescure y col,, 2010). Los
resultados de varios estudios en modelos experimentales de infeccién por T. cruzi, han
sugerido que durante Ia fase aguda de la Enfermedad de Chagas, las mucinas y el ADN
de parésitos son reconocidos por los receptores tipo Toll TLR2 y TLR9 (Lescure y col.,
2010). Estos desencadena una fuerte respuesta inmune, la que es llevada a cabo por
Linfocitos T-colaboradores 1 (Tyl) junto a células CD8, y se caracteriza por la
produccién de algunas citoquinas proinflamatorias, tales como interferdén y (IFN- ¥),
factor de necrosis tumoral alfa o (TNF- ) ¢ interleucina 12 (IL-12) (Rassi y col., 2010).

Por otra parte, después del reconocimiento del pardsito y de la fagocitosis, se
desencadena el estallido oxidativo en macréfagos. Durante el proceso de fagocitosis, el
complejo NADPH oxidasa (NADPHox) es activado en macréfagos, asociandose a la
membrana de la vesicula parasitofora. Como resultado, grandes cantidades del radical
superéxido (O,*7) son dirigidas contra el parasito internalizado (Piacenza y col., 2013).
El radical superéxido puede dismutar espontdneamente o enzimdticamente por la acci6n
de la superoxido dismutasa (SOD), dando lugar a peréxido de hidrdgeno (H,0,), el cual

es un agente oxidante con mayor capacidad difusional (Piacenza y col., 2009). También
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los iones metdlicos de transicién en presencia de H,O, generan radicales hidroxilo
(*OH), un oxidante altamente reactivo (Piacenza y col., 2009).

La estimulacién de los macréfagos con citoquinas proinflamatorias, conduce a la
induccién de la oxido nitrico sintasa inducible (iNOS) con la generacién de grandes
cantidades de 6xido nitrico (*NO). El éxido nitrico, un radical hidréfobo que se produce
en el citoplasma, difunde a la vesicula parasitofora donde reacciona con el radical
superdxido, produciendo peroxinitrito (ONOQO™). El peroxinitrito es un potente e
inestable agente oxidante que deriva en especies secundarias como *OH, diéxido de
nitrogeno (*NO;) y carbonato (COs*"), todos ellos radicales que pueden oxidar lipidos,
proteinas y DNA (Piacenza y col., 2009).

El dafio en el resto de 6rganos y tejidos durante la infeccion aguda de T. cruzi, es
causada por el parésito en si y por la respuesta inmunoinflamatoria aguda del hospedero,
que esta provocada por la presencia de 7. cruzi (Rassi y col., 2010). En cardiomiocitos
infectados por amastigotes, se genera inflamacién crénica cardiaca, la cual provoca
disfuncién mitocondrial de las células cardiacas y estrés oxidativo al interior de las
células (Lescure y col., 2010; Piacenza y col., 2013).

Finalmente, debido a la alimentacién de los insectos hematdfagos, la hemoglobina
presente en la sangre de mamiferos es catabolizada en el tracto digestivo de estos
artropodos, donde se ubican los epimastigotes de T. cruzi, produciéndose la liberacion
del grupo prostético Hemo. Por Ia Reaccion de Fenton, el Hierro (II) presente en el
grupo Hemo reacciona con H,0;, generdndose Hierro (II1), radical hidroxilo (+OH) y
anion hidréxido (OH). A su vez, el Hierro (III) descompone el H,0, en HOO- y H',

cambiando su estado de oxidacion a Hierro (II). Esto conlleva a un proceso ciclico hasta
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agotar el peréxido de hidrégeno en el intestino del insecto (Graca-Souza, 2006). Las
especies reactivas formadas en el insecto también atacan las formas epimastigotas del
parasito presentes en su estémago.

En resumen, durante todo su ciclo de vida T, cruzi se encuentra constantemente
enfrentado de manera directa a especies reactivas de oxfgeno y nitrégeno (ROS y RNS)
Yy, a pesar de ello, es capaz de sobrevivir y proliferar en los diferentes lugares que
invade. En trabajos realizados en el laboratorio, se observé que el parisito es capaz de
reparar el dafio en el DNA provocado por H,O; y ONOO™. Al realizar los mismos
ensayos de resistencia frente a ROS y RNS junto con la droga metoxiamina, inhibidor
de una de las enzimas involucradas en reparar el dafio oxidativo en el DNA, la
viabilidad de T. cruzi y su capacidad de reparacion del material genético se ve
notoriamente disminuida (Cabrera y col, 2011). Adicionalmente, se describié que
enzimas involucradas en la reparacion del DNA de 7. cruzi se expresan en la tres formas
celulares del parésito y participan en la mantencion de su viabilidad cuando es desafiado
con H;O, y ONOO™ (Furtado y col., 2012; Sepiilveda y col., 2014).

Estos datos sugieren que 7. cruzi presenta resistencia al estrés oxidativo, por lo que
el estudio de los mecanismos implicados en la reparacién genética de este parésito
podria conducir a un mejor entendimiento de los procesos de infeccién y

establecimiento de este microoganismo en seres humanos.
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1.6. Reparacion del DNA

Las especies reactivas de oxigeno y nitrogeno provocan alteraciones en la estructura
quimica del DNA, tales como oxidacién de bases nitrogenadas, generacion de sitios
apurinicos/apirimidicos (AP) y ruptura de una o ambas hebras del DNA; siendo todas
estas modificaciones citotdxicas y/o mutagénicas (David y col., 2007; Hazra y col.,
2007). La guanina es la base que se ve mayormente afectada por ROS/RNS, debido a su
bajo potencial redox, lo cual provoca una gran variedad de derivados oxidados. El
producto de oxidacién de guanina mas estudiado es 7,8-dihidro-8-oxoguanina (8-0x0G),
debido a su uso como marcador del dafio oxidativo en el DNA., Esta base alterada es
capaz de aparear con adenina, lo cual puede derivar en transversiones G—T (Demple &
Harrison, 1994; Marnett, 2000; David y col.,, 2007). Entre las pirimidinas, la base
modificada mas estudiada es la 5,6-dihidro-5,6-dihidroxitimina (Timina glicol o Tg).
Aunque esta base aparea principalmente con adenina, como también lo hace la timina en
condiciones normales, su presencia genera severas distorsiones en la estructura del
DNA e impide la replicacién al bloquear la DNA polimerasa (Kao y col., 1993; Demple
& Harrison, 1994),

El principal mecanismo de reparacién del DNA dafiado por estrés oxidativo es la via
de Reparacion por Escisién de Bases (BER), el cual es un mecanismo altamente
conservado desde las bacterias hasta los seres humanos en términos de los componentes
basicos de la maquinaria BER (Hazra y col., 2007; Hitomi y col.,, 2007). Este

mecanismo requiere de al menos cuatro enzimas encargadas de reparar el DNA dafiado:
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1) DNA glicosilasa, 2} endonucleasa apurinica/apirimidinica (AP), 3) DNA polimerasa
y 4) DNA ligasa (Ide & Kotera, 2004; Hazra y col., 2007) (Figura 4).

El mecanismo BER comienza con ¢l reconocimiento del nucledtido dafiado por parte
de la DNA glicosilasa, la cual cataliza la escision del enlace N-glucosidico que une la
ribosa con la base nitrogenada dafiada, creando un sitio AP (Ide & Kotera, 2004; Hitomi
y col., 2007; Wilson & Bohr, 2007). La mayoria de las DNA glicosilasas involucradas
en la reparacion de bases oxidadas también poseen actividad AP liasa (Ide & Kotera,
2004; Sancar y col., 2004), pudiendo catalizar la escisiéon del enlace 3° fosfodiéster
mediante B-eliminacion, o de los enlaces 3’ y 5° fosfodiester por medio de B,5-
eliminacion (Ide & Kotera, 2004; Wilson & Bohr, 2007).

En la siguiente etapa, la enzima AP endonucleasa hidroliza el enlace fosfodiéster en
el lado 5’ del nucledtido abésico, generando un extremo 3’-OH y un terminal 5°-fosfato
desoxirribosa (dRP) (Hazra y col., 2007; Wilson & Bohr, 2007). Para el caso de una
DNA glicosilasa/AP liasa, la p-eliminacion genera un terminal 3° 4-hidroxipentenal,
también denominado 3’-q,B-aldehido insaturado, y la B,5-eliminacion origina un
terminal 3’ fosfato. Ambos productos bloquean la polimerizacién y/o ligacién, y pueden
ser reconocidos y eliminados por la AP endonucleasa (Ide & Kotera, 2004; Hazra y col.,
2007; Wilson & Bohr, 2007),

Posteriormente, la DNA polimerasa B (Polf) llena el espacio generado (nick) por la
eliminacién del nucledtido, segin complementariedad de bases. La Polp también
presenta actividad dRP liasa, ;udiendo eliminar el aziicar remanente en caso de que el
mecanismo BER hubiese comenzado con una DNA glicosilasa sin actividad AP liasa,

Por ultimo, la DNA ligasa III/XRCC]1 cataliza la formacién del enlace fosfodiéster entre
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el nuevo nucledtido y el resto de la cadena de DNA (Ide & Kotera, 2004; Hazra y col.,

2007; Hitomi y col., 2007) (Figura 4).

-
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Figura 4: Via de Reparacion por Escision de Bases (BER). (Imagen modificada de Ide &

Kotera, 2004).

La via BER recién descrita corresponde a la via corta, en donde se retira el

nucledtido con la base dafiada y la Polp polimeriza un solo nucledtido en el nick

generado en la hebra. Esta via se presenta principalmente cuando la DNA glicosilasa

posee actividad AP liasa. En la via larga BER, las DNA polimerasas Pold y Pole

incorporan nucledtidos en la doble hebra, desplazando la seccion de la hebra de DNA

que presenta el extremo 5° dRP y generando un flap de 2-10 nucledtidos. Esta estructura

es escindida por la enzima flap endonucleasa 1 (FEN1), mediante B-eliminacion, y los
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nucleétidos polimerizados son unidos a la hebra de DNA con la Ligasa 1 (Ligl). La
protefna PCNA funciona durante todo el proceso como un andamio del resto de las
enzimas. La via larga se presenta principalmente cuando el sitio AP es resistente a la
actividad AP liasa o a la ruptura esponténea (Ide & Kotera, 2004; Sancar y col., 2004).
Si bien muchos aspectos relacionados al estrés oxidativo en 7, ¢ruzi han sido
ampliamente estudiados (Krauth-Siegel y col., 1987; Jockers-Scherubl y col., 1989;
Rassi y col,, 2010; Flohé, 2012), no existe mayor documentacién en torno al
funcionamiento del sistema BER en este parasito (Passos-Silva y col., 2010; Genois y
col., 2014). Considerando que las DNA glicosilasas son enzimas cruciales en el sistema
BER por ser las enzimas que reconocen el dafio oxidativo, dando inicio a la reparacién
del DNA, y por su participacion en la seleccion de la via corta o larga del mecanismo
BER (Fortini y col., 1999; Farez-Vidal y col., 2001); su expresion y funcionalidad debe
ser estudiada en 7. cruzi, con el fin de lograr una mejor comprensién del mecanismo de

reparacion del DNA por la via BER en el parasito.

1.7. DNA glicosilasas

Las DNA glicosilasas pueden ser de dos tipos: monofuncionales si s6lo eliminan una
base modificada del DNA (actividad N-glicosilasa) o bifuncionales si eliminan una base
modificada y ademds catalizan la ruptura de la hebra de DNA (actividad N-
glicosilasa/AP liasa) (Ide & Kotera, 2004; Hazra y col., 2007; Wilson & Bohr, 2007).
La determinacion de estructuras tridimensionales de proteinas ha permitido clasificar las

DNA glicosilasas del mecanismo BER en tres familias, de acuerdo a un motivo
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estructural comiin: hélice-horquilla-hélice (HhH-GDP), hélice-dos giros-hélice (FHI2TH)
y uracil DNA glicosilasas (UDGs) (Krokan y col., 1997; Fromme y col., 2004; Huffman
y col., 2005; Hitomi y col., 2007). Las tres familias de DNA glicosilasas se encuentran
muy conservadas en los sistemas vivos, que van desde E. coli a mamiferos, y pudieron
haber evolucionado independientemente en ellos (Hazra y col., 2007).

En la secuencia genémica de T. cruzi de la cepa CL Brener, se identificaron regiones
que codificarfan para DNA glicosilasas que presentan ortologia con respecto a DNA
glicosilasas encontradas en humano y Saccharomyces cerevisiae (Tabla 1) (Genois y
col., 2014). Por otro lado, hasta la fecha s6lo se ha estudiado la expresion y funcion de
dos DNA glicosilasas en T. cruzi: la Uracil N-glicosilasa (TcUNG), capaz de reparar las
lesiones de uracilo en el genoma nuclear de 7. cruzi (Pefia-Diaz y col., 2004), y la 8-
oxoguanina DNA glicosilasa 1 (TcOGGI1), encargada de reparar principalmente

derivados oxidados de purinas (Furtado y col., 2012),

Tabla 1: Genes de Trypanosoma cruzi involucrados en la via BER

NCBIID Gen
Producto S
genético Proteina; Funcién Humano cerevisiae T. cruzi
0GG1 8-Oxo-guanine glycosylase I, NM_016821 YMLO60W Tc00.1047053510229.20
elimina 8-0x0G apareadocon C, T, G
MYH Mut ¥ homolog DNA glycosylase; NM_012222 - Te00.1047053511803.20

elimina A apareado con 8-ox0G

NTHI Endonuclease three homolog 1 DNA ~ NM_002528 YALOISC Tc00.1047053504005.10
glvcosylase; elimina pirimidinas
oxidadas, fragmentadas y anillo-
saturados

NEIL3  Nei-like DNA glycosylase 3; NM_018248 YBLOISW Tc00.1047053510347.50
elimina productos oxidados de
pirimidinas
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La familia de DNA glicosilasas HhH-GDP presenta un motivo comin de hélice-
horquilla-hélice, seguido por un bucle rico en glicinas y prolinas con un residuo de
dcido aspartico altamente conservado. Ademds la horquilla presenta una secuencia
consenso muy conservada, constituida por L/F-P/K/H-G-V/I-G-K/R/T (Hitomi y col.,
2007). La organizacion general de la familia HhH-GDP presenta dos dominios
compuestos por estructuras de a-hélice en los extremos N-terminal y C-terminal. El
dominio N-terminal cominmente presenta cuatro a-hélice y el domino C-terminal seis a
siete a-hélice (Krokan y col., 1997; Huffiman y col., 2005; Hitomi y col., 2007).

Entre las enzimas pertenecientes a la familia HhH-GDP estdn Endo III o NTH]I,
OGGI, AlkA, MIG y MutY (Dizdaroglu, 2005; Huffman y col., 2005; Hitomi y col.,
2007). Las DNA glicosilasas mds estudiadas en la reparacién de bases oxidadas en
eucariontes son las enzimas OGG1 y NTHI (Hazra y col., 2007). Mientras OGGI
repara derivados de purina, la enzima NTHI detecta y repara una gran variedad de
modificaciones en pirimidinas, tales como cis- y frans-timina glicol (Tg), 5-
hidroxicitosina (hoC), dihidrouracilo (DHU), 5-hidroxiuracilo (hoU), urea y al menos
otros diez derivados de pirimidinas, en adicién de derivados de formamidopirimidina de
guanina (FapyG) y adenina (FapyA), sitios AP, y la estructura de tipo anillo-abierto
I,Nf’-etenoadenina (eA) (Demple & Harrison, 1994; Ide & Kotera, 2004; Dizdaroglu,
2005; Hazra y col., 2007).

Dada la importancia de Ia DNA glicosilasa Endonucleasa III (NTHI), su estudio
abarca organismos como E. coli, levaduras, plantas, gusanos, ratones y humanos (Hazra
y col., 2007), determindndose que esta enzima es bifuncional, al poseer actividad N-

glicosilasa/AP liasa mediante B-eliminacion (Krokan y col., 1997; Fromme y col., 2004;
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Huffman y col., 2005; Hazra y col., 2007; Hitomi y col., 2007). Una particularidad de
esta enzima, es la presencia un patron conservado de 4 Cys de union a un clister de
hierro-azufre [4Fe-4S]*", sobre el cual se ha propuesto una funcion de tipo estructural y

estabilizadora en la unién al DNA (Thayer y col., 1995) (Figura 5).

Figura 5: Modelo de estructura tridimensional de la
Endonucleasa III de E. coli. Se destaca en amarillo el
motivo HhH-GDP, los residuos cataliticos Lys120 y
Aspl138 en verde y el cluster [4Fe-4S]* en la region C-
terminal (Imagen extraida de Krokan y col., 1997)

En el genoma de 7. cruzi de la cepa Dm28c se encontr6 una secuencia ortologa de la
DNA glicosilasa NTHI1 (Grisard y col., 2014). El estudio de la expresion y
funcionalidad de esta enzima en 7. cruzi, permitiria obtener una primera aproximacion a
la comprension del funcionamiento y las caracteristicas de la DNA glicosilasa NTH1 en
el parasito. El trabajo desarrollado en este Seminario de Titulo formaria parte de un
estudio mayor que busca comprender los mecanismos que subyacen en la via BER en T.
cruzi, y cémo éstos influirian en la resistencia del pardsito a estrés oxidativo. El
entendimiento de ello podria conducir a nuevas terapias que permitan enfrentar de mejor

manera la Enfermedad de Chagas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo General

Investigar la expresién y funcionalidad de la DNA glicosilasa NTH1 de Trypanosoma

cruzi (TcNTHI)

2.2. Objetivos Especificos

1. Clonar el gen tenthl en el vector de expresion bacteriana pQE-80L.

2. Purificar parcialmente la proteina recombinante DNA glicosilasa TeNTHI.

3. Inmunizar ratones con la proteina TeNTHI recombinante y obtener el suero
sanguineo.

4. Evaluar la efectividad de los sueros obtenidos en el reconocimiento de
TcNTHI en Trypanosoma cruzi.

5. Evaluar la actividad enzimética de la proteina recombinante TcNTH]1 sobre

sondas de DNA que presentan nucledtidos modificados.
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3. MATERIALES Y METODOS

Tampones, Soluciones y Geles

Medio de cultivo LB: 10 g/L Triptona; 5 g/IL extracto de Levadura; 10 g/L
NaCl pH 7.,0.

Medio de cultivo LB-amp: Medio LB suplementado con 12,5 ul/mi de
Ampicilina.

Medio de cultivo LB-amp agar: Medio LB-amp con 15 mg/ml de agar,
Gel de Agarosa: 5 ml TBE 5x; 0,8%(p/v) en 25 ml totales

Gel Denaturante Acrilamida-Urea: 7 M Urea; 4 ml TBE 5x; bis-acrilamida
20%(v/v) en 40 ml totales

Buffer TBE (5x): 446 mM Tris pH 8,3; 445 mM H3BO;, 12,8 mM EDTA

Buffer de restriccién E (Promega): 6 mM Tris-HCl pH 7,5; 6 mM MgCly;
100 mM NaCl; | mM DTT

Buffer de Ligaciéon 10x (Promega): 300 mM Tris-HClI pH 7,8; 100 mM
MgCly; 100 mM DTT; 10 mM ATP

Buffer de carga de proteinas: 125 mM Tris pH 6,8; glicerol 15%(v/v); SDS
2%(p/v); azul de bromofenol 0,05%(p/v); 2-mercaptoetanol 10%(v/v)

Buffer de carga de DNA: 5 mM Tris pH 7,5; formamida 96%(v/v); 20 mM
EDTA,; xileno cyanol 0,05%(p/v); azul de bromofenol 0,05%(p/v)

Buffer de reaccion Endo III 1x (New England Biolabs): 20 mM Tris-HCI
pH 8,0; 1 mM EDTA; 1 mM DTT

Buffer PBS: 8 g/L. NaCl; 0,2 /L, KC; 1,15 g/L Na,HPO,; 0,2 g/L KH,PO,; pH
7,2

PBS-Tween: Buffer PBS con detergente Tween-20 0,05%(v/v)

Buffer mild stripping: 15 g/L Glicina, 1 g/L SDS, Tween-20 1%(v/v) pH 2,2
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Solucion de Corrida: 25 mM Tris pH 8,73; 192 mM Glicina; 3,47 mM SDS
Solucién de Transferencia: 25 mM Tris; 192 mM Glicina; Metanol 20%(v/v)

Solucion de Tincion: 0,5 g/l azul de Coomassie; Acido Acético 10%(v/v);
Etanol 45%(v/v)

Solucién de Destincién: Acido Acético 0,075%(v/v); Etanol 0,05%(v/v)

Solucion de Bloqueo peche 504t PBS-Tween con Leche Blotting-Grade Blocker
(Biorad) 5%(p/v)

Solucién de Bloqueo psa 5%: PBS-Tween con BSA (Winkler) 5%(p/v)

PBS-T yeche 1%: PBS-Tween con Leche Blotting-Grade Blocker (Biorad)
1%(p/v)

PBS-T psa 1%: PBS-Tween con BSA (Winkler) 1%(p/v)
PBS-T psa 29: PBS-Tween con BSA (Winkler) 2%(p/v)
Buffer B: 6 M GnCl; 100 mM NaH,PQ,; 10 mM Tris-Cl pH 8,0
Buffer C: 8 M Urea; 100 mM NaH,PO4; 10 mM Tris-Cl pH 6,3
Buffer E: 8 M Urea; 100 mM NaH,POy4; 10 mM Tris-Cl pH 4,5

Buffer A: 50 mM Tris pH 8,0; 300 mM NaCl; 20 mM Imidazol pH 8,0; 1%
Triton X-100; 10% Glicerol

Buffer de Lavado: 50 mM Tris pH 8,0; 500 mM NaCl; 20 mM Imidazol pH
8,0; 1% Triton X-100; 10% Glicerol

Buffer de Elucién: 50 mM Tris pH 8,0; 200 mM NaCl; 300 mM Imidazol pH
8,0; 1% Triton X-100; 10% Glicerol
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3.2. Amplificacion y purificacion del gen fcnthl de Trypanosoma cruzi

En base a la secuencia del genoma de 7. cruzi de la cepa CL Brener', disponible en la
base de datos, se identifico la region que codifica para la DNA glicosilasa NTHI
(NCBI, GenBank accession: 71412347). A partir de la secuencia de dicha regién, se
disefiaron partidores especificos para amplificar la secuencia nucleotidica de renthl
mediante PCR (Tabla 2), utilizando el vector pYUKO-tcnthl como molde, el cual fue
generado previamente en el laboratorio por Santiago Ramirez, como parte del trabajo de

su Tesis de pregrado.

Tabla 2: Partidores empleados para la amplificacion del gen fcnthl

Sentido 3’ -CGGGATCCATGAAGAAGCATGCGTTC - Tm = 62,9°C
Antisentido  5’-CCCAAGCTTTCACCGGGTATCGACAT Tm = 63,4°C

*Las secuencias en rojo indican los sitios de corte enzimatico. Partidor sentido: Bam HI y antisentido: Hind 111

Para la reaccion de PCR se utilizo la DNA polimerasa Taq Hot Start (Promega) bajo
las siguientes condiciones: 20 ciclos de denaturacion 95°C x 30 s, hibridacion 59°C x 30
s, extension 72°C x 90 s; seguido de 20 ciclos de denaturacion 95°C x 30 s, extension
72°C x 90 s. Por ultimo, una extension final de 72°C x 5 min. La amplificacion fue
confirmada mediante electroforesis en gel de agarosa, en buffer TBE a 90 Volts por ~40
min. La visualizacion de las bandas se realizé con GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain
(Biotium) en el transiluminador UV. La banda correspondiente a la secuencia de interés
fue purificada a partir del gel utilizando el kit Wizard" SV Gel and PCR Clean-Up

System (Promega), de acuerdo al protocolo indicado por el fabricante.

" Al momento de disefiar los partidores, la secuencia genética de NTHI1 de 7. cruzi cepa Dm28¢ no
estaba disponible en las bases de datos. Por ello, se utilizo la cepa CL Brener como referencia.
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3.3. Ligacion del producto de PCR en el vector pQE-80L

El producto de PCR se someti6 a digestion con las enzimas de restriccién Bam HI y
Hind 111 (15,5 pl producto de PCR, 2 pl buffer de restriccién E (Promega), 0,5 pl BSA
10 mg/ml y 1 pl de cada enzima de restriccién a 37°C por 4 hrs.). La muestra obtenida
fue cuantificada con el kit Quant-iT"™ dsDNA Broad-Range Assay (LifeTechnologies),
seglin las indicaciones del fabricante. El fragmento obtenido fue insertado en el vector
de expresién bacteriana pQE-80L (QIAGEN) (Figura 6), ¢l cual fue tratado previamente
con las mismas enzimas de restriccién bajo las mismas condiciones que el inserto y
purificado a partir de un gel de agarosa como se indicé anteriormente. Para Ia reaccion
de ligacién se incubaron 2 pl DNA ligasa T4 (Promega), 2 pl buffer de ligacion 10x
(Promega), 0,5 pl ATP 100 mM, 80 ng vector pQE-80L, 126ng tenthl y 10 pl H,0
destilada libre de nucleasas a 4°C toda la noche. El DNA ligado fise precipitado en 1 pl
gluedgeno 20 ng/ml, 2 pl acetato de sodio 3 M pH 5,2, 60 ul de etanol 100% por2 hrsa
-20°C. Luego se centrifugd a 15000g por 10 min a 4°C. El sobrenadante fue descartado
y se conservd el precipitado el cunal fue secado a 37°C por 15 min. Por ultimo, el

precipitado seco se resuspendié en 10 pl H,O destilada libre de nucleasas.

Clonamiento de la construccién pQE-80L-tcnthI en E. coli JVM109

Se electroporaron bacterias Escherichia coli IM109 electrocompetentes con la
construccion pQE-80L-tcnthl. Para ello, se agregé 5 pl de la construccion mencionada
en un tubo que contenia 40 pl de bacterias electrocompetentes, las que luego fueron

transferidas a una cubeta de electroporacion, para aplicar un pulso eléctrico de 1,8
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kVolts por ~5 ms. Rapidamente, se colocé 750 pl de medio LB en la cubeta, se
resuspendié y se transfirio a un tubo Eppendorf para dejarlo en agitacion por 1 hr a
37°C. Luego de ese tiempo, se sembraron 50 ul, 100 upl y 200 pl de bacterias
transformadas en placas de Petri con medio LB-amp agar y el cultivo se incub6 a 37°C

toda la noche.

Figura 6: Vector de expresion en
bacteria pQE-80L. El plasmido tiene un
tamafio de 4.751 pb. Presenta una

0 secuencia que codifica P-lactamasa
s dml S RBSMCS (Ampicillin), la cual otorga resistencia a
ampicilina a las bacterias transformadas,
una secuencia que codifica la proteina
represora lac 1 (lac I%) y el origen de
replicacion bacteriano ColE1. También se
muestran el promotor del fago T5 (PTS),
la secuencia operadora del operon lac (lac
0), la secuencia de unién al ribosoma
(RBS), el codon de inicio (ATG), una
secuencia codificante para un fag de
histidinas (6xHis), el sitio de clonamiento
multiple (MCS) y secuencias para el
término de la transcripcion (Stop Codons)
(Imagen extraida de Qiagen).

3.4. Seleccion de colonias transformadas

Se seleccionaron 20 colonias y se cultivaron tres réplicas de cada colonia
seleccionada en una placa de Petri con medio LB-amp agar a 37°C toda la noche. Se
realizo un PCR de colonia para comprobar la insercion de la secuencia fcnthl en el
vector pQE-80L, mediante electroforesis en gel de agarosa en buffer TBE. A partir de
esto, se realizo una seleccion entre los 20 clones bacterianos analizados, con el fin de

realizar una extraccion plasmidial y un ensayo de restriccion.
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Para la extraccién plasmidial, se cultivdé E. coli IM109 pQE-80L-tcnthl
seleccionadas en 10ml medio LB-amp a 37°C en agitacién toda la noche. Se realiz6 una
extraccién de la construccién con el kit Qldprep® Spin Miniprep (Qiagen), segiin el
protocolo indicado por el fabricante. El plismido fue empleado para realizar un PCR,
utilizando la DNA polimerasa Taq Hot Start 12,5 (Promega). Las muestras fueron
sometidas a electroforesis en gel de agarosa al en buffer TBE.

Para obtener el inserto, se realiz6é un andlisis de restriccion donde se incubaron 16,5
1l pQE-80L-tenthl, 1 pl buffer de restriccion E (Promega), 0,5ul BSA 10mg/ml, 0,5 pl
Bam HI (Promega), 0,5 pl Hind III (Promega) a 37°C por 4 hrs. El fragmento liberado
fue observado mediante electroforesis en gel de agarosa en buffer TBE.

Finalmente, las muestras seleccionadas fueron analizadas mediante secuenciacion

automatica de DNA y comparadas mediante alineamiento de secuencias,

3.5. Transformacion de E. coli BL21 con la construccién pQE-80L-

tenthl e induccion de la expresion de TeNTHI1

Se electroporaron bacterias E. coli BL21 electrocompetentes con la construccion
PQE-80L-fcnthl. Se seleccionaron a través de PCR de colonia 3 clones bacterianos para
inducir la expresién de la proteina TeNTHI mediante IPTG (cultivo de E. coli BL21
PQE-80L-fcnth! en 10 ml medio LB-amp, 2 pl de IPTG | mg/ml a 37°C en agitacién
toda la noche). Luego, los cultivos fueron centrifugados a 7000g por 15 min y el
precipitado fue resuspendido en 400 pl de buffer PBS para ser lisado mediante

ultrasonido con el sonicador a potencia méaxima por 90 s en hielo. Con las muestras
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obtenidas se realiz6 un SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 12%, inmersos en 500
ml de buffer de corrida. La electroforesis se desarroll6 a 60 volts durante 20 min y luego
a 90 volts por 150 min. Transcurrido este tiempo, uno de los geles fue teiiido con azul
de Coomassie toda la noche. Una vez finalizado esto, al gel teftido se le realizaron 4
lavados con solucitn de destincion. Al otro gel se le realizé un Western Blot y para ello
fue sometido a 120 volts por 60 min a 4°C en buffer de transferencia en contacto con
una membrana de nitrocelulosa. Esta se incub6 en solucién de Solucién de Bloqueo peche
s9 toda la noche a 4°C. Posteriormente, fue incubada con el anticuerpo primario (PBS-T
Leche 1% Y anti-His (Clontech) 1:4.000 (v/v)) a temperatura ambiente por 2 hrs.
Transcurrido este tiempo, se realizaron 3 lavados de 5 min con PBS-Tween y se
procedid a incubar con el anticuerpo secundario (PBS-Tween, Goat anti-Mouse HRP
(Jackson InmunoResearch) 1:10.000 (v/v)) a temperatura ambiente por 60 min. Una vez
transcurrido este tiempo, se procedi6 a realizar 3 lavados de 5 min con PBS-Tween y
luego las membranas fueron reveladas mediante quimioluminiscencia, para lo cual
fueron incubadas con los reactivos del kit SuperSignal® West Pico Chemiluminescent

Substrate (Thermo Scientific), como sefiala el fabricante.

3.6. Purificacion parcial de TeNTH1 recombinante en condiciones

denaturantes

A partir de los ensayos de SDS-PAGE y Western Blot, se selecciond aquel clon
bacteriano que presentaba una mayor expresién de la proteina TeNTH1 al ser inducido.

Este clon fue cultivado en 200ml de medio LB-amp a 37°C en agitacién. Al alcanzar
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una DOgjonm entre 0,6 y 0,8 el cultivo fue inducido con 0,5 mM IPTG (Promega) y se
dej6 a 37°C en agitacion toda la noche. Luego el cultivo fue centrifugado a 2370g por
20 min. El precipitado obtenido fue resuspendido en 10 ml de buffer de lisis B y se dejé
en agitacion a 4°C durante 30 min, para ser posteriormente lisado mediante ultrasonido
a méxima potencia por 3 min en hielo. La muestra fue sometida a centrifugacion a
6080g por 20 min a 4°C y se rescaté el sobrenadante. Previamente, se preparé una
columna de purificacién con 500 pl de resina empaquetada HisPur™ Ni-NTA Resin
(Thermo Scientific), la que fue equilibrada con 5 ml de buffer de lisis B. El
sobrenadante fue pasado dos veces por la columna y luego se procedié a lavar la
columna con 10 ml del buffer de lavado C. Finalmente, se eluyo la columna con buffer
de elucion E, tomando fracciones de ~500 pl. Se comprobé la presencia de proteinas
con el método Bradford (500 pl de Reactivo Bradford (BioRad) mas 100 pul de fraccion
cluida). Las diferentes fracciones colectadas fueron analizadas por medio de SDS-
PAGE y Western Blot, para posteriormente ser dializadas en buffer PBS a 4°C toda la

noche en bolsas Spectra/Por® MW: 14000.

3.7. Inmunizacion de ratones

Se inmunizaron tres hembras Mus musculus BALB/c de 6 semanas de edad y un
individuo control, mediante inyeccién intraperitoneal. Para ello, el volumen
correspondiente a 50 ul de TcNTHI (antigeno) fue mezclado con 175 pl de Freund's

Adjuvant (SIGMA-ALDRICH), completando hasta 350 pl con buffer PBS. La emulsién

fue homogeneizada mediante vértex por 10 min. La inmunizacién se realizé como se
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detalla en la Tabla 3, para luego extraer el total de la sangre mediante puncién cardiaca
4 semanas después de la 4* cuarta inoculacion. Las muestras fueron incubadas a 37°C
durante 10 min y luego centrifugadas a 13680g por 20 min a 4°C. Se rescaté el
sobrenadante (suero), el cual fue suplementado con glicerol 10%(v/v) y almacenado a
-80°C. Uno de los ratones inmunizados desarroll6 una ascitis de manera esponténea que
persistié hasta el momento en que fueron sacrificados, por lo que se extrajo el liquido
ascitico mediante puncién del peritoneo y la muestra fue sometida al mismo tratamiento

que la sangre extraida.

Tabla 3: Esquema de inmunizacién de ratones

1* Inoculacién 2% Inoculacién 3% Inoculacién 42 Inoculacién

Dia 1 8 15 22
Adyuvante Freund Completo Incompleto Incompleto Incompleto
Cantidad Antigeno (ng) ~50 ~50 ~50 ~50
Volumen Inyeccion (ul) 350 350 350 350

3.8. Evaluacion y titulacion de anticuerpos policlonales

Se realizaron cultivos de E. coli BL21 pQE-80L-fcmthl inducidos con IPTG
(Promega) y sin inducir en medio LB-amp. Las muestras fueron lisadas con ultrasonido
con sonicador a potencia maxima por 90 s en hielo, y se cuantificaron las proteinas
totales con el kit BCA™ Protein Assay (Pierce), segin protocolo del fabricante. Se
realizo un Western Blot con las muestras obtenidas y con la proteina TeNTHI
recombinante purificada, utilizando como anticuerpo primario antisuero o liquido
ascitico de ratén inmunizado en una dilucién 1:5.000 (v/v) en PBS-T gsa 20

Posteriormente, el anticuerpo primario (liquido ascitico) fue titulado a diferentes

diluciones (1:2.000, 1:3.000, 1:4.000 y 1:5.000 (viv) en PBS-T psa 2v%) mediante
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Western Blot, a partir de 40 pg de proteinas totales de lisados de epimastigotes de T.
cruzi Dm28c wild type y epimastigotes 8xHis-TcNTHI de T. cruzi Dm28c, estos
ultimos generados por Camila Barrientos, como parte del trabajo de su Tesis de

pregrado.

3.9. Identificacion de la enzima TeNTHI en las diferentes formas

celulares de Trypanosoma cruzi

Se realiz6é un Western Blot con 40 pg de proteinas totales de lisados de epimastigote,
tripomastigote y amastigote de I. cruzi Dm28c wild type. Como anticuerpo primario se
emplearon los anticuerpos policlonales en PBS-T gga 2%, dilucién liquido ascitico
1:2.000 (v/v). Una vez que la membrana fue revelada, se someti6 a stripping o
eliminacién de los anticuerpos. Para ello, se realizaron 2 lavados de la membrana con
buffer mild stripping de 5-10 min. Luego la membrana se lavé 2 veces con buffer PBS
por 10 min y finalmente se lavé 2 veces con buffer TBS-T por 5 min, para continuar con
Ia etapa de bloqueo con la Solucién de Bloqueo gsa 5. La membrana fue incubada con

anti-a-tubulina (Clontech) 1:1.000 (v/v) en PBS-T gga 22, 2a modo de control de carga.

3.10. Purificacién parcial de TcNTH1 recombinante en condiciones

nativas

Se indujo la expresion de TcNTHI en 200 ml de cultivo BL21 pQE-80L-tcnthl
mediante IPTG como se detall6 en secciones anteriores. El cultivo fue cenfrifugado y

lisado con ultrasonido, como se indic6 anteriormente. El sobrenadante fue pasado 2
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veces por la columna con 500 pl de resina empaquetada HisPur™ Ni-NTA Resin
(Thermo Scientific), equilibrada previamente con buffer A. Luego se procedi6 a lavar la
columna con 20 ml del buffer de lavado. Finalmente, se eluy6 la columna con buffer de
elucién, tomando fracciones de ~500 pl. Las diferentes fracciones colectadas fueron
analizadas por medio de SDS-PAGE y Western Blot, para posteriormente ser dializadas

en buffer PBS a 4°C toda la noche en bolsas Spectra/Por® MW: 14000,

3.11. Ensayo de actividad de la enzima TeNTH1

Se disefiaron 2 oligonucledtidos sintéticos de 32 mer y 25 mer, con una timina glicol
(Tg) en la posicion 18 mer y uracilo (Ura) en la posicién 8 mer, respectivamente (Tabla
4). Los oligonucleétidos fueron marcados con 2P en el extremo 5°, usando el kit DNA
5’ End Labeling System (Promega), como seiiala el fabricante. Las sondas marcadas
fueron incubadas con la enzima Tc¢NTHI1 purificada parcialmente en condiciones
nativas y con los correspondientes controles (1 pl de sonda marcada, 1 pg TeNTHI o
0,5 pg TcAPI o 1 U enzima control (Exonucleasa III o Endonucleasa III, ambas de E.
coli, New England Biolabs), 2 pl buffer de reaccién Endo III 10x (New England
Biolabs) en 20 pl totales de reaccién. A la mezcla con TcAP1 se agregé MgCl, para
alcanzar una concentracién de 5 mM. Las preparaciones fueron incubadas a 37°C por
60 min. La sonda con uracilo fue tratada previamente con la enzima UDG para generar
el sitio AP (1 U UDG (New England Biolabs), 1 pl de sonda marcada Ura, 2 pl buffer
de reaccion Endo III 10x (New England Biolabs) en 5 pl totales de reaccién incubadas a

37°C por 30 min). La reaccién se detuvo con la adicion de 10 pl de buffer carga de
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DNA a 95°C por 10 min. Las muestras fueron separadas electroforéticamente en geles
denaturantes de acrilamida-urea a 40 Watts por ~45 min. Posteriormente, la

radiactividad fiie detectada utilizando un equipo Phosphorimager (Biorad).

Tabla 4: Sondas con bases modificadas utilizadas en el ensayo de actividad

5 10 15 20 25 30
QOligo Timina glicol (Tg) 5°-CCGGTGCATGACACTGTTACCTATCCTCAGCG-3’ '
5 10 15 20 25
Oligo Uracilo (Ura) 5’-CCGCTAGUGGGTACCGAGCTCGAAT-3’
“En rojo se indican las bases modificadas de los oligonucleotidos. La base apareada con Tg en la hebra
complementaria es A, y la base apareada con U es G.

3.12. Analisis Bioinformatico

Se realizé un alineamiento de miltiples secuencias mediante el programa ClustalW2
(Thompson y col., 1994). En la pagina web del programa, se utilizaron los pardmetros
presentes por default, con excepcién de la penalidad de Gap Open, que fue aumentada
de 10 a 25.

El modelamiento tridimensional de proteinas por homologia se llevé a cabo mediante
el servidor Phyre V 2.0. Este programa utiliza una libreria de estructuras de proteinas
conocidas, tomadas de las bases de datos Structural Classification of Proteins (SCOP) y
Protein Data Bank (PDB). La secuencia guery es escaneada contra la base de datos de
secuencias no redundantes mediante PSI-BLAST para generar un perfil de
alineamiento. Luego Phyre V 2.0 utiliza tres programas independientes para predecir
estructuras secundarias: Psi-Pred, SSProd y JNet. Cada uno de estos tres programas
proporciona un valor de confianza en cada posicion de la secuencia guery para los tres

estados de estructuras secundarias (alfa hélice, lamina beta o giros beta). Por tiltimo, los
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valores de confianza se promedian para establecer el modelo tridimensional (Kelley &
Sternberg, 2009},

La identificacién de las funciones de residuos aminoacidicos se realizé mediante Ia
base de datos Conserved Domain Database (CDD). Esta almacena los modelos de
estructuras tridimensionales que se encuentran en otras bases de datos como Pfam y
SMART. Mediante alineamiento de secuencia determina los residuos conservados e
identifica regiones funcionales de la protefna (Marchler-Bauer y col., 2013).

La identificacién de residuos cataliticos se realizé mediante la base de datos
Catalytic Site Atlas (CSA), la que compara la secuencia guery con la secuencia de
proteina cuya estructura tridimensional ha sido determinada, para encontrar residuos
cataliticos conservados (Furnham y col., 2014),

Por ultimo, la determinacién de los bolsillos o cavidades de los modelos enzimaticos,
fueron obtenidos mediante el programa Fpocket. Este programa se basa en el concepto
de alfa esferas, las cuales son esferas que presentan cuatro dtomos en su perimetro y no
contienen atomos su interior. En primer lugar el programa determina todo el ensambiaje
de alfa esferas en la estructura de la proteina, luego mediante teselacion de Voronoi,
identifica las principales agrupaciones de alfa esferas. Los centros de las esferas son
asignados a los vértices en los cuales las regiones de Voronoi intersectan. Finalmente, el
programa selecciona las zonas definidas por agrupaciones de alfa esferas que presentan
un ensamblaje ajustado y un tamafio intermedio con respecto al resto de las esferas

generadas (Le Guilloux y col., 2009).
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4. RESULTADOS

4.1. Amplificacion y clonamiento del gen codificante para la DNA

glicosilasa NTH1 de Trypanosoma cruzi cepa Dm28c

La secuencia codificante de la proteina TcNTH1 (756 pb) se amplifico mediante
PCR a partir del vector pYUKO-tenthl (Figura 7), el cual se gener6 previamente en el
laboratorio, utilizando como templado el vector pPGEM-fcnthl. Para la obtencion de la
construccion pGEM-zenthl, se amplificé la secuencia del gen fcnthl a partir del genoma
de Trypanosoma cruzi cepa Dm28c, mediante PCR. El producto obtenido se inserto

directamente en el vector pPGEM-T, sin previo tratamiento con enzimas de restriccion.

M tenthl

1500pb —
1000pb —

500 pb —

100pb —

Figura 7: Amplificacion del gen codificante de la DNA glicosilasa NTH1 de Trypanosoma
cruzi. La flecha roja indica la banda correspondiente al gen fcnthl. M: marcador de pares de
bases (BenchTop 100bp DNA Ladder, Promega).
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El producto de PCR fue purificado desde el gel de agarosa para ser sometida a
digestion enzimatica con las endonucleasas de restriccion Bam Hl 'y Hind 1. Los sitios
de restriccion que reconocen estas enzimas fueron incluidos previamente en el
fragmento obtenido de 7cnth] mediante los partidores disefiados para su amplificacion.
El fragmento tratado con las enzimas, fue ligado en el vector de expresion pQE-80L
utilizando la ligasa de fago T4. Este vector genera una proteina de fusion con un fag de
6xHis en el extremo N-terminal de la proteina de interés (Figura 8), lo que facilita su
purificacion mediante cromatografia de afinidad y permite su reconocimiento en

ensayos Western Blot con anticuerpos anti-His.

Eco RI/RBS 6xHis  Bam HI Hind Il k
[ ATGAGAGGATCG Il —|GGATCC_AAGCTT AATTAGCTGAG [
RGS-His epitope TE———

Figura 8: Construccion pQE-80L-zcnthl. El gen que codifica para la DNA glicosilasa NTH1
de T cruzi (tcnthl) se insertd entre los sitios de restriccion de las enzimas Bam HI
(5’GGATCC3") y Hind IIT (5AAGCTT3"). La transcripcion comienza en el codén de inicio
ATG vy rio abajo de este codon se encuentra un sitio de restriccion para Eco Rl y el sitio de
unién al ribosoma (RBS). Rio arriba del codon de inicio se encuentra la secuencia que expresa
el epitopo RGS-His, el cual posee un fag de 6 histidinas. Al final de la secuencia, se muestra la
region de terminacion transcripcional del fago A (lambda t,) (Imagen modificada de Qiagen).

La construccion obtenida se clono en E. coli IM109, la cual es una cepa ideal para la
generacion de miltiples copias de DNA plasmidial de alta calidad. Esta cepa lleva la
mutacion recAl, la que permite una recombinacién minima controlada, contribuyendo
en la estabilidad del plasmido, y la mutacion endA 1, que proporciona una alta calidad

en la obtencion del plasmidio (Yanisch-Perron y col., 1985).
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En la Figura 9 se muestra el PCR de colonia de los clones bacterianos transformados
con la construccion pQE-80L-tenthl que fueron seleccionados mediante resistencia a
antibiético (ampicilina). Todos los clones bacterianos seleccionados presentaron una
banda entre los 500 y 1500 pb. Se seleccionaron entre éstos, los clones 2, 12, 16 y 18
basandose en la intensidad de la banda para continuar con los ensayos de digestion y
amplificacion del gen fenthl a partir de la construccion pQE-80L-tcnthl. Cabe destacar
que el clon 2 es el que presenta la banda mas intensa entre las muestras seleccionadas

(Figura 9).

M C+ C- 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1500 pb _

1000 pb —
500pb —

100 pb —

1500 pb —

1000 pb —
500 pb —

100pb —

Figura 9: Seleccion de clones de E. coli JM109 transformados con Ia construceion pQE-
80L-zcnthl. Se realizo un PCR de colonia de las bacterias transformadas con los mismos
partidores utilizados para la obtencion del gen desde pYuko-tcnthi. M: marcador de pares de
bases (BenchTop 100bp DNA Ladder, Promega), C-: control negativo que no contiene DNA,
C+: control positivo que muestra la amplificacion de fcnthi a partir del vector pGEM-tenthl.
Los carriles enumerados del 1 al 20 muestran los diferentes clones bacterianos seleccionados
para realizar este PCR de colonia. Se seleccionaron los clones 2, 12, 16 y 18 para la extraccién
plasmidial.
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Los clones bacterianos seleccionados fueron sometidos a extraccion de la
construccion pQE-80L-tenthl, para realizar un PCR convencional y una digestion de la
construccion. Esto permite corroborar que la secuencia de interés (gen fcnthl) esta
presente en la construccion. Entre los cuatro clones bacterianos seleccionados mediante
PCR de colonia, sélo el clon 2 presentd una banda nitida en la amplificacion a partir del
plasmido extraido. Ademas, la digestion con las enzimas Bam HI y Hind 11l permiti6
visualizar la liberacién del fragmento fenth! desde la construccion pQE-80L-fenthl

nuevamente sélo desde el clon 2 (Figura 10).

A M ¢+ ¢ 2 12 16 18 B M 2

1500 pb— 1500 pb—
1000 pb— 1000 pb—-
500 pb— 500 pb—
100 pb— 106 pb—

Figura 10: Amplificacion de fenthl y digestion de la construccién pQE-80L-fcnthl. En la
imagen A se observa la amplificacion de fcnthi a partir de la construccién pQE-80L-tcnthl
extraida de los clones seleccionados. C-: control negativo que no contiene DNA, C+: control
positivo que muestra la amplificacion de fenthl a partir del vector pGEM-tcnthli. La imagen B
muestra la digestion de la construccién pQE-80L-fcnthl. Es posibie observar que sélo el clon 2
libera el fragmento que corresponderia al gen fcnthl. Mi: marcador de pares de bases (BenchTop
100bp DNA Ladder, Promega). En ambas imdgenes, los carriles con los niimeros 2, 12, 16y 18
corresponden a los clones bacterianos seleccionados a partir del PCR de colonia. El simbolo
rojo () indica la banda del gen fcnthi presente en el clon 2.
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4.2. Anilisis bioinformitico de la secuencia génica y aminoacidica de

la DNA glicosilasa NTH1 de Trypanosoma cruzi

La construccion pQE-80L-fcnthl fue extraida a partir el clon 2 y se envi6 a
secuenciar. La secuencia obtenida fue comparada con la secuencia nth] de
Trypanosoma cruzi Dm28c dispenible en el European Nucleotide Archive (ENA,
ES$67492) mediante el programa Clustal W2, como se observa en la Figura 11. Ambas
secuencias difieren en sélo dos nucledtidos, presentando un porcentaje de identidad de
99,7%. La secuencia templada presenta un codén CAT que codifica para His102, pero
en la secuencia obtenida este codén se modificé a CGT codificante para Argl02
(sustitucion sinénima), aminoacido que se encuentra en una regién de unién al sustrato.
Ademds ocurrid una mutacién silenciosa, ya que se medificd el codén GGG del
templado por GGA de la secuencia obtenida. Ambos codones codifican para el
aminoécido Gly206.

A partir de la secuencia nucleotidica obtenida del gen nth! de T, cruzi, se obtuvo la
secuencia aminoacidica derivada, mediante el programa ACBB (4pplied Computational
Biology and Bioinformatics). Mediante ¢l programa ClustalW2, se compard la secuencia
proteica obtenida de la NTHI de T. cruzi con la secuencia de la proteina NTH1 de
Homo sapiens (NCBI, GenBank accession: NP_002519.1) y la secuencia de la proteina

NTHI de Bacillus stearothermophilus, una enzima cuya estructura se conoce por

cristalografia de rayos X (PDB, accession code: 10RN) (Fromme & Verdine, 2003).
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T ozl B28c ——reoe—romsses—escoomoce oS SSn e SRS SRR R S ATGRAGAAGC 10
PQE-80L-nthl CTGGAGGGATTACTATGAGAGGATCGCATCACCATCACCATCACGGATCCATGAAGAAGE &0
*odode dede ok ok b
T.cruzi Dm28c  ATGCGTTCAAGCCACCGCCCAACTGGGAGAGGTTGTACGTCAGGGTGAAGGAACTCCGLG 70
PQE-80L-nthl ATGCGTTCAAGCCACCGCCCAACTGGGAGAGGTTGTACGTCAGGGTGARGGAACTCCGEG 120
P R e E R e A R R R e R R R R et R
T.cruzi Dm28c  AGGGGCTGGAGGCTCCGGTAGACACACTGGGATGCTCGARACTCTTTGATAAAGCAGCGT 130
PQE-80L-nthl AGGGGCTGGAGGCTCCGGTAGACACACTGGGATGC TCGARACTCTTTGATARAGCAGCGT 180
B e T T T R T S P e R R RS R R R R R R R R R g
T.cruzi Dm28c  TGCACGAGACGAGACGGTATCATATCCTATTGGCTCTCATGCTGAGTGCTCAGACARRAG 190
PQE-80L-nthl TGCACGAGACGAGACGGTATCATATCCTATTGGCTCTCATGCTGAGTGCTCAGACARAAG 240
L e R e S A e S e R s
T.cruzi Dm2Bc  ATCATGTGACGGCGGCGGCAATGCACGCCCTTATTCGAATCGGGTGTACCCCTGAAGTGA 250
PQE-80L-nthl ATCATGTGACGGCGGCGECAAT GCACGCCCTTATTCGAATCGGGTGTACCCCTGARGTGA 300
P S  E s et S R S SR S R RS R e RS R ARt s R
T.cruzi Dm28c  TAGCGAAGATGCCGGAGAAGACACTTGATGGATTTATTTCCARAGTAGGCTTTEEBAACA 310
PQE-B0L-nthl TAGCGAAGATGCCGGAGAAGACACTTGATGGATTTATTTCCARAGTAGGCTTTCGTAACE 360
hrkhkhkh kA h kb bk hhhhkhhhkhd bk kb k ki hdhd bk hhdkkhhhddohhkhdkdkd *ohkdkrd
T.cruzi Dm28c  AAAAGGCTAAACATATTAAAGAGGCGACAGATGCTATTTTGAAARGGCATCAAGGGAGGG 370
PQE-B0L-nthl ARAAGGCTARACATATTAAAGAGGCGACAGATGCTATTTTGAARAGGCATCARGGGAGGE 420
I rE e e e R st e S R s R e ok
T.cruzi Dm28c  TGCCGCATTCATACGAGGATCTCATTGCGCTTCCCGGCATTGGTCCCAAGATGGCCCATC 430
PQE-80L-nthl TGCCGOATTCATACGAGGATCTCATTGCGCTTCCCGGCATTGGTCCCARGATGGCCCATE 480
B T T T e e e L e e e R S A eSS R R
T.cruzi Dm28c  TGTTTCTCCAGGAAGCAGACGGAGTGGTGTTGGGCATTGGTGTGGATACCCACGTTCACC 490
PQE-80L-nthl TGTTTCTCCAGGARGCAGACGGAGTGGTGTTGGGCATTGGTGTGGATACCCACGTTCACT 540
B L L R S P e R R E Rt
T.cruzi Dm28c  GCATCAGTCAACGCTTTCTTTGGGTCCCATCGACGGTGAAAACGCCGGAAGACACACGAA 550
PQE-80L-nthl GCATCAGTCAACGCTTTCTTTGGGTCCCATCGACGGTGAARRCGCCGGAAGACACACGRA 600
B T R e s e s T R R R R R R e S S RS S R SR R
T.cruzi Dm28c  AGGCACTCGAGTCCTGGCTCCCACGGAARGTACTGGGETGAGATAAATGGACTGCTTGTGE 610
PQE-80L-nthl AGGCACTCGAGTCCTGGCTCCCACGGAAGTACTGGGGTGAGATARATGGACTGCTTGTGE 660
B T T I e R B R e
T.cruzi Dm28c  GTTTABBECARACCATATGTACCCCCCGCTTACCGCGTTGTTCCGAGTGCCCAGCTTCGG 670
PQE-80L-nthl GTTTAGGACAAACCATATGTACCCCCCGCTTACCGCGTTGTTCCGAGTGCCCAGCTTCGG 720
dhwhkhhkd A hkhk kb kA kb kb drrrhh bbb rh bbb d b rh kb b d kb hr bbb h kb dn
T.cruzi Dm28c  ATCTATGCCCCAACGCTTTTAAGGAGGCGAAGAGGAGTGGAAARAGAGGCAGGGTGCCTG 730
PQE-80L-nthl ATCTATGCCCCAACGCTTTTARGGAGGCGAAGAGGAGT GGARRARGAGGCAGGGTGCCTG 780
B R g S e R R R S e R S e i e
T.cruzi Dm28c  ATATCGAAGATGTCGATACCCGETGA-—————————==-=—==—————— oo 756
PQE-80L-nthl ATATCGAAGATGTCGATACCCGGTGARAGCTTAATTAGCTGAGCTTGGGACTCCTGTTGA 840
ek hkkd ok kkd Rk kR d o ddd ok hokx ko

Figura 11: Alineamiento de la secuencia nucleotidica codificante para NTH1 de T. cruzi
Dm28c con el producto de secuenciaciéon automatica de la construccion pQE-80L-fcnthl.
T.cruzi Dm28ec: secuencia nucleotidica del gen codificante de NTH1 de 7. cruzi Dm28c. pQE-
80L-nth1: secuencia obtenida por secuenciacion automatica de la construccion pQE-80L-
tenthl. En amarillo se destacan los codones modificados con respecto a los codones de la
secuencia disponible en la base de datos, sefialados de color verde.
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En la Figura 12 se muestra que los principales residuos aminoacidicos implicados en
la actividad catalftica de la DNA glicosilasa NTHI se encuentran en su mayoria muy
conservados (Krokan y col., 1997; Fromme & Verdine, 2003; Hazra y col., 2007). El
andlisis de la funcién de los residuos aminoacidicos se realizé en base al programa CDD
(Conserve Domain Database), a la publicacién de la estructura cristalogrifica de
BsNTHI (Fromme & Verdine, 2003) y a la comparacién de estructuras de diferentes
DNA glicosilasas (Krokan y col., 1997), segin se indica en la Figura 12.

El alineamiento entre las secuencias HSNTH1 y TcNTHI entrega un porcentaje de
identidad de 43%; éste se considera alto teniendo en cuenta la distancia filogenética que
existe entre ambos organismos (De Souza, 2002; Karlin & Ladunga, 1994). Por otra
parte, la secuencia BsNTHI presenta un porcentaje de identidad del 24% y 25% con
respecto a las secuencias de TeNTH1 y HsNTHI, respectivamente.

Con el fin de comparar la estructura de ambas enzimas, se realizé un modelamiento
tridimensional por homologia de la NTHI de Homo sapiens y de T. cruzi, mediante el
programa Phyre V 2.0 (Protein Homology/analogY Recognition Engine). Como molde
se utiliz6 la endonucleasa III (NTH1) de Bacillus stearothermophilus, obtenida
mediante cristalografia de rayos X (Fromme & Verdine, 2003).

La estructura tridimensional de la enzima NTH1 de B. stearothermophilus, presenta
s6lo estructuras secundarias de a-hélice distribuidas en dos dominios que envuelven al
duplex de DNA (Figura 13). Los modelos generados de la NTH1 de 7. cruzi y H
sapiens presentaron una cobertura de 84% y 71% respectivamente, con respecto a la
NTH1I de B. stearothermophilus. No se model la regién N-terminal de HsNTH1 (aa 1-

88), ni de TcNTHI (aa 1-23), debido a que no eran homoldgas con respecto a BsNTHI.
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HSNTH1 MCSPQESGMTALSARMLTRSRSLGPGAGPRGCREE]
TCcNTHL
BsNTH1
HsNTH1 AQRLRVAYEGSDSEKGEGAEPLKVPVHE PODWOQQLVN IRAMRNKKDAPVDHLGTEEEYD 120
TCNTH1 =~ ——=———————————mmmm = MKKHAFKPPPNWERLYVRVKELREGLEAPVDTLGCSKLFD 40
BSNTHI =~ ——————m—=— === —————mm—m MLTKQQIRYCLDEMAKMFPDAEG-- 23
. . . . - -
HsNTH1 SSABPKVRRYQVLLSEMLSSEEBOlTAGAMORLRARGLTVDS ILQTDDATLGKLIEPfG 180
TCNTH1 KAALHETRRYHILLALMLS AAAMHALTRIGCTPEVIAKMPEKTLDGFISEMG 100
BsNTH1 ——ELVHRNPFELLIAPVLS KVTKRLFEKYRTPHDYIAVPLEELEQDIRSEG 81
--..4.‘#-? * - * * * * -

HsNTH1 KYIKQTSAILOQHYGGDI PASVAELVALP LAMAVAWGTVSGIA 240
TCNTH1 KHIKEATDAILKRHQGRVPHSYEDLIALP LFLOEADGVVLGIG 160
BsNTH1 RNIQKLCAMLIDKYNGEVPRDRDELMKLP VSVAFG-VEAIA 140

- - B 2 O +* kno - * Ed * ok
HsSNTH1 IANRLRWTKKATKS PEETRAALEEWLPRELWHE INGLLUGFGQOTLPVHP 300
TCNTH1 ISQRFLWVPSTVKTPEDTRKALESWLPRKYWGEINGLLVGLGQT I§TPRLPRESER 220
BsNTH1 SKRLGFCR~ WDDSVLEVEKTLMKIIPKEEWSITHHRMIFFGRY QSP PS 199

*hk Fa + -i- *
HsSNTH1 LNQALBPARQGL-————————————==———= 312
TcNTH1 PASDLEPNAFKEAKRSGKRGRVEDIEDVDTR 251
BsNTH1 PLLHLREGKKRMRKREEKAANQK -~ = ===~ 223

* *

Figura 12: Alineamiento de la proteina NTH1 de Trypanosoma cruzi con la secuencia
aminoacidica de NTH1 de Homo sapiens y Bacillus stearothermophilus. Comparacién de la
secuencia proteica de la DNA glicosilasa NTHI1 de humano y B. stearothermophilus con la
secuencia aminoacidica derivada de la DNA glicosilasa NTH1 de T. cruzi obtenida a partir de la
secuencia nucleotidica. HsNTH1: Proteina NTH1 de Homo sapiens. TeNTH1: Proteina NTHI
de Trypanosoma cruzi. BsNTH1: Proteina NTHI de Bacillus stearothermophilus. En rojo se
sefialan los residuos claves en la actividad catalitica (CDD; Krokan y col., 1997; Fromme &
Verdine, 2003), en celeste se indican los residuos que constituyen el bolsillo que detecta la base
oxidada (CDD; Fromme & Verdine, 2003), en verde se muestran los residuos que participan en
el reconocimiento y unién al DNA (CDD; Fromme & Verdine, 2003), en amarillo se sefiala el
motivo hélice-horquilla-hélice (HhH) presente en estas DNA glicosilasas (Krokan y col., 1997;
Fromme & Verdine, 2003; Hazra y col., 2007), en café se indica la regién de union al cluster
[4Fe-4S])*" (CDD: Fromme & Verdine, 2003), en gris se muestra la sefial de localizacion nuclear
bipartita (CDD).
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Figura 13: Comparacion de los modelos tridimensionales de NTH1 de Trypanosoma cruzi
y NTH1 de Homo sapiens. Se realizo el modelo estructural por homologia de la enzima NTH1
de T cruzi y H. sapiens, utilizando como molde para ambas enzimas a la DNA glicosilasa
NTHI de Bacillus stearothermophilus. La NTHI de esta bacteria es la tnica perteneciente al
grupo de las endonucleasas Il cuya estructura ha sido obtenida junto a su sustrato
(oligonucledtido con una base dafiada), mediante cristalografia de rayos X. A: Modelo NTH1 de
T cruzi. B: Modelo NTH1 de H. sapiens. Los modelos estin coloreados segiin el espectro
electromagnético visible inverso, desde el extremo amino terminal (azul) hasta el carboxilo
terminal (rojo). C: Estructura cristalografica de la NTH1 de B. stearothermophilus. Los dos
dominios de Endo 111 se muestran en verde y azul; el cluster [4Fe-4S]*" se muestra en formato
CPK (Fe, oxido; S, amarillo); el diplex de DNA se muestra amarillo, con el nucleétido dafiado
en gris y el nucledtido con el que aparea, en rojo (Fromme & Verdine, 2003).

Por otra parte, se compard la posicion de los residuos que participan en la actividad
catalitica y en la union al sustrato u otros ligandos, en ambos modelos generados de
NTHI1 (Figuras 14). Esto permitio determinar que los modelos de NTHI1 de T. cruzi 'y
H. sapiens presentan similitud en sus sitios activos, destacandose la conservacion en la
posicion estructural de los residuos aminoacidicos que llevan a cabo la actividad
catalitica: Lisina (Lys140 en TcNTHI; Lys220 en HsNTHI) y Acido Aspartico
(Asp159 en TcNTHI; Asp239 en HsNTHI1). Ademas, se observa que los residuos
aminoacidicos presentes en el bolsillo de union al DNA o a otros ligandos, se
encuentran entre los dos dominios de la enzima NTHI, presentando una distribucion
mas amplia de residuos en la NTHI de 7. cruzi en comparacion con NTHI de H.

sapiens.




o g
A BB

Figura 14: Comparacion de residuos aminoacidicos que participan en la catilisis y en la
unién a ligandos en los modelos de NTH1 de Trypanosoma cruzi y Homo sapiens. 1.0s
modelos obtenidos por homologia a partir de Endo Il de B. stearothermophilus fueron
analizados destacando los residuos participantes en el reconocimiento y reparacion del DNA
dafiado. Las imagenes A y B muestran los modelos de NTHI de 7. cruzi y H. sapiens,
respectivamente. Se destacan los dos residuos que llevan a cabo la catélisis. Con flecha amarilla
acido aspartico y flecha verde lisina. La identificacion de estos residuos se realizé mediante el
programa CSA (Catalytic Site Atlas). Las imagenes C y D muestran los modelos de NTH1 de T

cruzi y H. sapiens, respectivamente. Se destaca en rojo los residuos de unién al DNA o a otros
ligandos. La identificacion de los residuos se realizé mediante el programa Fpocket.

4.3. Expresion de TcNTH1 recombinante en bacteria

La proteina TcNTHI fue expresada en un sistema bacteriano, mediante la
transformacion de E. coli BL21 con la construccion pQE-80L-tcnthl obtenida a partir
del clon 2 de E. coli IM109. La cepa BL2I es un sistema de expresion adecuado para la

produccion de un alto nivel de proteinas heterologas. Esta cepa carece de distintas
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proteasas que podrian producir la degradacién de proteinas heterélogas expresadas en
ella (Wood, 1984).

Las bacterias transformadas fueron inducidas con 0,5 mM de IPTG para expresar la
proteina TeNTHI, para luego ser comparadas con aquellas bacterias transformadas no
inducidas, por medio de SDS-PAGE y Western Blot (Figura 15). Al comparar mediante
electroforesis las proteinas totales de los diferentes clones, se observa una banda entre
los 26 y 37 kDa en el carril de bacterias inducidas por IPTG que podria corresponder a
la proteina TcNTHI, ya que esta banda no se encuentra presente en el carril de bacterias
sin inducir (Figura 15-A). En el ensayo de Western Blot se observa el reconocimiento
bastante especifico e intenso por parte del anticuerpo anti-His (Clontech) sobre una
proteina presente en el homogeneizado de proteinas de bacterias inducidas, en
comparacién con las muestras sin inducir que no Io presentan (Figura 15-B).

La masa molecular de la enzima TcNTHI fue obtenida desde de su secuencia
aminoacidica derivada, mediante ¢l programa ACBB (Applied Computational Biology
and Bioinformatics), resultando ser de 28 kDa, lo cual coincide en el rango de masa
molecular de la proteina observada en los ensayos realizados. A partir de estos datos, se
selecciond el clon bacteriano 3 para la purificacién parcial de la proteina recombinante

TcNTHI.
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Figura 15: Induccion de la expresion de la proteina TcNTH1 en Escherichia coli BL21
transformadas con la construccién pQE-80L-fcnthl. Comparacion de la expresion de
TeNTHI en homogeneizado de proteinas totales de 3 clones bacterianos transformados con la
construccion pQE-80L-tcnthl. En la imagen A se observa un SDS-PAGE tefiido con azul de
Coomassie. En la imagen B se muestra el Western Blot, utilizando como anticuerpo primario
anti-His 1:4000 (v/v) (Clontech). En la parte superior de cada imagen se indican los clones
bacterianos BL21 transformados, enumerados como clon 1, 2 y 3. Las muestras que fueron
inducidas con 0,5mM de IPTG y las no inducidas con IPTG son representadas por los signos +
y -, respectivamente. La flecha roja indica la proteina TcNTH1. Al costado izquierdo de cada
imagen se indican las masas moleculares en kDa (BenchMark™ Pre-Stained Protein Ladder,
Invitrogen).
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4.4. Purificacién parcial de la proteina TeNTH1 recombinante

La proteina TcNTH1 recombinante fue purificada parcialmente mediante
cromatografia de afinidad en condiciones denaturantes y nativas, a partir de un cultivo
obtenido desde ¢l clon 3 de bacteria transformada e inducida. La purificacion parcial en
condiciones denaturantes (6 M GnCl y 8 M Urea) fue utilizada para obtener grandes
cantidades de proteina TcNTHI, con la finalidad de emplearla como antigeno para la
inmunizacion de ratones y de esta manera generar anticuerpos policlonales. En cambio,
la purificacién parcial en condiciones nativas con imidazol fue utilizada para obtener la
proteina funcional, con el fin de realizar ensayos de actividad enzimatica.

Con las eluciones obtenidas de ambas purificaciones, se tomaron alicuotas para
realizar un SDS-PAGE y un ensayo de Western Blot, para corroborar la presencia de la
enzima (Figuras 16 y 17). De esta manera, se verifico que la proteina TcNTHI se
encuentra presente en mayor cantidad desde 1a elucién E3 a la E9 en la purificacién
parcial en condicién denaturante (Figura 16). En cambio, en la purificacién parcial en
condicion nativa, la proteina TcNTHI se encuentra en mayor cantidad en las eluciones

E2 y E3 (Figura 17).
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Figura 16: Identificacion de la proteina TcNTHI1 recombinante purificada parcialmente
en condiciones denaturantes. A: SDS-PAGE en gel al 12%, las proteinas fueron tefiidas con
azul de Coomassie. B: Western-Blot, se utilizé como anticuerpo primario anti-His 1:4000 (v/v)
(Clontech). En la parte superior de cada imagen se indican: pre-carga de lisado bacteriano (Lis),
lavado de la columna (Lav) y eluciones colectadas (E1 a E15). La flecha roja indica la proteina
TcNTHI. Al costado izquierdo de cada imagen se indican las masas moleculares en kDa
(BenchMark™ Pre-Stained Protein Ladder, Invitrogen).
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Figura 17: Identificacion de la proteina TcNTH1 recombinante purificada parcialmente
en condiciones nativas. A: SDS-PAGE en gel al 12%, las proteinas fueron tefiidas con azul de
Coomassie. B: Western-Blot, se utilizd como anticuerpo primario anti-His 1:10000 (v/v)
(Clontech). En la parte superior de cada imagen se indican: pre-carga de lisado bacteriano (Lis),
lavado (Lav) y eluciones colectadas (E1 a E12). La flecha roja indica la proteina TcNTHI. Al
costado izquierdo de cada imagen se indican las masas moleculares en kDa (PageRuler
Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific).
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Por dltimo, se realizé una electroforesis de proteinas con todos los controles
necesarios para comparar con la TcNTHI purificada parcialmente en condiciones
denaturantes, con el fin de contrastar y verificar si efectivamente la banda reconocida en
el Western Blot por el anticuerpo anti-His es la proteina TcNTHI (Figura 18). Es
destacable el hecho de que solo existe reconocimiento por parte del anticuerpo en el
lisado de E. coli BL21 pQE-80L-tcnth! inducida con IPTG y en la muestra de protefna
TeNTHI purificada parcialmente. Para el caso de E. coli BL21 pQE-80L-tcnthl sin
inducir también es posible observar que el anticuerpo logra reconocer una banda, pero
ésta es muy poco nitida, lo que podria estar dando cuenta de una expresion basal de
TeNTHI cuando las bacterias transformadas no son inducidas por IPTG.

Por medio de espectrometria de masa MALDI-TOF (laboratorio del Dr. UIf Hellman,
Ludwig Institute for Cancer Research de Uppsala, Suecia) se secuencié la banda
correspondiente a la TcNTHI purificada en condicién denaturante (Figura 19). Las
secuencias de los péptidos obtenidos por MALDI-TOF muestran una cobertura de 57%
al ser alineados con la secuencia de la proteina TeNTHI putativa disponible en la base
de datos (NCBI, GenBank accession: ESS67492). Las secuencias obtenidas mediante
MALDI-TOF no muestran variaciones de los residuos aminoacidicos con respecto a la
secuencia putativa de TcNTH1 disponible en la base de datos, de lo cual se desprende
que no hubo mutaciones que afectaran las regiones de la enzima que fueron
secuenciadas. Se debe destacar que el motivo de secuencia HhH-GDP y los residuos
cataliticos Lys140 y Asp159 estédn presentes de manera integra en la secuencia obtenida

por MALDI-TOF.
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A BL21 BL21 BL21
wt pQESOL pQES8OL-tcnthl TeNTHI1
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B BL21 BL21 BL21
wit pQESOL pQES8OL-tcnth I TeNTHI1
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Figura 18: Evaluacion de la expresién de TeNTH1 recombinante en E. coli BL21. Andlisis
de la expresion de TcNTHI en homogeneizado de proteinas totales de E. coli BL21 wild type
(BL21 wt), E. coli BL21 transformada con el vector sin el inserto (BL21 pQE80OL), E. coli
BL21 transformada con la construccion (BL21 pQE80L-tcuthl) y las fracciones colectadas de
la proteina TcNTHI1 purificada parcialmente en condiciones denaturantes, en donde se junto
desde la El a la E15 (TeNTH1). En la imagen A se observa un SDS-PAGE teifiido con azul de
Coomassie. En la imagen B se muestra el Western Blot, utilizando como anticuerpo primario
anti-His 1:4000 (v/v) (Clontech). Las muestras que fueron inducidas con 0,5mM de IPTG y las
no inducidas con IPTG son representadas por los signos + y -, respectivamente. La flecha roja
indica la proteina TcNTHI. Al costado izquierdo de cada imagen se indican las masas
moleculares en kDa (BenchMark™ Pre-Stained Protein Ladder, Invitrogen).
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Figura 19: Identificacion de TcNTH1 recombinante mediante MALDI-TOF. A: Secuencias
de péptidos de la proteina TcNTH1 obtenidos a partir de la espectrometria de masas. La proteina
fue sometida previamente a digestion enzimdtica con tripsina, una proteasa que hidroliza el
enlace peptidico en el lado carboxilo de los aminodcidos Lys (K) o Arg (R). B: Alineamiento de
péptidos obtenidos (MALDI-TOF) con la secuencia de la DNA glicosilasa NTH1 de 7. cruzi
Dm28c (NCBI, GenBank accession: ESS67492) (TeNTH1), utilizando el programa Clustal W2.




56

4.5. Generacion de anticuerpos policlonales anti-TeNTH1

Se inmunizaron 3 ratones (Mus musculus BALB/c) con la proteina TcNTH1 obtenida
mediante purificacién parcial en condiciones denaturantes, previamente dializada en
Buffer PBS. Al cabo de 8 semanas, se obtuvieron los antisueros de los ratones y se
evalud su capacidad de reconocimiento de TcNTH1 en homogeneizados de proteinas

totales de bacteria, mediante Western Blot (Figura 20).

Antisuero 1 Antisuero 2 Antisuero 3

BL21 BL21 TeNTHL BL21 BL21 TeNTHL BL21 BL21
TeNTH1 wt TcNTHI1 wt TeNTIIL wt

TeNTII1

115kDa —
82 kDa—

64 kDa —

37kDa—

26 kDa —

19 kDa—

6 kDa—

Figura 20: Evaluacién de antisueros sanguineos sobre lisados de bacteria. Ensayo de
Western Blot (gel 15%) para determinar la capacidad de reconocimiento de los antisueros
sanguineos (Antisueros 1, 2 y 3) sobre proteina recombinante (TeNTH1), E. coli BL21 que
expresa TCNTH1 recombinante (BL21 TeNTHI) y E. coli BL21 wild type (BL21 wt). Se
cargaron 50ug de homogeneizado de proteinas totales y se utilizé como anticuerpo primario los
antisucros obtenidos de ratdn en una dilucién 1:5000 (v/v) en PBS-T gga 1o La flecha roja
indica la proteina TcNTH1. Al costado izquierdo de la imagen se indican las masas moleculares
en kDa (BenchMark™ Pre-Stained Protein Ladder, Invitrogen).
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Analizando los resultados, el antisuero 1 reconoce la proteina TcNTHI
recombinante, pero también presenta un notorio reconocimiento inespecifico de otras
proteinas en la muestra de enzima purificada (TcNTHT1), En el lisado de bacterias que
expresan TcNTHI (BL21 TeNTHL1), el antisuero 1 reconoce la enzima TeNTH], pero
también se une de manera inespecifica a numerosas proteinas de ofras masas
moleculares. Para el caso del lisado de bacteria wild fype (BL21 wt), se observa que el
antisuero 1 no se une a las protefnas presentes, lo que era de esperar, ya que no se estd
expresando la enzima TcNTH]1 en aquellas bacterias.

Por su parte, el antisuero 2 reconoce de forma bastante especifica la proteina
TeNTH]I, tanto al ser incubado con la proteina purificada (TcNTHI1) como al incubarse
con E. coli que expresan TeNTH1 (BL21 TcNTHI1). En este dltimo caso, también se
observa reconocimiento de una proteina de 6 a 19 kDa de masa molecular, lo que
también se puede observar notoriamente en el antisuero 1. En el lisado de E. coli wild
type (BL21 wt), también se presenta esta banda de 6 a 19 kDa, pero no estd presente
TeNTHI como se esperarfa, por ser bacterias que no poseen el gen que codifica la
enzima TcNTHI.

Por dltimo, si bien el antisuero 3 reconoce la protefna TcNTHI purificada
(TcNTHI), en los lisados de bacteria que expresa TcNTHI (BL21 TcNTHI1) y en
bacteria wild type (BL21 wt), los anticuerpos del antisuero 3 se unen a numerosas
proteinas de variada masa molecular, siendo el antisuero que presenta mayor
reconocimiento inespecifico.

Con estos resuitados se determiné que los mejores antisueros para continuar con los

siguientes experimentos eran 1 y 2. Sin embargo, al evaluar los antisueros 1 y2en

o
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lisados de epimastigotes de 7. cruzi, el resultado fue desfavorable para ambos
antisueros, ya que ninguno reconocio la proteina TcNTH1 de manera especifica en
epimastigotes que sobreexpresan la enzima (resultados no mostrados).

Debido a ello, se evalud la capacidad de reconocimiento de T(NTHI por anticuerpos
policlonales presentes en el liquido ascitico extraido desde la cavidad peritoneal del
ratén 2 (Figura 21). El liquido ascitico presentd un reconocimiento altamente especifico
al ser comparado con los antisueros obtenidos, por lo que se opté por continuar los

siguientes experimentos con este material.

180 kDa—

115kDa —

82kDa—

64 kDa—

49kDa—

37kDa— 1

26kDa— |

19kDa—

Figura 21: Evaluacion de anticuerpos policlonales presentes sobre liquido ascitico en
lisados de bacteria. Ensayo de Western Blot (gel 12%) para determinar la capacidad de
reconocimiento del liquido ascitico del ratén 2 sobre proteina recombinante (TeNTH1), E. coli
BL21 que expresa TcNTHI recombinante (BL21 TeNTH1) y E. coli BL21 wild type (BL21
wt). Se cargaron 20pg de homogeneizado de proteinas totales y se utilizé como anticuerpo
primario el liquido ascitico obtenido del ratén 2 en una dilucion 1:5000 (v/v) en PBS-T gsa 2.
Al costado izquierdo de la imagen se indican las masa moleculares en kDa (BenchMark™ Pre-
Stained Protein Ladder, Invitrogen).
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El liquido ascitico fue titulado en homogeneizados de proteinas totales de
epimastigotes 7. cruzi Dm28c, con la finalidad de determinar la dilucién a la cual debia
ser utilizado para ensayos posteriores de reconocimiento de TeNTH]1. En la Figura 22 se
observa que a medida que aumenta Ia dilucion del anticuerpo (liquido ascftico),
disminuye la intensidad del reconocimiento de la proteina TcNTHI, tanto en lisados de
epimastigote T. cruzi wild type (Epi wt) como en lisados de epimastigote 7. cruzi que
sobreexpresa la enzima T¢NTHI (Epi NTHI). También a mayor dilucién, el
reconocimiento inespecifico de otras protefnas disminuye. Como era de esperar, el
reconocimiento sobre la proteina TcNTH1 es mucho mayor en Epi NTHI1 que en Epi
wt, debido a que los primeros fueron transfectados con un vector que porta el gen que
codifica para la proteina TeNTHI, por lo que este ensayo corrobora una mayor
expresién de esta proteina en aquellos epimastigotes. Se determiné que la dilucion
idénea del liquido ascitico para el ensayos siguientes era 1:2000 (v/v), ya que la
capacidad de reconocimiento de los anticuerpos obtenidos sobre Ia proteina TcNTHI en

lisados de T. cruzi wild type (Epi wt) es baja y compleja de discernir.
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1:2000 1:3000 1:4000 1:5000

Epi Epi Epi Epi Epi Epi Epi Epi
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Figura 22: Titulacién de anticuerpos presemtes en liquido ascitico sobre lisados de
epimastigotes de Trypanosoma cruzi Dm28c. Ensayo de Western Blot (gel 15%) para
determinar Ia dilucién 6ptima de liquido ascitico. En la parte superior de la imagen se indica la
dilucién del anticuerpo primario (liquido ascitico) en PBS-T psa 2% (1:2000, 1:3000, 1:4000 y
1:5000, todas las diluciones en (v/v)). Se cargaron 40pg de homogeneizado de proteinas totales
de epimastigote 7. cruzi wild type (Epi wt) y epimastigote 7. cruzi que sobreexpresa la enzima
TcNTH1 (Epi NTH1). La flecha roja indica la proteina T(NTHI. Al costado izquierdo de la
imagen se indican las masas moleculares en kDa (BenchMark™ Pre-Stained Protein Ladder,

Invitrogen).
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4.6. Identificacién de la enzima TcNTH1 en epimastigote,

tripomastigote y amastigote de Trypanosoma cruzi cepa Dm28c¢

Los anticuerpos policlonales generados (liquido ascitico) fueron utilizados para
detectar la presencia y expresion de la proteina TcNTHI en las diferentes formas
celulares de 7. cruzi cepa Dm28¢, mediante ensayo de Western Blot. En la Figura 23 se
observa que la proteina TCNTH1 se expresa en las tres formas celulares de T cruzi
Dm28¢. Este resultado es comparado con el control negativo, en donde se utilizé como
anticuerpo primario el suero de un ratén que no fue inmunizado con la proteina
TeNTHI, observandose que no hay reconocimiento de TcNTH] por parte del suero-
control. Esto confirma que el liquido ascitico contiene anticuerpos policlonales
generados por la inoculacién del antigeno (TcNTHI1) en el ratén. Como control positivo,
se cargo lisado de epimastigote que sobreexpresa TeNTHI (Epi NTH1) y proteina
recombinante purificada (NTH1), verificindose que la proteina de interés es reconocida
en estas muestras solo por el liquido ascitico. Como control de carga de las tres formas
celulares de T. cruzi cepa Dm28c, se utiliz6 el anticuerpo primario anti-tubulina, el cual
reconoce la proteina a-tubulina, una de las subunidades que constituyen los
microtibulos presentes en el citoesqueleto de las células eucariontes.

Finalmente, se realiz6 un stripping a las membranas de nitrocelulosa para retirar los
anticuerpos policlonales e incubar con anticuerpo anti-His. Esto permitié corroborar que
la proteina reconocida en los carriles Epi NTHI y NTH!1 por el liquido ascitico, es
efectivamente la NTH1 de T. cruzi. Ademss se verifica que la TcNTHI no es

reconocida por el suero control.

m
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Figura 23: Deteccion de la proteina TeNTHI1 en epimastigotes, tripomastigotes y
amastigotes de Trypanosoma cruzi cepa Dm28e. Se cargaron 50pg de proteinas totales de
homogeneizado de epimastigote (Epi), tripomastigote (Tripo), amastigote (Ama) y
epimastigotes que sobreexpresan la proteina TcNTH1 (Epi NTHI). También se cargd la
proteina recombinante (NTH1) A: Control de carga, utilizando como anticuerpo primario anti-
tubulina 1:1000 (v/v) en PBS-T pss z% B: Identificacién de TcNTHI, utilizando como
anticuerpo primario liquido ascitico (Anticuerpos Policlonales) o Suero Control a una dilucién
1:2000 (v/v) en PBS-T gga 2. C: Confirmacion mediante stripping de la deteccion de TCNTHI,
utilizando como anticuerpo primario anti-His 1:10000 (v/v) (Clontech) en PBS-T psa 2%. Al
costado izquierdo de cada imagen se indican las masas moleculares en kDa (BenchMark™ Pre-

Stained Protein Ladder, Invitrogen).

4.7. Ensayo de actividad enzimaitica de TeNTHI1

La actividad enzimética de la proteina TcNTH1 fue evaluada mediante un ensayo de
escisién de un oligonucledtido marcado que presenta una base oxidada o un sitio
apurinico/apirimidico. La sonda con timina glicol (Tg) de 32 mer fue incubada con la
enzima TcNTHI purificada parcialmente en condiciones nativa (Figura 24). En este
ensayo no se observé escision en la muestra incubada con lisado de epimastigote que
sobreexpresa NTHI1 (Lis Epi) .ni en la muestra incubada con TeNTHI purificada

parcialmente. En cambio, se aprecia una banda correspondiente al oligonucledtido
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cortado por la actividad catalitica de la Endonucleasa IIT de E. coli de 211 amino4cidos

(New England Biolabs) utilizada como control positivo.

Lis
Epi

TeNTH1

32 mer —— — 32 mer

18 mer — —— 18 mer

Figura 24: Evaluacién de la bifuncionalidad de Ia enzima TcNTH1 sobre Ia sonda timina
glicol. Se estimd [a actividad DNA glicosilasa y AP liasa de la enzima TeNTHI, sobre una
sonda de DNA con una base oxidada (Tg). C-: control negativo, sonda Tg sin enzima, C+:
control positivo, sonda Tg incubada con la enzima Endonucleasa Il de E. coli de 211 aa (New
England Biolabs), Lis Epi: sonda Tg incubada con 50 pg de proteinas de lisado de epimastigote
T. cruzi que sobreexpresa NTH1, TeNTHI: sonda Tg incubada con 1 pg de enzima TcNTH1
purificada parialmente de forma nativa (fraccién colectada E2). En los costados de la imagen se
sefialan los tamafios del sustrato y producto de la reaccién enzimatica en mer.

Debido a que la enzima TeNTHI no estaria presentando actividad AP liasa al ser
incubada con una sonda Tg, se probd utilizar una sonda con uracilo de 25 mer. Esta
sonda al ser previamente tratada con la enzima UDG de E. coli (New England Biolabs),
genera un sitio AP. La sonda AP obtenida fue incubada con las enzimas TcNTHI y
TcAP] purificadas parcialmente en condiciones nativas, La enzima TcAPI, disponibie

en el laboratorio, es una AP endonucleasa de 7. cruzi que cataliza la hidrolisis del

enlace fosfodiéster en la posicion 57 del sitio AP (Sepiilveda y col, 2014).
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En la Figura 25, se observa que tanto la enzima T¢NTHI1 como la TcAP1 provocan
la ruptura del oligonucleétido con el sitio AP. Al comparar con los controles positivos,
se observa que TcNTHI1 estaria generando un producto enzimatico del mismo tamario
que el producto de la Endonucleasa I1I de E. coli. En cambio, TcAP1 estarfa generando
un producto catalitico del mismo tamafio que el producto de la Exonucleasa III de E.
coli de 268 aminodcidos (New England Biolabs), una protefna ort6loga de la AP
endonucleasa 1. También se aprecia cierta ruptura esponténea de la sonda AP en el
control negativo, debido probablemente a la labilidad que se genera en el

oligonucledtido por el sitio AP.

C- C+ C+
Exolll EndoHI TeNTH1 TcAP1
25 mer —— — 25 mer
Fct
7 mer gl ”im
4 Qﬁg% kv

Figura 25: Deteccién de actividad catalitica de Ia enzima TcNTH1 sobre una sonda AP
(sitio abdsico). C-: control negativo, sonda AP sin enzima, C+ Exo Iil; control positivo, sonda
AP incubada con la enzima exonucleasa 11l de E. coli de 268 aa (New England Biolabs), C+
Endo III: control positivo, sonda AP incubada con la enzima endonucleasa III de E. coli de 211
aa (New England Biolabs), TeNTH1: sonda incubada con I pg de enzima TcNTH] purificada
parcialmente de forma nativa (fraccion colectada E2), TcAPL: sonda incubada con I ug de
enzima AP endonucleasa 1 de 7. cruzi purificada de forma nativa. En los costados de la imagen
se seflalan los tamafios del sustrato y producto de la reaccién enziméatica en mer-.
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Por lo tanto, la enzima TcNTHI1 purificada parcialmente presenta actividad

enzimatica que podria corresponder a una actividad AP liasa, debido a que reconoce ¢l

sitio AP y provoca la ruptura de la hebra de DNA marcada. Sin embargo, no se descarta

la posibilidad de una actividad catalitica de tipo endonucleasa.
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5. DISCUSION

5.1. Identificaciéon de la expresion de NTH1 en Trypanosoma cruzi

cepa Dm28c

La endonucleasa III DNA glicosilasa 1 (NTH1) fue descubierta, purificada y
caracterizada por primera vez a partir de E. coli, siendo relacionada en un comienzo a
una actividad enzimética de tipo endonucleolitica (Radman, 1976). Posteriormente, se
identificaron secuencias que presentaban regiones de homologfa con la NTH1 de E. coli
en genomas de diversos organismos pertenecientes a los 3 dominios: Bacteria, Arquea y
Eucaria (Eisen & Hanawalt, 1999).

Los primeros organismos eucariontes en los que se logré clonar la secuencia
genética, identificar y caracterizar la protefna NTHI1, fue en las levaduras
Schizosaccharomyces pombe (Roldén-Arjona y col., 1996) y Saccharomyces cerevisiae
(Eide y col., 1996). Posteriormente, enzimas ortélogas de Endo III también fueron
identificadas en Caenorhabditis elegans (Morinaga y col., 2009), bovino (Hilbert y col.,
1996), raton (Sarker y col., 1998), Arabidopsis thaliana (Roldan-Arjona, 2000) y
humano (Aspinwall y col., 1997; Hilbert y col., 1997). Mediante inmunofluorescencia,
se detectd en células HeLa S3 que la enzima HsNTH! se encuentra distribuida en el
nicleo y citoplasma. No obstante, en algunas células, la enzima se encontraba
concentrada predominantemente en el niicleo (Tkeda y col., 1998). La presencia en el

citoplasma se explica por un gen del DNA mitocondrial que codifica una proteina con
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secuencias homdlogas a Endo III, 1a que esta asociada a Ia reparacién del mtDNA, Esta
enzima fue reportada y caracterizada en células hepéticas de rata (Stierum y col., 1999).

En Tripanosométidos se han descubierto secuencias que codifican para proteinas
ortélogas de Endo Iil en los genomas en Leishmania infantum, Leishmania major,
Trypanosoma brucei y T. cruzi (Genois y col., 2014),

Con el fin de identificar la expresién de NTH1 en las diferentes formas celulares de
T cruzi Dm28c, se generaron anticuerpos policlonales. Los antisueros obtenidos no
reconocicron la enzima TcNTHI, resultado que sugiere que ésta podria no representar
un estimulo inmunogeénico suficiente para la produccién de anticuerpos policlonales en
el ratén. Por otra parte, el liquido ascitico generado en uno de los ratones reconocié una
proteina de masa molecular similar a TeNTHI, sugiriendo que ese ratén pudo haber
desarrollado una respuesta inmune més robusta que los ofros ratones.

Con el liquido ascitico obtenido se identifico la expresion de la enzima TeNTHI en
homogeneizados de proteinas totales de epimastigote, tripomastigote y amastigote de T.
cruzi cepa Dm28c, mediante ensayo de Western Blot. Se comprobé que la enzima
TeNTHI presenta una masa molecular cercana a los 37 kDa, coincidente con el rango
de masa estimada para NTHI ortéloga de otros organismos: 27 kDa en E. coli, 31 kDa
en bovino, 36 kDa en Humano, 36 kDa en C, elegans, 37 kDa en mitocondria de células
de rata, 43 kDa en A. thaliana y 43 kDa en S. pombe (Asahara y col., 1989; Hilbert y
col., 1995; Roldén-Arjona y col., 1996; Aspinwall y col., 1997; Ikeda y col., 1998;
Stierum y col., 1999; Roldén-Arjona y col., 2000; Morinaga y col., 2009).

La identificacién de TcNTH1 en las tres formas celulares de T cruzi, da cuenta de

una expresion probablemente constitutiva, sugiriendo actividad catalitica de esta enzima
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en todo el ciclo de vida del parasito. Este resultado es acorde a que las tres formas
celulares de T. cruzi estin sometidas a ROS/RNS, tanto generadas espontaneamente en
el pardsito como por respuesta defensiva de sus hospederos (Piacenza y col, 2009;
Cabrera y col, 2011; Piacenza y col, 2013; Sepulveda y col, 2014),

En trabajos futuros, los anticuerpos policlonales obtenidos podran purificarse para su
posterior uso en ensayos de localizacién subcelular de Te¢NTHI mediante
inmunofluoresencia, y en la determinacién de un posible aumento de Ia expresion de

TeNTHI en T, cruzi sometido a estrés oxidativo.

5.2. Actividad enzimitica de NTH1 de Trypanosoma cruzi cepa

Dm28¢

La NTHI de E. coli fue asociada en un principio a una actividad de tipo
endonucleasa, por su capacidad de escindir el DNA dafiado por radiacién UV, siendo
denominada como Endonucleasa Il (Radman, 1976). Sin embargo, posteriormente se
descubrié que la Endo III de E. coli no escinde el DNA mediante hidrélisis del enlace
fosfodiéster, como lo realizan las endonucleasas, sino que lo hace por medio de un
mecanismo de B-eliminacién que genera un producto que no es reconocido por la DNA
polimerasa (Bailly & Verly, 1987).

Actualmente se sabe que la NTH1 de E. coli es una enzima bifuncional que presenta
actividad DNA glicosilasa y AP liasa, capaz de reconocer y eliminar una amplia
variedad de derivados oxidados de pirimidinas, para luego generar por B-eliminacién un

producto enzimatico 3* o,B-aldehido insaturado (Bailly & Verly, 1987; Kow & Wallace,
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1987; Mazumder y col, 1991; Dodson y col., 1994; McCullough y col., 2001; Fromme y
col,, 2004). El mecanismo de accién enzimética propuesto involucra en primer lugar un
ataque nucleofilico de una amina (residuo de lisina) al C1’ de la ribosa asociada a la
base dafiada, provocando la escisién del enlace N-glucosidico y formando un
intermediario imino o base de Schiff, Ia que aumenta la labilidad del sitio
apurino/apirimidico recién creado. El progreso de la reaccién contintia con la rotacion
del enlace C2’-C3’ del intermediario, producto de esta labilidad, que deriva en la B-lisis
del enlace 3* que une la ribosa con Ia hebra de DNA, lo que conlleva la disociacién del
intermediario y la formacién de un frans-o,B-aldehido insaturado (Figura 26) (Dodson y
col., 1994; Sun y col., 1995; McCullough y col., 1999; McCullough y col., 2001;
Fromme y col., 2004).

La actividad enzimatica de la proteina TeNTHI1 purificada parcialmente fue evaluada
con una sonda marcada con radiactividad que presenta una base timina glicol (Tg)
apareada con adenina. En caso de tratar:;e de una enzima bifuncional, la TeNTHI
catalizaria la eliminacién de Tg y cortarfa la hebra de DNA, generando un producto de
menor tamaiio que el sustrato. No obstante, la enzima TeNTH1 no generd un producto
cortado, ni tampoco se observé actividad catalitica en el lisado de epimastigotes que

sobreexpresan esta enzima.
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Figura 26: Mecanismo enzimatico de la proteina NTH1. A: reconocimiento de base dafada y
union de la enzima al sustrato, B: eliminacion de la base alterada y generacion del intermediario
imina, C: unién de otro residuo al intermediario y aumento de la labilidad del sitio abasico, D:
giro del intermediario, E: B-lisis del enlace 3’ inducida por la enzima, F: separacion de la
enzima del DNA y generacion del a.,p-aldehido insaturado (Imagen modificada de Dodson y
col., 1994).

Las enzimas NTH1 que han sido caracterizadas en otros organismos, como S. pombe,
C. elegans, M. musculus, H. sapiens, y la NTH1 de mitocondria de rata, presentan una
mayor reactividad enzimatica frente a oligonucledtidos que contienen una base
modificada Tg, en contraste con los otros derivados oxidados pirimidicos (Hilbert y
col., 1997; Ikeda y col., 1998; Sarker y col., 1998; Stierum y col., 1999; Yonekura y
col., 2007; Morinaga y col., 2009). Ademas se ha reportado que la enzima NTHI

humana presenta mayor especificidad catalitica frente a oligonucledtidos Tg apareados

con adenina (Marenstein y col., 2003), al igual que la sonda utilizada en el ensayo de
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actividad enzimdtica presentado en este trabajo. En C. elegans, la NTHI también
cataliza con mayor eficiencia sondas con Tg apareada con adenina (Morinaga v col.,
2009).

Hasta este punto, se supuso que NTHI de T. cruzi seria una enzima monofuncional
que eliminaria sélo la base oxidada, siendo incapaz de escindir el sitio AP generado.
Esta opcién parecié ser la més plausible, aunque la evidencia de la actividad catalitica
de todas las NTH1 caracterizadas, desde E. coli hasta H. sapiens, demuestra que la
NTHI es una enzitma bifuncional, determinandose la actividad AP liasa por escisién del
enlace 3° mediante B-eliminacion en NTHI de E. coli, M. musculus y H, sapiens (Bailly
& Verly, 1987; Aspinwall y col,, 1997; lkeda y col, 1998; Sarker y col., 1998;
Marenstein y col., 2003). En la NTH1 de mitocondria de rata también se demostré y
caracteriz la actividad AP liasa (Stierum y col., 1999).

Por este motivo, se evaluo la capacidad de escision de un oligonucledtido con sitio
AP por parte de TcNTH]I. Los controles utilizados en el ensayo fueron Endo III de E,
coli, la que esta caracterizada como una enzima bifuncional que realiza p-eliminacién, y
la AP endonucleasa 1 de 7. cruzi (TcAP1), una endonucleasa con actividad hidrolitica
sobre el enlace fosfodiéster que genera un extremo 3° OH en oligonucledtidos con sitio
AP (Sepulveda y col,, 2014). El producto obtenido de la reaccion enzimatica de
TcNTHI presentaria un tamafio mayor al producto generado por TcAP! y equivalente al
producto de Endo III. Esto que sugiere que la enzima TcNTHI presenta actividad AP
liasa, sin descartar la posibilidad de tratarse de actividad endonucleasa. Esto se debe a

que la resolucién del gel de acrilamida del ensayo realizado, no es suficiente para
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discernir claramente si el producto generado por TeNTHI presenta un extremo 3°-o,,f-
aldehido insaturado o 3’-OH.

El motivo por el cual la proteina no elimina la base oxidada timina glicol no se
deberia a una alteracién de los aminodcidos participantes de la actividad catalitica ni del
motivo HhH, ya que la secuencia aminoacidica de aquellas regiones, obtenidas por
medio de MALDI-TOF no presentan mutaciones al ser compradas con la secuencia de
NTHI de T. cruzi Dm28c disponible en la base de datos. Al comparar y analizar la
secuencia de TcNTHI con la NTH1 de humano y de la bacteria B. stearothermophilus,
se determind que los residuos aminoacidicos que participan en la catalisis y unidn al
DNA se encuentran bastante conservados. Ademds el modelamiento por homologia de
TeNTHI no present6 diferencias estructurales significativas con respecto a la estructura
de la NTHI1 de B. stearothermophilus, la estructura molde. Tampoco presentd
diferencias importantes con respecto a la NTH1 de humano en términos estructurales en
las regiones modeladas de la proteina, aunque sus secuencias aminoacidicas difieren
significativamente en el extremo amino terminal, regién no modelada en la NTHI de
humano. La HsNTHI presenta un mayor mimero de aminodcidos en aquella region y
una sefial de localizacion nuclear bipartita que no presenta TeNTHI. Era de esperar que
la proteina BsNTHI no presentara esta sefial debido a que se trata de la enzima de un
organismo procarionte, pero no es posible explicar la ausencia de la sefial de
localizacion nuclear bipartita en la regién N-terminal de TeNTH].

Aparentemente, la enzima TeNTHI no reconoceria la base Tg; para demostrar esta

propuesta, se requeriria de un ensayo de captura del sustrato. Este ensayo consiste en

incubar con tetrahidruroborato de sodio (NaBH4), un agente reductor, durante Ia
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reaccion enzimatica. NaBH; establece un enlace covalente entre la enzima y el sustrato,
lo cual permite verificar mediante electroforesis la unién entre ambos componentes
(Dodson y col., 1994). Mediante este ensayo, se corrobord la unién de NTH1 de C.
elegans y H. sapiens a Tg (Morinaga y col., 2009; Hilbert y col., 1997).

Finalmente, se ha reportado que el 1% de las timinas del genoma nuclear de
Tripanosomitidos son reemplazadas por la base modificada beta-d-glucosil-
hidroximetiluracil (Base J); sin embargo, no se reportd actividad enzimética de
reparacion de esta base ni en lisados de Trypanosoma brucei ni por parte de DNA
glicosilasas de otros organismos (Ulbert y col., 2004), Este hecho podria dar cuenta de
la tolerancia a ciertas modificaciones en el DNA por parte los Tripanosomatidos, entre
las que se podria incluir la timina glicol.

En definitiva, la TeNTHI no elimina la base oxidada Tg. Nuestros resultados
sugieren que esta enzima presenta actividad AP liasa, la que podria ser llevada a cabo
mediante B-eliminacién. No obstante, no es posible descartar una actividad
endonucleasa candnica. Estos resultados constituyen los primeros antecedentes para la
realizacién de una posterior caracterizacién enzimética que considere la variacién de
diferentes factores, tales como pH, temperatura y fuerza idnica, en la actividad de la

enzima NTHI1 de T, cruzi.
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6. CONCLUSIONES

En este Seminario de Titulo se determiné que la enzima TcNTHI es expresada en las
tres formas celulares de Trypanosoma cruzi: epimastigote, tripomastigote y amastigote.
Por otra parte, el derivado pirimidico timina glicol no constituye un blanco catalitico
para la actividad DNA glicosilasa de la NTHI de T° cruzi, siendo la tinica enzima del
grupo de las DNA glicosilasa/AP liasa NTHI reportadas que no elimina esta base
oxidada. Pese a ello, la enzima TcNTH]1 reconoce y escinde el sitio AP probablemente

mediante [3-eliminacidn, por lo que presentaria actividad AP liasa.
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