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RESUMEN

El agente causal de la enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana, es el
parésito hemoflagelado Trypanosoma cruzi. Esta enfermedad es de caracter endémico
en América Latina; se estima un promedio de 10-15 millones de personas infectadas y
75-90 millones en riesgo de contraer la enfermedad. T. cruzi posee un ciclo de vida
indirecto y se presenta en cuatro formas celulares; epimastigote, forma extracelular
replicativa y no infectiva, tripomastigote metaciclico y tripomastigote sanguineo,
formas no replicativas e infectivas y amastigote, forma intracelular replicativa.

T. cruzi es capaz de sobrevivir al dafio oxidativo del DNA generado por especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno (ROS/RNS) producidas por su propio metabolismo, asi
como aquellas producidas en el intestino del insecto vector y en células del hospedero
mamifero. Este dafio seria reparado mediante la actividad de las endonucleasas
apurinicas/apirimidinicas (endonucleasas AP) de la via de escision de bases (BER). T.
cruzi presenta en su genoma secuencias que codificarian para endonucleasas AP, entre
ellas TcAP1, homologa de APE1 humana y TcAP2, homologa de APE2 humana y de
Apn2 de Schizosaccaromyces pombe. La expresion de estas proteinas podria ser
fundamental para la sobrevida del parasito, tanto en el vector triatomino como en el
hospedero mamifero.

Para un estudio sistematico de las caracteristicas de estas enzimas, se requiere
obtenerlas en el méas alto grado de pureza desde el parasito o por técnicas de ingenieria
genética. En esta Memoria de Titulo se clonaron las secuencias génicas que codifican
para TCAP1 y TcAP2 en vectores de expresion para células eucariontes, lo que se
confirmd mediante secuenciacion automatica de DNA. Con estos constructos se
transfectaron células S2 de Drosophila melanogaster, levaduras Pichia pastoris y
epimastigotes de T. cruzi cepa Dm28c. Sorprendentemente, solo fue posible expresar
ambas endonucleasas en este ultimo modelo.

La imposibilidad de expresar ambas endonucleasas AP en los modelos P.
pastoris y D. melanogaster podria relacionarse a una variedad insuficiente o limitada de
ciertos tRNAs, necesarios para la expresion de TcAP1 y TcAP2, con la consecuente
disminucion de la traduccion de los mRNAs codificantes para ambos genes.
Probablemente, los tRNAs que presentan anticodones especificos para la traduccién de
las endonucleasas AP de T. cruzi s6lo se encuentran en concentraciones adecuadas en

modelos celulares de expresion filogenéticamente cercanos a este protozoario.
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Mediante cromatografia de afinidad se intentd purificar TCAP1-GFP a partir de
homogeneizados de proteinas totales de epimastigotes transfectados que expresaban esta
proteina recombinante. Sin embargo no se logré obtener la proteina recombinante en
condiciones nativas de forma pura. Se concluye que la utilizacion de GFP asociado
como proteina de fusibn a TcAP1 sélo permite la identificacion de la proteina

recombinante y no una purificacién adecuada de la misma.
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SUMMARY

The parasitic protozoan Trypanosoma cruzi is the etiological agent of Chagas
disease or American Trypanosomiasis, an endemic pathology in Latin America,
affecting about 10 to 15 million people with more than 75 million at risk. T. cruzi
presents an indirect biological cycle and develops in four different cellular forms:
epimastigote, extracellular, replicative and non-infective form; metacyclic
trypomastigote and blood trypomastigote, non-replicative and infective forms and
amastigote, intracellular and replicative form.

T. cruzi must resist the oxidative damage to its DNA exerted by oxygen and
nitrogen free radicals (ROS/RNS) generated by its own metabolism, as well as those
produced in the insect vector and in the mammalian host cells. Survival may be
achieved by repair of the parasite DNA through apurinic/apyrimidinic endonuclease
(AP endonuclease) activity of the base excision repair pathway (BER). We have
identified two genomic nucleotide coding sequences of T. cruzi AP endonucleases:
TcAP1, homologous to human APE1 and TcAP2, homologous to Schizosaccaromyces
pombe Apn2. The expression of these proteins could be fundamental for the parasite
survival in the triatomine vector or in the mammalian host.

In order to characterize biochemically and functionally TcAP1 and TcAP2, it is
necessary to purify both enzymes under native conditions, using genetic engineering
techniques. In this thesis, we inserted TcAP1 and TcAP2 nucleotide coding sequences
in different expression vectors designed for eukaryotic cells, which were confirmed by
automatic DNA sequencing. With these plasmid constructs, S2 Drosophila
melanogaster cells, Pichia pastoris yeasts cells and T. cruzi Dm28c strain epimastigotes
were transfected. Surprisingly, it was possible to express both endonucleases only in
this last expression model.

The impossibility to express both AP endonucleases in the P. pastoris and D.
melanogaster models could be related with an insufficient or limited variety of some
tRNA, needed for the expression of TcAP1 and TcAP2, with the followed decrease in
the translation of both genes coding mMRNASs. Probably, the tRNAs that present specific
anticodons for the translation of the T. cruzi AP endonucleases could only be found in
adequate concentrations in cells phylogenetically related to the protozoan, which may

be used as expression models.
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With the purpose of purifying TCAP1-GFP from total homogenates proteins of
transfected epimastigotes that expressed this recombinant protein, affinity
chromatography was used. However, the recombinant protein purified in native
conditions was not obtained. It is concluded that the use of GFP associated as a fusion
protein to TcAP1 only allows identification of the recombinant protein, but not its
adequate purification.
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1- INTRODUCCION

Trypanosoma cruzi es un protozoo hemoflagelado, agente causal de la
enfermedad de Chagas. Presenta un ciclo de vida indirecto con cuatro formas celulares:
epimastigote (extracelular y replicativa) que se desarrolla en intestino anterior del vector
hematdfago; amastigote (intracelular replicativo) y tripomastigote sanguineo
(extracelular no replicativo), presentes en el hospedero mamifero y tripomastigote
metaciclico que se encuentra en el tubo digestivo posterior y en las deyecciones del
insecto vector.

T. cruzi es capaz de sobrevivir al dafio oxidativo del DNA generado por especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno (ROS/RNS) producidas por su propio metabolismo, asi
como aquellas producidas en el intestino del insecto vector y en células del hospedero
mamifero. En eucariontes, el principal mecanismo de reparacion del dafio oxidativo al
DNA es la via de escision de bases (BER), proceso altamente conservado durante la
evolucion, en el que juegan wun rol fundamental las endonucleasas
apurinicas/apirimidinicas (endonucleasas AP).

T. cruzi presenta en su genoma secuencias que codificarian para endonucleasas
AP, tales como TcAP1, homologa de APE1 humana y TcAP2, homologa de APE2
humana y de Apn2 de Schizosaccaromyces pombe.

Estas proteinas podrian representar un nuevo blanco terapéutico en el
tratamiento contra la enfermedad de Chagas. La generacion de inhibidores especificos,
que actlen solo sobre las endonucleasas AP de T. cruzi, sin afectar a las endonucleasas
AP de Homo sapiens, aportarian a incrementar el éxito de las terapias convencionales,

fundamentalmente en la fase cronica de la enfermedad.

2 - REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 - EPIDEMIOLOGIA

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana, fue descrita por
primera vez por el médico e infectélogo brasilefio Carlos Chagas en 1909 (Chagas,
1909). Este investigador es el unico en la historia de la medicina que describe con gran
detalle el ciclo de transmision de esta enfermedad (vector, hospedero y agente

infeccioso) y las manifestaciones clinicas agudas que se presentan en humanos
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infectados (Rassi et al., 2010). El agente causal de esta enfermedad es un protozoo
parésito hemoflagelado denominado por Carlos Chagas como T. cruzi, en honor a su
maestro Oswaldo Cruz (Chagas, 1909).

Esta patologia se considera una infeccion enzootica y es, segin la Organizacion
Mundial de la Salud, una de las 13 enfermedades tropicales mas desatendidas en el
mundo, afectando principalmente a personas de areas rurales y periurbanas de Sur y
Centroamérica que viven en condiciones sanitarias deficientes. Es por ello que la
Tripanosomiasis Americana ademas de tener un gran impacto para la salud publica,
posee un trasfondo social y econdmico de gran relevancia (Rassi et al., 2010; Prata,
2001). La enfermedad de Chagas es la cuarta causa de muerte en América Latina,
generando aproximadamente 43000 muertes por afio (Abramson et al., 2005).

La transmision del parasito es a través de insectos vectores hemat6fagos de la
subfamilia Triatominae (Teixeira et al., 2008). En Chile, los principales agentes
involucrados en la transmision de T. cruzi son Triatoma infestans, conocido
comunmente con el nombre de vinchuca, que desarrolla el ciclo de vida domiciliario, y
Mepraia spinolai que desarrolla el ciclo de vida silvestre del parasito. Recientemente se
ha descrito una tercera especie, Mepraia gajardoi, que participa del ciclo silvestre,
habitando playas y desiertos costeros de las regiones de Arica-Parinacota, Tarapaca y
Antofagasta (Carvajal et al., 2007). Por otra parte, los reservorios de T. cruzi
corresponden a mas de 150 especies de mamiferos, tanto silvestres (por ejemplo
roedores, marsupiales y armadillos) como domésticos (perros, gatos, cobayos, entre
otros) (Olea, 2009).

Ademas de la transmision vectorial, existen otras formas importantes de
transmision de la enfermedad como la transfusion sanguinea, la via transplacentaria, el
trasplante de 6rganos, la transmision oral por alimentos contaminados con el parasito o
sus deyecciones, y los accidentes de laboratorio (Prata, 2001; Apt et al., 2008; Rassi et
al., 2010; Toso et al., 2011). Estas formas alternativas de infeccion han adquirido cada
vez mayor importancia epidemioldgica (Yoshida, 2008), debido fundamentalmente al
proceso de globalizacién, donde viajeros e inmigrantes infectados se movilizan desde
zonas rurales a ciudades y otros paises, e introducen la enfermedad a lugares donde no
es considerada endémica (Prata, 2001; Schmunis y Yadon, 2009).

T. cruzi se encuentra presente en el continente americano desde hace mas de
9000 arfios, extendiéndose desde el paralelo 43 norte hasta el paralelo 49 sur, abarcando

alrededor de 17 paises. Se estima que entre 10 a 15 millones de personas se encuentran
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infectadas en América Latina y que entre 75 a 90 millones estan en riesgo de contraer la
infeccion (Coura, 2007; Yun et al., 2009). De acuerdo a lo informado por paises donde
la enfermedad de Chagas es endémica, anualmente el nimero de casos nuevos debido a
transmision vectorial es de 41200 (7.7 por cada 100000 individuos). A su vez, la
transmision por via transplacentaria aporta con aproximadamente 14385 de casos
nuevos anuales (WHO, 2007). Por otro lado, la tasa de mortalidad es muy variable y
depende de la fase en que se encuentre el individuo enfermo asi como de su condicion
inmunoldgica y edad (OIE, 2009).

En Chile, el area endémica de la enfermedad de Chagas se extiende desde la
region de Arica-Parinacota hasta la regiéon del Libertador Bernardo O’Higgins,
incluyendo la Region Metropolitana, presentandose mas frecuentemente en areas rurales
y periurbanas. Se calcula que la poblacion expuesta a la enfermedad es de
aproximadamente 850000 personas (Apt et al., 2008). Actualmente existen alrededor de
142000 habitantes infectados, concentrados mayoritariamente en la region de
Coquimbo, donde se ha registrado la tasa acumulada de mortalidad mas alta (20 por
100000 habitantes). La mortalidad en Chile se ha mantenido constante con una tasa de
0.35-0.40 por 100000 habitantes, lo que corresponde a 50-60 muertes al afio. Estas
representan el 0.07% de las muertes totales anuales (MINSAL, 2007).

Actualmente, iniciativas multinacionales han permitido el control de la patologia
a través de muestreo en bancos de sangre para detectar la presencia del parasito. A su
vez, gracias a la implementacion de programas de control del insecto vector mediante el
uso de insecticidas piretroides (Prata, 2001) se consiguié que paises como Uruguay
lograran el estatus de libre de la transmision vectorial de T. cruzi en el afio 1997,
siguiéndole Chile en 1999, y posteriormente algunas regiones de Brasil en 2006 (Rassi
et al., 2010; WHO Expert Committee, 2002). Estos programas, iniciados a principios de
los afios noventa en el cono sur han sido altamente exitosos, permitiendo una
disminucion del 70% en la incidencia de la infeccion parasitaria en personas jovenes
(Prata, 2001).

2.2 - ETIOLOGIA
T. cruzi, agente causal de la enfermedad de Chagas, es un protozoo
hemoflagelado perteneciente al orden Kinetoplastida y a la familia Trypanosomatidae.

Los tripanosomatidos pertenecen a una de las ramas divergentes mas antiguas en la

16



evolucion de eucariontes, estimandose que existen en la Tierra desde hace 2000
millones de afios (Cavalier-Smith, 1993). Se caracterizan por presentar una gran
mitocondria que posee entre el 15 al 30% del DNA total del parésito. Ademas presentan
interesantes caracteristicas biologicas como “trans/splicing nuclear”, edicion del RNA
del Kkinetoplasto, sintesis policistronica del RNA y ausencia de condensacion de la
cromatina durante la division celular (Toro y Galanti, 1988; McCarthy-Burke et al.,
1989; Elias et al., 2001; Spadiliero et al., 2002; Lukes et al., 2005).

Exponentes de la familia Trypanosomatidae también se encuentran relacionados
a otras patologias como la Enfermedad del suefio o Tripanosomiasis Africana y la
Leishmaniasis, que junto a la enfermedad de Chagas son de gran importancia para la
medicina humana y animal (De Souza, 2002).

Diversos estudios han determinado la existencia de seis grupos genéticos o
linajes en T. cruzi, donde Tcl y Tcllb serian los mas antiguos y Tclla, Tcllc, Tclld y
Tclle tendrian su origen en hibridaciones generadas a lo largo de la evolucion del
parasito (Texeira et al., 2006). Actualmente, en el marco de un consenso alcanzado en el
segundo simposio satélite de nomenclatura de T. cruzi en Buzios, Brasil en agosto de
2009 se definio la siguiente clasificacion para estos linajes: Tcl (antiguo Tcl), Tcll
(antiguo Tcllb), Tcll (antiguo Tcllc), TclV (antiguo Tclla), TcV (antiguo Tclld) y
TcVI (antiguo Tclle) (Zingales et al., 2009). No se ha establecido una correlacion

definitiva entre la severidad de la enfermedad y el linaje del parasito (Rassi et al., 2010).

2.3 - CICLO DE VIDA DE T.cruzi

La transmision de la enfermedad se inicia con la alimentacion del insecto
triatomino parasitado, que junto con alimentarse de la sangre del mamifero deposita sus
deyecciones, en las cuales se encuentran las formas infectivas no replicativas del
parasito, tripomastigotes metaciclicos (Figura 1). Estos penetran al mamifero por el sitio
de la picadura, facilitado por enzimas proteoliticas contenidas en la saliva del
hemato6fago y por el rascado de la zona de la picadura (Coura, 2007). En el mamifero,
los tripomastigotes metaciclicos pueden invadir diferentes tipos de células, incluyendo
macrofagos y fibroblastos. Durante la invasion a la célula hospedera, el tripomastigote
es incorporado en una vacuola parasitofora, de la cual escapa al citoplasma, donde se
diferencia a la forma replicativa amastigote. Tras un cierto nimero de divisiones, los

amastigotes se diferencian nuevamente a tripomastigotes sanguineos que lisan la célula
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del mamifero permitiendo su liberacién al torrente sanguineo, dirigiéndose a 6rganos
blanco como miocardio, musculo esquelético, musculo liso visceral y células de la glia
del sistema nervioso central (Andrade y Andrews, 2005). Posteriormente, cuando un
insecto triatomino se alimenta de hospederos mamiferos infectados, ingiere
tripomastigotes sanguineos, los que a nivel del intestino medio del hematéfago se
diferencian a epimastigotes (forma extracelular y replicativa). Estos Gltimos, al alcanzar
el tracto digestivo posterior del vector, se diferencian a tripomastigotes metaciclicos. El
ciclo se cierra cuando el vector triatomino infectado se alimenta nuevamente del mismo

u otro hospedero mamifero (Tyler y Engman, 2001).

: Amastigote
W (células)

Tripomastigote
Metaciclico
(Intestino posterior)

% Epimastigote
(Intestino

medio)

Tripomastigote
(sangre)

Insecto Mamifero

Figura 1.- Ciclo biologico de Trypanosoma cruzi
(Adaptado de Vazquez, 2007)

2.4 - SIGNOS CLINICOS Y MANIFESTACIONES DE LA ENFERMEDAD DE
CHAGAS

La enfermedad de Chagas puede cursar en tres fases progresivas de
presentacion: La fase aguda comienza inmediatamente después de la inoculacion del
parasito en el individuo, pudiéndose encontrar tripanosomas en la sangre debido a la
multiplicacion de amastigotes en macrofagos y la posterior liberacion de
tripomastigotes sanguineos a la circulacion periférica (Andrade y Andrews, 2005). Esta
fase tiene una duracién de 4 a 8 semanas y los sintomas pueden aparecer 1 a 2 semanas

después del ingreso del parasito o después de unos meses, en el caso de transplantes de
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organos y transfusiones sanguineas (Rassi et al., 2010). Posterior a la picadura del
vector, se puede generar una lesion focal en la piel en el sitio de inoculacion. Esta lesion
se denomina “Chagoma” y consiste en una zona indurada de eritema, acompafiada de
inflamacion de linfonddulos locales. Cuando la entrada ha sido por la conjuntiva ocular,
se produce un edema de los parpados unilateral indoloro denominado “Signo de
Romaiia” (Cevallos y Hernandez, 2001; Prata, 2001; OIE, 2009; Coura, 2007; Rassi et
al., 2010). En aproximadamente el 95% de los casos la fase aguda se presenta como
asintomatica; sin embargo, en el porcentaje restante se pueden evidenciar signos
altamente  variables, como fiebre, anorexia, linfoadenopatias regionales,
hepatoesplenomegalia moderada y miocarditis. Esta sintomatologia es méas frecuente en
nifios y sin tratamiento el 5-10% de los pacientes sintomaticos puede morir a causa de
encefalomielitis o falla cardiaca severa (Prata, 2001). El tratamiento con drogas
antichagasicas usualmente controla la infeccion aguda y previene las manifestaciones
cronicas (Rassi et al., 2010).

La fase aguda usualmente es seguida de un periodo en el que no se presentan
sintomas y puede tener una duracion variable, de meses a afios. Esta corresponde a la
fase indeterminada, donde aproximadamente entre el 70 y el 90% de los pacientes nunca
llega a presentar sintomas de la enfermedad. El porcentaje restante de los individuos
ingresa a la fase crénica de la enfermedad después de 5 a 15 afios de producida la
infeccion (OIE, 2009). Usualmente presenta miocarditis asociadas a arritmias,
cardiomiopatias dilatadas e hipertrofia de las fibras miocardicas. En menor proporcion
los pacientes pueden cursar cuadros de visceromegalias como megaesofago y
megacotlon, derivadas de dafios en el sistema nervioso auténomo (Prata, 2001). En esta
etapa, la enfermedad puede ser inhabilitante o causar la muerte del paciente. EI curso de
la patologia depende de diferentes factores, como carga parasitaria en el sitio de la
inoculacion, grupo genético y cepa del parasito, primoinfeccion o reinfeccion, estado
inmunolégico del hospedero y tipo de vector triatomino (Coura, 2007). Asi, se ha
observado que pacientes inmunodeprimidos (como individuos VIH positivo) desarrollan
una de las formas mas severas de la enfermedad, presentando signos neuroldgicos,
cardiacos y en algunos casos, abscesos cerebrales. Ademas, en este tipo de pacientes
existe riesgo de reagudizacién de la enfermedad debido a la reactivacion de la
replicacién de amastigotes persistentes en algunos tejidos (OIE, 2009; Rassi et al.,
2010).
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2.5 - DIAGNOSTICO

El diagndstico de la enfermedad de Chagas se determina segun la fase en que se
encuentre el paciente. En la fase aguda, el método de eleccion para diagnosticar la
enfermedad es la observacion microscdpica directa de tripomastigotes en la sangre no-
coagulada del paciente. El parasito puede ser también visualizado microscopicamente
en un frotis sanguineo mediante tincion Giemsa. Ademas en esta fase puede realizarse
deteccion indirecta del organismo mediante Xxenodiagnostico, utilizando insectos
triatominos libres de patdgenos (criados en laboratorio) que se alimentan de la sangre
del individuo a diagnosticar. Posteriormente se analiza el tracto intestinal del vector en
busca de formas parasitarias (Cevallos y Hernandez, 2001; Rassi et al., 2010). Por otra
parte, en la fase cronica de la enfermedad se utilizan pruebas inmunolégicas que
detectan anticuerpos especificos contra el parasito en la sangre del paciente, tales como
fijacion del complemento, hemaglutinacion indirecta, ELISA y aglutinacion directa. Sin
embargo, debido a la inmunogenicidad cruzada que presenta T. cruzi con parasitos del
género Leishmania, es necesario el uso de al menos dos de estas técnicas para
considerar como positivo de Chagas a un paciente. Ademéas en esta fase puede
detectarse el DNA del parasito en la sangre del paciente infectado mediante la tecnica

de reaccion de polimerasa en cadena (Cevallos y Hernandez, 2001; Rassi et al., 2010).

2.6 - TRATAMIENTO

Los farmacos utilizados actualmente para el tratamiento de la enfermedad de
Chagas son compuestos nitroheterociclicos: el nitrofurano Nifurtimox (4-[(5-
nitrofurfurilideno) amino]-3- metiltiomorfolino-1,1-dioxido) y Benznidazol (N-benzil-
2- nitroimidazol-1-acetamida), un derivado nitroimidazol, cuya actividad contra T. cruzi
fue descrita hace casi cuatro décadas (Urbina y Docampo, 2003). Si bien estas drogas
actan contra las diferentes formas del parasito y poseen un alto grado de eficacia para
el tratamiento de la fase aguda de la enfermedad en individuos jovenes, en adultos o
pacientes cronicos presentan baja eficacia clinica. Por otra parte, ambas drogas pueden
presentar toxicidad sistémica y efectos colaterales que incluyen anorexia, malestar
gastrico, dolor de cabeza, edema generalizado, disturbios visuales y mentales,
neuropatias periféricas, dermatopatia alérgica y depresion de la médula 6sea (Rodrigues

Coura y De Castro, 2002; Sosa et al., 1998), lo cual muchas veces determina la
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suspension del tratamiento. Estos antecedentes evidencian la necesidad de desarrollar
nuevas drogas mas eficientes en la eliminacion del parésito, asi como més inocuas para

el hospedero definitivo.

2.7 - ESTRES OXIDATIVO Y RESISTENCIA DE T. cruzi FRENTE ESPECIES
REACTIVAS DE OXIGENO Y NITROGENO

El metabolismo aerdbico utiliza oxigeno molecular como aceptor final en la
transferencia de electrones dentro de la mitocondria, donde es reducido a moléculas de
agua. Sin embargo, sucesivas reducciones univalentes del oxigeno molecular pueden
generar especies reactivas de oxigeno (ROS) altamente inestables, tales como anion
superoxido (07), peroxido de hidrégeno (H,O,) y radicales hidroxilos (OH)
(Shackelford et al., 2000). Estas ROS pueden generar dafio a diferentes macromoléculas
celulares. Por otra parte, celulas del sistema inmune innato, particularmente los
macrofagos, pueden producir gran cantidad de ROS y oxido nitrico (NO), en respuesta a
microorganismos patogenos. A pesar que el O,." no es una molécula muy reactiva, este
radical puede reaccionar con NO y producir anion peroxinitrito (NOQO’), agente
generado comunmente por macréfagos como primera linea de defensa durante la
fagocitosis (Hogg et al., 1992). Ademas, O,." es un precursor de H,O, que a su vez, en
presencia de hierro (I1) y cobre (1), es responsable de la formacién de OH™ (Halliwell y
Gutteridge, 1984).

Las cuatro formas celulares de T. cruzi se encuentran expuestas a ROS y/o
especies reactivas de nitrogeno (RNS). Asi, dentro del intestino de los vectores
artropodos, los epimastigotes se enfrentan a moléculas resultantes de la degradacion del
grupo hemo que en presencia de H,O, generan radicales OH" (Graca-Souza et al.,
2006). Por otra parte, en el inicio de la infeccion parasitaria, los tripomastigotes
metaciclicos y sanguineos enfrentan la primera linea de defensa del sistema inmune
innato de mamiferos, los macrofagos. Los tripomastigotes ingresan a los macréfagos
mediante la formacion de una vacuola parasitéfora, en la cual se encuentran expuestos a
la produccion de ROS (Hogg et al., 1992) y RNS (Cummings y Tarleton., 2004). Sin
embargo, estos mecanismos de defensa no eliminan completamente al parasito,
estableciéndose una infeccidn crénica en el hospedero vertebrado. Finalmente, estudios
recientes indican que cardiomiocitos infectados crénicamente con la forma amastigote

de T. cruzi, presentan un estado de estrés oxidativo permanente (Zacks et al., 2005).
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A pesar de que todas las macromoléculas celulares estan sujetas a dafio por
ROS/RNS, las consecuencias deletéreas primarias del estrés oxidativo probablemente se
relacionen con el dafio al DNA (Riley, 1994). Células procariontes y eucariontes se
encuentran constantemente expuestas a agentes oxidantes endégenos y exdgenos que
inducen dafio en el DNA generando lesiones de bases, formacion de sitios abasicos
(AP) y quiebres de hebras simple y doble, entre otras (Hazra et al., 2007). Estas
alteraciones del DNA son rapidamente detectadas por la célula, activando una serie de
mecanismos destinados a detener del ciclo celular y reparar el DNA dafiado. Sin
embargo, si el nivel de dafio sobrepasa estos mecanismos de reparacién se desencadena
la muerte celular programada (Barzilai y Yamamoto, 2004; Hazra et al., 2007).

De esta forma, para el establecimiento de una infeccién cronica, T. cruzi debe
resistir el dafio oxidativo al DNA debido a ROS/RNS generado por las células del
hospedero. Los mecanismos que conducen a la reparacion del dafio oxidativo en el

DNA en T. cruzi son desconocidos.

28 - VIA DE REPARACION POR ESCISION DE BASES (BER) Y
ENDONUCLEASAS APURINICAS/APIRIMIDINICAS (ENDONUCLEASAS
AP)

La via BER es un mecanismo altamente conservado durante la evolucion,
involucrado principalmente en la reparacion de dafio oxidativo que se produce en las
bases del DNA.

En mamiferos, se han descrito dos sub-vias de BER: la via corta, que repara solo
el nucledtido dafiado y la via larga, que repara el nucledtido dafiado mas fragmentos de
uno o0 mas nucleotidos sin dafio (Kumar et al., 2011). Ambas sub-vias comparten un
inicio enzimatico, donde una DNA glicosilasa especifica detecta la base dafiada y la
elimina realizando un corte enzimatico en el enlace N-glicosidico existente entre la base
y la pentosa. Como resultado se genera un sitio apurinico/apirimidinico o sitio abasico
(sitio AP). El residuo azucar/fosforilo remanente es reconocido por una endonucleasas
AP que corta el enlace 5’ fosfodiester del sitio AP, generando un extremo 3° OH libre.
Este sirve como sustrato para una DNA polimerasa que incorpora el nucleotido
correspondiente mediante complementariedad de bases (Robertson et al., 2009).

Diversos estudios indican que en la via corta de BER participa principalmente la

DNA polimerasa B que, ademas de tener actividad polimerasa, presenta actividad AP
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liasa o deoxiribosafosfodiesterasa que permite la eliminacion del remanente de
azucar/fosfato mediante un corte en el enlace 3’ fosfodiester, proceso denominado -
eliminacion. Ademas de la DNA B-polimerasa, algunas DNA glicosilasas bifuncionales
poseen actividad AP liasa (Ide y Kotera, 2004; Robertson et al., 2009). Una vez que se
ha agregado el nucledtido faltante, una DNA ligasa se encarga de unir los extremos 3’ -
5’ de la hebra de DNA (Kumar et al., 2011).

La via larga BER, a diferencia de la corta, hace uso de las DNA polimerasas f, &
o € que se unen al antigeno nuclear de proliferacién celular (PCNA) y agregan mas de
un nucle6tido en la reparacion. Paralelamente se genera un remanente de nucledtidos a
medida que la DNA polimerasa agrega nuevos nucledtidos. Esta cadena es reconocida
por una Flap endonucleasa 1 (FEN1), que realiza la B-eliminacion, permitiendo asi que
una DNA ligasa termine la reparacion del DNA (Robertson et al., 2009).

En mamiferos, mas del 95% de la actividad de procesamiento de sitios AP es
realizada por la endonucleasas AP APE1 (HAP1, APEX o Refl) (Marenstein et al.,
2004). APEL1 es fundamental para la mantencion del genoma y la sobrevida celular. La
supresion de la expresion de APE1 mediante el uso de RNA de interferencia (RNAI)
genera detencion del ciclo celular e induccion de apoptosis en diferentes tipos celulares
(Demple y Sung, 2005). De manera similar, ratones knock-out para APEl no se
desarrollan méas alla de la etapa de blastocisto (Ludwig et al., 1998). En contraste a
células de mamiferos, cepas de E. coli carentes de Exolll (la principal endonucleasa AP
de bacterias) son viables pero sensibles a agentes oxidantes como peroxido de
hidrogeno, luz UV y rayos X (Souza et al., 2006).

Estudios recientes realizados por Cabrera et al. (2011) indican que la inhibicion
de la via BER, utilizando metoxiamina, se relaciona a una disminucion de la viabilidad
de epimastigotes y tripomastigotes de T. cruzi sometidos a estrés oxidativo. Debido a
gue metoxiamina impide el reconocimiento de los sitios AP por las endonucleasas AP,
estos resultados sugieren que en ambas formas celulares deberia expresarse alguna
endonucleasa de este tipo. En T. cruzi se ha descrito la secuencia del gen codificante
para APEL parasitario (TCAP1) y se ha demostrado que la complementacidn de cepas de
E. coli carentes de Exolll con el gen que codifica para la proteina TcAP1, les confiere
resistencia frente a agentes oxidantes y alquilantes (Pérez et al., 1999). Ademas,
trabajos realizados en el Laboratorio de Biologia Celular y Molecular del Programa de
Biologia Celular y Molecular del Instituto de Ciencias Biomédicas, demostraron que

TcAPL1 se expresa en epimastigotes, tripomastigotes y amastigotes de T. cruzi.
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En mamiferos, también se ha descrito la existencia de una segunda endonucleasa
AP, APE2. Esta enzima presenta una baja actividad endonucleasa, pero alta actividad 3’
fosfodiesterasa y exonucleasa 3’- 5 (Burkovics et al., 2006). Sin embargo, en otros
eucariontes como Arabidopsis thaliana y S. pombe se ha demostrado que homélogos de
APE2 pueden tener un rol fundamental en la reparacion del dafio oxidativo del DNA y
la sobrevida celular, llegando a ser incluso més importantes que homélogos de APE1
(Ribar et al., 2004; Tanihigashi et al., 2006).

La secuencia del gen que codifica para APE2 también se encuentra en T. cruzi
(TcAP2, Genbank access 71654547), sin embargo hasta ahora no se han realizado
estudios sobre su probable expresion y/o funcion.

Es de importancia destacar que gracias a estudios realizados en el Laboratorio de
Biologia Celular y Molecular del Programa de Biologia Celular y Molecular del
Instituto de Ciencias Biomedicas, se logrd caracterizar y comparar la secuencia
aminoacidica de TcAP1 y TcAP2 con la principal endonucleasa AP de H. sapiens
(APEL; GenBank access AAH08145) (Figura 2). Los resultados obtenidos indican que
entre las proteinas TcAP1 y APEL existe un porcentaje de identidad de un 35%,
mientras que entre TCAP2 y APEL existe un porcentaje de identidad de un 31%. Si bien
existen diferencias evidentes entre las secuencias aminoacidicas de estas tres
endonuclesas AP, los residuos aminoacidicos que conforman la region catalitica son
conservados entre las tres. Las divergencias observadas para proteinas de la misma
actividad enzimatica entre H. sapiens y T. cruzi son las esperadas acorde a su ubicacion
en la escala evolutiva (Galanti et al.,, 1998). Ademas, mediante modelacion
computacional por homologia en 3 dimensiones de las proteinas TCAP1 y TcAP2,
basado en la cristalografia de APE1 de H. sapiens (Figura 3), se pudo evidenciar las
similitudes existentes entre las estructuras terciarias de las endonucleasas AP de T. cruzi
y APE1 de H. sapiens. Estas, sumadas a la homologia existente entre los aminoacidos
que conforman el sitio catalitico de estas tres endonucleasas AP, sugieren que tanto
TcAP1 como TcAP2 presentan actividad endonucleasa AP y participan en la reparacion
del DNA. Sin embargo, las importantes diferencias que se observan en la localizacion
espacial y la distancia de los residuos que conforman el sitio catalitico de las 3 enzimas,
son indicadores de divergencias que sugieren la posibilidad de disefio de posibles
inhibidores especificos de TcAP1 y TcAP2, que no afecten la actividad de APEL de H.
sapiens, de la misma forma como ha sido descrito entre Exo Ill de E. coli y APE1
humana (Zawahir et al., 2009).
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Por lo anteriormente mencionado, es fundamental dilucidar la posible
participacion de ambas endonuclasas AP de T. cruzi en la reparacion del DNA del
parésito mediante la evaluacion de la actividad enzimatica in vitro de TCAP1 y TcAP2
recombinantes. Hasta el momento no ha sido posible generar ambas proteinas
recombinantes en condiciones nativas, asi como tampoco se ha logrado establecer un
sistema de expresion que permita obtener adecuadas concentraciones de estas proteinas

para posteriores ensayos in vitro.

2.9 - EXPRESION DE PROTEINAS RECOMBINANTES

La mayor proporcion de las proteinas de una célula eucarionte se expresa en
cantidades muy reducidas. Una de las contribuciones mas trascendentales aportadas por
la tecnologia del DNA recombinante a la biologia celular, es la produccion de grandes
cantidades de una proteina especifica en una celula en particular. Se considera una
proteina recombinante aquella proteina cuya sintesis se origina en un organismo
diferente al organismo que originalmente expresa la proteina nativa.

Para producir grandes cantidades de la proteina recombinante de interés en
células vivas, se utilizan vectores de expresion. Generalmente estos vectores son
plasmidios disefiados para producir una gran cantidad de mRNA estable, que puede
traducirse a proteina de forma eficiente en la célula transformada o transfectada, ya sea
una bacteria, una levadura o una célula de insecto o mamifero.

La proteina de interés se produce en el interior de la célula, por lo que debera ser
purificada del resto de las proteinas de la célula hospedera. De esta forma, muchos
vectores de expresion han sido disefiados para incorporar una etiqueta molecular a la
proteina expresada, como por ejemplo una zona rica en histidinas 0 una pequefia
proteina marcadora, que facilita su purificacion mediante cromatografia de afinidad. En
la actualidad, se dispone de numerosos vectores de expresion, cada uno de ellos
disefiados para que actle en el tipo celular en el que se desee producir la proteina
(Alberts et al., 2010).

Con el fin de utilizar proteinas recombinantes en estudios funcionales estas
deben cumplir con ciertas caracteristicas estructurales especificas, entre las cuales se
pueden encontrar el nimero de enlaces disulfuro, cortes proteoliticos, glicosilaciones,
sializacion y modificaciones aminoacidicas (fosforilacion, acetilacion, imidacion,

sulfuracion, isoprenilacion, adicion de acidos grasos). Ademas, un correcto plegamiento
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de la proteina es fundamental al momento de cumplir su funcién, plegamiento que esta
regulado por dos grupos de enzimas, las plegasas y las chaperonas.

Los distintos cambios post-traduccionales a los que muchas proteinas deben
someterse son un punto fundamental al momento de elegir una célula hospedera que
posea un ambiente bioquimico adecuado para llevarlos a cabo, y de esta manera
asegurar la obtencidn de un producto activo, soluble y que ademas se encuentre en el
compartimiento subcelular al que estaba destinado (Burgess, 2009; Brondyk, 2009;
Greene, 2004).

En la actualidad se cuenta con distintos sistemas de expresion de células
eucariontes que permiten la generacién de proteinas recombinantes, entre los cuales se
encuentran los modelos de P. pastoris, D. melanogaster y T. cruzi, que asocian diversos
marcadores moleculares a proteinas que se desean expresar (Cregg et al, 2000; Green,
2004; Lorenzi et al, 2003). En esta Memoria se propone que el uso de dichos modelos
permitird la expresion y purificacion en condiciones nativas de las endonucleasas AP
TcAP1y TcAP2 de T. cruzi.
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3-HIPOTESIS

La clonacion de genes que codifican para TCAP1 y TcAP2 de T. cruzi en
vectores de expresion para P. pastoris, D. melanogaster y T. cruzi permitird expresar y

purificar ambas proteinas recombinantes en condiciones nativas.

4 - OBJETIVO GENERAL
Generar y purificar las endonucleasas recombinantes TcCAP1 y TcAP2 de T.

cruzi.

5- OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Insertar las secuencias de DNA codificantes para TCAP1 y TcAP2 de T. cruzi en
vectores de clonamiento y expresion de P. pastoris, D. melanogaster y T. cruzi.

2. Expresar las endonucleasas recombinantes TcCAP1 y TcAP2 de T. cruzi en los
modelos de expresion de P. pastoris, D. melanogaster y T. cruzi.

3. Determinar la localizacion subcelular de TcAP1 y TcAP2 recombinantes en
epimastigotes de T. cruzi transfectados.

4. Purificar en condiciones nativas las endonucleasas recombinantes TCAPL y
TcAP2 de T. cruzi en los modelos celulares de expresion de P. pastoris, D.

melanogaster y T. cruzi.
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6 - MATERIALES Y METODOS

6.1 - Obtencion de secuencias de DNA codificantes para TcAP1 y TcAP2 de T.

cruzi.

6.1a - Cultivo de epimastigotes y obtencién de DNA gendmico.

El cultivo de epimastigotes de T. cruzi (cepa Dm28c) se realiz6 en medio
Diamond suplementado con 10% de suero fetal bovino, hemina 75 puM y antibiéticos
(penicilina 75 U/ml y estreptomicina 75 pg/ml), mantenidos a 28°C.

La extraccion del DNA gendmico de epimastigotes se realizé utilizando el Kit
DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN) segun las instrucciones del fabricante. EI DNA
se cuantifico mediante fluorometria utilizando Quant-iT™ dsDNA HS Assay
(Invitrogen).

6.1b - Amplificacion de secuencias de DNA codificantes para TCAP1y TcAP2 de T.
cruzi.

Debido a resultados obtenidos previamente en nuestro laboratorio que sefialan
que la expresion de la proteina recombinante TCAP1 es altamente toxica en bacterias, y
que TcAP2 expresada en bacterias forma cuerpos de inclusion insolubles, se procedio a
obtener las proteinas recombinantes en modelos eucariontes. Para ello se utilizaron
vectores de expresion para levaduras P. pastoris (pPICZ) y células S2 de D.
melanogaster (pPMT/V5) que generan una proteina de fusion con 6 histidinas en el
extremo C-terminal de la proteina. A su vez se utilizd un vector de expresion para
epimastigotes de T. cruzi (pTREX) que genera una proteina de fusion con la proteina
fluorescente verde GFP.

Para la obtencion de amplificados de secuencias de DNA codificantes para las
endonucleasas TCAP1 (1218 pb) y TcAP2 (1839 pb) de T. cruzi se empled la técnica de
reaccion de polimerasa en cadena (PCR) utilizando DNA gendmico de T. cruzi como
DNA molde. Los partidores especificos para ambos genes fueron disefiados para
insertarlos de manera dirigida en los diferentes vectores de expresion. Para tales efectos,
a cada partidor se agregd fragmentos nucleotidicos en los extremos del producto
amplificado correspondientes a sitios de corte para enzimas de restriccion especificas.
Para insertar los genes codificantes de TcAP1 y TcAP2 en el vector de expresion pPICZ

se disefiaron oligonucledtidos partidores sentido y antisentido con sitios de corte para la
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enzima Xbal (en rojo). Para el uso del vector de expresion pMT/V5 se disefiaron
oligonucledtidos partidores sentido con un sitio de corte para Spel (en rojo) para TcCAP1
y con un sitio de corte para Kpnl (en rojo) para TcAP2, asi como oligonucleotidos
partidores antisentido con un sitio de corte para Agel (en azul) para ambos genes.
Finalmente, para insertar ambos genes en el vector de expresion pTREX se disefiaron
oligonucledtidos partidores sentido con un sitio de corte para Xbal (en rojo) y
oligonucle6tidos partidores antisentido con un sitio de corte para Hindlll (en azul).

Las secuencias nucleotidicas de los oligonucle6tidos partidores, para cada
endonucleasa y para cada vector de expresion, son los que se muestran a continuacion.
En verde se destacan las secuencias Kozak presentes en los oligonucleétidos partidores
sentido disefiados para P. pastoris y D. melanogaster.

Oligonucledtidos partidores utilizados para amplificar TcAP1:

Modelo de levaduras P. pastoris.

- Sentido pPICZ: AGTCTAGAGCAATGGGAATGCCGTCGGGACCTAAGG
- Antisentido pPICZ: GCTCTAGACCCCTGCGCAGCCACATCTGC
Modelo de células S2 de D. melanogaster.

- Sentido pMT/V5: GACTAGTGCAATGGGAATGCCGTCGGGACCTAAGG
- Antisentido pMT/V5: CACACCGGTCCTGCGCAGCCACATCTGC
Modelo de epimastigotes de T. cruzi.

- Sentido pTREX: GCTCTAGAATGCCGTCGGGACCTAAGG

- Antisentido pTREX: CCCAAGCTTCCTGCGCAGCCACATCTGC

Oligonucleodtidos partidores utilizados para amplificar TcAP2:

Modelo de levaduras P. pastoris.

- Sentido pPICZ: AGTCTAGAGCAATGGGAATGTTTATCATTAGTTGGAATGTG

- Antisentido pPICZ: GCTCTAGACCGGAAATAACATCGGTAATTTCAAT
Modelo de células S2 de D. melanogaster.

- Sentido pMT/V5: GGGGTACCGCAATGGGAATGTTTATCATTAGTTGGAATGTG
- Antisentido pMT/V5: CACACCGGTGGAAATAACATCGGTAATTTCAAT
Modelo de epimastigotes de T. cruzi.

- Sentido pTREX: GCTCTAGAATGTTTATCATTAGTTGGAATGTG

- Antisentido pTREX: CCCAAGCTTGGAAATAACATCGGTAATTTCAAT
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El protocolo de PCR fue el siquiente:

Se utilizaron 25 ul totales de reaccion, agregando 180 ng de DNA molde, 3 mM
MgCl,, 0.2 mM de dNTPs, 1.5 U de DNA Taq polimerasa Platinum® (Invitrogen) y 16
pmol de cada oligonucleodtido partidor. Los ciclos termales fueron: 5 minutos de
denaturacion a 95°C, seguidos de 20 ciclos de 0.5 minutos a 95°C, 0.5 minutos a 60°C y
1.5 (para TcAP1) o 2 minutos (para TcAP2) a 72°C. Posteriormente se aplicaron 20
ciclos de 0.5 minutos a 95°C y 1.5 (para TcAP1) o 2 minutos (para TCAP2) a 72°C. La
extension final fue de 5 minutos a 72°C. El tamafio esperado de la region amplificada
corresponde aproximadamente a 1218 pares de bases para TCAP1 y aproximadamente a
1839 pares de bases para TCAP2.

La visualizacién de los fragmentos génicos amplificados se realiz6 en geles de
agarosa 1% p/v, en buffer TBE pH 8.0, tefiidos con bromuro de etidio.

6.1c - Purificacion de los fragmentos amplificados desde los geles de agarosa.
Las secuencias amplificadas de TcCAP1 y TcAP2 fueron purificadas a partir de
geles de agarosa 1% pl/v, en buffer TBE pH 8.0, utilizando el kit SV Gel and PCR

Clean-Up System® (Promega) segun las instrucciones del fabricante.

6.2 — Insercion de las secuencias de DNA codificantes para TCAP1y TcAP2 de T.
cruzi en vectores de expresion pPICZ, pMT/V5 y pTREX y purificacion de los
constructos.

Los productos amplificados y purificados de las secuencias que codifican para
TcAP1y TcAP2 asi como los vectores de expresion pPICZ, pMT/V5 y pTREX fueron
digeridos con diferentes enzimas de restriccion, especificas para cada modelo de
expresion como se detalla en 6.1b. Para ello, se agreg6 a 1 g de DNA del vector de
expresion o del amplificado y 1 ul de cada una de las enzimas de restriccion (10 U/ul)
en buffer de reaccion. Los reactantes se incubaron durante 5 horas a 37°C. Luego, las
enzimas se inactivaron incubando la reaccion a 85°C durante 20 minutos.

Para el ligamiento de los fragmentos amplificados de las secuencias codificantes
para TCAP1 y TcAP2 en los vectores de expresion se utilizo DNA ligasa T4 (Promega)
(0.3 U/ul) en presencia de 1 mM ATP, durante toda la noche a 4°C.

Con los constructos obtenidos (pPICZ-TcAPL, pPICZ-TcAP2, pMT/V5-TcAP1,
PMT/V5-TcAP2, pTREX-TCAP1-GFP y pTREX-TcAP2-GFP) se transformaron por
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electroporacion bacterias E. coli BL21 electrocompetentes. Para detectar la presencia de
los insertos en las colonias previamente seleccionadas con ampicilina, se aplicd la
técnica de PCR de colonia utilizando los partidores correspondientes a cada una de las
secuencias. La visualizacion de los fragmentos amplificados de cada clon se realizd en
geles de agarosa 1% p/v en buffer TBE pH 8.0 tefiidos con bromuro de etidio.
Finalmente se purificd el DNA plasmidial de las colonias positivas a la técnica de PCR
de colonia, utilizando el kit QIAprep Spin Miniprep (QIAGEN), segun instrucciones del
fabricante. Los plasmidios obtenidos se analizaron mediante secuenciacion automatica
de DNA.

6.3 — Incorporacion de los constructos en células eucariontes.

6.3a - Transfeccion estable de los constructos pPICZ-TcAP1 y pPICZ-TcAP2 en
levaduras P. pastoris y pMT/V5-TcAP1 y pMT/V5-TcAP2 en células S2.

La transfeccion de levaduras P. pastoris con los constructos pPICZ-TcAP1 y
pPICZ-TcAP2, previamente linealizados con la enzima de restriccion Xbal, se realizd
mezclando 80 pl de levaduras electrocompetentes con 10 pg de DNA de cada
constructo de manera separada en cubetas de electroporacion de 0.2 cm de distancia
entre los electrodos, aplicando un pulso de 1500V. Luego se agregd 1 ml de sorbitol frio
y se transfirid a un tubo estéril de 15 ml e incubo6 a 30°C durante 2 horas.

Posteriormente se aplico 10, 25, 50, 100 y 200 ul de las levaduras transfectadas
a placas YPDS (medio de extracto de levadura con peptona y dextrosa) agar
suplementadas con 100 pg/ml de bleomicina. Las placas se incubaron a 30°C por 10
dias hasta observar la formacion de colonias.

Por otra parte, la transfeccion de las células S2 de D. melanogaster se logro
mediante electroporacion, agregando 50 pg de DNA de los constructos pMT/V5-TcAP1
y pPMT/V5-TcAP2 y 2 ug de plasmidio pCohigro a 1x107 células S2, previamente
centrifugadas y resuspendidas en 300 pl de medio Schneider’s sin suplementar. La
electroporacion fue realizada a 110V y 950 pF en cubetas de 0.2 cm de distancia entre
los electrodos. Como control, se transfectaron por electroporacion células S2 s6lo con el
plasmidio pCohigro. Posteriormente las células se resuspendieron en 6 ml de medio
Schneider’s suplementado con 10% de SFB. Finalmente, luego de 48 horas se

agregaron 300 pg/ml de higromicina y se incubaron durante 10 dias.
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6.3b — Transfeccion de epimastigotes con los constructos pTREX-TcCAP1-GFP y
pTREX-TcAP2-GFP.

Para la transfeccion de epimastigotes de T. cruzi con los constructos pTREX-
TCAP1-GFP y pTREX-TcAP2-GFP se resuspendieron 4x10° epimastigotes en fase
exponencial de crecimiento en 300 pl de buffer de electroporacion (120 mM KCI, 0.15
mM CaCl2, 10 mM K2HPO4, 25 mM Hepes, 2 mM EDTA, 5 mM MgCI2 a pH 7.6).
Posteriormente se agregd 90 ng de cada uno de los plasmidios independientemente y se
transfectd por electroporacion a 350V y 500 pF. Los parasitos fueron resuspendidos y
mantenidos en medio Diamond con 20% FBS. Luego de 24 horas se agreg6 el
antibidtico G418 (neomicina) en una concentracion de 250 pg/ml para seleccionar los
parasitos que adquirieron el plasmidio. Después de 48 horas la concentracion de G418
se aumenté a 500 pg/ml. En un periodo aproximado de 3 a 4 semanas se observo la
presencia de parasitos expresando constitutivamente las proteinas de fusion asociadas a

GFP, mediante microscopia de fluorescencia.

6.4 — Induccion de la expresion de las endonucleasas recombinantes TCAPL1 y
TcAP2 de T. cruzi.

6.4a — Induccion en levaduras P. pastoris.

25 ml de células P. pastoris transfectadas con el constructo pPICZ-TcAP1 en
medio BMGY (medio tamponado con glicerol) en fase exponencial de crecimiento
(ODsoo de 2-6) fueron centrifugadas y resuspendidas en 100 ml de MMH (medio con
minima concentracion de metanol, con histidina). La incubacion se realizé a 28°C con
agitacion (250 rpm). Cada 24 horas se agregé 0.5% 6 1% metanol al cultivo. Las

levaduras fueron cosechadas cada 24 horas.

6.4b — Induccidn en células S2 de insecto.

Células S2 transfectadas en fase exponencial de crecimiento (2-4x10%/ml),
previamente seleccionadas con higromicina, fueron inducidas a expresar las proteinas
de interés utilizando 1 mM de CuSQ,a las 24, 48 y 72 horas. La toma de muestras se

realizé tomando 1 ml del cultivo celular en los tiempos mencionados.
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6.5 — Comprobacion de la expresion de las endonucleasas recombinantes TcAP1 y
TcAP2 en modelos de expresion de levaduras P. pastoris, células S2 de D.
melanogaster y epimastigotes de T. cruzi.

Se realizaron ensayos de Western blot para confirmar la expresion de las
proteinas recombinantes en los 3 modelos celulares. Para tales efectos se separaron
mediante electroforesis en geles SDS-PAGE al 10%, 60 pg de homogeneizados de
proteinas totales provenientes de levaduras, células de S2 o epimastigotes transfectados.
Las proteinas separadas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa. La
membranas fueron bloqueadas con BSA 5% p/v en PBS durante 2 horas a 37°C y
lavadas 3 veces con PBS-Tween 0.05% vi/v.

Para los homogeneizados de P. pastoris y células S2 la identificacion se realizé
incubando las membranas con un anticuerpo primario monoclonal de raton anti-
histidina (Clontech) en una dilucion 1:5000 v/v en PBS-Tween 0.05% v/v por 2 horas a
temperatura ambiente.

En el caso de los homogeneizados de epimastigotes la incubacion se realizo
utilizando un anticuerpo primario monoclonal de raton anti-GFP (Thermo Scientific) en
una dilucion 1:6000 v/v en PBS-Tween 0.05% v/v 0 un anticuerpo primario monoclonal
anti TCAP1 o TcAP2 en una dilucion 1:4000 v/v en PBS-Tween 0.05% v/v por 2 horas
a temperatura ambiente.

Posteriormente, todas las membranas se incubaron con un anticuerpo secundario
anti-raton conjugado con peroxidasa de rabano (Jackson) en una dilucién 1:10000 v/v
en PBS-Tween 0.05% v/v por 1 hora a temperatura ambiente.

Finalmente, el revelado se realizé por quimioluminiscencia utilizando el kit
SuperSignal®West Pico Chemiluminescent substrate (Thermo Scientific).

Ademas, para el modelo de epimastigotes de T. cruzi la expresion de las
endonucleasas recombinantes fue confirmada, en primera instancia, por microscopia de

fluorescencia a una longitud de onda de 450-490 nm.

6.6 — Localizacion subcelular de las endonucleasas recombinantes TcAP1-GFP vy
TcAP2-GFP expresadas en epimastigotes de T. cruzi transfectados.

La localizacion subcelular de TcCAP1-GFP y TcAP2-GFP se realiz6 mediante
inmunodeteccion de GFP sobre extendidos de parasitos transfectados, fijados con
metanol 70% frio durante 30 minutos. Para tales efectos, las muestras fueron

blogueadas con solucién de bloqueo (BSA 1% p/v, saponina 0.1 % v/v, suero de ternero
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3% v/v en PBS) durante 2 horas a 37°C e incubadas con un anticuerpo primario
monoclonal de ratdén anti-GFP (Thermo Scientific) en una dilucion 1:100 v/v en
solucion de bloqueo durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, los extendidos fueron
incubados con un anticuerpo secundario de cabra anti-ratdbn conjugado con el
fluorocromo Alexa 488 (Molecular Probes) en una dilucion 1:300 v/v en solucion de
bloqueo. Finalmente, las muestras fueron sometidas a contratincién nuclear con DAPI,
montadas y visualizadas con un microscopio de fluorescencia. Las fotografias fueron
obtenidas con filtro 430+20 nm para evidenciar fluorescencia azul (DAPI) y con filtro
520+20 nm, que permite la identificacion de fluorescencia verde (Alexa fluor 488). Las
fotografias fueron procesadas computacionalmente para determinar la sobreposicién de
DAPI (utilizando pseudocolor rojo) con Alexa fluor 488 (verde).

6.7 - Purificacion en condiciones nativas de la endonucleasa recombinante TcAP1-
GFP.

Debido al bajo nivel de expresion obtenido para TcAP2 en el modelo de células
S2 y la nula expresion de TcAP1, tanto para el modelo de células S2 y de levaduras P.
pastoris, se procedid a purificar mediante inmunoprecipitacion TcAP1-GFP en
condiciones nativas a partir de epimastigotes de T. cruzi transfectados, utilizando un
anticuerpo de conejo policlonal anti GFP y el kit Crosslink Immunoprecipitation

(Themo Scientific), siguiendo las indicaciones del fabricante.

6.7a - Obtencion de homogenizados de proteinas totales a partir de epimastigotes
expresando TcAP1-GFP.

Se centrifugaron cultivos en fase exponencial de epimastigotes transfectados que
evidenciaban una alta expresion de TcCAP1-GFP a la microscopia de fluorescencia. El
sedimento obtenido fue resuspendido e incubado durante dos horas a 4°C en agitacion

en buffer de lisis del kit Crosslink Immunoprecipitation (Themo Scientific).

6.7b — Inmunoprecipitacion de la endonucleasa recombinante TcAP1-GFP.

La purificacion de la endonuclesa recombinante TCAP1-GFP se realizd6 mediante
cromatografia de afinidad, preparando columnas de agarosa unida a proteina G del kit
comercial Crosslink Immunoprecipitacion (Thermo Scientific) unida covalentemente a
un anticuerpo ratén anti-GFP policlonal, siguiendo las instrucciones del fabricante. Las

columnas fueron cargadas con homogeneizados de proteinas totales obtenidas en el
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punto 6.6a e incubadas por 2 horas a 4°C en agitacion, asegurando una mezcla
homogénea entre la columna y las proteinas. Después de sucesivos lavados de la
columna se realizd la elucién de la proteina usando un buffer de elucion (pH 2.8, con
aminas primarias). De esta forma, se obtuvieron 3 eluciones seriadas las que fueron

neutralizadas con 1 M Tris pH 9.5 al momento de ser obtenidas.

6.7c — Comprobacion de la purificacion de TcAP1-GFP.

La presencia de la endonucleasa recombinante TcAP1-GFP, en los eluatos
obtenidos en el punto 6.7b, fue confirmada mediante ensayos de Western blot utilizando
un anticuerpo primario monoclonal de raton anti-GFP (Thermo Scientific) en una
dilucién 1:6000 v/v en PBS-Tween 0.05% v/v por 2 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente se aplicd un anticuerpo secundario anti-raton conjugado con peroxidasa
de rabano (Jackson) en una dilucién 1:10000 v/v en PBS-Tween 0.05% v/v por 1 hora a
temperatura ambiente. El revelado se realizo por quimioluminiscencia utilizando el kit
SuperSignal®West Pico Chemiluminescent substrate (Thermo Scientific). No se realizd
la purificacion de TcAP2-GFP (ver 7.5).
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7- RESULTADOS

Se amplificaron las secuencias nucleotidicas de TcAPl y TcAP2 a partir de
DNA genémico de T. cruzi, utilizando los oligonucleodtidos partidores disefiados
especificamente para insertarlas en los vectores de expresién mencionados. En la figura
4 se muestran geles de agarosa 1% p/v en TBE 1x pH 8.0, teflidos con bromuro de
etidio, de los amplificados por PCR de las secuencias nucleotidicas codificantes para
TCAP1 (A) y TcAP2 (B).

7.1- EXPRESION DE TcAP1 Y TcAP2 RECOMBINANTES EN LEVADURAS P.

pastoris.

Se ligaron las secuencias nucleotidicas codificantes para TCAP1 y TcAP2 en el
vector de expresion pPICZ. Con el producto ligado se transformo bacterias E. coli cepa
BL21 por electroporacion. Se realizé un PCR de colonias para comprobar la presencia
de los constructos pPICZ-TcAP1 y pPICZ-TcAP2 en las colonias de bacterias obtenidas.
En las figuras 5 y 6 se observan los fragmentos de DNA de TcAPl y TcAP2
amplificados desde diversas colonias, separados en geles de agarosa 1% p/v en TBE 1x
pH 8.0, tefiidos con bromuro de etidio. Se obtuvo 1 colonia positiva para pPICZ-TcAP1
y 8 colonias positivas para pPICZ-TcAP2. Se seleccion6 una colonia de cada
transformacion y a partir de ellas se purificaron los constructos, siguiendo el protocolo
descrito en 6.2. La correcta insercion de las secuencias nucleotidicas de TcAP1 y
TcAP2 en el vector pPICZ se corrobord aplicando la técnica de PCR, utilizando ambos
constructos purificados como DNA molde (figura 7) y mediante secuenciacion
automatica de DNA (Figuras 8 y 9).

Los constructos pPICZ-TcAP1 y pPICZ-TcAP2, previamente linealizados,
fueron transfectados en levaduras P. pastoris. Para determinar la insercién del
constructo pPICZ-TcAPL en el genoma de las levaduras, se realizé un PCR de colonias
de levaduras. En la figura 10 se observa los fragmentos de DNA de TcAP1 amplificados
desde cinco colonias de levaduras (carriles 6, 7, 11, 12 y 13), separados en geles de
agarosa 1% p/v en TBE 1x pH 8.0, tefiidos con bromuro de etidio. No fue posible
obtener colonias transfectadas con pPICZ-TcAP2.

La induccidn de la expresion de la proteina recombinante TcAP1 en P. pastoris

se realiz6 incubando una de las colonias positivas al PCR (carril 6, figura 10) con
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metanol 0.5% y 1% durante 24, 48 y 72 horas. Para detectar la expresion de TcAP1
recombinante, se obtuvieron homogeneizados de proteinas totales provenientes de
alicuotas del cultivo de levaduras antes y después de la induccion y se analizaron
mediante ensayos de Western blot. Esto ultimo se llevo a cabo utilizando un anticuerpo
primario monoclonal anti histidina y un anticuerpo secundario anti raton conjugado con
peroxidasa de rabano. El revelado se hizo por quimioluminiscencia. Aplicando esta
metodologia, no se detectd la presencia de una banda concordante con el tamafio
esperado para TCAP1 (no mostrado).

7.2- EXPRESION DE TcAP1 Y TcAP2 RECOMBINANTES EN CELULAS S2 DE

D. melanogaster.

Una vez obtenidas las ligaciones de las secuencias nucleotidicas codificantes
para TCAP1 y TcAP2 en el vector pMT/V5 se procedido a transformar por
electroporacion bacterias E. coli cepa BL21. Se realiz6 un PCR de colonias para
comprobar la presencia de los constructos pMT/V5-TcAP1 y pMT/V5-TcAP2 en las
colonias de bacterias obtenidas. En las figuras 11 y 12 se observan los fragmentos de
DNA de TcAP1 y TcAP2 amplificados desde diversas colonias, separados en geles de
agarosa 1% p/v en TBE 1x pH 8.0, tefiidos con bromuro de etidio. Se obtuvo 6 colonias
positivas para pMT/V5-TcAP1 y 2 colonias positivas para pMT/V5-TcCAP2. Se
selecciond una colonia de cada transformacion y a partir de ellas se purificaron los
constructos, siguiendo el protocolo descrito en 6.2. La correcta insercion de las
secuencias nucleotidicas de TcAPl1 y TcAP2 en el vector pMT/V5 se corroboro
aplicando la técnica de PCR, utilizando ambos constructos purificados como DNA
molde (figura 13), y mediante secuenciacién automatica de DNA (Figuras 14 y 15).

Los constructos pMT/V5-TcAP1 y pMT/V5-TcAP2 purificados fueron
transfectados, junto al plasmidio pCOHIGRO, en células S2 de D. melanogaster. La
seleccion de las células transfectadas se realiz6 incubando con higromicina durante 10
dias. Posteriormente se procedié a inducir la expresion de TcAPl y TcAP2
recombinantes utilizando CuSQO, a las 24, 48 y 72 horas. Para detectar la expresion de
TcAP1 y TcAP2 recombinantes, se obtuvieron homogeneizados de proteinas totales
provenientes de alicuotas del cultivo celular antes y después de la induccién y se
analizaron mediante ensayos de Western blot. Esto ltimo se llevé a cabo utilizando un

anticuerpo primario monoclonal anti histidina y un anticuerpo secundario anti ratén
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conjugado con peroxidasa de rabano. El revelado se hizo por quimioluminiscencia
(figura 16).

El anticuerpo utilizado no fue capaz de reconocer bandas en homogeneizados de
proteinas totales de células S2 transfectadas con el constructo pMT/V5-TcAP1 (figura
16A) Por el contrario, el anticuerpo reconoce una banda de aproximadamente 69 kDa
correspondiente a TCAP2 recombinante, luego de la induccion con CuSOga las 24, 48 y
72 horas de células S2 tranfectadas con el constructo pMT/V5-TcAP2 (figura 16B).

7.3- EXPRESION DE TcAP1-GFP Y TcAP2-GFP EN EPIMASTIGOTES DE T.

cruzi.

Una vez obtenidas las ligaciones de las secuencias nucleotidicas codificantes
para TCAP1 y TcAP2 en el vector pTREX se procedio a transformar mediante
electroporacion bacterias E. coli cepa BL21. Se realizo un PCR de colonias para
comprobar la presencia de los constructos pTREX-TCAP1-GFP y pTREX-TcAP2-GFP
en las colonias de bacterias transformadas (no mostrado). Desde colonias positivas a la
técnica de PCR se purificaron ambos constructos siguiendo el protocolo descrito en 6.2.
La correcta insercion de las secuencias nucleotidicas de TCAP1 y TcAP2 en el vector
PTREX se corrobord aplicando la técnica de PCR, utilizando ambos constructos
purificados como DNA molde (figura 17), y mediante secuenciacién automatica de
DNA (Figuras 18 y 19).

Los constructos pTREX-TcAP1-GFP y pTREX-TcAP2-GFP purificados fueron
transfectados por electroporacion en epimastigotes de T. cruzi. La seleccion de las
células transfectadas se realizd incubando los parésitos con el antibidtico G-418
(neomicina) durante 3 a 4 semanas. Para detectar la expresion de TCAP1-GFP y TcAP2-
GFP recombinantes en epimastigotes transfectados, se observd, mediante microscopia
de fluorescencia, la presencia de parasitos expresando la proteina GFP fusionada a las
endonucleasas AP TcAP1 y TcAP2 recombinantes de T. cruzi (Figura 20). Ademas se
obtuvieron homogeneizados de proteinas totales provenientes de alicuotas de cultivos
parasitarios transfectados, los que fueron analizados mediante ensayos de Western blot
utilizando alternativamente un anticuerpo monoclonal de raton anti-GFP (figura 21 Al
y B1) y un anticuerpo policlonal de conejo anti TcAP1 (figura 21 A2) o anti TCAP2
(figura 21 B2). Luego de varios lavados se incubd con un anticuerpo secundario anti

raton o anti conejo conjugado con peroxidasa de rabano. El revelado se hizo por
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quimioluminiscencia. En la figura 21 Al se observa que TcAP1-GFP presenta una masa
molecular mayor a la esperada (aproximadamente 73kDa). Sin embargo, la misma
banda se identifica con el anticuerpo anti-TcAP1 (figura 21 A2), confirmando que se
trata de la proteina de fusidn esperada. De manera similar a lo observado para TcAP1-
GFP, la proteina de fusion TcAP2-GFP presenta una masa molecular mayor a la
esperada (aproximadamente 90 kDa) (figura 21 B1). Al igual que en caso anterior, esta
misma banda se identifica con el anticuerpo anti-TcAP2 (figura 21 B2), confirmando la
identidad de la proteina. Para TCAP2 se emple6 un plasmidio con una secuencia de 78
nucledtidos entre TcAP2 y GFP que genera un péptido con estructura de a-hélice que
separa ambas proteinas (TCAP2 y GFP). Este plasmidio genera una proteina GFP de
masa molecular cercana a 30 kDa (figura 21 B1), mientras que el plasmidio utilizado
para TCAP1 genera una proteina GFP de aproximadamente 27 kDa (figura 21 Al). Los
anticuerpos anti-TcAP1 y anti-TcAP2 se obtuvieron en el laboratorio contra secuencias
de péptidos especificos de estas proteinas.

Se concluye que los parasitos transfectados efectivamente estan expresando las

proteinas recombinantes.

7.4- LOCALIZACION SUBCELULAR DE TcAP1-GFP Y TcAP2-GFP EN
EPIMASTIGOTES DE T. cruzi.

A diferencia de los epimastigotes transfectados con el vector pTREX-GFP, la
emision de fluorescencia de los parasitos transfectados con pTREX-GFP-TcAPL1 o
PTREX-GFP-TcAP2 se encuentra delimitada a un area especifica de los paréasitos
(figura 20). Para determinar la localizacion subcelular de TcCAP1-GFP y TcAP2-GFP se
realizé un ensayo de inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo monoclonal anti-
GFP. La comparacién de la localizacion de GFP con las zonas ricas en DNA (nlcleo y
kinetoplasto) marcadas con DAPI, permitié demostrar que los epimastigotes de T.cruzi
transfectados con pTREX-GFP-TcAP1 o pTREX-GFP-TcAP2 presentan localizacion
nuclear de las proteinas TcAP1 y TCAP2 unidas a GFP (figura 22).
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7.5- PURIFICACION DE LA ENDONUCLEASA RECOMBINANTE TcAP1-GFP

Columnas de agarosa asociadas a proteina G unida covalentemente a un
anticuerpo raton anti-GFP policlonal fueron incubadas con homogeneizados de
proteinas totales de epimastigotes expresando TcAP1-GFP, obteniéndose tres eluatos
con la proteina de interés. Los eluatos fueron sometidos a ensayos de Western blot
(figura 23). Este ensayo se realiz6 incubando la membrana con un anticuerpo primario
monoclonal anti GFP y anticuerpo secundario anti ratén conjugado con peroxidada;
posteriormente se revelé mediante quimioluminiscencia. En las primeras dos eluciones
obtenidas del proceso de purificacion se identificé una banda de aproximadamente 90
kDa, masa molecular mayor a la esperada de aproximadamente 73 kDa. Esta misma
banda de aproximadamente 90 kDa es posible identificarla en homogeneizados de
proteinas totales de epimastigotes transfectados, incubados con el anticuerpo anti-GFP y
anti-TcAP1 (figura 21), sugiriendo que se trata de la proteina esperada. Sin embargo,
también es posible identificar una serie de bandas de menor masa molecular, que
probablemente correspondan a degradacion de la proteina de interés o a reaccion
cruzada del anticuerpo con otras proteinas. Debido a la baja eficiencia del proceso de
purificacion de TcAP1 utilizando esta metodologia, no se realizd la purificacion de
TcAP2-GFP.
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APE1 LEICSWNVDGLRAWIK----K-—----- EGL-DWVEEEAPDILCLQETKCSENEL- PAE-
TcAP1 LEFITWNVAGLRGLLR----KDD----- QAIQRLLEEEGPDALCLQETELNPDDPQNEK-
TcRP2Z MFIISWNVAGWSSTSRMI-REDF----- GSIASFLQRTQADIVCLQEVREGSWAKL-EADP
APE]L TATYVPNAGRGL-VRLEYRQ-RWDEAFRKFLEGLAS-——-—————————— REPLVLCGDLNY
TcAP1 NTYIPNSGMSL-ERLPYRCQEFDLRIRQHLCTLGRSCNHDKEEGDAPSLAGFIWAGDLNY
TcRP2Z NTYVVNAR-HG-QRMAFEM-RFLSSLENLLTRLEEKQ--=-====-——- TGEKPVILLGDLNQ
APE] -—QAVPLADSFR-————-—- HLYP-———-————— NTPYAYTEWTYMMNARSKNVGWRLDYFL
TcAP1 --RVANAVDTFR------- ALYP--—-————- FAAPVYTFWSARINGRARGLGWRLDYFV
TcRP2Z = LHL---CDTLLVTSS SAENKAQRQEGGEASMRVVCPYTCWDQSRNRRQRNEGTRIDYIL
APEL == LSHSLLPA--LCDSEIRS——————————— KALGSDHCPITLYL-—-—-—————-——-
TcAP1I - VSAALARH--VVDCFTMP-——-———-——-——- HVMGSDHCPLOMWL————-———————
TchRP2Z = —===—= L—===- PPLSTEARDVQFRGLPSTGLFVTPPQYSDHSGVCAHFD-————————-—

Figura 2.- Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de la endonucleasa AP de
Homo sapiens (APE1) con las endonucleasas AP de Trypanosoma cruzi (TCAP1 y
TcAP2).

En color rojo se muestran los aminoacidos de la region catalitica, fundamentales para la
actividad AP endonucleasa, compartidos entre APE1, TCAP1 y TCAP2,

41



Ny

e,
Ba B ?

b ] !wm\ss;f-

ol y {
ASPA11g 4 |
\ SRV )

Figura 3.- Comparacion de modelos tridimensionales de APE1 de H. sapiens con
TcAPly TcAP2 de T. cruzi.

Para el modelamiento en tres dimensiones de TCAP1 y TcAP2 se utilizé el programa
Phyre Version 0.2 (Imperial College of Science Tecnology and Medicine) y los
resultados de la cristalografia de APE1 de H. sapiens. A) APE1 de H. sapiens; B)
TcAP1 de T. cruzi; C) TCAP2 de T. cruzi.
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Figura 4.- Fragmentos amplificados de DNA de las secuencias nucleotidicas
codificantes para las endonucleasas AP TcAP1 (A) y TcAP2 (B) de T. cruzi.
Separacion electroforética de fragmentos de DNA obtenidos por PCR en geles de
agarosa al 1% p/v en TBE 1x pH 8.0 tefiido con bromuro de etidio. Carril 1: marcador
de peso molecular (100 pb); Carril 2: control sin DNA; Carril 3: amplificado de DNA
codificante para TCAP1 (A), tamafio esperado del amplificado de 1218 pares de bases
(«—) y TcAP2 (B), tamafio esperado del amplificado de 1839 pares de bases («—),
utilizando DNA gendmico de T. cruzi como DNA molde.

43




1500
1000 — - -

Figura 5.- Deteccion del fragmento de DNA codificante para TcAP1 inserto en el
vector pPICZ, mediante PCR de colonias.

Carril 1: marcador de peso molecular (100 pb); Carril 2: control positivo (DNA
gendémico de T. cruzi); Carril 3: control sin DNA; Carriles 4 al 13: amplificados de
DNA codificantes para TcAP1 utilizando lisados de diferentes colonias bacterianas
transformadas con el constructo pPICZ-TcAPL, tamafio esperado del amplificado de
1218 pares de bases (<+—).
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Figura 6.- Deteccion del fragmento de DNA codificante para TcAP2 inserto en el

vector pPICZ, mediante PCR de colonias.

Carril 1: marcador de peso molecular (100 pb); Carril 2: control positivo (DNA
gendmico de T. cruzi); Carril 3: control sin DNA; Carriles 4 al 13: amplificados de
DNA codificantes para TcAP2 utilizando lisados de diferentes colonias bacterianas
transformadas con el constructo pPICZ-TcAP2, tamafio esperado del amplificado de
1839 pares de bases (<+—).
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Figura 7.- Amplificados de las secuencias nucleotidicas codificantes para TcAP1
(A) y TcAP2 (B) de T. cruzi, utilizando como DNA molde los constructos pPICZ-
TcAP1y pPICZ-TcAP2 purificados, respectivamente.

Carril 1: marcador de peso molecular (100 pb); Carril 2: amplificado de DNA
codificante para TCAP1 (A, «—) o TcAP2 (B, <«—) utilizando el constructo pPICZ-
TcAP1 o pPICZ-TcAP2 como DNA molde, respectivamente (tamafio esperado del
amplificado de TcAP1 de 1218 pb y de TCAP2 de 1839 pb); Carril 3: control sin DNA.
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Seql GGCGGCCGCCAGCTTTCTAG--CAATGGGAATGCCGTCGGGACCTAAGGAACAGAAGCCG 238
Ll GGCGGCCGCCAGCTTTCTAGAGCAATGGGAATGCCGTCGGGACCTAAGGAACAGAAGCCG 174
R i RAR Rk kS kb b b b b b b b b b b b b I I I I i I I i I
Seql GTTGCGGCGGCCGGGGGGAAGCGCACACGCAGTCGATCCCCGTCGGCCACATCGCCGAAG 298
Ll GTTGCGGCGGCCGGGGGGAAGCGCACACGCGGTCGATCCCCGTCGGCCACATCGCCGAAG 234
hhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhkhk ,hhhhhhhhhkhkhA kA A A A A A A A A A A K Kk
Seql AAACCCGCCACGCGTTCCACGCGAATTCGTACGCCGACACCACCTTCCCGCTCGCTARAAT 358
Ll AAACCCGCCACGCGTTCCACGCGAATTCGTACGCCGACACCACCTTCCCGCTCGCTARAT 294
khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhhhkhkhhhkhhhhhhkhhkhkhkhkhhkhkhAhA Ak Ak A A A A A A A A A A A K Kk
Seql TCTGCGGGTGCGGAGGCGACATCTCCCAATCGTCCCCTCGCGGCCGTATTGACCGCCCCG 418
Ll TCTGCGGGTGCGGAGGCGACATCTCCCAATCGTCCCCTCGCGGCCGTATTGACCGCCCCG 354
hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhkhhhhhhhhhhhhhkhkhkhkhkhk kA hk kA A A A A A A A A A A A AR A A A AR KK
Seql CCACCGTCGGACGATGACACGAGGAAGACGGAGAAGGATATTTGGAGCCAAGTGGAGCCC 478
Ll CCACCGTCGGACGATGACACGAGGAAGACGGAGAAGGATATTTGGAGCCAAGTGGAGCCC 414
KAk hkhkhkhkhkhkhkhk kA Ak Ak Ak A A Ak A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak kA kA Ak Ak A A Ak K
Seql TTCCAGCGCCGAACAGCGGCGAAGGATTTCGACAGCAAACATATGCTGAAATTCATCACG 538
Ll TTCCAGCGCCGAACAGCGGCGAAGGATTTCGACAGCAAACATATGCTGAAATTCATCACG 474
khkhkhkhkhkkhkhkhkhhkhhkhhhkhhhhhkhhhhhhhkhhhkhhhhkhhkhkhkhk bk hkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhk kA hkhkkk
Seql TGGAATGTTGCTGGCCTGCGTGGGCTGCTGCGGAAGGATGACCAGGCGATCCAACGACTG 598
Ll TGGAATGTTGCTGGCCTGCGTGGGCTGCTGCGGAAGGATGACCAGGCGATCCAACGACTG 534
khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhhkhhhhhhhkhkhhhkhkhkhkhk bk bk bk hk kA hA Ak A A A A A A A A A A A KK
Seql CTCGAGGAGGAGGGGCCGGACGCGTTGTGTCTGCAGGAAACGAAGCTGAACCCGGACGAT 658
Ll CTCGAGGAGGAGGGGCCGGACGCGTTGTGTCTGCAGGAAACGAAGCTGAACCCGGACGAT 594
R i e i i

Figura 8.- Alineamiento entre la secuencia nucleotidica codificante para TcAP1
con el producto de la secuenciacion automatica del constructo pPICZ-TcAP1.
Alineamiento realizado utilizando el programa Clustal W2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). Seql: Secuencia nucleotidica del
gen codificante para TcAP1 (GenBank access 2393782). L1: Secuencia obtenida

mediante secuenciacion automatica de DNA del constructo pPICZ-TcAPL.
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Sec2 0 —ommmmmmm—m—m——————————— ATGTTTATCATTAGTTGGAATGTGGCAGGGTGGTCCT 37
L2 GCCAGCTTTCTAGAGCAATGGGAATGTTTATCATTAGTTGGAATGTGGCGGGGTGGTCCT 180

KAKKA KA KA KA KA KA AR Ak Ak hkhkhkhkhkhkhkhkkx *hkhkkkkkkx*x

Sec2 CGACGTCCCGAATGATACGAGAGGACTTTGGAAGCATTGCATCTTTTCTGCAGCGGACTC 97
L2 CGACGTCCCGAATGATACGAGAGGACTTTGGAAGCATTGCATCTTTTCTGCAGCGGACTC 240

R b b b bk bk bk b b kb b b b b i b b b b b b b E h b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b i b i

Sec2 AAGCGGACATTGTTTGCCTACAGGAAGTGAAGGGGTCGTGGGCAAAATTAGAGGCGGATC 157
L2 AAGCGGAAATTGTTTGCCTACAGGAAGTGAAGGGGTCGTGGGCAAAATTAGAGGCGGATC 300

ERAR Rk kb SR b b b b b b b b b b R e kb R R b R b b R b R R b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b 2 2 i S i

Sec2 CTTGTGGTATGGGCGCCAGTGACGGCGGAAGGACGTTGGCCATCGATGGATGGGAGTCGT 217
L2 CTTGCGGTATGGGCGCAAGTGACGGCGGAAGGACGTTGGCCATCGATGGATGGGAGTCGT 360
KA AK AA A A A A A A * khkdkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhkhkhkhkhkhkk
Sec2 TTTGGTCCTTCAGTGGTAAAGCACACCGTGGATTCAATGGGGTGGTGTCATTTGTCCGGA 277
L2 TTTGGTCCTTCAGTGGTAAAGCACACCGTGGATTCAATGGGGTGGTGTCATTTGTCCGGA 420

khkkhkhkhhhhhhkhkhkhhhhhhhhkhhhkhkhkhkhkhk kA bk kA kA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A ARk Kk

Sec2 AGGATCTCACATGGTGGTGTGACTCCCGTCCGTTTAGTGAAGAGGATTTGAATGATGAAG 337
L2 AGGATCTCACATGGTGGTGTGACTCCCGTCCGTTTAGTGAAGAGGATTTGAATGATGAAG 480

R RS S S S S S S S S S S SRR SR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE RS SRS S S S

Sec2 GCCGTGTGATTGTCACCTGCCATAGTGCCTTTGTGGTGGTGAACACGTACGTCGTGAACG 397
L2 GCCGTGTGATTGTCACCTGCCATAGTGCCTTTGTGGTGGTGAACACGTACGTCGTGAACG 540

R R R R R R R I b b b b I b b b b b b b b b b b b b I b i

Sec2 CCCGTCATGGCCAACGCATGGCGTTTAAAATGCGTTTTTTGTCCAGTCTAAAAAATCTTT 457
L2 CCCGTCATGGCCAACGCATGGCGTTTAAAATGCGTTTTTTGTCCAGCCTAAAAAATCTTT 600

KA KA A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak hkhkkhk ko hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhk dhkkhkhkhhkkhkhkhkk

Figura 9.- Alineamiento entre la secuencia nucleotidica codificante para TcAP2
con el producto de la secuenciacion automatica del constructo pPICZ-TcAP2.
Alineamiento realizado utilizando el programa Clustal W2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). Seq2: Secuencia nucleotidica del
gen codificante para TCAP2 (GenBank access 71654547). L2: Secuencia obtenida

mediante secuenciacion automatica de DNA del constructo pPICZ-TcAP2.
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Figura 10.- Deteccion de amplificados del fragmento de DNA codificante para
TcAP1 en P. pastoris transfectadas con el vector pPICZ-TcAP1, mediante PCR de
colonias de levaduras.

Carril 1: marcador de peso molecular (100 pb); Carril 2: control sin DNA; Carril
3: producto de PCR utilizando el vector pPICZ vacio como DNA molde; Carril 4:
producto PCR utilizando el constructo pPICZ-TcAP1 purificado como DNA molde;
Carriles 5 al 14: amplificados de DNA codificante para TcAP1 utilizando lisados de
diferentes colonias de P. pastoris GS115 transfectadas con el constructo pPICZ-TcAP1,

tamario esperado del amplificado de 1218 pb (<«—).
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Figura 11.- Deteccion del fragmento de DNA codificante para TcAP1 inserto en el
vector pMT/V5, mediante PCR de colonias.

Carril 1: marcador de peso molecular (100 pb); Carril 2: control positivo (DNA
gendmico de T. cruzi); Carril 3: control sin DNA,; Carriles 4 al 17, amplificados de
DNA codificante para TcAP1 utilizando lisados de diferentes colonias bacterianas
transformadas con el constructo pMT/V5-TcAP1; tamafio esperado del amplificado de

1218 pares de bases («—).
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Figura 12.- Deteccion del fragmento de DNA codificante para TcAP2 inserto en el

vector pMT/V5, mediante PCR de colonias.
Carril 1: marcador de peso molecular (100 pb); Carril 2: control positivo (DNA
gendémico de T. cruzi); Carril 3: control sin DNA,; Carriles 4 al 17, amplificados de

DNA codificante para TcAP2 utilizando lisados de diferentes colonias bacterianas

transformadas con el constructo pMT/V5-TcAP2; tamafio esperado del amplificado de

1839 pb («—).
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Figura 13.- Amplificados de las secuencias nucleotidicas codificantes para TcCAPly
TcAP2 de T. cruzi, utilizando como DNA molde los constructos pMT/V5-TcAPL y
pPMT/V5-TcAP2 purificados, respectivamente.

Carril 1: marcador de peso molecular (100 pb); Carriles 2 y 4: controles sin DNA; Carril
3: amplificado de DNA codificante para TcAP1 utilizando el constructo pMT/V5-
TcAP1 como DNA molde, tamafio esperado del amplificado de 1218 pb («— ); Carril
5: amplificado de DNA codificante para TcAP2 utilizando el constructo pMT/V5-
TcAP2 como DNA molde, tamafio esperado del amplificado de 1839 pb (<«—).
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Seq3 s ATGCCGTCGGGACCTAAGG 19

L3 CAGAAGGACTAGATCGGGGTACCTACTAGTGCAATGTCGGAATGCCGTCGGGACCTAAGG 60
ek kK Kk ok ok kK Kk ok ok K kK kK

Seq3 AACAGAA-GCCGGTTGCGGCGGCCGGGGGGAAGCGCACACGCAGTCGATCCCCGTCGGCC 78

L3 AACAGAATGCCGGTTGCGGCGGCCGGGGGGAAGCGCACACGCGGTCGATCCCCGTCGGCC 120
dok KKk k ok kK ok ok ok ok K ok ok ok ok ok ok kK ok ok ok ok ok K ok ok ok ok ko ok ok ok ok Rk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

Seq3 ACATCGCCGAAGAAACCCGCCACGCGTTCCACGCGAATTCGTACGCCGACACCACCTTCC 138

L3 ACATCGCCGAAGAAACCCGCCACGCGTTCCACGCGAATTCGTACGCCGACACCACCTTCC 180
Kk Kk ok ok ok Kk ok ok ok ok K ok ok ok ok ok ko k ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok K ok ok ok

Seqg3 CGCTCGCTAAATTCTGCGGGTGCGGAGGCGACATCTCCCAATCGTCCCCTCGCGGCCGTA 198

L3 CGCTCGCTAAATTCTGCGGGTGCGGAGGCGACATCTCCCAATCGTCCCCTCGCGGCCGTA 240
ek Kk ok o Kk Kk ok ok ok Kk K ok ok ok ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok Kk ok ok ok ok

Seq3 TTGACCGCCCCGCCACCGTCGGACGATGACACGAGGAAGACGGAGAAGGATATTTGGAGC 258

L3 TTGACCGCCCCGCCACCGTCGGACGATGACACGAGGAAGACGGAGAAGGATATTTGGAGC 300
ek kK ok ok kK Kk ok ok kK kR ok ok ok ko ok ok ok ok kK ok ok ok ok ko ok o ok ko ko ok ok ko kR ok ok kK K ok ok ok

Seqg3 CAAGTGGAGCCCTTCCAGCGCCGAACAGCGGCGAAGGATTTCGACAGCAAACATATGCTG 318

L3 CAAGTGGAGCCCTTCCAGCGCCGAACAGCGGCGAAGGATTTCGACAGCAAACATATGCTG 360
ek ok o kK Kk ok ok kK ok ok ok ok ok ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok o ok ok ko ok ok ok ok ok ok ok ok kK ok ok ok ok

Seq3 AAATTCATCACGTGGAATGTTGCTGGCCTGCGTGGGCTGCTGCGGAAGGATGACCAGGCG 378

L3 AAATTCATCACGTGGAATGTTGCTGGCCTGCGTGGGCTGCTGCGGAAGGATGACCAGGCG 420
ek Kk K ok ok kK Kk K ok kK Kk ok ok K K ok ok ok ok kK R ok ok ok kK ok ok ok ok kK R ok ok ok K Kk ok ok ok kK Kk ok ok

Seq3 ATCCAACGACTGCTCGAGGAGGAGGGGCCGGACGCGTTGTGTCTGCAGGARAACGAAGCTG 438

L3 ATCCAACGACTGCTCGAGGAGGAGGGGCCGGACGCGTTGTGTCTGCAGGARAACGAAGCTG 480
ek kK ok ok kK K Kk ok kK kR ok ok ok ok ok ok ok ko ok ok ok K ok ok o ok kR ok ok kK ok ok ok ok kK K ok ok ok

Seq3 AACCCGGACGATCCACAAAATGAAAAGTTGGGCGAGGTGCCAGGGTACCGCTTCGTCGAC 498

L3 AACCCGGACGATCCACAAAATGAAAAGTTGGGCGAGGTGCCAGGGTACCGCTTCGTCGGC 540

ERaR Rk ki ik ik kb kb b b b b b b b b b I b b b b b b 2 I I I I S I S S S S S S S S S S S S S S S S S

Figura 14.- Alineamiento entre la secuencia nucleotidica codificante para TcAP1
con el producto de la secuenciacion automatica del constructo pMT/V5-TcAP1.
Alineamiento realizado utilizando el programa Clustal W2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). Seq3: Secuencia nucleotidica del
gen codificante para TcAP1 (GenBank access 2393782). L3: Secuencia obtenida

mediante secuenciacion automatica de DNA del constructo pMT/V5-TcAPL.
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Seqd =l mommmmmmmm— oo ATGTTTATCATTAGTTGGAATGTGGCAGG 29

L4 AAAGAGGACTAGATCGGGGTACCGCATGGGAATGTTTATCATTAGTTGGAATGTGGCGGG 60
KA Kh ok kK hkkhkkkkkkkkkkkkkkk Kk

Seq4 GTG-GTCCTCGACGTCCCGAATGATACGAGAGGACTTTGGAAGCATTGCATCTTTTCTGC 88

L4 GTGTGTCCTCGACGTCCCGAATGATACGAGAGGACTTTGGAAGCATTGCATCTTTTCTGC 120
dok ko kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK ok ok kK

Seqg4 AGCGGACTCAAGCGGACATTGTTTGCCTACAGGAAGTGAAGGGGTCGTGGGCARAATTAG 148

L4 AGCGGACTCAAGCGGAAATTGTTTGCCTACAGGAAGTGAAGGGGTCGTGGGCAAAATTAG 180
Kk ok ok ok kK k ok kK Kk ok kK Kk kK ok ok kK ok ok ok ok ok ok ok ko ok ok ok ko ok ok kR ok kR ok kR ok ok kR

Seqg4 AGGCGGATCCTTGTGGTATGGGCGCCAGTGACGGCGGAAGGACGTTGGCCATCGATGGAT 208

L4 AGGCGGATCCTTGCGGTATGGGCGCAAGTGACGGCGGAAGGACGTTGGCCATCGATGGAT 240
Kok Kk k ok kK Kk ok Rk ok ok ok Rk ok ok kR k ok ok ok ok ok kK ok ok ok ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK ok ok kK

Seq4 GGGAGTCGTTTTGGTCCTTCAGTGGTAAAGCACACCGTGGATTCAATGGGGTGGTGTCAT 268

L4 GGGAGTCGTTTTGGTCCTTCAGTGGTAAAGCACACCGTGGATTCAATGGGGTGGTGTCAT 300
ek Kk ok ok kK ok ok kK Kk ok kK Rk ok Kk ok ok Kk ok kK ok ok K R ok ok Kk ok ok ok kK ok ok kK K ok ok kK Rk ok kK

Seqg4 TTGTCCGGAAGGATCTCACATGGTGGTGTGACTCCCGTCCGTTTAGTGAAGAGGATTTGA 328

L4 TTGTCCGGAAGGATCTCACATGGTGGTGTGACTCCCGTCCGTTTAGTGAAGAGGATTTGA 360
K ok ok kK ok ok kK ok ok kK ok ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok ko ok ok kR ok ok kR ok ok kK R kR kR

Seq4 ATGATGAAGGCCGTGTGATTGTCACCTGCCATAGTGCCTTTGTGGTGGTGAACACGTACG 388

L4 ATGATGAAGGCCGTGTGATTGTCACCTGCCATAGTGCCTTTGTGGTGGTGAACACGTACG 420
ok K k ok ok kK ok ok ok Kk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok K ok ok ko ok ok ok ok ok K ok ok ok ok K ok ok ok ok kK ok ok ok

Seq4 TCGTGAACGCCCGTCATGGCCAACGCATGGCGTTTAAAATGCGTTTTTTGTCCAGTCTAA 448

L4 TCGTGAACGCCCGTCATGGCCAACGCATGGCGTTTAAAATGCGTTTTTTGTCCAGCCTAA 480
R I I I T I S T T T T

Seq4 AAAATCTTTTAACTCGGCTGAAAAAGCAAACGGGTAAACCTGTCATTTTGCTAGGGGATT 508

L4 AAAATCTTTTAACTCAGCTGAAGAAGCAAACGGGTAAACCCGTCATTTTGCTGGGGGATT 540
Kok KKk ok kK k ok ok kkk ok Krkokkk hokkkkk ok kkk ok ok kkk ok ok kokkkkkkkkkk Kk kkkk ok

Figura 15.- Alineamiento entre la secuencia nucleotidica codificante para TcAP2
con el producto de la secuenciacion automatica del constructo pMT/V5-TcAP2.
Alineamiento realizado utilizando el programa Clustal W2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). Seq4: Secuencia nucleotidica del
gen codificante para TCAP2 (GenBank access 71654547). L4: Secuencia obtenida

mediante secuenciacion automatica de DNA del constructo pMT/V5-TcAP2.
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Figura 16.- Deteccion de las proteinas recombinantes TcAP1 (A) y TcAP2 (B) en
homogeneizados de proteinas totales de células S2 de D. melanogaster
transfectadas con los constructos pMT/V5-TCAP1 y pMT/V5-TcAP2,
respectivamente.

Western blot utilizando un anticuerpo primario monoclonal de raton anti histidina
(Biotech) y anticuerpo secundario anti ratén conjugado con peroxidasa (Jackson). El
revelado se realizé adicionando los sustratos del kit SuperSignal®West Pico
Chemiluminescent substrate (Thermo Scientific). Carril 1. marcador de peso molecular
en kDa (BenchMark™, Invitrogen); Carril 2: homogeneizados de proteinas totales de
células S2 transfectadas, sin inducir; Carriles 3, 4 y 5: homogeneizados de proteinas
totales de células S2 transfectadas, obtenidas 24, 48 y 72 horas luego de la induccion
con CuSO4 1 mM, respectivamente. La flecha azul («— ) indica las bandas que

corresponden al tamafio esperado para la proteina recombinante TcCAP2 (69 kDa).
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Figura 17.- Amplificados de las secuencias nucleotidicas codificantes para TcCAPly
TcAP2 de T. cruzi, utilizando como DNA molde los constructos pTREX-TcAP1-
GFP y pTREX-TcAP2-GFP purificados, respectivamente.

Carril 1: marcador de peso molecular (100 pb); Carriles 2 y 4: controles sin DNA; Carril
3: amplificado de DNA codificante para TcAP1 utilizando el constructo pTREX-
TcAP1-GFP como DNA molde, tamafio esperado del amplificado de 1218 pb («—);
Carril 5: amplificado de DNA codificante para TcAP2 utilizando el constructo pTREX-
TcAP2-GFP como DNA molde, tamafio esperado del amplificado de 1839 pb (<«—).
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Seq5 e ATGCCGTCGG 10

L5 TATGATGTCTTTTCTTTTTTTTTTTTGCTCTATAAGTTGTCTTGTCTAGAATGCCGTCGG 180
Kk kK Kk Kk ok Kk
Seqg5 GACCTAAGGAACAGAAGCCGGTTGCGGCGGCCGGGGGGAAGCGCACACGCAGTCGATCCC 70
L5 GACCTAAGGAACAGAAGCCGGTTGCGGCGGCCGGGGGGAAGCGCACACGCAGTCGATCCC 240
Kk Kk ok ok ok Kk Kk ok ok ok K ok k ok ok ok ok K ok ok ok ok Kk ok ok ok ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK ok ok ok ok ok K k ok ok
Seqg5 CGTCGGCCACATCGCCGAAGAAACCCGCCACGCGTTCCACGCGAATTCGTACGCCGACAC 130
L5 CGTCGGCCACATCGCCGAAGAAACCCGCCACGCGTTCCACGCGAATTCGTACGCCGACAC 300
Kk Kk ok o Kk K ok ok ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok o ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok Kk ok ok ok ok
Seqg5 CACCTTCCCGCTCGCTAAATTCTGCGGGTGCGGAGGCGACATCTCCCAATCGTCCCCTCG 190
L5 CACCTTCCCGCTCGCTAAATTCTGCGGGTGCGGAGGCGACATCTCCCAATCGTCCCCTCG 360
Kk Kk ok ok ok Kk K ok ok ok ok K Kk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok K ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok K ok ok ok ok ok
Seqg5 CGGCCGTATTGACCGCCCCGCCACCGTCGGACGATGACACGAGGAAGACGGAGAAGGATA 250
L5 CGGCCGTATTGACCGCCCCGCCACCGTCGGACGATGACACGAGGAAGACGGAGAAGGATA 420
ek ok ok kK Kk ok ok ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok o o ok ok ok ok ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok Kk ok ok ok ok ok
Seqg5 TTTGGAGCCAAGTGGAGCCCTTCCAGCGCCGAACAGCGGCGAAGGATTTCGACAGCAAAC 310
L5 TTTGGAGCCAAGTGGAGCCCTTCCAGCGCCGAACAGCGGCGAAGGATTTCGACAGCAAAC 480
Kk Kk ok Kk K ok ok ok kK ok K ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok Kk K ok ok ok
Seqg5 ATATGCTGAAATTCATCACGTGGAATGTTGCTGGCCTGCGTGGGCTGCTGCGGAAGGATG 370
L5 ATATGCTGAAATTCATCACGTGGAATGTTGCTGGCCTGCGTGGGCTGCTGCGGAAGGATG 540
ek K ok kK K K ok ok ok kK ok ok ok ok ko ok ok ok ok ok o ok kK ok ok ok o kR ok ok ok ok ok ok ok ok kK K ok ok ok
Seqg5 ACCAGGCGATCCAACGACTGCTCGAGGAGGAGGGGCCGGACGCGTTGTGTCTGCAGGAAA 430
L5 ACCAGGCGATCCAACGACTGCTCGAGGAGGAGGGGCCGGACGCGTTGTGTCTGCAGGARAA 600

KAK KA KA KA KA A KA Ak Ak hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhhhhhhhhkhkhkhkhkhkhkhk,kxkx%x%

Figura 18.- Alineamiento entre la secuencia nucleotidica codificante para TcAP1
con el producto de la secuenciacion automatica del constructo pTREX-TcAP1-
GFP.  Alineamiento  realizado  utilizando el  programa  Clustal W2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). Seq5: Secuencia nucleotidica del
gen codificante para TcAP1 (GenBank access 2393782). L5: Secuencia obtenida

mediante secuenciacion automatica de DNA del constructo pTREX-TCAP1-GFP.
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Seg6 === mm e ATGTTTATC 9
L6 TTATGATGTCTTTTCTTTTTTTTTTTTGCTCTATAAGTTGTCTTGTCTAGAATGTTTATC 180
Kk kK Kk Kk kK
Seg6 ATTAGTTGGAATGTGGCAGGGTGGTCCTCGACGTCCCGAATGATACGAGAGGACTTTGGA 69
L6 ATTAGTTGGAATGTGGCGGGGTGGTCCTCGACGTCCCGAATGATACGAGAGGACTTTGGA 240
Kk Kk ok ok ok kK ok ok ok ok kR K ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK ok ok ok ok K ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK
Seg6 AGCATTGCATCTTTTCTGCAGCGGACTCAAGCGGACATTGTTTGCCTACAGGAAGTGAAG 129
L6 AGCATTGCATCTTTTCTGCAGCGGACTCAAGCGGAAATTGTTTGCCTACAGGAAGTGAAG 300
Kk Kk ok ok ok Kk Kk ok ok ok ok Kk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok Rk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok K ok ok ok ok ok ok K kK
Seg6 GGGTCGTGGGCAAAATTAGAGGCGGATCCTTGTGGTATGGGCGCCAGTGACGGCGGAAGG 189
L6 GGGTCGTGGGCAAAATTAGAGGCGGATCCTTGCGGTATGGGCGCAAGTGACGGCGGAAGG 360
Kok KKk ok ok kR Kk ok ok ok kR Kk ok ok ok kR Rk k ok ok kR Rk ok ok ok kR k ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK k ok ok ok ok kK Kk
Seg6 ACGTTGGCCATCGATGGATGGGAGTCGTTTTGGTCCTTCAGTGGTAAAGCACACCGTGGA 249
L6 ACGTTGGCCATCGATGGATGGGAGTCGTTTTGGTCCTTCAGTGGTAAAGCACACCGTGGA 420
Kk K ok ok o Kk Kk ok ok ok Kk K ok ok ok ok ko ok ok ok ko ok ok ok ok ok ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok K ok ok ok ok ok K ok kK
Seqg6 TTCAATGGGGTGGTGTCATTTGTCCGGAAGGATCTCACATGGTGGTGTGACTCCCGTCCG 309
L6 TTCAATGGGGTGGTGTCATTTGTCCGGAAGGATCTCACATGGTGGTGTGACTCCCGTCCG 480
Kk kK ok ok kK K R ok ok ok kK kR ok ok ok ko ko ok ok ko ok ok ok ko ok ok ok kR ok ok kR ok ok ok kR K
Seg6 TTTAGTGAAGAGGATTTGAATGATGAAGGCCGTGTGATTGTCACCTGCCATAGTGCCTTT 369
L6 TTTAGTGAAGAGGATTTGAATGATGAAGGCCGTGTGATTGTCACCTGCCATAGTGCCTTT 540
Kk ok ok ok Kk K K ok ok ok Kk Kk ok ok ok ko ok ok ok ok ok ko ok ok ok ok ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK kK
Seqg6 GTGGTGGTGAACACGTACGTCGTGAACGCCCGTCATGGCCAACGCATGGCGTTTAAAATG 429
L6 GTGGTGGTGAACACGTACGTCGTGAACGCCCGTCATGGCCAACGCATGGCGTTTAAAATG 600
Kk Kk K ok ok kK Kk K ok kK Kk ok ok kK Rk ok ok kK Rk ok ok kK Rk ok ok kK Rk ok ok ok ko R kK ok ok kK kK

Figura 19.- Alineamiento entre la secuencia nucleotidica codificante para TcAP2
con el producto de la secuenciacion automatica del constructo pTREX-TcAP2-
GFP.  Alineamiento  realizado  utilizando el  programa  Clustal W2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). Seq6: Secuencia nucleotidica del
gen codificante para TCAP2 (GenBank access 71654547). L6: Secuencia obtenida

mediante secuenciacion automatica de DNA del constructo pTREX-TcCAP2-GFP.
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Figura 20.- Expresion de las proteinas recombinantes TcCAP1-GFP y TcAP2-GFP
en epimastigotes de T. cruzi. A: Deteccion de las proteinas de fusion por observacion
de epimastigotes en fresco en un microscopio de fluorescencia B: Epimastigotes,
microscopia de contraste de fases. Columna 1: Epimastigotes control transfectados con
el vector vacio pTREX-GFP; Columna 2: Epimastigotes transfectados con el constructo
PTREX-TCAP1-GFP, expresando TcAP1-GFP (<«—); Columna 3. Epimastigotes
transformados con el constructo pTREX-TcCAP2-GFP, expresando TCAP2-GFP («—).
Barras: 10 puM.
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Figura 21.- Deteccion de las endonucleasas AP recombinantes TCAP1-GFP (A) y
TcAP2-GFP (B) en epimastigotes transfectados. La deteccion de ambas enzimas se
realizd mediante ensayos de Western blot utilizando un anticuerpo primario monoclonal
de raton anti GFP (Al y B1) o un anticuerpo primario policlonal de conejo anti TCAP1
(A2) o anti TcAP2 (B2). Posteriormente se usaron anticuerpos secundarios anti raton o
conejo conjugados a peroxidasa de rabano (Jackson). El revelado se realiz6 adicionando
los sustratos del kit SuperSignal®West Pico Chemiluminescent substrate (Thermo
Scientific). Carril 1: Marcador de peso molecular en kDa (BenchMark™, Invitrogen);
Carril 2: Homogeneizados de proteinas totales de epimastigotes transformados con el
vector vacio pTREX-GFP, expresando GFP (<«—); Carril 3: Homogeneizados de
proteinas totales de epimastigotes transfectados con el constructo pTREX-TcAP1-GFP
(A) o pTREX-TcAP2-GFP (B), expresando TcAP1-GFP o TcAP2-GFP (<«+—),
respectivamente. Adicionalmente se muestra con flecha azul (<«—) las bandas
correspondientes a TCAP1 (A2) y TcAP2 (B2) enddgeno.
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Figura 22.- Localizacion subcelular de las endonuclesas AP recombinantes TcCAP1
y TcAP2 en epimastigotes de T. cruzi transfectados. Inmunolocalizacion de TcAP1-
GFP (A) y TcAP2-GFP (B) en frotis de paréasitos transfectados con los constructos
PTREX-TCAP1-GFP y pTREX-TcAP2-GFP, respectivamente. Se utilizé un anticuerpo
primario monoclonal de raton anti GFP (1:100 v/v) y un anticuerpo secundario de cabra
anti-raton conjugado con el fluorocromo Alexa 488 (1:300 v/v). Las fotografias fueron
obtenidas con filtro 430+20 nm para evidenciar fluorescencia azul (DAPI) y con filtro
520420 nm, que permite la identificacion de fluorescencia verde (Alexa fluor 488). Las
fotografias fueron procesadas computacionalmente para determinar la sobreposicion de
DAPI (utilizando pseudocolor rojo) con Alexa fluor 488 (verde). Columna 1:
Epimastigotes transfectados, contraste de fases; Columna 2: Localizacion nuclear de
TcAP1-GFP y TcAP2-GFP («—); Columna 3: Localizacion de DNA mediante DAPI.
La flecha verde ( «—) indica la localizacion del kinetoplasto; Columna 4: Sobreposicion
de la fluorescencia de las columnas 2 y 3. En amarillo se observan las zonas que se

sobreponen, que corresponden al ndcleo del parasito («—). Barras: 10 uM.
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Figura 23.- Deteccion de proteina de masa esperada para TcAP1-GFP en
purificacion por cromatografia de afinidad.

Western blot utilizando un anticuerpo primario monoclonal anti GFP (Thermo
Scientific) y anticuerpo secundario anti raton conjugado con peroxidasa (Jackson). El
revelado se realizé adicionando los sustratos del kit SuperSignal®West Pico
Chemiluminescent substrate (Thermo Scientific). La purificacion de TcAP1-GFP
recombinante se realizd utilizando el kit comercial Pirce  Crosslink
Inmmunoprecipitation (Thermo Scientific) y un anticuerpo policlonal anti GFP. Carril

1: Marcador de peso molecular en kDa (BenchMark™

, Invitrogen); Carril 2:
Homogeneizado de proteinas totales de epimastigotes transfectados con pTREX-
TcAP1-GFP, expresando TcAP1-GFP; Carril 3: Purificacion de TcAP1-GFP, primera
elucién; Carril 4: Purificacion de TcAP1-GFP, segunda elucion; Carril 5: Purificacion
de TcAP1-GFP, tercera elucién. La flecha azul ( «—) indica la banda que corresponde

a la masa esperada para TCAP1-GFP.
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8 - DISCUSION

Uno de los principales factores que condicionan el éxito o fracaso en la
obtencion de una proteina recombinante es la eleccion del modelo adecuado para la
expresion exdgena del gen deseado. Este éxito no sélo recae en que se consiga expresar
la proteina de interés, sino también en la cantidad y la calidad de la proteina
recombinante generada (Greene, 2004).

La expresion de la proteina puede verse alterada debido a cambios en el marco
de lectura del gen recombinante o por problemas de inestabilidad del constructo (vector)
dentro de la célula donde se desea expresar la proteina de interés. Esto ultimo se ha
asociado a una pérdida en las unidades de vector a repartir entre las células hijas durante
la division celular. Las alteraciones en la estabilidad de los vectores pueden resultar en
una completa anulacion de la produccion de la proteina recombinante o en la
acumulacion de proteinas recombinantes aberrantes con cambios en su secuencia
aminoacidica original (deleciones, adiciones, o sustituciones). Dentro de los parametros
que influencian la estabilidad de los vectores se encuentran: el tamafio de estos
(vectores de mayor tamafio son menos estables), la tasa de proliferacion celular, la
disponibilidad de nutrientes y la temperatura en que es mantenido el cultivo celular
(Palomares et al., 2004).

Por otra parte, el proceso de traduccion del mRNA del gen exdgeno es otro
punto importante al momento de seleccionar un modelo celular de expresion. El codigo
genético determina cual de los 61 tripletes o codones es traducido a un residuo
especifico dentro de los 20 amino&cidos existentes. Debido a que hay méas codones que
aminodacidos, el cddigo genético es necesariamente redundante. Mientras algunos
aminodacidos son codificados por un solo coddn, la mayoria de los aminoacidos son
codificados por dos a seis codones diferentes. Asi, codones diferentes que codifican el
mismo aminoacido se conocen como codones sindnimos. Sin embargo, se ha
demostrado en una amplia variedad de especies que los codones sindnimos se utilizan
con diferente frecuencia. Por lo tanto el uso de codones en mayor o menor frecuencia
para un aminoacido especifico difiere entre especies. Este fendmeno ha sido
denominado sesgo del uso de codones (Angov, 2011; Hershberg y Petrov, 2008).

Indagaciones realizadas por Grantham et al. (1980), sefialan que existe directa
relacion entre la frecuencia del uso de codones, la concentracién de tRNAs especificos y

el nivel de traduccion de la proteina recombinante. La frecuencia del uso de codones de
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un organismo no es azarosa, la mayoria de los genes siguen en mayor o menor grado las
tendencias genomicas del uso de codones. Asi, genes altamente expresados utilizan
generalmente los mismos codones para codificar un tipo de amino&cido, lo que se
correlaciona significativamente con las especies de tRNA méas abundantes (lkemura,
1982; Robinson et al., 1984).

Por lo anteriormente mencionado, durante la traduccion de la proteina
recombinante pueden generarse problemas a causa de una variedad insuficiente o
limitada de ciertos tRNAs en la célula escogida para expresar, disminuyendo asi la
traduccion del mRNA del gen exdgeno. Esta sobre exigencia del sistema traduccional
de la célula lleva, ademas, a la reduccion del indice proliferativo, y puede manifestarse
como una respuesta toxica general (Greene, 2004).

Otro factor de importancia, al momento de generar proteinas funcionales a partir
de un gen exogeno, es la solubilidad de las proteinas recombinantes (Tartaglia et al.,
2009). La solubilidad esta directamente relacionada con el correcto plegamiento de la
estructura polipeptidica de la proteina (Choi et al., 2008). La sobreexpresion de
proteinas recombinantes puede llevar a la generacion de productos insolubles
(Palomares et al., 2004), lo que se ha evidenciado para gran nimero de proteinas de
mamifero que se ha intentado expresar en bacterias E. coli, en donde solo se han
obtenido cuerpos de inclusion insolubles (lafolla et al., 2008; Srinivasan et al., 2002).

Si bien los modelos de expresion de proteinas en procariontes entregan gran
versatilidad, en numerosos casos presentan severas limitantes al momento de expresar
genes de eucariontes. Esto Ultimo se relaciona principalmente con las modificaciones
post-traduccionales especificas requeridas por las proteinas eucariontes para un correcto
plegamiento y funcionalidad. Estas modificaciones incluyen cortes proteoliticos,
glicosilacion y otras modificaciones aminoacidicas, entre otras (Brondyk, 2009; Greene,
2004). Es por ello que la versatilidad de los sistemas de expresion procariontes puede
ser insuficiente, haciendo necesario el uso de sistemas de expresidn eucariontes para
obtener un producto bioldgico activo.

Experimentos previos realizados en el Laboratorio de Biologia Celular y
Molecular del Programa de Biologia Celular y Molecular del Instituto de Ciencias
Biomédicas de la Universidad de Chile determinaron que la expresion de la proteina
recombinante TcAP1 en E. coli resultdé ser tdxica para las bacterias, probablemente
debido a alguno de los factores mencionados previamente. A su vez, la expresion de

TcAP2 en el modelo bacteriano indujo la formacion de cuerpos de inclusion insolubles
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y por lo tanto, no fue posible obtener la proteina en condiciones nativas para determinar
su actividad in vitro.

En esta Memoria de Titulo se procedié a generar vectores de expresion para ser
usados en diferentes modelos de expresion eucariontes. A pesar de los multiples
intentos de expresar TCAP1 y TcAP2 en los modelos de expresion de P. pastoris y
células de insecto S2, s6lo fue posible detectar la expresion de bajos niveles de TcAP2
en este ultimo modelo celular. Los resultados entregados en las secuenciaciones
autométicas de los constructos pPICZ-TcAP1/TcAP2, pMT/V5-TcAP1/TcAP2 vy
PTREX-TcAP2 muestran la presencia de deleciones nucleotidicas en las secuencias
obtenidas, lo que produciria un cambio en el marco de lectura de los genes codificantes
para TCAP1 y TcAP2 recombinantes. Este podria ser el factor que determina la ausencia
de expresion de las proteinas recombinantes. Sin embargo, el hecho de obtener
expresion de la endonucleasa AP TcAP2 recombinante en el modelo de expresion de T.
cruzi, y una baja expresion de TcAP2 recombinante en el modelo de D. melanogaster,
permite suponer que esto no seria el factor que explica la falta de expresion de TcAP1 y
TcAP2 en el modelo de P.pastoris y de TcAP1 en D. melanogaster.

Por otro lado, la ausencia de colonias en levaduras P. pastoris transfectadas con
pPICZ-TcAP2 podria relacionarse a un problema en el proceso de electroporacion que
no permitiera el paso del DNA linealizado al interior de las levaduras. Esto ultimo se
podria deber a wuna falla en el proceso de elaboracion de las levaduras
electrocompetentes utilizadas para este experimento.

El fracaso de los modelos de P. pastoris y D. melanogaster para la expresion de
las endonucleasas AP de T. cruzi podria relacionarse a problemas en el uso de codones,
con el consecuente término prematuro de la traduccion de la proteina, tal como ha sido
descrito para la expresion de proteinas recombinantes de mamifero en modelos de
eucariontes ancestrales (Angov, 2011; Daly y Hearn, 2005; Greene, 2004; Hershberg y
Petrov, 2008). Una segunda explicacion podria involucrar algunos problemas en la
generacion de modificaciones post-traduccionales especificas de T. cruzi de ambas
endonucleasas AP que generan un plegamiento incorrecto de las proteinas, con la
consecuente degradacion de estas (Greene, 2004).

Una serie de estudios indican que para la obtencion de proteinas recombinantes
es recomendable el uso de modelos celulares homdlogos, o al menos filogenéticamente
muy similares a las células de las cuales proviene el gen exdgeno que codifica la
proteina de interés (Greene, 2004; Hambsch et al., 2010).
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Lo anteriormente mencionado se refleja en los resultados de esta Memoria de
Titulo, en la que se logré expresar de manera constitutiva ambas endonucleasas AP,
como proteinas de fusion a GFP, en epimastigotes de T. cruzi. Esto fue corroborado
mediante ensayos de Western blot, utilizando anticuerpos primarios anti GFP o anti
TcAP1 y anti TcAP2, asi como por observacion directa de la fluorescencia emitida por
la proteina fluorescente verde en los parasitos transfectados, mediante microscopia de
fluorescencia. El éxito de la expresion de ambas proteinas recombinantes en T. cruzi se
explica considerando que ambas enzimas de reparacion del DNA son propias del
parésito. En efecto, el parésito posee la maquinaria enzimética y los recursos celulares
necesarios para llevar a cabo de manera adecuada la traduccion y las modificaciones
post-traduccionales necesarias para la obtencibn de ambas endonucleasas AP
recombinantes.

Debido a que la emision de fluorescencia de los paréasitos transfectados con
ambas endonucleasas AP se limita a un area especifica del epimastigote, se realizaron
ensayos de inmunofluorescencia con un anticuerpo primario anti GFP y se determind
que tanto TCAP1-GFP como TcAP2-GFP se encuentran exclusivamente en el ndcleo
parasitario. Estos resultados difieren ostensiblemente de lo que ocurre con la
endonucleasa AP APE1 en células de mamifero. En estos, se ha observado que la
localizacion de APEL es citoplasmatica, translocandose al nucleo solo luego de la
exposicion a agentes genotodxicos, siendo esenciales los primeros 20 residuos
aminoacidicos del extremo amino terminal (Mitra et al., 2002). APE1 también juega un
rol en la mantencion de la integridad del genoma mitocondrial. En este Gltimo caso, la
remocion de los primeros 33 residuos aminoacidicos del extremo amino terminal
favorece la translocacion de la enzima a la mitocondria (Chattopadhyay et al., 2006). De
manera similar, el dafio al DNA induce la redistribucion de APE1 a la mitocondria
(Mitra et al., 2002).

No fue posible detectar TcAP1-GFP y TcAP2-GFP en el Kkinetoplasto
parasitario, incluso luego de incubaciones con agentes oxidantes (datos no mostrados).
Nuestros resultados sugieren que TCAP1-GFP y TcAP2-GFP cumplen una funcién
exclusivamente en el nicleo del parasito.

La purificacion via inmunoafinidad utilizando anticuerpos anti GFP ha sido
descrita previamente (Zhuang et al., 2008). Basados en estos antecedentes, en esta
Memoria de Titulo se procedi6é a purificar la endonucleasa AP recombinante TCAP1-

GFP en columnas de agarosa asociadas a proteina G unida covalentemente a un
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anticuerpo policlonal de raton anti-GFP. Ademas de una banda especifica, se observo un
importante nimero de otras proteinas, hecho que podria deberse a una degradacion de la
proteina de interés o a reacciones cruzadas de otras proteinas con el anticuerpo.

Estos resultados hacen evidente la importancia de utilizar un modelo celular de
expresion de caracteristicas filogenéticas similares a T. cruzi, para asegurar un adecuado
proceso de traduccién y de cambios post-traduccionales que lleven a la obtencién de
estas proteinas recombinantes posiblemente en estado funcional. Ademas, es necesario
que este sistema de expresion genere proteinas con marcadores moleculares que
permitan una mayor especificidad al momento de la purificacion, como el uso de
secuencias de polihistidinas, para asi asegurar la obtencidn de la proteina recombinante
pura (Loughran y Walls, 2011; Xu et al., 1998). Actualmente en el Laboratorio de
Biologia Celular y Molecular del Programa de Biologia Celular y Molecular del
Instituto de Ciencias Biomédicas de la Universidad de Chile se trabaja con un modelo
de expresion en Leishmania tarentolae, perteneciente a la misma familia de T. cruzi
(Trypanosomatidae), para expresar TCAP1 y TcAP2. Por otra parte, se realizd una
modificacion del vector pTREX de T. cruzi para incorporar una secuencia nucleotidica
codificante para una cola de 8 histidinas asociadas a las proteinas de fusion resultantes.
Esta vertiente experimental surgid, en gran medida, a partir de los resultados de la

presente Memoria.
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9 — RESUMEN DE RESULTADOS

1. Se logré insertar las secuencias codificantes para TCAP1 y TcAP2 de T. cruzi en
los vectores de expresion de P. pastoris, D. melanogaster y T. cruzi.

2. En el modelo de expresién de P. pastoris no se logra la expresion de las
endonucleasas AP recombinantes TCAP1 y TCAP2 de T. cruzi.

3. En el modelo de expresion de D. melanogaster sélo se obtiene una baja

expresion de la endonucleasa AP recombinante TCAP2 de T. cruzi.

4. En el modelo de expresion de T. cruzi se logra la expresion de las endonucleasas
AP recombinantes TcAP1-GFP y TcAP2-GFP de T. cruzi, asi como la
purificacion parcial de TCAP1-GFP.

5. TcAP1-GFP y TcAP2-GFP se localizan en el nacleo de los epimastigotes
recombinantes, indicando homologia estructural entre las endonucleasas

recombinantes y las enddgenas del parasito.

6. La purificacion mediante cromatografia de afinidad, utilizando proteinas
marcadas con GFP, no permite la obtencion pura de las proteinas de interés. Se
requiere de otro marcador molecular, actualmente en investigacion en el

laboratorio.
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10 - CONCLUSION

Para una correcta expresion de las endonucleasas AP TCAP1 y TcAP2 de T.
cruzi, se requiere de un modelo celular que comparta las caracteristicas celulares y
moleculares de la célula de origen. Ademas, el uso de GFP como marcador molecular
de estas endonucleasas permite su identificacién pero no la obtencién pura de estas

proteinas mediante cromatografia de afinidad.

Los resultados de esta Memoria de Titulo abrieron el camino para la obtencion de
proteinas recombinantes en T. cruzi, permitiendo la produccion, purificacién y ensayos
funcionales de diferentes enzimas importantes en la reparacion del DNA parasitario

frente a agresiones con agentes oxidantes.
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