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ABSTRACT

Trypanosoma cruzi, a parasitic protozoan, is the etiological agent of Chagas' disease, an
endemic pathology in Latin America. The transmission of the disease is produced by an infected
triatomine insect that upon feeding on mammalian blood, deposits feces with infective parasites
(trypomastigotes) which enter the mammalian body mainly through the skin wound produced by
the insect. Upon entering the body, parasites invade macrophages taking a round, replicative
form, the amastigote. After replication, amastigotes transform back to trypomastigotes that
invade heart, ganglia and other tissues. Drugs used for treatment of Chagas disease are only

active in acute infection and present collateral effects.

To establish a chronic infection some parasites must resist the oxidative damage to its
DNA exerted by oxygen and nitrogen free radical (ROS/RNS) generated by the host cells.
Survival may be achieved through parasite DNA repair, by the base excision repair pathway
(BER). Initiation of BER occurs by recognition of a damaged DNA base by a DNA glycosylase,
which catalyzes the hydrolysis of the N-glycosidic bond of the damaged deoxynucleotide,
creating an AP site. We studied the effect of TcNTH1 and TcOGG1 DNA glycosilases

overexpression in parasites exposed to oxidative stress.
Two lines of recombinants epimastigotes of T. cruzi TcCNTH1 and TcOGG1 was created.

Contrarily to human orthologous, both DNA glycosylases were found mainly in the
parasite nuclei. Epimastigotes submitted to hydrogen peroxide show no significant viability
differences between the wild type and the transfected parasites.

Our results confirm the presence of a canonical BER pathway in T. cruzi. As previously
observed in other eukaryote cells overexpression of DNA glycosylases do not increase cell
viability when submitted to oxidative species. Future aims will be to purify and characterize both

proteins.
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RESUMEN

Trypanosoma cruzi, es un parasito protozoo, agente etiologico de la enfermedad de
Chagas, patologia endémica en Latino América. La transmision de esta enfermedad es producida
por un insecto vector triatomino que, luego de alimentarse de la sangre de un mamifero, deposita
sus deyecciones con las formas infectivas del parasito (tripomastigotes) las que ingresan al
torrente sanguineo a través de la lesion cutadnea generada por el insecto. Una vez dentro, el
parésito invade macrdfagos y se divide al adoptar la forma amastigote. Luego de replicarse, los
amastigotes retoman nuevamente la forma de tripomastigotes, se liberan del macréfago y por via
sanguinea o linfatica invaden corazdn, ganglios y otros tejidos. Las drogas usadas para el
tratamiento de la enfermedad de Chagas son efectivas durante la fase aguda de la infeccion; sin
embargo, su efectividad es s6lo parcial en la enfermedad crénica y generan diversos efectos

secundarios.

Para establecer una infeccion cronica, algunos parasitos resisten el estrés oxidativo y
reparan el dafio al DNA, generado por especies reactivas del oxigeno y del nitrogeno (ROS/RNS)
producidas por las células del sistema inmune del hospedero. La sobrevida de los parésitos se
relacionaria con la capacidad de reparacion del DNA, donde la via de reparacion por escision de
bases (BER) juega un rol fundamental. En el inicio de esta via participan DNA glicosidasas que
reconocen bases nucleotidicas alteradas en el DNA, catalizando la hidrélisis del enlace N-
glicosidico, originando un sitio abasico apurinico/apirimidinico. En esta memoria de titulo se
determind el efecto de la sobreexpresion de las DNA glicosidasas TcNTH1 and TcOGGL1 en

epimastigotes expuestos a estrés oxidativo.

Se crearon dos lineas de epimastigotes de T. cruzi recombinantes para las glicosilasas
TcNTH1 y TcOGG1

A diferencia de lo descrito para enzimas ortélogas de humanos, ambas DNA glicosidasas
fueron localizadas principalmente en el nacleo del parésito. Por otra parte, no se evidenciaron
diferencias significativas en la viabilidad de epimastigotes transfectados y controles expuestos a

peroxido de hidrogeno.

Nuestros resultados confirman la presencia de la via BER en T. cruzi. Como ha sido

observado en estudios realizados en células de otros organismos eucariontes, la sobrexpresion de
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DNA glidosidasas no incrementa la viabilidad celular frente a agentes oxidantes. En un futuro
cercano se espera purificar y caracterizar ambas DNA glicosidasas, asi como estudiar la
viabilidad de tripomastigotes transfectados.
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1- INTRODUCCION

Trypanosoma cruzi, agente causal de la enfermedad de Chagas, es un protozoo
hemoflagelado, que presenta un ciclo de vida indirecto con tres formas celulares: epimastigote,
forma extracelular replicativa y no infectiva, presente en el intestino medio de los vectores
triatominos; tripomastigote, forma no replicativa e infectiva, que se encuentra tanto en el vector
como en hospederos mamiferos y finalmente, la forma amastigote, intracelular replicativa, solo

presente en hospederos mamiferos.

Durante su ciclo de vida, T. cruzi estd sometido a la accion de especies reactivas de
oxigeno y nitrdgeno (ROS/RNS), que pueden afectar su DNA en sus tres formas celulares. No
obstante, el parasito sobrevive a la accion de estos agentes oxidantes. En eucariontes recientes, el
principal mecanismo de reparacion de dafio oxidativo del DNA es la via de escision de bases
(BER), donde las enzimas DNA Glicosidasas NTH1 y OGG1 son fundamentales en la deteccion
y remocion de bases oxidadas.

El clonamiento y sobreexpresion de estas glicosidasas ha sido ampliamente estudiado en
eucariontes. Indagaciones realizadas en células linfoblastoides TK6 sefialan que la
sobreexpresion de NTH1 o OGG1 incrementa su sobrevida frente a la exposicion a H,O,. En
células SH-SY5Y de neuroblastoma humano tratadas con ROS, la sobreexpresion de OGG1
determina una reduccion en el nivel de dafio al DNA nuclear, sin un incremento de la sobrevida
celular. Estos resultados sugieren que la participacién de las DNA glicosidasas en la sobrevida
celular, luego de exposicién a agentes que dafian el DNA, puede variar dependiendo del tipo de

célula y del agente genotoxico utilizado.

En T. cruzi no hay estudios disponibles relacionados a ambas DNA glicosidasas.
Mediante el uso del software “Clustal-W2” y “BLAST” y utilizando la base de datos del U.S
National Library of Medicine, National Institutes of Health PubMed, se identificaron las
secuencias génicas y aminoacidicas hipotéticas para TCNTH1 y TcOGGL1 de T. cruzi, ortélogas
de NTH1 y OGG1 humanas.

Con los antecedentes sefialados, en esta Memoria de Titulo se propone que: “La
sobreexpresion de las proteinas TcNTH1 y TcOGGL1 en epimastigotes de T. cruzi incrementa la

sobrevida frente a exposicion con H,O,”. Los resultados de esta Memoria proporcionaran
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informacion sobre nuevas enzimas que podrian considerarse como posibles blancos para la

inhibicion de la reparacion del DNA dafiado en este parasito.

2- REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 EPIDEMIOLOGIA

La tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas, descrita por primera vez en 1909
por Carlos Ribeiro Justino Chagas, es una parasitosis endémica en América Latina. Se estima que
aproximadamente 10 a 15 millones de individuos estan infectados y cerca de 75 a 90 millones
estan en riesgo de contraer la infeccion (Coura, 2007; Yun et al., 2009). Es la cuarta causa de
muerte por parasitosis en Latinoamérica donde cada afio se reportan alrededor de 41.000 casos
nuevos y 43.000 defunciones asociadas a la patologia (WHO, 2007; Dias, 2007; Abramson et al.,
2005).

La enfermedad de Chagas presenta una amplia distribucion geogréfica, extendiéndose
desde el sur de los E.E.U.U. al sur de Argentina y Chile. Sin embargo, ha sido descrita en
Canada, Europa, Japon y otras regiones no endémicas debido fundamentalmente a migraciones
de individuos infectados (Tanowitz et al., 2011; Prata, 2001)

En Chile, el area endémica de la enfermedad abarca desde la Regién de Arica-Parinacota
hasta la Region del Libertador General Bernardo O’Higgins, incluyendo la Region Metropolitana.
Se estima que la poblacion expuesta es de aproximadamente 850.000 personas con alrededor de
120.000 habitantes infectados, principalmente en la region de Coquimbo donde se report6 el 56%

de los casos a nivel nacional (Minsal, 2012; Apt et al., 2008).

La transmisién del parasito es principalmente a través de insectos vectores hematéfagos
de la subfamilia Triatominae (Teixeira et al., 2008). En Chile, se ha descrito la existencia de dos
vectores triatominos involucrados en la transmisién de T. cruzi: Triatoma infestans, que presenta
un ciclo de vida peri domiciliario y Mepraia spinolai, de ciclo de vida silvestre. Ademas, se ha
descrito la presencia de dos especies mas de triatominos en el pais, también de ciclo de vida
silvestre: Mepraia gajardoi, que habita las playas y desiertos costeros de la primera y segunda
region (Carvajal et al., 2007) y Mepraia parapatrica, que se encuentra en el norte de Chile
(Minsal, 2012).
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Desde el afio 1991 en Chile se encuentra en ejecucion del Programa Nacional de Control
del Vector abocado a la eliminacion domiciliaria de T. infestans. Sin embargo, se ha observado
que a medida que disminuye la poblacion de vectores domésticos, los vectores silvestres cobran
mayor importancia epidemioldgica. En relacidn a esto, investigaciones realizadas en M. gajardoi,
indican la presencia de T. cruzi en el 19,2% de los ejemplares capturados en el litoral de la ciudad

de Arica, similar a lo observado anteriormente para M. spinolai (Carvajal et al., 2007).

2.2 ETIOLOGIA

El agente causal de la enfermedad de Chagas es el protozoo hemoflagelado T. cruzi,
perteneciente al orden Kinetoplastidae, familia Trypanosomatidae. Este orden es uno de los mas
antiguos en la evoluciéon de eucariontes, estimandose su aparicion en el planeta hace 2000
millones de afios (Cavalier-Smith, 1993). Otras especies pertenecientes a la familia
Trypanosomatidae también se han relacionado a patologias de gran importancia para la medicina
humana y animal como la Enfermedad del suefio o Tripanosomiasis Africana producida por
Trypanosoma brucei y la Leishmaniasis (De Souza, 2002).

En una primera instancia T. cruzi se clasificd en dos grandes grupos o linajes: Linaje | o
TCI que participa en el ciclo de vida silvestre del parasito, afectando a mamiferos pequefios y
marsupiales de vida libre, y Linaje 1l o TCII que a su vez tiene cinco subgrupos ordenados de la
“a” a la letra “e”. Este Ultimo linaje desarrolla un ciclo de vida doméstico, siendo el principal
agente causal de la enfermedad de Chagas en humanos (Rozas et al., 2008). Los linajes Tcl y
Tcllb serian los més antiguos. Los linajes Tclla, Tcllc, Tclld y Tclle tendrian su origen en
hibridaciones generadas a lo largo de la evolucion del paréasito (Teixeira et al., 2006).
Actualmente, por consenso del segundo simposio satélite de nomenclatura de T. cruzi realizado
en agosto de 2009 en Buzios, Brasil se definio la siguiente clasificacion: Tcl (antes Tcl), Tcll
(antes Tcllb), Tclll (antes Tcllc), TclV (antes Tclla), TcV (antes Tclld), TcVI (antes Tclle)
(Zingales et al., 2009). No se ha establecido una correlacion definitiva entre la severidad de la
enfermedad y el linaje del paréasito, pero si una correlacion entre las manifestaciones clinicas y la

zona geografica donde fueron infectados los pacientes (Rassi et al., 2010).
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2.3 SIGNOS CLINICOS Y MANIFESTACIONES DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

La enfermedad de Chagas cursa en 3 fases progresivas: fase aguda, indeterminada y
cronica. La fase aguda generalmente es asintomatica o con sintomas variable, como fiebre, dolor
de cabeza, anorexia, malestar, mialgia, debilidad, nduseas, vomitos y diarrea (Prata, 2001). Puede
afectar individuos de cualquier edad, sin embargo la mayoria de los casos se diagnostican en
personas de hasta 15 afios, con una mayor frecuencia entre los 1 a 5 afios de edad. Un 3% de los
pacientes que cursan esta fase presentan una reaccion inflamatoria local caracteristica conocida
como chagoma de inoculacion. Si el ingreso del parasito ocurre a través de la conjuntiva ocular
puede presentarse un edema bipalpebral unilateral indoloro caracteristico conocido como “signo
de Romana” (Bern, 2011; Rassi et al., 2010). Por otra parte, en casos extremos los sujetos
infectados pueden cursar una miocarditis aguda que generalmente conduce a la muerte (WHO,
2002). El periodo de incubacion, luego de la inoculacion de T. cruzi, es de 1 a 2 semanas, siendo
posible la deteccion de parasitos en la sangre. Luego de 4 a 8 semanas, la replicacion parasitaria
es controlada por el sistema inmune del hospedero, disminuyendo la parasitemia a niveles

indetectables por microscopia (Bern, 2011).

En la fase indeterminada de la enfermedad no se evidencian sintomas y puede tener una
duracion variable de meses a afios. Un 30-40% de los pacientes que cursan esta fase progresan
hacia la fase crdnica, la cual se manifiesta generalmente con fallas multiorganicas que por lo

habitual incluyen alteraciones cardiacas y digestivas (Prata, 2001).

Las manifestaciones clinicas mas caracteristicas de la fase cronica de la enfermedad de
Chagas son la cardiomiopatia, falla cardiaca, arritmias y tromboembolismo. La cardiomiopatia
chagasica es la consecuencia clinica mas importante de la infeccion con T. cruzi, manifestdndose
generalmente 10 a 20 afios luego de la fase aguda. Por otra parte, algunos pacientes chagasicos
cronicos pueden desarrollar la forma digestiva de la patologia, ocasionada por la destruccién de la
inervacion autondmica entérica. Las anomalias méas frecuentes en este tipo de cuadros son

megaesofago y megacolon (WHO, 2002).

Se ha observado que pacientes inmunodeprimidos (como individuos VIH positivo)

desarrollan una de las formas mas severas de la enfermedad, presentando signos neurologicos,

16



cardiacos y en algunos casos, abscesos cerebrales. En este tipo de pacientes existe riesgo de
reagudizacion de la enfermedad debido a la reactivacion de la replicacion de amastigotes
persistentes en algunos tejidos (Rassi et al., 2010).

2.4 CICLO DE VIDA

T. cruzi presenta un ciclo de vida indirecto (Figura 1), requiriendo la participacion de un
insecto hemato6fago triatomino y un hospedero mamifero, incluyendo al hombre. El ciclo de vida
domiciliario se presenta preferentemente en areas rurales y se inicia cuando el hospedero
triatomino infectado se alimenta de la sangre de un mamifero. Concomitantemente deposita sus
deyecciones conteniendo la forma celular tripomastigote metaciclico de T. cruzi (forma no
replicativa e infectiva). Estos penetran al mamifero por el sitio de la picadura, facilitado por el
rascado del paciente y las enzimas proteoliticas contenidas en la saliva del insecto hematdfago.
En el mamifero, los tripomastigotes colonizan primariamente macrofagos y otros leucocitos.
Durante la invasion a la célula hospedera, el tripomastigote es incorporado en una vesicula
parasitdfora, de la cual escapa al citoplasma donde se diferencia a amastigote (forma replicativa,
intracelular). Luego de una serie de divisiones, los amastigotes se diferencian a tripomastigotes
sanguineos que, mediante citolisis son liberados nuevamente a la sangre infectando diversos
tejidos como miocardio, musculo esquelético, musculo liso visceral y células de la glia del
sistema nervioso central (Andrade y Andrews, 2005). Cuando un triatomino se alimenta de un
mamifero infectado adquiere las formas tripomastigotas que en el intestino medio del insecto
hematofago se diferencian a epimastigotes (forma extracelular, replicativa, no infectiva).
Finalmente, los epimastigotes, al alcanzar el tracto digestivo posterior del triatomino, se
diferencian a tripomastigotes metaciclicos, cerrando el ciclo de vida de T. cruzi (Bern, 2011;

Tyler y Engman, 2001).

Ademas de la transmision vectorial, existen otros mecanismos de transmision del parasito
como las transfusiones sanguineas, la via transplacentaria, el trasplante de 6rganos, la via oral y

los accidentes de laboratorio (Tyler y Engman, 2001).
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Triatomine vector takes a blood meal
and ingests trypomastigotes
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Figura 1: Ciclo de vida para T. cruzi (Bern, 2011).

2.5 DIAGNOSTICO

La eleccién del método de diagnostico para la enfermedad de Chagas se determina
normalmente segun la fase en que se encuentre el paciente. En individuos que cursan la fase
aguda el método de eleccidn es la observacién microscdpica directa de tripomastigotes en sangre
no-coagulada o bien, deteccion del parasito en frotis sanguineo tefiido con Giemsa. Ademas, es
posible diagnosticar la enfermedad por deteccién indirecta de parasitos mediante
xenodiagndstico. Para tales efectos, insectos triatominos libres de patégenos (criados en el
laboratorio) se alimentan de la sangre del individuo a diagnosticar, analizdndose posteriormente,

el tracto intestinal del vector en busca de formas parasitarias (Rassi et al., 2010).
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El diagnostico de individuos que cursan la fase cronica se basa en la deteccion de
Inmunoglobulinas G especificas anti T. cruzi (WHO, 2007). Las pruebas mas empleadas son
fijacion del complemento, hemaglutinacién 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
a un paciente. También es posible detectar el DNA parasitario en la sangre del paciente mediante
la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Rassi et al., 2010).

2.6 CONTROL Y PREVENCION

La erradicacion de la enfermedad de Chagas resulta practicamente imposible, pues es una
zoonosis que cuenta con una gran cantidad y diversidad de insectos vectores asi como de
hospederos mamiferos. La ausencia de drogas que reduzcan incluso parcialmente las
posibilidades de transmision y la ausencia de una vacuna, hacen que el Unico método efectivo sea
el control de los vectores mediante el uso de insecticidas. Los programas de prevencion de la
transmision se basan en la fumigacion de viviendas con insecticidas de efecto residual y en la
vigilancia continua de su re-infestacion. Los piretroides sintéticos son de eleccion por tener baja
toxicidad en humanos y una alta capacidad triatomicida, ademas de una accion repelente. A esto
debe sumarse el mejoramiento de las condiciones de viviendas para hacer mas dificil la
colonizacion de vectores intradomiciliarios, disminuyendo las posibilidades de interaccion entre
humanos y triatominos (WHO, 2007).

2.6b TRATAMIENTO

Actualmente existen dos medicamentos utilizados contra T. cruzi, Nifurtimox y
Benznidazol. Sin embargo, la baja eficacia de éstos para el tratamiento de la fase crénica de la
enfermedad y los diversos efectos colaterales indeseados que generan, evidencian la necesidad de
desarrollar nuevas drogas més eficientes en la eliminacion del parésito y mas inocuas para el

paciente (Urbina y Docampo, 2003).
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Benznidazole es usualmente mejor tolerado y es considerado por muchos expertos como
el tratamiento de primera linea, no obstante algunos pacientes toleran mejor nifurtimox. Ambas
drogas estan contraindicadas durante la gestacion, asi como en individuos con fallas hepaticas o
renales (Rassi et al., 2010). Pacientes con cardiomiopatia avanzada, especialmente aquellos con
falla cardiaca congestiva pobremente compensada, no son candidatos para el tratamiento, pues
este no soluciona las alteraciones cardiacas estructurales, y mas aun las drogas generalmente son

muy mal toleradas (Bern, 2011).

El estudio y desarrollo de nuevos farmacos que tengan la capacidad de ser utilizados en
terapias mas cortas y con menos efectos colaterales aun se encuentra en desarrollo. Sin embargo,
esta area de investigacion es costosa y poco rentable por ser una enfermedad asociada al
subdesarrollo. A consecuencia de esto las empresas farmacéuticas se han enfocado en la
investigacion de enfermedades que generen mayor retribucién de acuerdo a su inversion (WHO,
2007).

3- T. cruzi Y ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO Y NITROGENO.

En mamiferos, la resistencia a T. cruzi es dependiente de la activacion de células del
sistema inmune innato. En respuesta a patdgenos, tanto macréfagos como neutréfilos pueden
producir gran cantidad de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno (ROS/RNS), que incluyen
02" y 6xido nitrico (NO-).. 02" puede reaccionar con NO- y producir peroxinitrito (NOO-),
agente generado comunmente por macréfagos como primera linea de defensa durante la
fagocitosis (Hogg et al., 1992). Ademas, O2" 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).
Por tales motivos, los parasitos protozoarios han desarrollado diversos mecanismos para evadir la

respuesta inmune antiparasitaria (Zambrano-Villa et al., 2002).

Las tres formas de T. cruzi se encuentran expuestas a ROS/RNS. Asi, dentro del intestino
de los vectores artropodos, los epimastigotes se enfrentan a moléculas resultantes de la
degradacion del grupo hemo. El catabolismo del grupo hem puede generar ROS debido a la
liberacion de ion ferroso que, mediante la reaccion de Fenton (en presencia de H,O,) genera altas
concentraciones de radicales OH." (Paes et al., 2011; Graca-Souza et al., 2006).
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Por otra parte, en el inicio de la infeccion parasitaria los tripomastigotes infectan
macrofagos, incorporandose en una vesicula parasitofora en la cual se ensamblan las diferentes
subunidades del complejo NADPH oxidasa. Este complejo es capaz de producir altas
concentraciones de O2™ (Piacenza et al., 2009). Aniones superéxidos pueden generar H,O, por
dismutacion espontanea o catalizado por la enzima superoxido dismutasa (SOD) (Paes et al.,
2011). Por otra parte, en el hospedero mamifero los tripomastigotes son reconocidos por
receptores tipo Toll (TLR2 y TLR9) presentes en células dendriticas y macrofagos. La activacion
de estos receptores induce la expresion de IL-12, TNF-a e INF-y (Sibley, 2011) que favorece la
expresion de oxido nitrico sintasa inducible (iNOS) en macrdfagos con la consecuente generacion
de NO. Esta molécula difunde desde el citoplasma hacia el interior de la vesicula parasitofora
reaccionando con O2-" llevando a la formacion de NOO-~ (Aliberti et al., 2001; Machado et al.,
2000; Piacenza et al., 2009). No obstante, la infeccion puede ser controlada, pero no eliminada
por el sistema inmune, estableciéndose las fases indeterminada y cronica de la enfermedad de
Chagas (Piacenza et al., 2009).

Finalmente, estudios recientes indican que cardiomiocitos infectados crénicamente con T.
cruzi presentan un estado de estrés oxidativo persistente (que afectaria a amastigotes) atribuible a
dos procesos: un importante grado de infiltrado inflamatorio en el miocardio y una disfuncion

mitocondrial que afecta a los cardiomiocitos parasitados (Zacks et al., 2005; Gupta et al., 2009).

3.1- VIADE REPARACION DEL DNA POR ESCISION DE BASES

En la literatura se ha descrito recientemente que los agentes oxidantes son capaces de
originar dafio del DNA nuclear y del kinetoplasto de T. cruzi (Cabrera et al., 2011). En
organismos eucariontes, la via de reparacion por escisién de bases (BER) es uno de los
principales mecanismos de reparacion de dafio oxidativo del DNA (Figura 2). En mamiferos, se
han descrito dos sub-vias de BER: la via corta, que repara solo el nucleétido dafiado y la via larga
de BER, que repara el nucledtido dafiado mas fragmentos de uno o mas nucleotidos aledafios
(Kumar et al., 2011). Ambas vias comparten un inicio comun, donde una DNA glicosidasa
especifica como OGG1 o NTH1 detecta la base dafiada y la elimina mediante el corte del enlace

N-glicosidico que une la base y la pentosa, generando un sitio apurinico/apirimidinico (AP) o
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sitio abésico. EIl residuo azlcar/fosfato remanente es reconocido por una endonucleasa
apurinico/apirimidinica (endonucleasa AP) que corta el enlace 5° fosfodiester del sitio AP,
generando un extremo 3’ OH libre. Este Gltimo sirve de sustrato para una DNA polimerasa B que
incorporara el nucledtido correspondiente mediante complementariedad de bases (Robertson et
al., 2009). La DNA polimerasa [ ademdas presenta actividad AP liasa o deoxiribosa
fosfodiesterasa que permite la eliminacion del remanente de azUcar/fosfato mediante corte del
enlace 3’ fosfodiester, proceso denominado f-eliminacion. Esta actividad AP liasa es realizada
muchas veces por algunas DNA glicosidasas bifuncionales (Ide y Kotera, 2004; Robertson et al.,
2009). Una vez que se ha agregado el nucleétido 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 DNA polimerasas B, 6 o € que se
asocian al antigeno nuclear de células en proliferacién (PCNA) agregando méas de un nucle6tido
en la reparacion. Paralelamente, se genera un remanente de nucleotidos, conocido como alerén o
flap, a medida que la DNA polimerasa agrega nuevos nucleétidos. Esta cadena es reconocida por
una Flap endonucleasa 1 (FEN1), que realiza la B-eliminacion, permitiendo de esta manera que
una DNA ligasa termine la reparacion del DNA (Robertson et al., 2009). No se conocen los

mecanismos moleculares relacionados a la eleccion de una u otra sub-via.

Hasta la fecha, se ha descrito la presencia y actividad de algunas proteinas involucradas en
la via BER en T. cruzi, por ejemplo Uracil DNA glicosidasa (UDGasa) (Farez-Vidal et al., 2001).
También, se ha sefialado la presencia del gen APE1 (TcAPL1) en este parasito (Pérez et al., 1999).
Ademas, se ha mostrado que metoxiamina, compuesto que inhibe irreversiblemente la via BER,
se relaciona a una disminucion de la viabilidad de epimastigotes y tripomastigotes expuestos a
ROS/RNS. Estos resultados sugieren que en ambas formas celulares existe actividad relacionada

con la via BER para la reparacion del DNA (Cabrera et al., 2011).

De las enzimas que participan de la via BER, las DNA glicosidasas son cruciales pues: a)
son las enzimas iniciales de la via, encargadas de reconocer las bases nucleotidicas dafiadas
(Zarkov, 2008); b) se ha propuesto que probablemente el tipo de DNA glicosidasa se relacione en

la eleccion de la su-via corta o larga de BER (Fortini et al., 1999).
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Figura 2.- Via corta y larga de reparacion del DNA por escision de bases (BER).
(Hoeijmakers, 2001)

3.2- DANO OXIDATIVO AL DNA Y DNA GLICOSIDASAS

Como se mencion0 previamente, las DNA glicosidasas involucradas en la via BER se
clasifican como mono funcionales (aquellas que solo eliminan la base modificada), o
bifuncionales (aquellas que también poseen actividad AP liasa). Indagaciones efectuadas en

celulas humanas sefialan que las bases oxidadas son reconocidas y eliminadas por DNA
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glicosidasas de la familia Nei-like (NEIL1 y NEIL2) y DNA glicosidasas de la familia NTH,
fundamentalmente OGG1 y NTHL1 (Zarkov, 2008). NTHL1 es especifica para la remocion de bases
pirimidicas oxidadas como 5,6-dihidroxi-5,6-dihidrotimina (timina glicol), 5-hidroxicitosina y
dihidrouracilo. A su vez, OGGL1 es responsable de la reparacion de productos de oxidacion de
guaninas como  7,8-dihidro-8-oxoguanina  (8-0xoG) y  2,6-diamino-4-hidroxi-5-
formamidopirimidina (FapyG). En el genoma de T. cruzi se identificaron las secuencias de los
genes que codifican para las proteinas TCNTH1 y TcOGG1, ort6logas de hNTH1 y hOGG1 de
humano, respectivamente. Sin embargo, no se identificaron secuencias ortdlogas para DNA

glicosidasas de la familia Nei-like.

Estudios realizados por Lu et al. (2004) demostraron que la sobreexpresion de OGGL1 en
células SH-SY5Y de neuroblastoma humano reduce el nivel de dafio al DNA nuclear, pero no
incrementa la sobrevida celular luego de tratamientos con ROS. En contraste, la sobreexpresion
de OGG1 o NTH1 en células linfoblastoides TK6 disminuye la viabilidad celular luego de
tratamientos con radiacion gamma, pero incrementa significativamente la sobrevida frente a la
exposicion con H,O, (Yang et al., 2006). De manera similar, la sobreexpresion de OGG1 en
mitocondrias de fibroblastos de raton incrementa la viabilidad celular luego de exposicion a ROS
(Rachek et al., 2002). Estos resultados sugieren que la participacion de las DNA glicosidasas en
la sobrevida celular, luego de exposicion a agentes que dafian el DNA, puede variar dependiendo
del tipo de célula y del agente genotoxico utilizado. En T. cruzi no hay datos disponibles en
relacion a las consecuencias de la sobreexpresion estas enzimas. Esta memoria de titulo propone
estudiar la sobrexpresion de las proteinas TCNTH1 y TcOGG1 en epimastigotes de T. cruzi y su
efecto en la sobrevida frente al estrés oxidativo. Estos resultados proporcionarian informacién
sobre nuevas enzimas que pueden considerarse como posibles blancos para la inhibicion de la

reparacion del DNA dafiado en este parasito.
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4- HIPOTESIS

La sobreexpresion de las proteinas TCNTH1 y TcOGG1 en epimastigotes de T. cruzi

incrementa la sobrevida frente a exposicion con H,0,.

5- OBJETIVO GENERAL

Estudiar la participacion de las proteinas TCNTH1 y TcOGGL1 de T. cruzi en la resistencia
a especies reactivas del oxigeno.

6- OBJETIVOS ESPECIFICOS

6.1 - Detectar y aislar las secuencias de DNA codificantes para TcCNTH1 y TcOGG1 de T.

cruzi.

6.2 - Generar vectores de clonamiento para bacterias y vectores de expresion para T. cruzi con
las secuencias de DNA codificantes para TCNTH1 y TcOGG1.

6.3 - Generar lineas de epimastigotes de T. cruzi recombinantes para los genes TcNTH1 y
TcOGGL1.

6.4 - Evaluar la viabilidad de los epimastigotes transfectados con los constructos pTREX-
GFP-TcNTH1 y pTREX-GFP-TcOGG1 sometidos a diferentes concentraciones de H,O,.
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7- MATERIAL Y METODOS

7.1 — Amplificacién de las secuencias de DNA codificantes para TCNTH1 y TcOGG1 de T.

cruzi.

7.1.1 - Cultivo de epimastigotes y obtencion de DNA gendmico de T. cruzi.

El cultivo de epimastigotes de T. cruzi (clon Dm28c) se realiz6 en medio Diamond
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), hemina 75uM y antibi6ticos (penicilina 75

U/ml y estreptomicina 75 pg/ml), mantenidos a 28°C.

La extraccion del DNA total de epimastigotes se realizo utilizando el kit DNeasy Blood &
Tissue Kit (QIAGEN), segun las instrucciones del fabricante. EI DNA se cuantificé mediante

fluorometria utilizando el kit Quant-iT™ DNA BR Assay (Invitrogen).

7.1.2 - Amplificacion de las secuencias de TCNTH1y TcOGGL1.

Para la obtencion de los amplificados de secuencias de DNA codificantes para la proteina
TcNTH1 (756 pb) y TcOGG1 (1461 pb) se empled la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), utilizando DNA total de T. cruzi como DNA molde. Los partidores
especificos de ambos genes se elaboraron a partir de secuencias obtenidas en bases de datos de
internet NCBI GenBank (AB001575.1) para TcNTH1, y GenBank (NM_002542.5) para
TcOGG1, agregando fragmentos nucleotidicos con sitios de corte para enzimas de restriccion
Xba I (en rojo) o Hind Il (en azul). Los ciclos termales utilizados fueron: 5 minutos de
denaturacion a 95°C, seguidos de 20 ciclos de 30 seg a 95°C, 30 seg a 63°C y 90 seg a 72°C.
Posteriormente, se aplicaron 20 ciclos de 30 seg a 95°C y 90 seg a 72°C. La extensién final fue
de 5 min a 72°C. La visualizacion de los fragmentos génicos amplificados se realizé en geles de
agarosa 1% p/v en tampdn TBE pH 8,0, tefiidos con bromuro de etidio.

Partidores para la secuencia codificante de TCNTH1:

Sentido: GCTCTAGAATGAAGAAGCATGCGTTCAAGC (Xba I)
Antisentido: CCCAAGCTTCCGGGTATCGACATCTTCGAT (Hind 111)

Partidores para la secuencia codificante de TcOGG1
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Sentido: GCTCTAGAATGTATTTTGCTATGCAATGGAGT (Xba I)
Antisentido: GCTCTAGAGTTGTCTCTTTGCCCTCTTCG (Xba I)

7.2 — Insertarcion de las secuencias de DNA codificantes para TcNTH1 yv TcOGG1 en

vectores de clonamiento para bacterias vy vectores de expresion para T. cruzi.

7.2.1 Clonamiento de amplificados de las secuencias de TcNTH y TcOGGL1 en el vector de
clonamiento pGEM-T easy.

Los amplificados de DNA codificantes para las proteinas TcNTH1 y TcOGGL1 fueron
purificados con el kit SV Gel and PCR Clean-Up System® (Promega, Chile) e insertados en el
vector de clonamiento pGEM-T easy (Promega, Chile), segun protocolos del fabricante. Los
constructos obtenidos se usaron para electroporar bacterias E. coli cepa JM109, las que se
cultivaron en placas Petri con medio LB agar-ampicilina, afiadiendo el inductor isopropil-1-tio-b-
D-galactopiranésido (IPTG) y el cromdgeno acoplado a galactosa X-Gal. La seleccion de clones
positivos se realiz6 mediante colorimetria y la técnica de PCR de colonias. Los constructos

obtenidos fueron finalmente sometidos a secuenciacién automatica de DNA.

7.2.2 - Clonamiento de amplificados de las secuencias de TcCNTH1 y TcOGG1 en el vector
de expresion pTREX-GFP especifico para T. cruzi.

Se utilizé el vector de expresion pTREX-GFP de T. cruzi, el cual genera una proteina de
fusion con la proteina fluorescente verde (GFP). Mediante PCR se amplificé la secuencia
codificante para TcNTH1 y TcOGG1 utilizando los partidores descritos previamente y DNA
molde de los constructos obtenidos en 6.1.1. Se utilizaron partidores que incluyen fragmentos
nucleotidicos con sitios de corte para enzimas de restriccion Hind 111 'y Xba | para TcNTH1 y Xba
| para TcOGG1. La visualizacion de los fragmentos génicos amplificados se realiz6 en geles de
agarosa al 1% p/v en tampon Tris-acetato-EDTA (TBE) pH 8,0, tefiidos con bromuro de etidio.
Los amplificados fueron purificados con el kit SV Gel and PCR Clean-Up System® (Promega,
Chile) y cortados con las enzimas de restriccion mencionadas durante 18 horas a 37°C. Los
fragmentos obtenidos fueron ligados en el vector pTREX-GFP, previamente cortado con las
mismas enzimas de restriccion. Los constructos obtenidos fueron utilizados para electroporar

bacterias E. coli cepa BL21, las que se cultivaron en placas de Petri con medio LB agar-
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ampicilina. La seleccion de clones positivos se realizd mediante la técnica de PCR de colonias y
digestion con las enzimas de restriccion correspondientes para la observacion de la liberacion de
los fragmentos de DNA codificantes para TcNTH1 y TcOGG1 en geles de agarosa. Los
constructos pTREX-TcNTH1-GFP y pTREX-TcOGG1-GFP generados fueron purificados desde
cultivos de bacterias transformadas utilizando el kit QlAprep Spin Miniprep® (QIAGEN, Chile),
segun instrucciones del fabricante. Ambos constructos fueron sometidos a secuenciacion

automatica de DNA para evaluar el correcto marco de lectura.

7.3 - Transfeccion y seleccion de epimastigotes de T. cruzi con los constructos pTREX-

TcNTHI1-GFPy pTREX-TcOGG1-GFEP.

Epimastigotes de la clon Dm28c se transfectaron con los plasmidios pTREX-TCNTH1-
GFP y pTREX-TcOGG1-GFP, generados en 6.2.2. Para tales propdsitos, los parésitos se
contaron en camara de Neubauer y lavaron una vez en Buffer fosfato salino (PBS) estéril. Los
parasitos se resuspendieron en medio de electroporacion (120 mM KCI, 0.15 mM CaCl,, 10 mM
K,HPO4, 25 mM Hepes, 2 mM EDTA, 5 mM MgCl,, pH 7.6) a una concentracion de 1x10°
parasitos/ml. Posteriormente, 400 pl de epimastigotes resuspendidos se incubaron con 50-100 ug
de cada plasmidio y electroporados a 0.3kV y 500uF en dos pulsos, separados por un intervalo de
10 seg. Inmediatamente, los parasitos se transfirieron a medio Diamond suplementado con 20%
suero fetal bovino (SFB) e incubados durante 48 hrs a 28°C. Transcurrido este tiempo, el medio
de cultivo se cambié por medio fresco conteniendo 250 pg/ml del antibidtico G418, con el
objetivo de seleccionar los paréasitos que insertaron el vector en su genoma. Esta concentracion de

antibidtico se mantuvo hasta la segunda semana y luego se aumenté a 400 pg/ml.

La comprobacién de la expresion de cada proteina se realiz6 mediante visualizacion
directa mediante microscopia de fluorescencia y ensayos de western blot (Ma y Shieh, 2006) en
homogeneizados de proteinas totales de los parésitos, utilizando un anticuerpo primario
monoclonal anti-GFP de raton y anticuerpos secundarios anti-raton conjugados a peroxidasa de

rabano. El revelado se realizé mediante quimioluminiscencia.
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7.4 Evaluacion de la viabilidad de los epimastigotes transfectados con los constructos

pTREX-TcNTH1-GFP vy pTREX-TcOGG1-GFP sometidos a diferentes concentraciones de

H20,.

Para evaluar el efecto de la sobreexpresion de TcNTH1 y TcOGG1 en epimastigotes de T.
cruzi, 12 millones de parasitos/ml fueron tratados con diferentes concentraciones de H,O, (0,
200, 500 y 1000 pM) durante 30 min a 28°C. Posteriormente, se incubaron en medio fresco
durante 4 horas para permitir su recuperacion (reparacion del DNA). El efecto de los diferentes
tratamientos sobre la viabilidad celular se evalu6 mediante la reduccion mitocondrial de sales de
tetrazolium o MTT ((3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) a formazéan,
que tiene un color pdrpura y cuya absorbancia es directamente proporcional al nimero de células
vivas en el medio. La intensidad del color se midié a 570 nm en un lector de microplacas
(Cabrera et al., 2011).

7.5 Anéalisis estadisticos.

Los resultados obtenidos en cada experimento se analizaron estadisticamente con el
software GraphPad Prism versién 5.0. En todos los casos los resultados representan el promedio
de 3 experimentos + el error estdndar de la media. Se aplicé andlisis de varianza (ANDEVA) para
comparar multiples tratamientos y luego se realizd un analisis con la correccion de Bonferroni
para multiples comparaciones, a fin de determinar los tratamientos que presenten diferencias

significativas.
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8 — RESULTADOS

En primer lugar, se realizd un alineamiento entre la secuencias aminoacidicas descritas
para hNTH1 (GenBank accession Y09687.1) y hOGG1 (GenBank accession NM_016821) de
Homo sapiens y las secuencias aminoacidicas putativas de TcNTH1 (GenBank accession
XM_803270.1) y TcOGG1 (GenBank accession XM_816703) determindndose una identidad de
35,49% vy 20.29 % respectivamente (Figuras 3 y 4). Ademas, aplicando esta metodologia, se
pudo establecer que los residuos aminoacidicos lisina 249 y &cido aspartico 268 participantes del

sitio catalitico de hOGG1, estan conservados en TcOGG1.

Paralelamente, utilizando el software Phyre versién 0.2 (Imperial College of Science
Tecnology and Medicine), se realiz6 modelamientos 3D para TcNTH y TcOGG1 basados en la
cristalografia de las glicosidasas hNTH1 y hOGGL1 de origen humano, mostrando concordancia

estructural a la superposicion de iméagenes(figura 5 y 6).

8.1- Amplificacion de las secuencias de DNA codificantes para TcNTH1 y TcOGGL1 de T.
cruzi.

En base a los antecedentes obtenidos del andlisis de bases de datos, se procedio a
amplificar la secuencia nucleotidica codificante para TCNTH1 y TcOGG1 mediante la técnica de
PCR con partidores especificos, utilizando como molde DNA total aislado desde epimastigotes
de T. cruzi cepa Dm28 mantenidos en cultivo. En la figura 7 se muestra el resultado de la
amplificacion en un gel de agarosa 1% p/v en TBE 1x pH 8.0, tefiido con bromuro de etidio. La
presencia de amplificados de 756 pb (carril 3) y de 1492 pb (carril 5) concuerda con el tamafio
esperado para las secuencias de TCNTHL1 y TcOGGL, respectivamente. El carril 1 corresponde al
marcador de pares de bases. Los carriles 2 y 4 corresponden a los controles negativos de la
técnica de PCR sin DNA molde.
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8.2 — Insercion de las secuencias de DNA codificantes para TcNTH1 y TcOGGL1 en vectores
de clonamiento para bacterias y vectores de expresion para T. cruzi.

Los fragmentos amplificados por PCR de los genes codificantes para TCNTHL1 y
TcOGG1 fueron purificados desde geles de agarosa y clonados en el vector pPGEM-T-Easy. Los
constructos generados se utilizaron para electroporar bacterias electrocompetentes E. coli BL21.
La seleccion de clones positivos se realizd mediante colorimetria y la técnica de PCR de colonias
(resultados no mostrados). Los constructos pGEM-T-Easy-TcNTH1 y pGEM-T-Easy-TcOGG1
generados fueron finalmente sometidos a secuenciacion automatica de DNA, obteniéndose las
secuencias nucleotidicas codificantes para ambas DNA glicosidasas (figuras 8 y 9).

Utilizando oligonucledtidos partidores con sitios para enzimas de restriccion especificas
y los constructos pGEM-T-Easy-TcNTH1 y pGEM-T-Easy-TcOGG1 como DNA molde, se
amplificaron las secuencias nucleotidicas codificantes para TcNTH1 y TcOGG1 mediante la
técnica de PCR. Ambos amplificados fueron purificados desde geles de agarosa e incubados con
las enzimas Xba | y Hind 111 (TcNTH1) o s6lo Xba | (TcOGGL1) para su posterior insercion en el
vector de expresion pTREX-GFP de T. cruzi.

El producto de la ligacién entre el vector pTREX-GFP y las secuencias nucleotidicas
purificadas de TcNTH1 y TcOGG1 fue electroporado en bacterias E. coli BL21 que
posteriormente fueron sembradas en placas de LB-agar con ampicilina. La seleccion de clones
positivos se realizd mediante la técnica de PCR de colonias, obteniéndose 7 clones positivos para
PTREX-GFP-TcNTHL1 (figura 10) y para pTREX-GFP-TcOGG1 (figura 11).

Se seleccionaron 3 clones para pTREX-GFP-TcNTH1 (clones 1, 3y 7) y 2 clones para
PTREX-GFP-TcOGGL1 (clones 2 y 7) de acuerdo a la intensidad y posicion de las bandas
obtenidas en la electroforesis en gel de agarosa del producto de PCR que se obtuvo en el proceso

anterior.

Los constructos fueron purificados desde las bacterias con el objetivo de evaluar
nuevamente la presencia de los insertos en el vector. Esto ultimo fue corroborado mediante
amplificacion por PCR, utilizando los partidores disefiados para cada DNA glicosidasa y

visualizacidn en geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio. Para todos los clones analizados
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fue posible observar la presencia de amplificados para TcNTH1 (figura 12, carriles 4,5y 6) y
TcOGG1 (figura 13, carriles 4 y 5). Ademas, se realizaron ensayos de digestion durante 5 horas a
37°C con las enzimas Xba | y Hind 111 para el constructo pTREX-GFP-TcNTHL1 clon 1, y Xba |
para el constructo pTREX-GFP-TcOGGL1 clon 2. Ambas digestiones fueron analizadas mediante
electroforesis en gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio, con el proposito de observar la
liberacion de los fragmentos del tamafio esperado para TcNTH1 (figura 14, flecha carril 3) y
TcOGG1 (figura 15, flecha carril 3). Finalmente, los constructos fueron sometidos a
secuenciacion automatica de DNA para comprobar la integridad y correcto marco de lectura de

ambos genes (figuras 16 y 17).

Los constructos pTREX-GFP-TCNTH1 y pTREX-GFP-TcOGG1 fueron electroporados
en epimastigotes en fase exponencial de crecimiento. Luego de 4 a 5 semanas post-transfeccion
se identifico la expresion de las distintas proteinas mediante observacién directa al microscopio
de fluorescencia. Los epimastigotes transfectados con el plasmidio vacio pTREX-GFP expresan
la proteina fluorescente verde GFP en su citoplasma (no mostrado). Sin embargo, la fluorescencia
de los parésitos transfectados con los constructos generados para expresar ambas DNA
glicosidasas fusionadas a GFP se encuentra mas intensa en un area especifica del epimastigote

(figura 18) que probablemente corresponda al nucleo.

Debido a que la eficiencia de transfeccion de epimastigotes no fue mayor a 20% para
ambos constructos, se realiz6 un proceso de enriquecimiento de parasitos positivos mediante

citometria de flujo “cell sorter”, obteniendo sobre un 80% de células trasfectadas.

La presencia de TcNTH1-GFP o TcOGG1-GFP en los epimastigotes transfectados
también fue evaluada mediante ensayos de western blot, utilizando un anticuerpo primario
monoclonal de ratén anti-GFP y un anticuerpo secundario anti-ratén conjugado a peroxidasa de
rabano. En la figura 19A se observa que TcNTH1-GFP presenta una masa cercana a la esperada
(flecha verde, masa molecular de aproximadamente 55 kDa). De manera similar a lo observado
para TCNTH1-GFP, la proteina de fusion TcOGG1-GFP presenta una masa cercana a la esperada,
aproximadamente 85 kDa (figura 19B, flecha azul). Para ambos ensayos se utilizé6 como control
epimastigotes transfectados con el vector pTREX-GFP vacio que expresan Unicamente la

proteina GFP de masa molecular cercana a 30kDa (figura 19 A y B, flechas rojas).
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3- Evaluacion de la viabilidad de los epimastigotes transfectados con los constructos
PTREX-GFP-TcNTH1 y pTREX-GFP-TcOGG1 sometidos a diferentes concentraciones de
HZOZ-

Con el objetivo de evaluar si la sobreexpresion de las DNA glicosidasas TcNTH1 o
TcOGGL1 incrementa la viabilidad de T. cruzi frente a estrés oxidativo, los epimastigotes
transfectados fueron tratados con concentraciones crecientes de H,O, (0, 200, 500 y 1000 pM)
durante 30min. Posteriormente, se incubaron en medio fresco durante 4 horas para permitir su
recuperacion (reparacion de DNA, Cabrera et al., 2011) y, finalmente, se determino su viabilidad
mediante ensayos de MTT. Cada cepa transformada (pTREX-GFP-TCNTH1 y pTREX-GFP-
TcOGG1) fue comparada con controles transfectados con el vector vacio. En la figura 18 se
aprecia que la exposicion a H,O, disminuye la viabilidad de los epimastigotes de forma
concentracion dependiente. La sobreexpresion de TcNTH1 o TcOGG1 no incrementa ni
disminuye de manera significativa la viabilidad de los epimastigotes frente al tratamiento con
H,0O, (figura 20 Ay B).
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9- FIGURAS
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Figura 3: Alineamiento entre secuencias aminoacidicas de hNTH1 y TcNTH1 realizado
mediante el programa Clustal W (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). Los
residuos en rojo (*) corresponden a aminoacidos idénticos entre ambas secuencias (porcentaje de
identidad de 35.49 %).
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Figura 4: Alineamiento entre secuencias aminoacidicas de hOGG1 y TcOGG1 realizado
mediante el programa Clustal W (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). Los
residuos en rojo (*) corresponden a aminodacidos idénticos entre ambas secuencias (porcentaje de
identidad de 20.29 %).
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Figura 5: Comparacion de modelos en 3D de la proteina hipotética TcCNTH1 (A) y hNTH1
(B). Se utilizd el programa Phyre Version 0.2 (Imperial College of Science Tecnology and
Medicine), y los resultados de cristalografia para NTH1 humana.
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Figura 6: Comparacion de modelos en 3D de la proteina hipotética TcOGG1 (A) y hOGG1
(B). Se utilizd el programa Phyre Version 0.2 (Imperial College of Science Tecnology and

Medicine), y los resultados de cristalografia para OGG1 humana.
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Figura 7: Separacion electroforética de amplificados de DNA de secuencias codificantes
para TcNTH1 y TcOGG1 utilizando DNA de epimastigotes de T. cruzi como molde. 1:
marcador de fragmentos de DNA cada 100 pb (Promega, Chile); 2: control negativo de la técnica
de PCR para TcNTHL1, sin DNA molde; 3: amplificado de la secuencia nucleotidica de TCNTH1;
4: control negativo de la técnica de PCR para TcOGG1, sin DNA molde; 5: amplificado de la

secuencia nucleotidica de TcOGG1.
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CGGATTGGGCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTCGG
GTTCCATGAAGAAGCATGCGTTCAAGCCACCGCCCAACTGGGAGAGGTTGTACGTCAGGG
TGAAGGAACTCCGCGAGGGGCTGGAGGCTCCGGTAGACACACTGGGATGCTCGAAACTCT
TTGATAAAGCAGCGTTGCACGAGACGAGACGGTATCATATCCTATTGGCTCTCATGCTGA
GTGCTCAGACAAAAGATCATGTGACGGCGGCGGCAATGCACGCCCTTATTCGAATCGGGT
GTACCCCTGAAGTGATAGCGAAGATGCCGGAGAAGACACTTGATGGATTTATTTCCAAAG
TAGGCTTTCGTAACAAAAAGGCTAAACATATTAAAGAGGCGACAGATGCTATTTTGAAAA
GGCATCAAGGGAGGGTGCCGCATTCATACGAGGATCTCATTGCGCTTCCCGGCATTGGTC
CCAAGATGGCCCATCTGTTTCTCCAGGAAGCAGACGGAGTGGTGTTGGGCATTGGTGTGG
ATACCCACGTTCACCGCATCAGTCAACGCTTTCTTTGGGTCCCATCGACGGTGAAAACGC
CGGAAGACACACGAAAGGCACTCGAGTCCTGGCTCCCACGGAAGTACTGGGGTGAGATAA
ATGGACTGCTTGTGGGTTTAGGACAAACCATATGTACCCCCCGCTTACCGCGTTGTTCCG
AGTGCCCAGCTTCGGATCTATGCCCCAACGCTTTTAAGGAGGCGAAGAGGAGTGGAAAAG
AGGCAGGTGCCTGATATCGAAGATGTCGATACCCGGTGAAGCTTGGGAATCACTAGTGAA
TTCGCGGCCGCTGCAGTCGACCATATGGGAGAGCTCCACGCGTTGGATGCATAGCTTGAG
TATCTAAGGGTCACTAATAGCTTGGCGTATCATGGTCATAGCTGTTCCTGGGTGAATGGT
TTCCGCCCAATTCCAACAAATACGAGCCGGAAGCTAAAGGGT

Figura 8: Secuencia nucleotidica codificante para TcNTH1 en el constructo pGEM-T-Easy-
TcNTHL1, obtenida mediante secuenciacion automatica de DNA. En rojo se muestra el primer

ATG de la secuencia codificante para TCNTH1.
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ACGATTGGGCCGATGTCGCATGCTCCCGGCTCCATTGGCGGCCGCGGGAATTCGATTCGG
GATTCATGTATTTTGCTATGCAATGGAGTAAATCTGTTATTTATGGTTAGTTGTTGTTGT
TGTTGTCTTCCTTTTGTTTTGCTTGCTTTATTTTTTAACTGCCCTTTTTATAGATGCATA
TGCGACCATGATGCACGCTTGGTATGCGCTACCATCCCCGGCAGCGGTGAATCTGCCAAT
GACACTCTGTGGTGGACAGTGTTTCCGGTGGCGTCGGACACCACGAGGCACATGGGTTGG
TGTGGTGGAACGTGGAGCGTACGAACTCTCTGATGCTGCCCATCCGCCCGAATTCCAGGC
AGTCCATTCACGTGGGGAGGAAAAGCGGGGAATGAGGTCCTCTTTGTCCCATCCTTCTGA
CGACCTCACTGGGGATGTTCTTTGGTTTCGCTGTCTTCATCGTGAGCCAAAGAATGCATT
GGATTTGTCTACAGAAGCTTGTTTTTTGCGGCATTACTTGGCGTTGGATGTGGACTTGCA
GAAATTATGGCGGCGGTGGACACGTGACAATCCCATGAGAGACCATCCTTTGGTTCGTTA
CCTCACCTCGAATGCTGGCAAAGGGCCTTTTGTGAAAATTCGTCATTTGCGACAGAACAT
TCATGAGACCCTTCTAGCATTTCTTTGCTCACAGAATAATAACGTACAGCGCATCACAGG
ACTTGTGGAGAAATTGGCCACTTCGTATGGGGACCACTTGTGTGATTACAACCTTGAAAC
ATGCGATGTTCGAAACGTGGGTTATTTAAATCACAGCTCCACGAGGTCTACAAAAAATGC
AAAAGGGCTGATACTGGAGATGGAGATTGGATACCTTTACATACTATTCCCAGCATGGAT
GATAGCTAGACGTCGGAAGATGAACTCCGCGCGTTGGGTTTGGGTACCGCAGTAGTACAT
CGTTCATGTGCCTCCATCATCATCAATGGTGCACCAGGCGAAAAGGAGGAGGCGTGAA

Figura 9: Secuencia nucleotidica codificante para TcOGGL1 en el constructo pGEM-T-Easy-
TcOGG1, obtenida mediante secuenciacion automética de DNA. En rojo se muestra el primer

ATG de la secuencia codificante para TcOGGL.
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Figura 10: Comprobacién mediante PCR de la presencia de TcNTH1 (<) en colonias de E.
coli transformadas con el constructo pTREX-GFP-TcNTHL1. 1: marcador de fragmentos de
DNA cada 100 pb (Promega, Chile); 2: control positivo (amplificado de TcNTH1 mediante PCR,
utilizando el vector pGEM-T-Easy-TcNTH1 como molde); 3: control negativo de la técnica de
PCR sin DNA molde; 4-10: amplificados de TcNTH1 utilizando lisados de colonias nimeros 1 al
7 de E. coli transformadas con el constructo pTREX-GFP-TcNTH1 como molde.
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Figura 11: Comprobacién mediante PCR de la presencia de TcOGG1 (<) en colonias de E.
coli transformadas con el constructo pTREX-GFP-TcOGGL1. 1: marcador de fragmentos de
ADNDNA cada 100 pb (Promega, Chile); 2: control positivo (amplificado de TcOGG1 mediante
PCR, utilizando el vector pGEM-T-Easy-TcOGG1 como molde); 3: control negativo de la
técnica de PCR sin DNA molde; 4-10: amplificados de TcOGG1 utilizando lisados de colonias

numeros 1 al 7 de E. coli transformadas con el constructo pTREX-GFP-TcOGG1 como molde.
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Figura 12: Confirmacion de la insercion de la secuencia nucleotidica codificante para
TcNTHL1 (<) en el vector de expresion pTREX-GFP-TcNTHL1 purificado, mediante ensayos
de PCR. 1: marcador de fragmentos de DNA cada 100 pb (Invitrogen); 2: control positivo
(amplificado de TcNTH1 mediante PCR, utilizando el vector pGEM-T-Easy-TcNTH1 como
molde); 3: control negativo de la técnica de PCR sin DNA molde; 4: amplificado de TcNTH1
utilizando pTREX-GFP-TcNTH1 purificado desde E. coli colonia 1 como DNA molde; 5:
amplificado de TcNTHL1 utilizando pTREX-GFP-TcNTHL1 purificado desde E. coli colonia 3
como DNA molde; 6: amplificado de TcNTH1 utilizando pTREX-GFP-TcNTHL1 purificado

desde E. coli colonia 7 como DNA molde.
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Figura 13: Confirmacion de la insercion de la secuencia nucleotidica codificante para
TcOGG1 (<) en el vector de expresion pTREX-GFP-TcOGG1 purificado, mediante
ensayos de PCR. 1: marcador de fragmentos de DNA cada 100 pb (Promega, Chile); 2: control
positivo (amplificado de TcOGG1 mediante PCR, utilizando el vector pPGEM-T-Easy-TcOGG1
como molde); 3: control negativo de la técnica de PCR sin DNA molde; 4: amplificado de
TcOGG1 utilizando pTREX-GFP-TcOGG1 purificado desde E. coli colonia 2 como DNA molde;
5: amplificado de TcOGG1 utilizando pTREX-GFP-TcOGGL1 purificado desde E. coli colonia 7

como DNA molde.
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Figura 14: ldentificacion mediante digestion enzimatica de la presencia del inserto TcNTH1
(«-) en el constructo pTREX-GFP-TcNTHL1 purificado desde E. coli colonia 1. 1: marcador
de fragmentos de DNA cada 100 pb (Promega, Chile); 2: vector pTREX-GFP-TCNTHL1 sin
digerir; 3: vector pTREX-GFP-TcNTHL1 digerido con las enzimas de restriccions Xba | y Hind
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Figura 15: Identificacion mediante digestion enzimatica de la presencia del inserto TcOGG1
(«-) en el constructo pTREX-GFP-TcOGG1 purificado desde E. coli colonia 2. 1: marcador
de fragmentos de DNA cada 100 pb (Promega, Chile); 2. vector pTREX-GFP-TcOGGL1 sin
digerir; 3: vector pTREX-GFP-TcOGG1 digerido con la enzima de restriccion Xba I.

46



TcNTH1.Cl.Brener
PTREX-TcNTH1

TcNTH1.Cl.Brener
PTREX-TcNTH1

TcNTH1.Cl.Brener
PTREX-TcNTHL

TcNTH1.Cl.Brener
PTREX-TcNTH1

TcNTH1.Cl.Brener
PTREX-TcNTH1

TcNTH1.Cl.Brener
PTREX-TcNTH1

TcNTH1.Cl.Brener
PTREX-TcNTH1

TcNTH1.Cl.Brener
PTREX-TcNTH1

TcNTH1.Cl.Brener
PTREX-TcNTH1

TcNTH1.Cl.Brener
PTREX-TcNTH1

TcNTH1.Cl.Brener
PTREX-TcNTH1

———————————————————————————————————————————————— ATGAAGAAGCAT
TGATGTCTTTTCTTTTTTTTTTTTGCTCTATAAGTTGTCTTGTCTAGAATGAAGAAGCAT

R Rk

GCGTTCAAGCCGCCGCCCAACTGGGAGAAGTTGTACGTCAGGGTGAAGGAACTCCGCGAG
GCGTTCAAGCCACCGCCCAACTGGGAGAGGTTGTACGTCAGGGTGAAGGAACTCCGCGAG

KAKAKAKAKAKAKAKAKAKN A AKAAKAKAAKAKAKAKAKAKAKAAKN A A KA A A KA KA A KA A AR KA AR KA AR AR KRR KRR KN K KK kK

GGGCTGGAGGCTCCGGTAGACACACTGGGATGCTCGAAACTCTTTGATAAAGCAGCGTTG
GGGCTGGAGGCTCCGGTAGACACACTGGGATGCTCGAAACTCTTTGATAAAGCAGCGTTG

R R R R R R R I R I I R I I R E I I E E E E b E E dh b b b b b b b b b i i

CACGAGACGAGACGATATCATATCCTATTGGCTCTGATGCTGAGTGCTCAGACAAAAGAT
CACGAGACGAGACGGTATCATATCCTATTGGCTCTCATGCTGAGTGCTCAGACAAAAGAT

KAKAKAAKAKAKAKAKAKAKAAKN AA KA KAKA A KA KA A AR AR KAKAKAKAAKN AR KA AR A AR AR AR AR KA K KK kK

CATGTGACGGCGGCGGCAATGCACGCTCTTATTCGAATCGGGTGTACCCCTGAAGTGATA
CATGTGACGGCGGCGGCAATGCACGCCCTTATTCGAATCGGGTGTACCCCTGAAGTGATA

R R R R R R R R R R S R R R R R R R R R R I

GCGAAGATGCCGGAGAAGACACTTGATGAATTTATTTCCAAAGTAGGCTTTCATAACAAA
GCGAAGATGCCGGAGAAGACACTTGATGGATTTATTTCCAAAGTAGGCTTTCGTAACAAA

R R R R R R R R R S R R R R R Rk kI S

AAGGCTAAACATATTAAAGAGGCGACAGATGCTATTTTGAAAAGGCATCAAGGGAGGGTG
AAGGCTAAACATATTAAAGAGGCGACAGATGCTATTTTGAAAAGGCATCAAGGGAGGGTG

R R R R R R R R R R R R R R R R I R R R R I

CCGCATTCCTACGAGGATCTCATTGCGCTTCCTGGCATTGGTCCCAAGATGGCCCATCTG
CCGCATTCATACGAGGATCTCATTGCGCTTCCCGGCATTGGTCCCAAGATGGCCCATCTG

R R I R R R R R R R I S R R R R R R R I

TTTCTCCAGGAAGCAGACGGAGTGGTGTTGGGCATTGGTGTAGATACCCACGTCCACCGC
TTTCTCCAGGAAGCAGACGGAGTGGTGTTGGGCATTGGTGTGGATACCCACGTTCACCGC

R R R R R R R R R R R R R R R R E B R R k2 S

ATCAGTCAACGCTTTCTTTGGGTCCCATCGACGGTGAAAACGCCGGAAGACACACGAAAG
ATCAGTCAACGCTTTCTTTGGGTCCCATCGACGGTGAAAACGCCGGA-GACACACGAAAG

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R I S R

GCACTCGAGTCCTGGCTCCCACGGAAGTACTGGGGTGAGATAAATGGACTGCTTGTGGGT
GCACTCGAGTCCTGGCTCCCACGGAAGTACTGGGGTGAGATAAATGGACTGCTTGTGGG-
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Figura 16.- Alineamiento entre la secuencia nucleotidica codificante para TcNTHL1 (clon CL
Brenner) con el producto de la secuenciacion automatica del constructo pTREX-GFP-
TcNTH1 (clon Dm28c). Alineamiento
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). TcNTH1.Cl.Brener: Secuencia nucleotidica
del gen codificante para TcNTH1 (GenBank accession XM _803270.1). pTREX-TcNTHL:

Secuencia obtenida mediante secuenciacion automatica de DNA del constructo pTREX-GFP-

TcNTHI.

realizado utilizando el
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KAKXKAKAAKAAAAKAAAAA A XA XA A A A A AKX KX KXk K

TTATGGTTATTTGTTGTTGTTGTTGT-———————-——— TTTGCT-GCGTTATTTTTTAACT
TTATGGTTAGTTGTTGTTGTTGTTGTCTTCCTTTTGTTTTGCTTGCTTTATTTTTTAACT

KAKAKAKAKA KKK KA KAKA KA KA KRR KKK Kk kK KAKKKK Ak AAKAKAKAKA KKK KK kK

GCCTTTTTTATAGATGCATATGCGACCATGATGCACGCTTGGTATGCGCTACCATCCCCG
GCCCTTTTTATAGATGCATATGCGACCATGATGCACGCTTGGTATGCGCTACCATCCCCG

R I I R R R I I R R I E b b E b b h E b b b b b b b b b b i i

GCAGCGGTGAATCTGCCAATGACACTCTGTGGTGGACAGTGTTTCCGGTGGCGTCGGACA
GCAGCGGTGAATCTGCCAATGACACTCTGTGGTGGACAGTGTTTCCGGTGGCGTCGGACA

R R R R R R I R I I b R I R R I I R R I h h dE b b b b R E b b b b b b b b b b b i i

CCACGAGGCACATGGGTTGGTGTGGTGGAACGTGGAGCGTACGAACTCTCTGATGCTGCC
CCACGAGGCACATGGGTTGGTGTGGTGGAACGTGGAGCGTACGAACTCTCTGATGCTGCC

R R R R R R R I I R I R R I I R R I h b dE b I b b E E b b b b b b b b b b b b i i

CATCCGCCCGAATTCCAGGCAGTCTATTCACGTGGGGAAGAAAAGCGGGGAATGAGGCCC
CATCCGCCCGAATTCCAGGCAGTCCATTCACGTGGGGAGGAAAAGCGGGGAATGAGGTCC

R R R R R R R B R R I B R R R b I I S

TCTTTGTCCCATCCTTCTGACGACCTCTCTGGGGATGTTCTTTGGTTTCGCTGTCTTCAT
TCTTTGTCCCATCCTTCTGACGACCTCACTGGGGATGTTCTTTGGTTTCGCTGTCTTCAT

R R R R R R R R R R R S R R R R R R R R R I

CGTGAGCCAAAGAATGCATCGGATTTGTCTACAGAAGCCTGTTTTTTGCGGCATTACTTG
CGTGAGCCAAAGAATGCATTGGATTTGTCTACAGAAGCTTGTTTTTTGCGGCATTACTTG

R R R R R R R S R R R S R R R R R I

GCGTTGGATGTGGACCT-GCAGAAATTATGGCGGCGGTGGACACGTGACAAT-CCCATGA
GCGTTGGATGTGGACTTTGCAGAAATTATGGCGGAGGTGGACACGTGACTATTCCCATGA

ER R R R R R i I S S R R R Rk I S I I E Rk kb kS b S IRk

GAAACCATCCTTTGGTTCGTTACCTCACCTCCAA-TGCTGGCAAAGGGCCTTCTGTGAAA
AAGACCATCCTTTGGTTCGTTACCTCACCTCGAAATGCTG-————==—————————————
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Figura 17.- Alineamiento entre la secuencia nucleotidica codificante para TcOGG1 (clon
CL Brenner) con el producto de la secuenciacion automatica del constructo pTREX-GFP-
TcOGG1 (clon Dm28c). Alineamiento
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). TcOGGL1.Cl.Brener: Secuencia nucleotidica
del gen codificante para TcOGG1l (GenBank accession XM_816703). pTREX-TcOGGL1:
Secuencia obtenida mediante secuenciacion automatica de DNA del constructo pTREX-GFP-

TcOGG1.

realizado utilizando el
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Figura 18: Localizacion de TcNTH1-GFP y TcOGG1-GFP en epimastigotes transfectados.

Epimastigotes transfectados con los plasmidios pTREX-GFP-TcNTH1 (A y B) o pTREX-GFP-
TcOGG1 (C y D) fueron observados al fresco en un microscopio de fluorescencia utilizando un

filtro de 520+20 nm para determinar la expresion y la localizacién de las respectivas proteinas de
fusion. Ay C: contraste de fases. B y D: deteccion de fluorescencia verde. Flechas: parasitos

expresando TcNTH1-GFP (B) o TcOGG1-GFP (D). Barra 10pum.

49



Mw 1 2 MW 3 4
82 — 82 = —
64— 64 —
49 - — | 49 —
37—
37+ -4—
-
A B

Figura 19: Expresion de TcNTH1-GFP y TcOGG1-GFP en epimastigotes transfectados.
Identificacion de TcNTH1-GFP (A) y TcOGG1-GFP (B) mediante western blot utilizando un
anticuerpo anti-GFP. 1 y 3: Homogeneizados de proteinas totales de epimastigotes transfectados
con el vector vacio pTREX-GFP, expresando GFP (<); 2 y 4: Homogeneizados de proteinas
totales de epimastigotes transfectados con el constructo pTREX-GFP-TCNTH1 o pTREX-GFP-
TcOGG1 expresando TcNTH1-GFP («) o TcOGG1-GFP («), respectivamente. MW: marcador

de masa molecular (kDa).

50



150+

504

% parasitos vivos

—— control
—=— pTREX-TcNTH1

0

] ) ) ] 1
200 400 600 800 1000
H;0, [ M]

% parasitos vivos

150+

1004

504

—— Control

—— pTREX-TcOGG1

0

T
200

] I L]
400 600 800
H;0, [ M]

1
1000

Figura 20: Evaluacion de la viabilidad de epimastigotes transfectados sometidos a estrés
oxidativo. Epimastigotes que sobreexpresan TCNTH1 (A) o TcOGG1 (B) y sus controles fueron
tratados durante 30 min a 28°C con concentraciones crecientes de H,O,. Posteriormente, los
parasitos fueron incubados en medio fresco durante 4 horas a 28°C. El analisis de viabilidad se

realizd6 mediante ensayos de MTT y los resultados obtenidos fueron analizados estadisticamente

en el programa Graph Pad Prism.
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10- DISCUSION

En células eucariontes, las ROS producidas por el metabolismo aerdbico basal son una de
las mayores causantes de dafio al DNA. Se estima que cada 10° pares de bases nitrogenadas en el
DNA, se generara una base oxidada producto de especies reactivas formadas en la mitocondria
(Frelon et al., 2000). Por tal motivo, durante la evolucion, los diversos organismos Vivos
desarrollaron diferentes mecanismos de reparacion de DNA los que generalmente son altamente
conservados desde bacterias hasta mamiferos. La via de reparacion por escision de bases BER, es
uno de los principales mecanismos de reparacion frente a dafio oxidativo del DNA en eucariontes
(Ide y Kotera, 2004).

Proteinas ort6logas de hNTH1 y hOGG1 de humanos han sido identificadas en diversos
organismos como bacterias, levaduras, plantas, gusanos y ratones (Aspinwall et al., 1997; Sarker
et al., 1998; Eide et al., 1996; Roldan-Arjona et al., 2000; Wilson et al., 1994; van der Kemp et
al., 1996; Rosenquist et al., 1997; Guibourt y Boiteux, 2000; Dany y Tissier, 2001; Morinaga et
al., 2009). Ambas proteinas, asi como todas las DNA glicosidasas pertenecientes a la super
familia Nth, comparten una estructura similar caracterizada por la presencia de dos dominios de
a-hélices, un motivo hélice-vuelta-hélice, involucrado en la unién a la hebra de DNA, y un
motivo de unién a 4 moléculas de fierro y 4 moléculas de azufre (Hazra et al., 2007; Zarkov,
2008). En esta memoria de titulo se identificd, en el genoma de T. cruzi, las secuencias
nucleotidicas de los genes que codifican para las proteinas TCNTH1 y TcOGG1, ortologas de
hNTH1 y hOGG1 de humano, respectivamente. Ambas DNA glicosidasas fueron clonadas en
plasmidios de E. coli. El grado de identidad de las secuencias aminoacidicas deducidas para
NTH1 y OGG1 entre T. cruzi y Homo sapiens fue de 20.29 % y 35,49%, respectivamente.
Porcentajes similares de identidad han sido establecidos entre ortdlogos de OGG1 de H. sapiens y
S. cerevisiae (33% de identidad) (Rykhlevskaia y Kuznetsova, 2000). EI modelamiento 3D de
TcNTH y TcOGG1, basado en la cristalografia de NTH1 y OGG1 de humanos, respectivamente,
muestra conservacion de los dominios caracteristicos descritos para DNA glicosidasas de la stper
familia Nth (Boiteux y Radicella, 2000; David et al., 2007).

Estudios realizados en ratones carentes de NTH1 u OGGL1 determinaron la ausencia de
alteraciones patoldgicas o de desarrollo de neoplasias (Klungland et al., 1999; Arai et al., 2006;

Takao et al., 2002a). Sin embargo, diversos reportes demostraron un incremento en los niveles de
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8-0x0G en el DNA de ratones knock-out para OGGL1. A pesar de que el incremento de 8-0xoG se
relaciona a un aumento de la frecuencia de mutaciones, sélo fue posible detectar cambios de la
secuencia de DNA en tejidos con bajo indice proliferativo (Arai et al., 2006; Hirano, 2008). Por
otra parte, se ha informado que células embrionarias murinas knock-out para NTH1 no presentan
mayor sensibilidad a perdxido de hidrogeno o menadiona (Takao et al., 2002a). Adicionalmente,
estos autores sefialan que las moléculas de timina glicol producidas en el DNA hepético de
ratones knock-out para NTH1, luego de exposicion a rayos X, desaparece con el tiempo. Estos
resultados sugieren fuertemente la existencia de mecanismos alternativos de reparacion del DNA
0 la existencia de otras DNA glicosidasas capaces de reparar bases oxidadas en ratones carentes
de OGG1 o NTH1. Muchos autores sugieren que esto ultimo estaria dado por la actividad DNA
glicosidasa de NEIL1 o NEIL2 (Takao et al., 2002a; Takao et al., 2002b; Hegde et al., 2008;
Hegde et al., 2012; Grin y Zharkov, 2011). En esta memoria de titulo no fue posible identificar en

T. cruzi secuencias ortélogas para DNA glicosidasas de la familia Nei-like.

En contraste, en eucariontes unicelulares como S. cerevisiae, la inactivacion de OGG1
genera un importante incremento de transversiones espontaneas G:C a T:A (Thomas et al., 1997;
Boiteux et al., 2002). Resultados similares fueron reportados para S. cerevisiae carentes de las
DNA glicosidasas Ntgl y Ntg2 (Alseth et al., 1999).

En relacion a la sensibilidad que presentan levaduras knock-out para glicosidasas
expuestas a agentes genotdxicos, aln existe gran controversia. Experimentos realizados por Eide
et al. (1996) indican que células de S. cerevisiae carentes de Ntgl son mas sensibles a H,O, y
menadiona. Sin embargo, contrariamente, Swanson et al. (1999) sefialan que la carencia de Ntgl,
Ntg2 o ambas DNA glicosidasas en levaduras, no incrementa la sensibilidad de estas células
expuestas a éstos agentes oxidantes. Por otra parte, estudios realizados por Thomas et al. (1997)
determinaron que la ausencia del gen codificante para OGGL1 en levaduras tampoco genera un
incremento de la sensibilidad a H,O,, radiacion gama, metilmetanosulfonato y radiacion UV. En
contraste, Melo et al. (2004) sefialan que células de S. cerevisiae carentes de OGG1 son mas

sensibles a H,0,.

Considerando que: (i) aun no han sido descritos inhibidores de DNA glicosidasas
relacionadas con la reparacion de bases nucleotidicas oxidadas, (ii) las técnicas de knock-out

genéticos en T. cruzi son complejas y presentan un bajo porcentaje de éxito (Xu et al., 2009) y

53



(iii) no es posible aplicar técnicas de RNAI en este protozoario (DaRocha et al., 2004), en esta
memoria de titulo se optd por una aproximacion experimental basada en la sobreexpresion de
TcNTH1 y TcOGG1 en epimastigotes de T. cruzi. La sobreexpresion de enzimas que participan
en la via BER ha sido un método ampliamente utilizado en distintos modelos, para estudiar los
mecanismos de reparacion frente a distintos agentes que dafian el DNA (Frosina, 2000). Al
respecto, la sobreexpresion de OGG1 en células SH-SY5Y de neuroblastoma humano redujo el
nivel de dafio oxidativo en DNA nuclear, pero no incrementd la sobrevida celular luego de
exposicion a ROS (Lu et al., 2004). En contraste, la sobreexpresion de OGG1 o NTH1 en células
linfoblastoides TK6 incremento significativamente la sobrevida frente a la exposicion con H,0,
(Yang et al., 2006). De manera similar, la sobreexpresion de OGG1 en mitocondrias de
fibroblastos de ratén incrementd la viabilidad celular luego de exposicién a ROS (Rachek et al.,
2002). También en células embrionarias de rifion humano (HEK 293) se observd que la
sobreexpresion de OGG1 aumento la reparacion de 8-oxoG del DNA nuclear y mitocondrial,
reduciendo la mortalidad frente a H,O,, menadiona, cisplatino y oxaliplatino (Preston et al.,
2009).

En esta memoria de titulo se investigo el efecto de la sobreexpresion de las enzimas DNA
glicosidasas TcNTH1 y TcOGGL1 en la viabilidad de epimastigotes de T. cruzi sometidos a
diferentes concentraciones de H,O,. No se encontraron diferencias significativas entre parasitos
transfectados con vectores que sobreexpresan las DNA glicosidasas comparados con sus

controles.

Si bien se han descrito diferencias en los niveles de sintesis y expresién de los genes
codificantes para hANTH1 y hOGG1 en las diferentes etapas del ciclo celular (Luna et al., 2000),
se desconoce si esto ocurre en T. cruzi. Sin embargo, el vector de expresion pTREX-GFP esta
asociado a un promotor ribosomal que asegura la expresion constitutiva de las proteinas
recombinantes. Por tal motivo, la ausencia de diferencias significativas en la viabilidad de
parasitos transfectados comparados a los controles, observadas en esta memoria de titulo, no
puede asociarse a poblaciones parasitarias que se encuentran en diferentes etapas del ciclo

celular.

Por otra parte, se ha observado que algunos tipos de células neoplasicas presentan una

menor actividad de la via BER, que se manifiesta como una disminucion de la sintesis del mMRNA
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que codifica para DNA glicosidasas, asi como una alteracion en la importacion de estas enzimas
al nacleo. Como resultado es posible observar mayores niveles de hNTH1 en el citoplasma de
este tipo de células (Goto et al., 2009; Koketsu et al., 2004). En relacion a lo anterior, nuestros
resultados de microscopia de fluorescencia, ademas de estudios paralelos de
inmunofluorescencia (datos no mostrados) localizan las DNA glicosidasas transfectadas en el
nucleo de epimastigotes de T. cruzi, coincidiendo con lo descrito por Luna et al. (2005) para
DNA glicosidasas de eucariontes recientes. En consecuencia, es poco probable que una menor
actividad de las enzimas transfectadas se encuentre asociada a una alteracion en su localizacion
subcelular. Sin embargo, no se puede descartar una activacion insuficiente de BER debido a que
solo se estd expresando una enzima de la via, como ha sido propuesto por Ma et al. (2008). Otra
posibilidad es que los niveles de DNA glicosidasas endogenas sean suficientes para lidiar con el
dafio oxidativo generado por ROS vy por lo tanto, sélo seria posible evidenciar un incremento de
la reparacion y de la viabilidad de los parasitos al cotransfectar con otras enzimas participantes de
la via BER. Finalmente, se deben realizar ensayos funcionales de cinética enzimatica de
TcNTH1-GFP y TcOGG1-GFP para asegurar que ambas DNA glicosidasas se encuentren

activas, objetivo en los que ya nos encontramos trabajando.

Durante la redaccién de esta memoria de titulo se publicé un trabajo en el cual los autores
sobreexpresan TcOGG1 en epimastigotes de T. cruzi. A pesar de que los parasitos que
sobreexpresan esta enzima reparan mas eficientemente su DNA nuclear y mitocondrial, presentan
una mayor sensibilidad frente a exposiciones con 200 y 300 uM de H,0,. Cabe mencionar que
fue necesario incubar los parésitos durante 72 horas con este agente oxidante para observar
diferencias significativas en la viabilidad de epimastigotes transfectados. Con esos resultados, los
autores sugieren gue la sobreexpresion de TcOGGL1 incrementaria los niveles de eliminacion de
bases oxidadas, generando gran cantidad de sitios apurinico/apirimidinicos altamente nocivos, los
cuales no pueden ser reparados eficientemente por el resto de las enzimas de la via BER (Furtado
etal., 2012).
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11 - CONCLUSION

La sobreexpresion de TcNTH1 o TcOGG1 no incrementa la viabilidad de epimastigotes

expuestos a concentraciones crecientes de H,O,, en las condiciones experimentales utilizadas.
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