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RESUMEN 

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana es uno de los principales 

problemas de salud pública en América Latina. Dicha patología determina además severas 

consecuencias a nivel socioeconómico, tanto en la región endémica como en países no 

endémicos, debido a la globalización de la enfermedad. El agente causal es el protozoario 

hemoflagelado Trypanosoma cruzi el cual afecta diversas especies de mamíferos, incluido el 

humano. Este parásito unicelular presenta un ciclo de vida indirecto, precisando de un vector 

biológico para su transmisión (insectos hematófagos triatominos). T. cruzi se encuentra en 

tres formas celulares: epimastigote en insectos vectores; tripomastigote, tanto en vectores 

triatominos (tripomastigote metacíclico) como en hospederos mamíferos (tripomastigote 

sanguíneo) y amastigote, forma intracelular presente en hospederos mamíferos. Estas 

diversas formas parasitarias dan cuenta de la gran plasticidad del parásito para adaptarse a 

las diferentes condiciones del medio al que se enfrenta, lo que implica notables cambios de 

su forma, motilidad y características bioquímicas. T. cruzi sobrevive al daño del ADN por 

especies reactivas de oxígeno y nitrógeno generadas en ambos hospederos, probablemente 

por activación del mecanismo de escisión de bases (vía BER), proceso altamente conservado 

en el que las endonucleasas apurínicas/apirimidínicas (APEs) juegan un rol fundamental.  

APE1 es la principal AP endonucleasa de Homo sapiens encargada de reparar sitios 

abásicos en el DNA. Estudios demuestran que ratones carentes de APE1 mueren 

tempranamente en el desarrollo, poniendo de manifiesto su importancia en la reparación del 

DNA. Indagaciones destinadas a hacer más eficientes los tratamientos quimioterapéuticos 

contra el cáncer, desarrollaron una forma dominante negativa para APE1 que se une al 

sustrato con una mayor afinidad que la proteína nativa, pero que carece de actividad AP 

endonucleasa. De esta forma se impediría la reparación del DNA de células tumorales, 

incrementando su porcentaje de apoptosis por acción de anticancerígenos genotóxicos. En T. 

cruzi se ha descrito la secuencia del gen ortólogo de ape1 (tcap1) y se ha demostrado que la 

sobreexpresión de la proteína TcAP1 en epimastigotes de T. cruzi incrementa su viabilidad 

frente a H2O2 y NOO-. 

En esta Memoria de Título se desarrollaron vectores plasmidiales destinados a 

expresar la forma nativa de APE1 humana, así como del dominante negativo de APE1 
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(APE1DN) en epimastigotes de T. cruzi. Tanto APE1 como APE1DN presentaron una 

localización preferentemente nuclear; sin embargo también fue posible detectar ambas 

proteínas en el citoplasma de los parásitos transfectados. La expresión de la forma nativa de 

APE1 otorgó mayor resistencia a parásitos frente a la exposición de concentraciones 

crecientes de H2O2; por el contrario, la expresión de APE1DN incrementó la sensibilidad de 

los epimastigotes a dicho agente oxidante probablemente por la inhibición de la actividad 

endonucleasa apurínica/apirimidínica parasitaria. Finalmente se purificó en condiciones 

nativas la proteína APE1DN desde homogeneizados de epimastigotes transfectados; esta 

proteína recombínate será utilizada en ensayos bioquímicos posteriores. Sobre la base de 

estudios previos que demuestran un incremento de la resistencia a agentes oxidantes de 

epimastigotes que sobrexpresan TcAP1, los resultados de esta Memoria de Título sugieren 

un importante grado de conservación en la actividad endonucleasa apurínica/apirimidínica 

entre humano y parásito. Sin embargo, debido al escaso nivel de conservación aminoacídica 

entre TcAP1 parasitaria y APE1 humana (cercano al 30%) es factible el desarrollo de agentes 

químicos que permitan inhibir específicamente la endonucleasa parasitaria y, 

consecuentemente, la vía BER de T. cruzi, sin afectar a Homo sapiens. Estos inhibidores 

podrían potenciar el efecto citotóxico de daño oxidativo al DNA generado por cardiomiocitos 

y células del sistema inmune innato. 
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ABSTRACT 

Chagas disease, also known as American Trypanosomiasis, is one of the most important 

public health problems in Latin America, with consequences in the economy and social 

wellness of endemics countries. Today this illness is taking a major impact due to its 

expansion to non endemic regions. The causative agent of this disease is Trypanosoma cruzi, 

a protozoan parasite which infects many mammals, including humans. Vectorial transmission 

of Chagas’ disease is produced by infected triatomine insects that upon feeding on mammal 

blood, deposits feces with infective parasites (trypomastigotes) that are ingested in vacuoles 

(parasitophorous vacuoles) in host cells. In the cytoplasm, trypomastigotes differentiate to 

round amastigotes that undergo 8-9 cycles of multiplication before transforming back to 

trypomastigotes that escape to circulation. Upon infection of target tissues trypomastigotes 

change to intracellular amastigotes (amastigote nests) that maintain T. cruzi infection for life. 

Eventually, blood trypomastigotes may be ingested by a triatomine and transformed to 

epimastigotes in the vector’s midgut. After multiplication, epimastigotes move to the insect 

hindgut where they differentiate into infective metacyclic trypomastigotes. Thus, this parasite 

presents an important plasticity, adapting to different media which implies changes in shape, 

motility and biochemical properties.  

 In its life cycle, T. cruzi must overcome diverse oxygen and nitrogen reactive species 

(ROS and RNS, respectively) that induce DNA damage. For T. cruzi survival, resulting in 

the development of a chronic infection in mammal hosts, the parasite has to repair its DNA, 

most probably by activation of the base excision repair pathway (BER). This is a highly 

conserved mechanism, where apurinic/apyrimidinic endonucleases (APEs) play a key role.  

 APE1 is the main AP endonuclease in Homo sapiens devoted to repair abasic sites in 

damaged DNA. The importance of this enzyme is demonstrated by studies in which mice 

depleted of APE1 dye early during development. Interestingly, studies directed to develop 

new drugs against cancer have shown that a dominant negative form of that enzyme 

(APE1DN) binds to an apurinic/apyrimidinic substrate with higher affinity than the native 

protein, but without AP endonuclease activity. Thus, APE1DN impedes DNA repair in tumor 

cells, increasing apoptosis induced by genotoxic anti-tumoral drugs. In T. cruzi the sequence 

of an orthologous ape1 gen (tcape1) has been described and it has been shown that over-
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expression of the TcAPE1 protein in epimastigotes increases the viability of parasites when 

chased with H2O2 or NOO-. 

 In this work plasmidial vectors expressing human APE1 in T. cruzi epimastigotes, as 

well its negative dominant form (APE1DN), have been developed. Both, APE1 and 

APE1DN, are mostly located in the nucleus though a low signal was also present in the 

cytoplasm of transfected parasites. Expression of native human APE1 conferred resistance 

of transfected parasites to H2O2 exposition. Contrarily, expression of the APE1DN form 

increases the sensitivity of parasites when exposed to H2O2, probably by inhibition of the 

native apurinic/apyrimidinic enzyme activity. Additionally, APE1DN was purified in native 

conditions from transfected epimastigotes homogenates; this recombinant protein will be 

used in the future in biochemical assays.  

 Considering that epimastigotes over-expressing TcAP1 show an increase in the 

resistance to ROS/RNS, results of the present work suggest an important conservation in the 

apurinic/apyrimidinic endonuclease activity among Homo sapiens and T. cruzi. However, 

considering the low level of amino acidic conservation between the parasite TcAPE1 and the 

human APE1 (approx. 30%), it may be possible to develop chemicals directed to inhibit the 

parasite endonuclease activity without affecting the human one. Those inhibitors could 

potentiate the parasite DNA damage induced by ROS/RNS generated in the parasitophorous 

vacuole and by the immune system.     
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2. INTRODUCCIÓN 

 

2.1 Epidemiología: 

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana fue descrita por primera vez 

en 1909 por el médico y profesor brasileño Carlos Chagas (1879-1934), durante la ejecución 

de un proyecto de erradicación de la malaria en el estado de Minas Gerais, Brasil (Chagas, 

1909; Andrade y Andrews., 2005). Este investigador detectó la presencia de parásitos 

flagelados en la sangre periférica de pacientes que padecían una enfermedad cuyos signos y 

síntomas no se correlacionaban con patologías descritas previamente. El parásito, agente 

causal de esta enfermedad, fue denominado por Chagas como Schizotrypanum cruzi (más 

tarde rebautizado como Trypanosoma cruzi). Chagas describió detalladamente el ciclo de 

vida de T. cruzi e identificó a insectos de la familia de los triatominos como los vectores 

biológicos del parásito. 

La enfermedad de Chagas es una zoonosis endémica de América Latina que ocupa el 

cuarto lugar de importancia en cuanto a discapacidad laboral, después de patologías 

respiratorias, diarreas y SIDA. Además la Organización Panamericana de la Salud (PAHO, 

2006) ha identificado a la enfermedad de Chagas como la enfermedad parasitaria más 

importante en Latinoamérica, así como la principal causa de enfermedad cardiaca (PAHO, 

2006; Avila et al., 2013) Se estima que cerca de 10-15 millones personas se encuentran 

infectadas y 75-90 millones en riesgo de contraer la enfermedad (Coura, 2007; Higuchi et 

al., 2003; Yun et al., 2009, Ávila et al., 2013). Anualmente, se infectan aproximadamente 

unos 200.000 adultos y 300.000 niños (Coura, 2007). Esta patología presenta una amplia 

distribución geográfica que se extiende desde el sur de los E.E.U.U. al sur de Argentina y 

Chile (región endémica). Sin embargo, ha sido descrita en Canadá, Europa y otras regiones 

no endémicas debido, fundamentalmente, a migraciones de individuos infectados (Rassi et 

al., 2010; Schmunis y Yadon, 2010; Souza et al., 2011) los que son capaces de diseminar la 

enfermedad mediante transmisión no vectorial (Bern, 2011; WHO, 2007), lo que origina 

cambios sustanciales en la epidemiología de la enfermedad (Gascon y Pinazo, 2008). 
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En el ciclo de vida de T. cruzi intervienen insectos hematófagos del grupo de los 

hemípteros triatominos (Minsal, 2012) como vectores biológicos y diversos hospederos 

mamíferos, incluido el hombre. Los reservorios de T. cruzi corresponden a más de 150 

especies de mamíferos domésticos y de vida silvestre. Estos últimos son particularmente 

importantes ya que hacen imposible la erradicación del parásito (De Souza, et al.; 2002). En 

Chile, estudios moleculares recientes basados en la detección de DNA de T. cruzi en 

mamíferos nativos de un área hiperendémica determinaron una prevalencia por sobre el 60% 

(Botto Mahan, 2012). 

En Chile, el área endémica se extiende desde la XV región de Arica-Parinacota a la 

VI región del Libertador Bernardo O’Higgins (específicamente desde el paralelo 18°30' al 

34°36' de Latitud Sur), incluyendo la región Metropolitana. Actualmente, existen cerca de 

98.000 personas infectadas (Minsal, 2012) y más de 850.000 individuos expuestos a contraer 

la enfermedad (Apt et al., 2008). La enfermedad es más frecuente en áreas rurales y 

periurbanas (el 6% de la población total del país) asociadas a condiciones de pobreza, donde 

residen insectos vectores hematófagos. En Chile se conocen 4 especies de vectores insectos 

triatominos: Triatoma infestans, Mepraia spinolai, Mepraia gajardoi y Mepraia 

parapatrica, esta última recientemente descrita. Estas especies ocupan distintos ecotopos, 

tanto silvestres como peridomésticos, que abarcan el extremo norte del país (M. gajardoi), 

norte grande (T. infestans, M. spinolai y M. parapatrica) y la zona central (T. infestans y M. 

spinolai) (Minsal, 2012). En el país, al igual que en el resto de Sudamérica, T. infestans es el 

principal vector de la enfermedad de Chagas (Minsal, 2012). Esta especie, participa en el 

ciclo doméstico de la enfermedad y se ha informado que sobre el 50% de dichos triatominos 

son portadores de T. cruzi  (Minsal, 2015). Cabe señalar que aproximadamente el 7% de la 

dieta de T. infestans la obtiene desde la especie humana (Canals et al., 1999). Por otra parte, 

M. spinolai y M. gajardoi, son especies silvestres de hábitos principalmente diurnos. Por tal 

motivo su participación en el ciclo de vida de T. cruzi es menor en comparación a T. infestans. 

El desarrollo de los insectos hematófagos triatominos incluye un estadío de huevo, cinco 

estadíos ninfales y el adulto. Todas los estadíos ninfales, así como los individuos adultos son 

hematófagos, es decir, se alimentan de vertebrados de sangre caliente (mamíferos y aves) 

(Botto Mahan, 2012).  
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Debido principalmente a iniciativas impulsadas por el CONOSUR, se aplicaron 

políticas tendientes a erradicar a los vectores biológicos de la enfermedad de Chagas. Chile 

fue declarado en 1999 libre de la transmisión vectorial de dicha parasitosis, al igual que 

Uruguay (1997) y parte de Brasil (2000) (Días et al., 2008). De esta forma, adquirieron mayor 

relevancia epidemiológica otras formas de transmisión de la patología como la 

transplacentaria y la transfusional (Gascon et al., 2010; Moncayo 2003; WHO, 2002). A su 

vez, evidencia empírica generada durante los programas de control de vectores de varias 

décadas señalan que es posible recolectar algunos ejemplares de T. infestans en ambiente 

silvestre (Gürtler, 2009).  

 En la actualidad, la enfermedad de Chagas continúa presente en el listado de 

patologías de declaración obligatoria del país (Minsal, 2015).  

 

2.2 Etiología: 

Trypanosoma cruzi, es un parásito protozoo hemoflagelado, perteneciente al phylum 

Sarcomastigoforos, subphylum mastigoforos, orden Kinetoplastida, familia 

Trypanosomatidae (Rassi et al., 2012). Dentro de esta familia se han identificado diversos 

parásitos de importancia médica y médica veterinaria como Trypanosoma brucei, agente 

causal de la enfermedad del sueño en África y Leishmania sp., responsable de leishmaniasis 

en todo el mundo (Teixeira et al., 2006). La presencia ancestral de T. cruzi en tierras 

americanas queda de manifiesto luego de indagaciones que detectaron DNA parasitario en 

muestras de tejido de momias de países andinos precolombinos (Perú y Chile) de 

aproximadamente 9.000 años antes de Cristo (Aufderheide et al., 2004) 

Antiguamente, las cepas de T. cruzi se clasificaban en dos grupos genéticos o linajes, 

de acuerdo a los ambientes ecológicos donde habitaban sus vectores: T. cruzi I (TcI) de tipo 

selvático y T.cruzi II (TcII) presentes en el ciclo doméstico. Entre las pertenecientes al ciclo 

selvático se encontraban las cepas Colombia, Dm28c y Tulahuén, y entre las cepas de ciclo 

doméstico las cepas Y, Berenice y Esmeraldo (Briones et al., 1999; Zingales et al., 1999). 

Sin embargo en la actualidad diversos estudios genéticos concluyeron en la generación de 

una nueva nomenclatura. Sobre la base de un número de marcadores genéticos y bioquímicos, 
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las cepas de T. cruzi se han dividido en seis unidades discretas de tipificación (DTU) 

conocidas como TC I, II, III, IV, V y VI (Zingales et al., 2009).  

T. cruzi posee un flagelo y una única mitocondria que contiene el kinetoplasto, una 

red de DNA correspondiente al genoma mitocondrial del parásito, localizada cerca del cuerpo 

basal del flagelo (Rassi et al., 2012). El material genético nuclear del parásito se encuentra 

organizado en pequeños cromosomas que no se condensan a cromosomas metafásicos 

durante la división celular. Al analizar el material genético de diversas cepas y clones de T. 

cruzi se ha podido establecer diferencias de hasta un 40% en el contenido total de DNA (Rassi 

et al., 2010; Bern et al., 2007; Rassi et al., 2007). Así, la cantidad de total de DNA (nuclear 

mas kinetoplasto) varía desde 0,12 hasta 0,33 pg por célula entre las diversas cepas, así como 

en clones aislados a partir de la misma cepa (Rassi et al., 2009; Ministerio de Salud Brasil, 

2005). 

 

2.3  Ciclo de vida de T. cruzi: 

El ciclo de vida de T. cruzi (Figura 1) es indirecto y se inicia cuando un insecto 

triatomino se alimenta de la sangre de un mamífero infectado, ingiriendo formas 

extracelulares, infectivas, no replicativas del parásito (tripomastigotes sanguíneos). Una vez 

ingeridos, la mayor parte de los tripomastigotes se lisan en el intestino anterior del insecto. 

Los tripomastigotes sobrevivientes se diferencian en epimastigote, forma extracelular, no 

infectiva, replicativa del parásito (De Souza et al., 2010). Luego de varias divisiones, los 

epimastigotes se asocian a una membrana no celular (quitinosa) conocida como membrana 

pseudo-peritrófica que recubre el sistema digestivo del triatomino. Esta etapa de adhesión 

parece ser importante para desencadenar la diferenciación de los epimastigotes a 

tripomastigotes metacíclicos en las regiones posteriores del intestino del vector. Cuando el 

triatomino infectado vuelve a alimentarse del mismo u otro mamífero, elimina sobre la piel 

sus deyecciones que contienen tripomastigotes metacíclicos altamente infectivos. Estos 

ingresan al mamífero por el sitio de la picadura, facilitado por el rascado de la zona y por las 

enzimas proteolíticas presentes en la saliva del insecto. Una vez en la submucosa dérmica, 

los parásitos son internalizados e incorporados en una vesícula parasitófora al interior de 
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células del hospedero mamífero, principalmente macrófagos. Posteriormente, los 

tripomastigotes escapan de la vesícula hacia el citoplasma y se diferencian a amastigotes, 

forma replicativa e intracelular. Tras una serie de divisiones los amastigotes se diferencian  a 

tripomastigotes sanguíneos que lisan la célula, liberándose al torrente sanguíneo, 

dirigiéndose a diferentes tejidos blanco como músculo liso, músculo cardiaco, células de la 

glía del sistema nervioso central y placenta. Posteriormente, cuando un triatomino se 

alimenta de sangre del mamífero infectado, ingiere los tripomastigotes sanguíneos, cerrando 

el ciclo de vida (Tyler y Engman, 2001). 

Aunque T. cruzi es capaz de infectar casi cualquier célula nucleada en ensayos in 

vitro, presentan tropismo por algunos tejidos como músculo cardíaco y esquelético (Brener, 

1973; Macedo y Peña.; 1998), nervios entéricos (da Silveira et al., 2007; da Silveira et al., 

2008) y adipocitos. (Pines et al., 2005; Ferreira et al., 2011). 

 

La gran variedad de mamíferos capaces de ser parasitados por T. cruzi, así como la 

notable plasticidad celular evidenciada en las diversas formas celulares capaces de ser 

adoptadas por dicho protozoario, desempeñan un papel fundamental en la persistencia 

parasitaria, a pesar de la presencia de la inmunidad de los hospederos (Fernández y Andrews., 

2012) 
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Figura 1: Ciclo de vida de T. cruzi (Bern., 2011) 

 

 

2. 4 Formas de trasmisión:  

- Transmisión vectorial: Continúa siendo la forma de transmisión predominante para los 

humanos en áreas endémicas donde aún no ha sido posible controlar al vector biológico 

(Bern., 2011). 

- Transmisión congénita: De gran importancia actualmente en Chile, este tipo de transmisión 

se produce luego de que una madre embarazada infectada con T. cruzi transmite el parásito 

a su hijo durante el embarazo o durante el parto. Un estudio realizado en Chile por el ISP 

reportó que aproximadamente un 6,6% de las madres infectadas trasmitirán el parásito a sus 

hijos (Jercic et al., 2010), perpetuando de esta manera la patología en ausencia del vector 
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(Bern., 2011; Schielke et al.; 2002). El riesgo de transmisión congénita aumenta cuando la 

madre presenta altos niveles de parasitemia o una respuesta inmune deficiente (Bern., 2011; 

Torrico et al., 2004; Bern y Montgomery, 2009, Bittencourt, 1992, Andrade, 1982).  

- Transmisión sanguínea: La vía transfusional fue documentada por primera vez en 1952 

(Freitas et al., 1952). Desde esa fecha se ha estimado que el riesgo de transmisión de T. cruzi 

por unidad de sangre infectada transfundida es de 10 a 25% (Minsal, 2015). Por tales motivos, 

el tamizaje serológico para pesquisar al parásito en bancos de sangre continúa siendo 

obligatorio en casi todos los países de América Latina donde la enfermedad es endémica 

(Moncayo y Ortiz, 2006; Schmunis y Cruz, 2005). En Chile, desde el año 1996 es obligatorio 

el tamizaje del parásito en bancos de sangre de áreas endémicas. Desde el año 2008 este 

procedimiento se extendió a todos los servicios de sangre del país (Minsal, 2011).  

- Trasplante de órganos: Se ha descrito que individuos receptores que reciben un órgano de 

un donante infectado con T. cruzi pueden desarrollar un cuadro agudo de la enfermedad de 

Chagas. Indagaciones realizadas por Riarte et al., (1999) señalan que aproximadamente un 

20% de individuos que recibieron riñones provenientes de pacientes chagásicos adquirieron 

la infección por T. cruzi. Sin embargo, se postula que el riesgo de infección por trasplante de 

corazón es considerablemente más alto comparado con trasplante de riñón o hígado.  

- Transmisión oral: Actualmente la propagación de la enfermedad de Chagas se ha centrado 

cada vez más en la vía oral de transmisión debido al incremento de brotes, principalmente en 

Brasil y Venezuela, atribuibles a fruta o jugo de la caña de azúcar contaminada con T. cruzi 

o por deyecciones del vector (Beltrao et al., 2009; De Noya et al., 2010; Toso et al., 2011). 

Por otra parte, se ha descrito gran cantidad de pequeños brotes que afectan a grupos familiares 

que residen en regiones amazónicas debido a consumo de fruta de palma, la cual parece ser 

particularmente vulnerable a la contaminación con insectos vectores o deyecciones de 

triatominos (Coura et al., 2002; Nobrega et al., 2009).  

- Accidentes de laboratorio: Los casos conocidos de infección accidental de T. cruzi en 

laboratorios médicos o de investigación, obedecen fundamentalmente a problemas en la 

manipulación de triatominos, animales infectados, cultivos de parásitos o material biológico 

proveniente de pacientes infectados (Minsal, 2011). 
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2.5 Signos clínicos y formas de presentación de la enfermedad de Chagas:  

La enfermedad de Chagas puede cursar en tres fases progresivas de presentación. El 

período de incubación luego de la inoculación vectorial con tripomastigotes metacíclicos es 

de aproximadamente 1 a 2 semanas, después de lo cual se da comienzo a la fase aguda de la 

enfermedad (Rassi et al., 2010). Esta fase dura entre 8 a 12 semanas, carácterizandose por la 

presencia de tripomastigotes circulantes detectables por microscopía en frotis de sangre 

fresca o de la capa leucocitaria y suele ser asintomática en aproximadamente un 95% de los 

casos. Sin embargo, en el 5% restante puede provocar fiebre, malestar, mialgia, dolores de 

cabeza, náuseas, vómitos, hepato y esplenomegalia y una lesión furuncular en la zona de la 

inoculación (chagoma). Cuando el ingreso del parásito ha sido por la conjuntiva ocular, se 

produce un edema unilateral bipalpebral, normalmente indoloro, acompañado de inflamación 

de los nódulos linfáticos regionales denominado signo de Romaña. La enfermedad aguda 

grave se presenta en menos del 1% de los pacientes. En estos casos las manifestaciones 

incluyen miocarditis aguda, derrame pericárdico y meningoencefalitis (Acquatella, 2007; 

Maguire, 2004), lo que generalmente determina una alta mortandad. La transmisión por vía 

oral de T. cruzi parece estar asociada a una morbilidad aguda severa y mayor mortalidad en 

comparación con la infección adquirida mediante la vía vectorial (Beltrao et al., 2009; 

Secretaria de vigilancia em saude de Brasil, 2007). Por otra parte, la mayoría de los recién 

nacidos infectados con Chagas congénito son asintomáticos o tienen alteraciones leves (Bern 

y Montgomery., 2009; Torrico et al., 2004) que puede incluir: bajo peso al nacer, 

prematuridad, puntuaciones bajas de Apgar y en algunos casos hepatoesplenomegalia, 

anemia y trombocitopenia  (Bittencourt et al., 1981; Bittencourt et al., 1975; Maguire 2004; 

Torrico et al., 2004). Neonatos gravemente afectados pueden presentar meningoencefalitis, 

megasindromes gastrointestinales, anasarca, neumonitis y/o dificultad respiratoria 

(Bittencourt et al., 1981; Bittencourt et al., 1984; Torrico et al., 2004).  

La fase aguda es seguida de un período de duración variable (de meses a años) en el 

que no se presentan signos ni síntomas llamada fase indeterminada. A pesar de la ausencia 

de parásitos detectables en sangre periférica, las personas que cursan esta fase mantienen el 

potencial de transmitir T. cruzi al insecto vector o transmitirlo directamente a otros seres 
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humanos mediante transfusiones sanguíneas, donación de órganos o por transmisión 

congénita (Maguire 2004; WHO expert committee 2002). 

Aproximadamente un tercio de los individuos infectados que cursan la fase 

indeterminada ingresan a la fase crónica de la enfermedad que se caracteriza por lesiones 

irreversibles que afectan principalmente al corazón (90% de los casos) y sistema digestivo 

(megaesófago y megacolon en el 4,5% de los casos). La cardiopatía chagásica se caracteriza 

por un proceso inflamatorio crónico que afecta a todas las cámaras cardíacas, genera daño en 

el sistema de conducción, y a menudo presentar aneurisma apical (Bern, 2011). Actualmente 

se considera que en la patogénesis de la miocarditis chagásica es  fundamental la persistencia 

del parásito y las lesiones generadas por el sistema inmunitario del hospedero en el tejido 

cardiaco (Marin-Neto et al., 2007). Los signos que se presentan comúnmente durante la fase 

crónica son miocarditis asociadas a arritmias, cardiomiopatías dilatadas progresivas con 

insuficiencia cardíaca congestiva e hipertrofia de las fibras miocárdicas (Coura, 2007). Estas 

anormalidades pueden conducir a palpitaciones, síncope y un alto riesgo de muerte súbita 

(Rassi et al., 2007; Rassi et al., 2001). Por otra parte, las afecciones gastrointestinales son 

menos comunes, observándose predominantemente en pacientes de países del Cono Sur 

como Argentina, Bolivia, Chile, Paraguay, Sur del Perú, Uruguay y parte de Brasil. Sin 

embargo, es poco frecuente en el norte de América del Sur, América Central y México. Este 

patrón geográfico se cree que está relacionado con las diferencias en los genotipos 

predominantes de T. cruzi en las diferentes regiones de la zona endémica (Campbell et al., 

2004; Miles et al., 2003). Las lesiones digestivas derivadas de la infección por T. cruzi 

generalmente afectan al esófago y/o colon, como resultado del daño al sistema nervioso 

entérico (plexos intramurales) (de Oliveira et al., 1998; de Rezende y Moreira 1988; Mota el 

al., 1984). Las alteraciones generadas sobre el esófago abarcan desde trastornos 

asintomáticos hasta cuadros severos de megaesófago (de Oliveira et al., 1998). Los síntomas 

incluyen disfagia, odinofagia, reflujo gastroesofágico, pérdida de peso, neumonía por 

aspiración, tos y regurgitación (Atias, 1994; Brucher, 2001). A su vez, los cuadros de 

megacolon se caracterizan por estreñimiento prolongado que pueden dar lugar a fecalomas, 

vólvulos e isquemia intestinal (Atias, 1994). 
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2.6 Diagnóstico:  

El método de diagnóstico para identificar la infección por T. cruzi varía dependiendo 

del estado del paciente y de la fase de la enfermedad en que se encuentre. Etapas iniciales de 

la infección por T. cruzi se caracterizan por la presencia del parásito en la sangre y por lo 

tanto se utilizan comúnmente métodos de detección directos. Así, la principal forma de 

diagnóstico en pacientes en fase aguda es la detección microscópica de tripomastigotes, 

utilizando para ello preparaciones frescas de sangre no coagulada (WHO, 2002). También se 

realiza el método de la gota gruesa, donde se tiñe y se observa la presencia sanguínea del 

parásito al microscopio y el método de “microstrout", donde se observan los parásitos en un 

capilar de microhematocrito (Minsal, 2011). El método de xenodiagnóstico, utiliza insectos 

triatominos libres de patógenos (criados en el laboratorio) a los cuales se les permite 

alimentar con sangre del individuo a diagnosticar. Posteriormente se analiza el tracto 

intestinal del vector en busca de formas parasitarias. Debido a que el nivel de parasitemia 

disminuye ostensiblemente dentro de los 90 días post inoculación, incluso en pacientes sin 

tratamiento, no se utiliza la detección por microscopía en pacientes que cursan la fase crónica 

de la enfermedad (Wegner y Rohwedder 1972; WHO, 2002). Finalmente, la reacción de 

polimerasa en cadena (PCR) es una herramienta sensible que se ha utilizado con éxito para 

detectar el DNA parasitario y confirmar el diagnóstico de individuos que cursan la fase aguda 

de la enfermedad (Herwaldt, 2001; Herwaldt, et al., 2000; Kun, et al., 2009).  

El diagnóstico de la infección por T. cruzi en pacientes que cursan la fase crónica se 

basa principalmente en métodos indirectos que detectan anticuerpos IgG generados contra el 

parásito. Entre ellos destacan: i) el método de enzima inmuno ensayo (ELISA), que detecta 

el conjugado formado por un anticuerpo humano e inmunoglobulina específica contra el 

parásito; ii) hemoaglutinación indirecta, basado en la aglutinación de glóbulos rojos 

sensibilizados con T. cruzi; iii) inmunofluorescencia Indirecta (IFI), que detecta la presencia 

de anticuerpos anti T. cruzi capaces de unirse a epimastigotes; iv) ensayos de Western Blot 

(Inmunoelectrotransferencia), que detecta la presencia de anticuerpos contra antígenos de T. 

cruzi separados mediante electroforesis (Minsal, 2011). Para corroborar el diagnóstico se 

deben realizar al menos dos ensayos serológicos, pues ninguna técnica por sí sola es 

suficientemente específica y sensible (WHO, 2007). Durante la fase crónica, también se 
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utiliza la detección del DNA del parásito mediante la técnica de PCR como método 

diagnóstico (Rassi et al., 2010). 

 

2.7 Tratamiento: 

Hasta el momento, las únicas drogas disponibles para el tratamiento farmacológico 

de la enfermedad de Chagas son el nitrofurano Nifurtimox y el nitroimidazol Benznidazol. 

Ambos compuestos fueron introducidos empíricamente en las décadas de los 60 y 70 del 

siglo pasado (Urbina y Docampo., 2003). La experiencia de varias décadas ha demostrado 

que ambas drogas presentan una actividad tripanocida significativa durante la fase aguda de 

la infección. Sin embargo, la eficacia de estas drogas disminuye notoriamente luego de 

semanas posteriores a la inoculación del parásito, siendo muy limitada en pacientes que 

cursan la fase crónica de la enfermedad de Chagas (Irigoín et al., 2008). 

El tratamiento (además de individuos que cursan la fase aguda) también está indicado 

para aquellos pacientes en los que la infección ha sido reactivada, por ejemplo debido a 

inmunosupresión, para lactantes con infección congénita y para pacientes en fase crónica 

temprana. Los beneficios potenciales de la medicación para prevenir o retrasar el desarrollo 

de la enfermedad de Chagas deben sopesarse frente a la larga duración de tratamiento (hasta 

2 meses) y las posibles reacciones adversas que se producen en hasta el 40% de los pacientes 

tratados (WHO, 2013). Estas reacciones estarían asociadas al mecanismo de acción 

inespecífico de ambos fármacos. Así, se ha descrito que nifurtimox genera efectos 

secundarios gastrointestinales de manera frecuente (30 a 70% de los pacientes) que incluyen 

anorexia, pérdida de peso, náuseas, vómitos y molestias abdominales. También es bastante 

común la generación de toxicidad neurológica asociada a los tratamientos con nifurtimox, 

como irritabilidad, insomnio, desorientación y, menos frecuentemente, temblores. Por su 

parte, los tratamientos con benznidazol han sido asociados a efectos secundarios 

dermatológicos consistentes en erupciones por fotosensibilización que raramente progresa a 

dermatitis exfoliativa. La tolerancia de ambos medicamentos es mejor en los niños que en 

los adultos. Por otra parte, benznidazol y nifurtimox no deben ser administrado a mujeres 

embarazadas o a personas con insuficiencia renal o hepática (Rassi et al., 2010). Nifurtimox 
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también está contraindicado en personas con antecedentes de trastornos neurológicos o 

psiquiátricos (WHO, 2013). 

Considerando los antecedentes mencionados, es urgente desarrollar fármacos 

específicos más eficaces y selectivos, particularmente para el tratamiento de la fase crónica 

de la enfermedad de Chagas. 

 

2.8 T. cruzi y estrés oxidativo: 

Se define como estrés oxidativo al aumento de especies reactivas de 

oxígeno/nitrógeno (ROS/RNS) y/o una disminución de los mecanismos antioxidantes de 

defensa celular (Dusting y Triggle, 2005). El metabolismo aeróbico utiliza oxígeno 

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 

oxígeno molecular pueden generar especies reactivas de oxígeno (ROS) altamente inestables, 

tales como anión superóxido (O2·-), peróxido de hidrógeno (H2O2) y radicales hidroxilos 

(OH·) (Shackelford et al., 2000). Estos ROS pueden generar daño a diferentes 

macromoléculas celulares, principalmente al DNA. Por otra parte, células del sistema inmune 

innato, particularmente los macrófagos, pueden producir gran cantidad de ROS, y óxido 

nítrico (NO·), en respuesta a microorganismos patógenos. El radical NO· puede reaccionar 

con O2·- y producir anión peroxinitrito (NOO-), agente generado comúnmente por 

macrófagos como primera línea de defensa durante la fagocitosis. Además, O2·- es un 

precursor de H2O2 que a su vez, en presencia de hierro (II) y cobre (I), es responsable de la 

formación de OH· (Halliwell y Gutteridge, 1984). 

La mayoría de los parásitos protozoarios son células aeróbicas capaces de sobrevivir 

en ambientes oxigenados (Mehlotra, 1996). El ingreso de los tripomastigotes a los 

macrófagos genera una vesícula parasitófora donde se aloja el parásito. En la membrana de 

esta vesícula se ensambla el sistema NADPH oxidasa, que cataliza la producción de especies 

reactivas de oxígeno y nitrógeno (ROS/RNS) (Hogg et al., 1992); adicionalmente, ingresan 

a la vesícula parasitófora especies reactivas de nitrógeno (RNS) producidas por el 

metabolismo de L-arginina (Piacenza et al., 2009). Tanto ROS como RNS son esenciales 
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para el control de la infección. Sin embargo, estos mecanismos de defensa no son capaces de 

eliminar completamente al parásito, estableciéndose las fases indeterminada y crónica de la 

enfermedad (Piacenza et al., 2009). A su vez, se ha detectado una generación sostenida de 

ROS/RNS en el citoplasma de células cardíacas con amastigotes, en pacientes que cursan la 

fase crónica de la enfermedad. Estudios indican que cardiomiocitos infectados crónicamente 

con la forma amastigote de T. cruzi, sobrepasan las defensas antioxidantes presentando un 

estado de estrés oxidativo permanente (Zacks et al., 2005; Paiva et al., 2012). Sin embargo, 

el parásito es capaz de sobrevivir por largos períodos en el tejido cardíaco, determinando la 

aparición de los signos y síntomas característicos de la miocarditis chagásica (Piacenza et al., 

2009). La formación de ROS/RNS que se genera en el tejido cardiaco infectado es atribuible 

a dos procesos: un importante grado de infiltrado inflamatorio presente en el miocardio y la 

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

Por otra parte, se ha descrito que los epimastigotes también son capaces de sobrevivir 

al ambiente oxidativo que se genera en el intestino medio del vector triatomino producto de 

la degradación de la hemoglobina presente en la sangre ingerida por el parásito (Graca-Souza 

et al., 2006). La hemoglobina está formada por cuatro subunidades de globina asociadas a un 

grupo hemo (Balla et al., 2005; Gozzelino et al., 2010). El grupo hemo es una molécula 

usualmente asociada a cadenas de polipéptidos a través de interacciones entre el hierro y 

residuos de histidina o metionina. Cataliza muchos procesos de oxidación y se relaciona con 

importantes funciones biológicas, entre ellas el transporte de oxígeno. También participa en 

la respiración celular relacionándose con los citocromos y con enzimas de detoxificación 

P450, además de cumplir roles de regulación de la señalización celular. No obstante esta 

molécula puede resultar tóxica dada su habilidad para generar especies reactivas del oxígeno 

(Paes et al., 2011). 

Durante su ciclo de vida, T. cruzi sufre una serie de modificaciones morfológicas y 

bioquímicas, proporcionando a cada forma celular la capacidad de sobrevivir en un nuevo 

entorno (Díaz et al., 2011). La capacidad del parásito para evadir la respuesta oxidativa del 

hospedero se correlaciona directamente con su infectividad (Piacenza et al., 2009). 

En resumen, las tres formas celulares de T. cruzi se ven sometidas a estrés oxidativo 

a lo largo del ciclo de vida del parásito. Diversas indagaciones demuestran que T. cruzi cuenta 
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con sistemas enzimáticos que le permiten sobrevivir en ambientes oxidantes. Sin embargo, 

éstos presentan importantes diferencias con células de mamíferos (Turrens, 2004). 

 

2.9  Vía de reparación del DNA por escisión de bases (BER): 

 En eucariontes, la reparación del DNA por escisión de bases (BER) es la principal vía 

por la que se reparan lesiones de bases nitrogenadas que surgen posteriores a la exposición a 

ROS/RNS (Mandavilli et al., 2002; Hegde et al., 2008; Zhang et al., 2008). Además, este 

mecanismo participa de la reparación de bases alquiladas y desaminadas, así como luego de 

eventos espontáneos de depurinación/depirimidinación del DNA. En mamíferos, se han 

descrito dos sub-vías de BER: la vía corta, que repara sólo el nucleótido dañado y la vía larga, 

que repara el nucleótido dañado más fragmentos de uno o más nucleótidos sin daño (Kumar 

et al., 2011). Ambas vías comparten un inicio común, donde una DNA glicosilasa específica, 

como OGG1, detecta la base dañada y la elimina rompiendo el enlace N-glicosídico que une 

la base y la pentosa, generando un sitio apurínico/apirimidínico, sitio abásico o sitio AP. El 

residuo azúcar/fosfato remanente es reconocido por una endonucleasa 

apurínica/apirimidínica (endonucleasa AP) que corta el enlace 5’ fosfodiester del sitio AP, 

generando un extremo 3’ OH libre. Este sirve como sustrato para que una DNA polimerasa 

incorpore el nucleótido correspondiente mediante complementariedad de bases (Robertson 

et al., 2009). Esta acción es realizada principalmente por la DNA polimerasa β que además 

presenta actividad AP liasa o deoxiribosa fosfodiesterasa que permite la eliminación del 

remanente de azúcar/fosfato mediante un corte en el enlace 3’ fosfodiester, proceso 

denominado β-eliminación. Esta actividad AP liasa es realizada algunas veces por DNA 

glicosidasas bifuncionales (Ide y Kotera, 2004; Robertson et al., 2009). Una vez que se ha 

agregado el nucleótido faltante, una DNA ligasa se encarga de unir los extremos 3’-5’ de la 

hebra de DNA (Kumar et al., 2011).  

La vía larga BER, a diferencia de la corta, hace uso de DNA-polimerasas δ o ε que se 

unen al antígeno nuclear de células en proliferación (PCNA) agregando más de un nucleótido 

durante la reparación del segmento. Paralelamente se genera un remanente de 

oligonucleótidos que se desplaza a medida que la DNA polimerasa agrega nuevos 
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nucleótidos. Este remanente o alerón de nucleótidos es reconocido por una Flap endonucleasa 

1 (FEN1) que realiza la β-eliminación, permitiendo así que una DNA ligasa una los 

fragmentos de DNA y concluya la reparación del DNA (Robertson et al., 2009). (Figura 2) 

Actualmente, se ha detectado la presencia y actividad de algunas enzimas 

involucrados en la vía BER en T. cruzi como el de la endonucleasa AP (TcAP1), UDGasa 

(Uracil DNA glicosilasa), PARP y la DNA glicosilasa TcOgg1 (Pérez et al., 1999; Faréz-

Vidal et al., 2001; Masson et al., 1998; Furtado et al., 2012; Sepúlveda et al., 2013). Además, 

trabajos previos indican que la inhibición de la vía BER, utilizando la droga metoxiamina, 

está relacionado a una disminución de la viabilidad de epimastigotes y tripomastigotes 

sometidos a diferentes concentraciones de H2O2 y NOO-. Estos resultados sugieren que en 

ambas formas celulares existe actividad relacionada con la vía BER para la reparación del 

DNA (Cabrera et al., 2011). 
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Figura 2: Vía de reparación por escisión de bases (BER). (Tomada de: Markkanen, et al., 2013). 

 

 

2.10 Endonucleasa APE1: 

La principal endonucleasa AP de Homo sapiens es APE1 (HAP1, APEX o Ref1). El 

gen humano ape1 codifica para una proteína α/β globular de 318 aminoácidos con una masa 

molecular de ~35 kDa (Illuzzi et al., 2013),  que al igual que su ortólogo bacteriano 

(exonucleasa III de E. coli) es una AP endonucleasa de clase II capaz de escindir el esqueleto 

de azúcar-fosfato en el extremo 5 ' de un sitio AP (Marenstein et al., 2004). La localización 

subcelular de APE1 varía dependiendo del estado fisiológico y tipo celular, pudiéndose 

encontrar en citoplasma, núcleo y/o mitocondria (Kakolyris et al., 1998; Mitra et al., 2002; 

Jackson et al., 2005; Tell et al., 2005). 
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 En mamíferos, más del 95% de la actividad de procesamiento de sitios AP es 

realizada por APE1, desempeñando un papel central en la reparación del DNA mediante la 

vía BER (Marenstein et al., 2004). Por otra parte, se ha establecido que APE1 es esencial 

para la viabilidad de diferentes tipos de células eucariontes. Hasta el momento no ha sido 

posible obtener líneas celulares carentes de esta endonucleasa AP. La utilización de RNA de 

interferencia en distintas líneas celulares demostró que la disminución de la expresión de 

APE1 conlleva a la detención de la proliferación y un aumento de la apoptosis, asociado a 

una acumulación de sitos AP en el DNA (Fung y Demple, 2005). Debido a su naturaleza 

multifuncional, se ha establecido que APE1 es indispensable para el desarrollo embrionario 

normal y la supervivencia celular tanto en ratones (Xanthoudakis et al., 1996) como en el 

pez cebra (Wang et al., 2006). 

Por otra parte, se demostró que la sobreexpresión de APE1confiere resistencia a los 

agentes que dañan el DNA en varias líneas celulares tumorales humanas (Silber et al., 2002). 

Por el contrario, la disminución de la expresión de APE1 utilizando RNAs de interferencia 

da como resultado un fenotipo hipersensible al daño del DNA, tanto en cultivos celulares 

como en  modelos tumorales con xeno injertos (Liu et al., 2003; Wang et al., 2004). 

Estudios relativos a cáncer describen una forma dominante-negativa de APE1 que 

carece de actividad AP endonucleasa y que se une con una afinidad 13 veces mayor que la 

proteína nativa a su sustrato (sitios AP). Esta forma mutante de APE1, denominada APE1DN, 

posee dos sustituciones de aminoácidos en el sitio activo de la enzima (residuos ácido 

glutámico 96 que cambia a glutamina y residuo ácido aspártico 210 que cambia a asparagina). 

Ensayos bioquímicos in vitro revelan que APE1DN no permite que APE1 nativa se una al 

sitio AP, impidiendo la remoción del azúcar-fosfato remanente, bloqueando de esta forma la 

vía BER. Por otra parte, células de mamífero que sobreexpresan la forma APE1DN y que 

son sometidas a agentes genotóxicos, presentan una elevada acumulación de sitios AP que 

determinan la muerte celular (McNeill y Wilson, 2007). 

En T. cruzi se ha descrito la secuencia del gen ortólogo de ape1 (tcap1) y se ha 

demostrado que la complementación de cepas de E. coli carentes de exonucleasa III 

(endonucleasa AP de bacterias) con el gen que codifica para la proteína TcAP1 les confiere 

resistencia frente a agentes oxidantes (Perez et al., 1999). A su vez, estudios recientes han 
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establecido que la sobreexpresión de TcAP1 en epimastigotes de T. cruzi incrementa su 

viabilidad frente al tratamiento con H2O2 y NOO- (Sepúlveda et al., 2013). La secuencia del 

gen que codifica para el ortólogo de APE2 de humano, también se encuentra en T. cruzi 

(tcap2). Sin embargo, tanto APE2 como TcAP2 presentan una menor actividad AP 

endonucleasa (Burkovics et al., 2006;  Sepúlveda et al., 2013). 

Al comparar la secuencia aminoacídica de TcAP1 con APE1 de H. sapiens se 

estableció un porcentaje de similitud cercana al 30%. Si bien existen diferencias evidentes 

entre las secuencias aminoacídicas de ambas endonucleasas AP, los residuos aminoacídicos 

que conforman la región catalítica son conservados (Sepúlveda et al., 2013) (Figura 3). Las 

divergencias observadas entre ambas proteínas son las esperadas acorde a su distancia 

filogenética (Galanti et al., 1998). Sin embargo, las importantes diferencias que se han 

establecido en la localización espacial y la distancia de los residuos que conforman el sitio 

catalítico entre ambas enzimas (Sepúlveda, 2013), sugieren la posibilidad de diseño de 

posibles inhibidores específicos de TcAP1 que no afecten la actividad de APE1 de H. 

sapiens, de la misma forma como ha sido descrito entre Exo III de E. coli y APE1 humana 

(Zawahir et al., 2009). 
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Figura 3: Alineamiento múltiple de la región catalítica de las endonucleasas AP de Trypanosoma cruzi 

(TcAP1 y TcAP2) con Homo sapiens (APE1 y APE2) y Schizosaccharomyces pombe (Apn2p). Los residuos 

conservados se destacan en negro (idénticos) o gris (similares). Los asteriscos muestran los residuos críticos 

para la unión a sitios AP y la actividad catalítica (Tomado de Sepúlveda et al., 2013). 

 

En esta Memoria de Título se estudió la sobreexpresión de formas nativas y 

dominantes negativos de APE1 de Homo sapiens en epimastigotes de T. cruzi y su relación 

con la sobrevida de parásitos sometidos a estrés oxidativo. El establecimiento de posibles 

similitudes y diferencias relacionadas a la actividad endonucleasa de las enzimas humanas y 

parasitarias, permitirán posteriormente la generación de inhibidores específicos para la 

enzima parasitaria. Los resultados obtenidos permitieron establecer que la expresión de 

APE1 humana en el parásito lo protege frente a desafíos con especies reactivas de oxígeno, 

mientras que la expresión de APE1DN lo hace más sensible. Por otra parte, la generación de 

epimastigotes recombinantes constituirá una herramienta fundamental para la búsqueda de 

inhibidores específicos de la vía BER de T.cruzi, que no afecten la actividad de APE1 de H. 
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sapiens. Estos inhibidores podrían potenciar el efecto citotóxico del daño oxidativo al DNA 

generado en el parásito por el sistema inmune del hospedero o por las drogas anti-chagásicas 

convencionales.  

 

3- HIPÓTESIS: 

La expresión de APE1 humano en epimastigotes de T. cruzi incrementa su 

viabilidad frente a daño oxidativo agudo. Por el contrario, la expresión de un dominante 

negativo putativo la disminuye.  

4- OBJETIVO GENERAL: 

Estudiar el efecto de la expresión de APE1 humana y su dominante negativo en 

epimastigotes de T. cruzi expuestos a daño oxidativo. 

 

5- OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

1- Mutar la secuencia nucleotídica codificante de APE1 humano para obtener la secuencia 

nucleotídica que codifica para un dominante negativo de APE1. 

2- Localizar la ubicación subcelular de las proteínas expresadas por los plásmidos pTREX-

his8-ape1-gfp y pTREX- his8-ape1DN-gfp en epimastigotes transfectados. 

 3- Evaluar la viabilidad de epimastigotes de T. cruzi transfectados con los plasmidios 

pTREX-his8-ape1-gfp y pTREX- his8-ape1DN-gfp, expuestos a estrés oxidativo agudo. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

2.1.1Cultivo de epimastigotes de T. cruzi. 

Epimastigotes de T. cruzi (cepa Dm28c) fueron cultivados a 28º C en medio Diamond 

(NaCl 0,106 M, KH2PO4 20 mM, K2HPO4 23 mM, triptosa 6,25g/L, triptona 6,25 g/L, 

extracto de levadura 6,25 g/L, pH 7,2) (Diamond, 1968), suplementado con 10% de suero 

fetal bovino (SFB), hemina 75 μM y antibióticos (penicilina 75 U/ml y estreptomicina 75 

μg/ml). 

 

2.1.2 Recuento de epimastigotes. 

Epimastigotes en fase exponencial de crecimiento fueron suspendidos en 3,7% de 

formalina tamponada en buffer fosfato salino (PBS) y contados en cámara de Neubauer. 

 

2.2 Inserción de la secuencia nucleotídica codificante de APE1 humano en el vector 

pMT/V5. 

 

2.2.1 Obtención del constructo pMT/V5-ape1 

Con el objetivo de insertar la secuencia nucleotídica codificante del gen ape1 en un 

plasmidio con escaso número de nucleótidos, que facilite la posterior mutación sitio dirigida 

de la secuencia para la enzima, se utilizó el vector pMT/V5 (Invitrogen) que sólo presenta 

3.538 pb.  

La secuencia nucleotídica codificante de APE1 fue amplificada desde cDNA de H. 

sapiens. El cDNA molde fue generado, a partir de extracto de RNA total de células HEK293T 

“human embryonic kidney” mediante reacción de polimerasa en cadena (PCR), utilizando 

partidores con sitios de restricción para las enzimas Kpn I (en rojo) y Age I (en azul):  
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APE1 sentido: GGGGTACCGCAATGGGAATGCCGAAGCGTGGGAAAAAGGGA 

APE1 antisentido: CACACCGGTCAGTGCTAGGTATAGGGTGATAGGA 

La visualización de los fragmentos obtenidos se realizó mediante geles de agarosa al 

1% P/V, teñidos con GelRed (Biotium). Los amplificados de ape1 fueron purificados desde 

estos geles utilizando el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), 

siguiendo las instrucciones del fabricante. (Con controles respectivos para ape, ver 

resultados) 

Los fragmentos nucleotídicos amplificados y purificados del gen ape1 y el vector 

pMT/V5 fueron sometidos a digestión con las enzimas de restricción mencionadas y ligadas 

con DNA ligasa T4 (Promega). Los constructos obtenidos se electroporaron en bacterias E. 

coli cepa JM109. La selección de clones positivos se realizó mediante la técnica de PCR de 

colonias. 

 

2.2.2 Generación del constructo pMT/V5-ape1DN. 

Tal como se mencionó previamente, estudios realizados por McNeill y Wilson (2007) 

describen una forma dominante negativa de APE1 que posee dos sustituciones de 

aminoácidos en el sitio activo de la enzima (residuos ácido glutámico 96 que cambia a 

glutamina y residuo ácido aspártico 210 que cambia a asparragina). Basados en estos 

resultados, se diseñaron oligonucleótidos partidores que generaran mutaciones E-Q (ácido 

glutámico por glutamina) y D-N (ácido aspártico por asparragina) en la proteína APE1. En 

rojo se muestra el nucleótido a mutar y en azul el triplete al que corresponde: 

APE1(E-Q) sentido: CCAGATATACTGTGCCTTCAACAGACCAAATGTTCAGAG 

APE1(E-Q) antisentido: CTCTGAACATTTGGTCTGTTGAAGGCACAGTATATCTGG 

APE1(D-N) sentido: GCCCCTTGTGCTGTGTGGAAACCTCAATGTGGCACATGA 

APE1(D-N) antisentido: TCATGTGCCACATTGAGGTTTCCACACAGCACAAGGGGC 
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La mutación de la secuencia nucleotídica codificante de APE1 para la generación del 

dominante negativo se realizó utilizando los oligonucleótidos partidores mencionados y el 

kit QuikChange® Lightning Site-Directed Mutagenesis (Stratagene), utilizando como DNA 

molde el plasmidio pMT/V5-ape1 generado previamente en 3.2.1. 

Como se mencionó, se utilizó dicho constructo por tener un menor número de 

nucleótidos comparado con otros plasmidios obtenidos durante la ejecución de esta Memoria 

de Título (como pTREX-his8-ape1-gfp), lo que incrementa las probabilidades de éxito de la 

técnica. Cabe señalar que el DNA plasmidial pMT/V5-ape1 fue purificado desde bacterias 

JM109 que presentan actividad adenina metiltransferasa (Dam+) capaz de agregar grupos 

metilos a adeninas presentes en secuencias GATC, necesarias para la aplicación del kit de 

mutagénesis sitio-dirigida. En primer lugar se generó la mutación nucleotídica que permite 

modificar el residuo 210 (ácido aspártico por asparragina) y luego la mutación nucleotídica 

que permite modificar el residuo 96 (ácido glutámico por glutamina). 

 La técnica de mutagénesis sitio dirigida utilizando este kit constó de 3 pasos 

fundamentales:  

a) En una primera instancia se aplicaron ciclos termales sobre una reacción que contenía 

una DNA polimerasa de alta fidelidad (Pfu), un par de partidores con los sitios a mutar 

y DNA molde (pMT/V5-ape1) metilado en GATC. Los ciclos termales fueron: 5 

minutos de denaturación a 95°C, seguidos de 16 ciclos de 30 segundos a 95°C, 1 

minuto a 55°C y 5 minutos a 68°C. 

b) El producto amplificado fue incubado con la enzima Dpn I con el objetivo de degradar 

el DNA molde y conservar los plasmidios amplificados que presentan las secuencias 

mutadas.  

c) Finalmente el producto resultante fue transformado en bacterias XL1-blue para sellar 

los cortes y amplificar el plasmidio mutado. 

 

Cada plasmidio mutado fue purificado y sometido a secuenciación automática de 

DNA para corroborar la presencia de la mutación deseada. 
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2.3.1Clonamiento e inserción de la secuencia nucleotídica codificante de APE1 humano 

en el vector de expresión pTREX-his8-gfp. 

 La secuencia nucleotídica codificante de APE1 fue amplificada desde cDNA de H. 

sapiens mediante reacción de polimerasa en cadena (PCR), utilizando partidores con sitios 

de restricción para la enzima Hind III (en azul):  

APE1 sentido: GCAAGCTTATGCCGAAGCGTCGGAAAAAG  

APE1 antisentido: CCCAAGCTTCAGTGCTAGGTATAGGGTGATA  

 El cDNA molde fue generado previamente en el Laboratorio de Biología Celular y 

Molecular del ICBM, a partir de extracto de RNA total de células HEK293T “human 

embryonic kidney”. 

La visualización de los fragmentos obtenidos se realizó mediante geles de agarosa al 

1%, teñidos con GelRed (Biotium). Los amplificados de APE1 fueron purificados desde estos 

geles utilizando el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. 

Posteriormente, los fragmentos nucleotídicos amplificados y purificados del gen 

APE1 y el vector de expresión pTREX-his8-gfp fueron sometidos a digestión con las enzimas 

de restricción previamente mencionadas durante toda la noche a 37°C. El vector pTREX-

his8-gfp genera una proteína de fusión con 8 histidinas en el extremo amino terminal y la 

proteína fluorescente verde en el extremo carboxilo terminal. Para la ligación del producto 

de PCR de APE1 en el vector de expresión pTREX-his8-gfp se realizó una incubación con 

DNA ligasa T4 (Promega) durante toda la noche a 4°C. 

Los constructos obtenidos se electroporaron en bacterias E. coli cepa JM109 

electrocompetentes y se cultivaron en placas Petri con medio LB agar y ampicilina. La 

selección de clones positivos se realizó mediante la técnica de PCR de colonias. 

Posteriormente, se purificó el constructo desde las colonias positivas utilizando el kit 

QIAprep Spin Miniprep® (QIAGEN), según instrucciones del fabricante. Finalmente, se 

evaluó la presencia del inserto en el vector mediante digestión enzimática del constructo 

purificado y por secuenciación automática de DNA. 
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2.3.2 Generación del vector de expresión pTREX-his8-ape1DN-gfp 

El plasmidio pTREX-his8-ape1DN-gfp se generó de la misma manera que el 

plasmidio pTREX-his8-ape1-gfp (descrito en 3.3.1) utilizando como DNA molde el 

plasmidio pMT/V5-ape1DN obtenido en 3.2.2.  

 

2.4. Transfección de epimastigotes con los plasmidios pTREX-his8-gfp (vector vacío 

control), pTREX-his8-ape1-gfp y pTREX-his8-ape1DN-gfp 

Epimastigotes del clon Dm28c se transfectaron con los plasmidios pTREX-his8-gfp 

(control), pTREX-his8-ape1-gfp y pTREX-his8-ape1DN-gfp de manera independiente. Para 

tales propósitos, epimastigotes en fase exponencial de crecimiento se contaron en cámara de 

Neubauer y se lavaron una vez en PBS estéril. Los parásitos se resuspendieron en medio de 

electroporación (120 mM KCl, 0,15 mM CaCl2, 10 mM K2HPO4, 25 mM Hepes, 2 mM 

EDTA, 5 mM MgCl2 a pH 7,6) a una concentración de 1x108 parásitos/ml. Posteriormente, 

400 µl de epimastigotes resuspendidos, fueron incubados con 90 µg de cada plasmidio 

medido espectrofotométricamente y, de manera independiente se electroporaron a 0.3kV y 

500µF en dos pulsos, separados por un intervalo de 10 seg. Inmediatamente, los parásitos se 

transfirieron a medio Diamond suplementado con 20% suero fetal bovino (SFB) y se 

incubaron durante 48 hrs a 28ºC. Transcurrido este tiempo, el medio de cultivo se cambió 

por medio fresco conteniendo 250 µg/ml del antibiótico G418, con el objetivo de seleccionar 

los parásitos que insertaron el vector en su genoma. Esta concentración de antibiótico se 

mantuvo hasta la segunda semana y luego se aumentó a 400 µg/ml. La visualización de la 

expresión de las proteínas HIS8-GFP (control), HIS8-APE1-GFP y HIS8-APE1DN-GFP en 

epimastigotes transfectados se realizó por western blot y mediante observación de los 

epimastigotes transfectados con un microscopio de fluorescencia.   
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2.5. Determinación de la expresión de las proteínas HIS8-APE1-GFP y HIS8-APE1DN-

GFP mediante ensayos de western blot. 

Homogeneizados de proteínas totales de epimastigotes transfectados con los 

constructos pTREX-his8-gfp, pTREX-his8-ape1-gfp y pTREX-his8-ape1DN-gfp fueron 

separados electroforéticamente en geles SDS-PAGE al 10%. Las proteínas separadas fueron 

transferidas a membranas de nitrocelulosa. Posteriormente, las membranas fueron 

bloqueadas con albúmina de suero bovino (BSA) 5% en PBS durante 2 horas a 37°C, lavadas 

3 veces con PBS-Tween 0.05% v/v e incubadas con un anticuerpo primario policlonal anti-

GFP (Thermo Scientific) en una dilución 1:6000 v/v en PBS-Tween 0.05% y con un 

anticuerpo primario monoclonal anti-APE1 en una dilución 1:2000 v/v en PBS-Tween 0.05% 

durante toda la noche a 4ºC. Finalmente, las membranas fueron incubadas con un anticuerpo 

secundario de cabra anti-conejo conjugado con peroxidasa de rábano (Jackson) en una 

dilución 1:10000 v/v en PBS-Tween 0.05% durante 1 hr a temperatura ambiente. El revelado 

se realizó mediante quimioluminiscencia utilizando el kit SuperSignal®West Pico 

Chemiluminescent substrate (Thermo Scientific).  

 

2.6. Localización subcelular de las proteínas recombinantes HIS8-APE1-GFP y HIS8-

APE1DN-GFP expresadas en epimastigotes de T. cruzi transfectados. 

La localización subcelular de HIS8-APE1-GFP y HIS8-APE1DN-GFP en 

epimastigotes transfectados (ver 3.4) se realizó por fluorescencia y mediante 

inmunodetección de la proteína GFP en parásitos fijados con metanol 70% frio durante 30 

minutos. Para esto, las muestras fijadas fueron tratadas con solución de bloqueo (BSA 1%, 

saponina 0,1 %v/v, suero de ternero 3% v/v en PBS) durante 2 horas a 37°C e incubadas con 

un anticuerpo primario policlonal de ratón anti-GFP (Thermo Scientific) en una dilución 

1:100 v/v en solución de bloqueo durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, los extendidos 

fueron lavados con PBS e incubados con un anticuerpo secundario de cabra anti-ratón 

conjugado con el fluorocromo Alexa 488 (Molecular Probes) en una dilución 1:300 v/v en 

solución de bloqueo. Finalmente, las muestras fueron sometidas a contra-tinción nuclear con 

DAPI, montadas y visualizadas en un microscopio de fluorescencia. Las fotografías fueron 
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obtenidas con filtro 43020 nm para evidenciar fluorescencia azul (DAPI) y con filtro 

52020 nm, que permite la identificación de fluorescencia verde (Alexa fluor 488). Las 

fotografías fueron procesadas computacionalmente para determinar la sobreposición de 

DAPI (utilizando pseudo color rojo) con Alexa fluor 488 (verde). 

 

2.7. Determinación de la viabilidad de epimastigotes recombinantes expuestos a estrés 

oxidativo agudo 

 

2.7.1 Exposición de epimastigotes recombinantes a estrés oxidativo agudo 

Epimastigotes transfectados, expresando las proteínas HIS8-GFP (como control), 

HIS8-APE1-GFP y HIS8-APE1DN-GFP (12x106 parásitos/ml) fueron expuestos a diferentes 

concentraciones de H2O2 durante 30 minutos a 28°C. Posteriormente, fueron incubados 

durante 4 horas en medio fresco para permitir su recuperación (reparación del DNA). Luego 

de este tiempo se determinó la viabilidad de los parásitos mediante ensayos de MTT. 

 

2.7.2 Ensayo de MTT: 

La viabilidad de los parásitos fue determinada a través del ensayo colorimétrico MTT. 

Este ensayo mide actividad de la enzima succinato deshidrogenasa mitocondrial, la que 

cataliza la reducción del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), 

de color amarillo, a formazán, un precipitado de color púrpura. La cantidad de parásitos vivos 

es proporcional a la cantidad de formazán producida. Los epimastigotes expuestos a estrés 

oxidativo (descrito en 3.7.1) fueron incubados en placas de 96 pocillos en presencia del 

reactivo MTT durante 4hrs a 28ºC. Posteriormente, el precipitado generado se solubilizó 

utilizando una solución de SDS 10% y 0,01 M HCl. Se incubó durante 30 min a 37ºC y su 

absorbancia fue cuantificada en un lector de microplacas a 570nm.  
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2.8. Objetivo extra: Obtención de la proteína HIS8-APE1DN-GFP  

 

 Se obtuvieron parásitos suficientes (12x106 parásitos/ml) para obtener una cantidad 

de proteína que permitiera realizar posteriormente diferentes ensayos bioquímicos, como los 

de funcionalidad enzimática. Posteriormente, las células fueron centrifugadas 10 minutos a 

2.000 xg a temperatura ambiente suspendidas en 5 ml de amortiguador de lisis para 

purificación de proteínas (Tris 50 mM pH 8,0, NaCl 300 mM, imidazol 20 mM pH 8,0, Tritón 

X-100 1%, glicerol 10%) e incubadas durante 30 minutos con agitación a 4º C. Luego las 

muestras se sonicaron durante 1 minuto en hielo. El lisado resultante fue centrifugado a 

10.000 x g durante 15 minutos a 4º C. El sobrenadante, conteniendo la proteína de interés, 

fue transferido a una columna de agarosa-níquel la que posteriormente fue lavada con 20 ml 

de buffer de lavado (Tris 50 mM pH 8,0, NaCl 500 mM, imidazol 20 mM pH 8,0, Tritón X-

100 1%, glicerol 10%). La elución de la proteína recombinante APE1DN se realizó utilizando 

10ml de buffer de elución (Tris 50 mM pH 8,0, NaCl 200 mM, imidazol 300 mM, pH 8,0, 

Tritón X-100 1%, glicerol 10%) tomando alícuotas secuenciales de 500 µl. Finalmente, se 

detectó la presencia de HIS8-APE1DN-GFP recombinante mediante ensayos de western blot 

utilizando los anticuerpos anti-GFP y anti-APE1 (dilución 1:2000 v/v).  

 

2.9. Análisis estadístico:  

Los resultados obtenidos en cada experimento fueron analizados estadísticamente con 

el software GraphPad Prism versión 5. En todos los casos los resultados representan el 

promedio de 3 experimentos ± el error estándar de la media. Se aplicó análisis de varianza 

(ANOVA) de dos vías con corrección de Bonferroni para múltiples comparaciones, a fin de 

determinar diferencias significativas. 

 

2.10 Bioseguridad: 

Los experimentos previamente descritos fueron realizados en el laboratorio bajo las 

normas establecidas por la Unidad de Riesgo y Bioseguridad de la Facultad de Medicina de 

la Universidad de Chile. Se trabajó con la forma celular no infectiva del parásito 

(epimastigote) en una campana de flujo laminar clase II tipo A. 

 



45 

 

3. RESULTADOS. 

3.1 Inserción de la secuencia nucleotídica codificante de APE1 humano en el vector 

pMT/V5 

La secuencia nucleotídica codificante para la proteína APE1 humana fue amplificada 

utilizando cDNA de H. sapiens como DNA molde, mediante ensayos de PCR obteniendo 

una banda de aproximadamente 957 pb (Figura 4), que corresponde al tamaño esperado para 

APE1. 

 

 

Figura 4: Amplificación del fragmento codificante de la endonucleasa APE1 de H. sapiens: Separación 

electroforética de fragmentos de DNA obtenidos por PCR. 1) marcador de pares de bases, 2) amplificado de 

APE1 utilizando cDNA de H. sapiens, como DNA molde (aproximadamente 957 pb)              C: PCR sin 

DNA molde  

  

 El producto amplificado fue digerido con las enzimas de restricción Kpn I y Age I 

e insertado en el vector pMT/V5 Finalmente el constructo fue analizado mediante 

secuenciación automática de DNA (Figura 5), mostrando un 96% de homología con 

secuencias anotadas en bases de datos para la secuencia codificante de la proteína APE1. 

 

 

 1           C          2 
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ape1              -----------------------------ATGCCGAAGCGTGGGAAAAAGGGAGCGGTGG 

pMT/V5-ape1       TGGAACGGGTCTGACGGGGTCCGCATGGGATGCCTACACGTGGGAAAAAGGGAGCGGTGG 

                                                ***** *  ********************** 

 

ape1              CGGAAGACGGGGATGAGCTCAGGACAGAGCCAGAGGCCAAGAAGAGTAAGACGGCCGCAA 

pMT/V5-ape1       CGGAAGATGGGGATGAGCTCAGGACAGAGCCAGAGGCCAAGAAGAGTAAGACGGCCGCAA 

                  ******* **************************************************** 

 

ape1              AGAAAAATGACAAAGAGGCAGCAGGAGAGGGCCCAGCCCTGTATGAGGACCCCCCAGATC 

pMT/V5-ape1       AGAAAAATGACAAAGAGGCAGCAGGAGAGGGCCCAGCCCTGTATGAGGACCCCCCAGATC 

                  ************************************************************ 

 

ape1              AGAAAACCTCACCCAGTGGCAAACCTGCCACACTCAAGATCTGCTCTTGGAATGTGGATG 

pMT/V5-ape1       AGAAAACCTCACCCAGTGGCAAACCTGCCACACTCAAGATCTGCTCTTGGAATGTGGATG 

                  ************************************************************ 

 

ape1              GGCTTCGAGCCTGGATTAAGAAGAAAGGATTAGATTGGGTAAAGGAAGAAGCCCCAGATA 

pMT/V5-ape1       GGCTTCGAGCCTGGATTAAGAAGAAAGGATTAGATTGGGTAAAGGAAGAAGCCCCAGATA 

                  ************************************************************ 

 

ape1              TACTGTGCCTTCAAGAGACCAAATGTTCAGAGAACAAACTACCAGCTGAACTTCAGGAGC 

pMT/V5-ape1       TACTGTGCCTTCAAGAGACCAAATGTTCAGAGAACAAACTACCAGCTGAACTTCAGGAGC 

                  ************************************************************ 

 

ape1              TGCCTGGACTCTCTCATCAATACTGGTCAGCTCCTTCGGACAAGGAAGGGTACAGTGGCG 

pMT/V5-ape1       TGCCTGGACTCTCTCATCAATACTGGTCAGCTCCTTCGGACAAGGAAGGGTACAGTGGCG 

                  ************************************************************ 

 

 

Figura 5: Alineamiento entre secuencias nucleotídicas de ape1 y pMT/V5-ape1: Los residuos con (*) 

corresponden a nucleótidos idénticos entre ambas secuencias. Realizado mediante el programa Clustal W 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html).  
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3.2. Mutación de la secuencia nucleotídica codificante de APE1 humano para obtener 

la secuencia nucleotídica que codifica para un dominante negativo de APE1 

La mutación de la secuencia nucleotídica de la endonucleasa APE1 (homóloga 

humana de TcAP1) permitió a los investigadores McNeill y Wilson (McNeill and Wilson, 

2007) generar un dominante negativo de ésta proteína. Basándonos en estos estudios, se 

identificaron los residuos modificados en APE1DN (E96 y D210) los que corresponden a 

ácido glutámico y ácido aspártico. Se diseñaron partidores nucleotídicos específicos para 

cada mutación, que determinan cambios en los residuos aminoacídicos (ácido aspártico por 

asparragina (D-N) y ácido glutámico por glutamina (E-Q). Utilizando un kit de mutagénesis 

sitio dirigida y como DNA molde el plasmidio pMT/V5-ape1 obtenido previamente (ver 4.1), 

se introdujo en primer lugar la mutación D-N (ácido aspártico por asparragina). Dichos 

amplificados fueron transformados en bacterias E. coli y se realizó un ensayo de PCR de 

colonias para corroborar la inserción del fragmento mutado en el vector, obteniéndose un 

amplificado cercano a 957 pb (Figura 6). La presencia de la mutación en los plasmidios fue 

corroborada mediante secuenciación automática de DNA, mostrando los cambios esperados 

en los codones correspondientes (Figura 7, secuenciación primera mutación de ácido 

aspártico por asparragina D-N (GAC→AAC)). Luego, utilizando como DNA molde los 

plasmidios mutados para el cambio ácido aspártico por asparragina (D-N) se realizó la 

segunda mutación E-Q (ácido glutámico por glutamina), la cual también fue transformada en 

bacterias E. coli (Figura 8). Cada plasmidio mutado fue secuenciado automáticamente, 

mostrándose los cambios esperados en los codones correspondientes (Figura 9, 

secuenciación automática mutación ácido glutámico por glutamina E-Q (GAG→CAG)). 
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Figura 6: Amplificación del fragmento de DNA codificante de APE1 que genera la mutación DN en 

diferentes colonias de bacterias E. coli transformadas.  Carril 1) marcador de peso molecular (100 pb); 

Carril 2) control sin DNA; Carril 3) control positivo (DNA genómico de H. sapiens); Carriles 4 al 11, 

amplificados de DNA codificante para mutación DN utilizando lisados de diferentes colonias bacterianas 

transformadas con el constructo pMT/V5-DN; tamaño esperado del amplificado de 957 pb  
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  ape1            AATGCAGGCCGAGGTCTGGTACGACTGGAGTACCGGCAGCGCTGGGATGAAGCCTTTCGC  

  ape1(D-N)       AATGCAGGCCGAGGTCTGGTACGACTGGAGTACCGGCAGCGCTGGGATGAAGCCTTTCGC  

                  ************************************************************ 

 

  ape1            AAGTTCCTGAAGGGCCTGGCTTCCCGAAAGCCCCTTGTGCTGTGTGGAGACCTCAATGTG  

  ape1(D-N)       AAGTTCCTGAAGGGCCTGGCTTCCCGAAAGCCCCTTGTGCTGTGTGGAAACCTCAATGTG  

                  ************************************************.*********** 

 

 ape1            GCACATGAAGAAATTGACCTTCGCAACCCCAAGGGGAACAAAAAGAATGCTGGCTTCACG  

 ape1(D-N)       GCACATGAAGAAATTGACCTTCGCAACCCCAAGGGGAACAAAAAGAATGCTGGCTTCACG  

                 ************************************************************ 

 

 ape1            CCACAAGAGCGCCAAGGCTTCGGGGAATTACTGCAGGCTGTGCCACTGGCTGACAGCTTT 

 ape1(D-N)       CCACAAGAGCGCCAAGGCTTCGGGGAATTACTGCAGGCTGTGCCACTGGCTGACAGCTTT  

                 ************************************************************ 

 

 ape1            AGGCACCTCTACCCCAACACACCCTATGCCTACACCTTTTGGACTTATATGATGAATGCT  

 ape1(D-N)       AGGCACCTCTACCCCAACACACCCTACGCCTACACCTTTTGGACTTATATGATGAATGCT  

                 ************************** ********************************* 

 

 ape1            CGATCCAAGAATGTTGGTTGGCGCCTTGATTACTTTTTGTTGTCCCACTCTCTGTTACCT  

 ape1(D-N)       CGATCCAAGAATGTTGGTTGGCGCCTTGATTACTTTTTGTTGTCCCACTCTCTGTTACCT  

                 ************************************************************ 

Figura 7: Alineamiento entre secuencias nucleotídicas de ape1  y pMT/V5-ape1 mutación D-N 

(Obtenido mediante secuenciación automática) Los residuos en rojo correspondena codones mutados (ácido 

aspártico por asparragina) y los residuos en negro corresponden a nucleótidos idénticos entre ambas 

secuencias (*). Realizado mediante el programa Clustal W 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html. 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html
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Figura 8: Amplificación del fragmento de DNA codificante de APE1 que genera la mutación D-N y E-

Q en diferentes colonias de bacterias E. coli transformadas. Carril 1) marcador de peso molecular (100 

pb); Carril 2: control positivo (DNA genómico de H. sapiens); carril 3) control sin DNA; Carriles 4 al 7, 

amplificados de DNA codificante para mutación D-N y E-Q utilizando lisados de diferentes colonias 

bacterianas transformadas con el constructo pMT/V5-DN-EQ; tamaño esperado del amplificado de 957 pb  
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ape1            GCCTGGATTAAGAAGAAAGGATTAGATTGGGTAAAGGAAGAAGCCCCAGATATACTGTGC 

ape1(E-Q)       GCCTGGATTAAGAAGAAAGGATTAGATTGGGTAAAGGAAGAAGCCCCAGATATACTGTGC 

                ************************************************************ 

 

ape1            CTTGAAGAGACCAAATGTTCAGAGAACAAACTACCAGCTGAACTTCAGGAGCTGCCTGGA 

ape1(E-Q)       CTTCAAGAGACCAAATGTTCAGAGAACAAACTACCAGCTGAACTTCAGGAGCTGCCTGGA 

                ***.******************************************************** 

 

ape1            CTCTCTCATCAATACTGGTCAGCTCCTTCGGACAAGGAAGGGTACAGTGGCGTGGGCCTG 

ape1(E-Q)       CTCTCTCATCAATACTGGTCAGCTCCTTCGGACAAGGAAGGGTACAGTGGCGTGGGCCTG 

                ************************************************************ 

 

ape1            CTTTCCCGCCAGTGCCCACTCAAAGTTTCTTACGGCATAGGCGAGGAGGAGCATGATCAG 

ape1(E-Q)       CTTTCCCGCCAGTGCCCACTCAAAGTTTCTTACGGCATAGGCGATGAGGAGCACGATCAG 

                ******************************************** ******** ****** 

 

ape1            GAAGGCCGGGTGATTGTGGCTGAATTTGACTCGTTTGTGCTGGTAACAGCATATGTACCT 

ape1(E-Q)       GAAGGCCGGGTGATTGTGGCTGAATTTGACTCGTTTGTGCTGGTAACTGCATATGTACCT 

                ***********************************************:************ 

 

ape1            AATGCAGGCCGAGGTCTGGTACGACTGGAGTACCGGCAGCGCTGGGATGAAGCCTTTCGC 

ape1(E-Q)       AATGCAGGCCGAGGTCTGGTACGACTGGAGTACCGGCAGCGCTGGGATGAAGCCTTTCGC 

                ************************************************************ 

 

Figura 9: Alineamiento entre secuencias nucleotídicas de ape1 y pMT/V5-ape1 mutación E-Q 

(Obtenido mediante    secuenciación automática). Los residuos en rojo correspondena codones mutados 

(ácido glutámico por glutamina) y los  residuos en negro corresponden a nucleótidos idénticos entre ambas 

secuencias (*). Realizado mediante el programa Clustal W 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). 
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3.3 Inserción de la secuencia nucleotídica codificante de APE1 y APE1DN humano en 

el vector de expresión para T. cruzi  pTREX-his8-gfp 

 

Se amplificó, mediante PCR, la secuencia nucleotídica codificante de APE1 humana 

utilizando cDNA de células HEK293T como DNA molde y se obtuvo un fragmento cercano 

a las 957 pb. Paralelamente se amplificó mediante PCR la secuencia nucleotídica codificante 

de APE1DN utilizando como DNA molde el plasmidio pMT/V5-ape1DN generado 

previamente (ver 4.2). Para tales efectos se diseñaron oligonucleótidos partidores específicos 

con sitios de restricción para la enzima Hind III. Posteriormente, ambos amplificados fueron 

purificados desde geles de agarosa e incubados con dicha enzima de restricción, al igual que 

el vector pTREX-his8-gfp de T. cruzi. Los productos de PCR cortados fueron ligados en el 

vector incubando con la enzima ligasa T4, para finalmente ser electroporados en bacterias E. 

coli JM109, las que fueron sembradas en placas de LB-agar con ampicilina. La selección de 

clones positivos se realizó mediante la técnica de PCR de colonias, obteniéndose 4 clones 

positivos para ape1 (Figura 10) y 3 clones positivos para ape1DN (no mostrado).  

Los constructos pTREX-his8-ape1-gfp y pTREX-his8-ape1DN-gfp fueron 

purificados desde un clon de bacterias E. coli positivas para cada vector con el objetivo de 

evaluar nuevamente la presencia de los insertos en el plasmidio. Esto último fue corroborado 

mediante ensayos de digestión durante 5 horas a 37ºC con la enzima Hind III. Ambas 

digestiones fueron analizadas mediante electroforesis en gel de agarosa teñido con GelRed, 

con el propósito de observar la liberación de los fragmentos del tamaño esperado de 957 pb 

(Figura 11). Finalmente, los constructos pTREX-his8-ape1-gfp y pTREX-his8-ape1DN-gfp 

fueron sometidos a secuenciación automática de DNA para comprobar la integridad y 

correcto marco de lectura de ambas secuencias (Figura 12). 
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Figura 10: Comprobación mediante PCR de la presencia de la secuencia codificante de APE1 humano 

en colonias de E. coli transformadas con el constructo pTREX-his8-ape1-gfp.Carril 1) marcador de pares 

de bases (100 pb), Carril 2) control positivo utilizando APE1 secuenciado como templado. Carril 3) control 

negativo, PCR sin DNA. Los carriles 4 a7 corresponden a los productos de 957 pb aproximadamente.   
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Figura 11: Identificación mediante digestión enzimática de la presencia de los insertos ape1 y ape1DN 

en los constructos pTREX-his8-ape1-gfp y pTREX-his8-ape1DN-gfp purificados desde colonias de E. 

coli positivas. Carril 1) marcador de pares de bases (100 pb). Carriles 2 y 3 corresponden a los constructos 

pTREX-his8-ape1-gfp y pTREX-his8-ape1DN-gfp, respectivamente incubados con la enzima de restricción 

Hind III liberando un fragmento de aproximadamente 957 pb.   
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ape1 

pTREX-his8-ape1DN-gfp 

 

 

AGGGAGCGGTGGCGGAAGACGGGGATGAGCTCAGGACAGAGCCAGAGGCCAAGAAGAGTA 

AGGGAGCGGTGGCGGAAGATGGGGATGAGCTCAGGACAGAGCCAGAGGCCAAGAAGAGTA 

******************* **************************************** 

ape1 

pTREX-his8-ape1DN-gfp 

 

AGACGGCCGCAAAGAAAAATGACAAAGAGGCAGCAGGAGAGGGCCCAGCCCTGTATGAGG 

AGACGGCCGCAAAGAAAAATGACAAAGAGGCAGCAGGAGAGGGCCCAGCCCTGTATGAGG 

************************************************************ 

ape1 

pTREX-his8-ape1DN-gfp 

 

ACCCCCCAGATCAGAAAACCTCACCCAGTGGCAAACCTGCCACACTCAAGATCTGCTCTT 

ACCCCCCAGATCAGAAAACCTCACCCAGTGGCAAACCTGCCACACTCAAGATCTGCTCTT 

************************************************************ 

ape1 

pTREX-his8-ape1DN-gfp 

 

GGAATGTGGATGGGCTTCGAGCCTGGATTAAGAAGAAAGGATTAGATTGGGTAAAGGAAG 

GGAATGTGGATGGGCTTCGAGCCTGGATTAAGAAGAAAGGATTAGATTGGGTAAAGGAAG 

************************************************************ 

ape1 

pTREX-his8-ape1DN-gfp 

 

AAGCCCCAGATATACTGTGCCTTCAAGAGACCAAATGTTCAGAGAACAAACTACCAGCTG 

AAGCCCCAGATATACTGTGCCTTCAACAGACCAAATGTTCAGAGAACAAACTACCAGCTG 

************************** ********************************* 

ape1 

pTREX-his8-ape1DN-gfp 

 

AACTTCAGGAGCTGCCTGGACTCTCTCATCAATACTGGTCAGCTCCTTCGGACAAGGAAG 

AACTTCAGGAGCTGCCTGGACTCTCTCATCAATACTGGTCAGCTCCTTCGGACAAGGAAG 

************************************************************ 

ape1 

pTREX-his8-ape1DN-gfp 

 

GGTACAGTGGCGTGGGCCTGCTTTCCCGCCAGTGCCCACTCAAAGTTTCTTACGGCATAG 

GGTACAGTGGCGTGGGCCTGCTTTCCCGCCAGTGCCCACTCAAAGTTTCTTACGGCATAG 

************************************************************ 

ape1 

pTREX-his8-ape1DN-gfp 

 

GCGAGGAGGAGCATGATCAGGAAGGCCGGGTGATTGTGGCTGAATTTGACTCGTTTGTGC 

GCGATGAGGAGCACGATCAGGAAGGCCGGGTGATTGTGGCTGAATTTGACTCGTTTGTGC 

**** ******** ********************************************** 

ape1 

pTREX-his8-ape1DN-gfp 

 

TGGTAACAGCATATGTACCTAATGCAGGCCGAGGTCTGGTACGACTGGAGTACCGGCAGC 

TGGTAACTGCATATGTACCTAATGCAGGCCGAGGTCTGGTACGACTGGAGTACCGGCAGC 

******* **************************************************** 

ape1 

pTREX-his8-ape1DN-gfp 

 

GCTGGGATGAAGCCTTTCGCAAGTTCCTGAAGGGCCTGGCTTCCCGAAAGCCCCTTGTGC 

GCTGGGATGAAGCCTTTCGCAAGTTCCTGAAGGGCCTGGCTTCCCGAAAGCCCCTTGTGC 

************************************************************ 

ape1 

pTREX-his8-ape1DN-gfp 

 

TGTGTGGAGACCTCAATGTGGCACATGAAGAAATTGACCTTCGCAACCCCAAGGGGAACA 

TGTGTGGAAACCTCAATGTGGCACATGAAGAAATTGACCTTCGCAACCCCAAGGGGAACA 

******** *************************************************** 

 

ape1 

pTREX-his8-ape1DN-gfp 

 

 

AAAAGAATGCTGGCTTCACGCCACAAGAGCGCCAAGGCTTCGGGGAATTACTGCAGGCTG 

AAAAGAATGCTGGCTTCACGCCACAAGAGCGCCAAGGCTTCGGGGAATTACTGCAGGCTG 

************************************************************ 

Figura 12: Alineamiento entre la secuencia nucleotídica codificante para APE1 humana con el producto 

de la secuenciación automática del constructo pTREX-his8-ape1DN-gfp. Se muestra además el cambio de 

nucleótidos esperados, GAG→CAG  (Ac.glutámico →glutamina), GAC→AAC (Ac. aspártico → asparragina). 

Los residuos con (*) corresponden a nucleótidos idénticos entre ambas secuencias. Alineamiento realizado 

utilizando el programa Clustal W2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). 
 

 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html
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3.4 Transfección de epimastigotes de T. cruzi con los plasmidios pTREX-his8-ape1-gfp 

y pTREX-his8-ape1DN-gfp y evaluación de la expresión de las proteínas 

Los constructos pTREX-gfp, pTREX-his8-ape1-gfp y pTREX-his8-ape1DN-gfp 

fueron transfectados mediante electroporación en epimastigotes de T. cruzi. La selección de 

las células transfectadas se realizó incubando los parásitos con el antibiótico G-418 

(neomicina) durante 3 a 4 semanas.  

Para detectar la expresión del vector vacío (sólo la proteína HIS8-GFP) y de las 

proteínas recombinantes HIS8-APE1-GFP y HIS-8APE1DN-GFP en los epimastigotes 

transfectados, se preparon homogeneizados de estos parásitos y las proteínas fueron 

separadas por electroforesis. Después de transferirlas a membranas de nitrocelulosa, las 

proteínas expresadas por los tres parásitos transfectados con cada constructo fueron 

desafiadas con un anticuerpo monoclonal anti-APE1 (Figura 13A) y un  anticuerpo policlonal 

anti-GFP (Figura 14B). Las proteínas expresadas por el vector vacío no fueron reconocidas 

por el anticuerpo anti-APE1 (Figura 13A, carril 1), [salvo una señal inespecífica de 64 kDa]. 

Sin embargo, el anticuerpo anti-GFP reconoce la proteína verde fluorescente (Figura 13B, 

carril 1, punta de flecha), como era esperable. El anticuerpo anti-APE1 reconoce las proteínas 

de expresión producto de la transfección de epimastigotes con los constructos pTREX-his8-

ape1-gfp (Figura 14A, carril 2, flecha) y pTREX-his8-ape1DN-gfp (Figura 13A,  carril 3, 

flecha). El anticuerpo anti-GFP también reconoce las mismas proteínas recombinantes 

(Figura 13B, carriles 2 y 3, flecha). Si bien ambas proteínas presentan una masa molecular 

mayor a la esperada (82 kDa vs 66 kDa, suma de la masas de GFP y de APE1), el hecho que 

sean reconocidas tanto por el anticuerpo anti-GFP y el anticuerpo anti-APE1, es una señal 

inequívoca de que se trata de la proteína de fusión esperada. 
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Figura 13: Detección de las proteínas expresadas por el vector vacío pTREX-gfp (control, A y B, carril 

1) y por los constructos pTREX-his8-ape1-gfp (A y B, carril 2) y pTREX-his8-ape1DN-gfp (A y B, carril 

3) en epimastigotes de T. cruzi transfectados. En A se empleó anticuerpo anti-APE1 mientras que en B las 

proteínas se detectaron empleando un anticuerpo anti-GFP:         APE1 (carril 2) y APE1DN (carril 3).   : GFP 
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3.5 Analisis de la localización subcelular de las proteínas expresadas por los plásmidos 

pTREX-his8-ape1-gfp y pTREX-his8-ape1DN-gfp en epimastigotes transfectados. 

Se prepararon extendidos de parásitos transfectados en portaobjetos y se observaron 

con un microscopio de fluorescencia. Los epimastigotes transfectados con el vector pTREX-

his8-gfp vacío muestran fluorescencia verde homogénea en el citoplasma y a lo largo del 

flagelo (Figura 14, D). Por el contrario, los epimastigotes transfectados con el constructo 

pTREX-his8-ape1-gfp muestran localización de la enzima circunscrita a sólo un área del 

parásito (Figura 14, E) mientras que en los parásitos transfectados con el constructo pTREX-

his8-ape1DN-gfp la proteína recombinante se encuentra principalmente localizada en un área  

pero hay una señal clara, aunque tenue, en un área más extensa, que podría ser el citoplasma 

del paracitario (Figura 14, F). 
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Figura 14: Localización subcelular de HIS8-APE1-GFP y de HIS8-APE1DN-GFP en epimastigotes 

de T. cruzi: Epimastigotes transfectados con el plasmidio vacío pTREX‐his8-gfp (A y D) y con los 

plasmidios pTREX‐his8-ape1-gfp (B y E) o pTREX‐his8-ape1DN-gfp (C y F) se suspendieronen en 

glicerol al 70% y se observaron en un microscopio de fluorescencia. El vector vacío muestra distribución 

de la fluorescencia en toda la célula (D); HIS8-APE1-GFP se encuentra localizado en una zona, que podría 

ser el núcleo (E) mientras que HIS8-APE1DN-GFP se encuentra en lo que podría ser núcleo y en  

citoplasma (F). A, B y C: contraste de fase; D, E y F: fluorescencia. Flechas → núcleos. Barra 10μm. 
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 Con el objeto de corroborar la localización subcelular de HIS8-APE1-GFP y HIS8-

APE1DN-GFP se detectaron ambas proteínas por inmunofluorescencia utilizando un 

anticuerpo policlonal anti-GFP. La comparación de la localización de GFP con las zonas 

ricas en DNA (núcleo y kinetoplasto) marcadas con DAPI, permitió demostrar que los 

epimastigotes de T.cruzi transfectados con pTREX-his8-ape1-gfp presentan la enzima HIS8-

APE1-GFP fundamentalmente en el núcleo (Figura 15, C y D). Sin embargo, al contrario de 

lo observado en los ensayos de fluorescencia directa, es posible detectar una tenue señal 

correspondiente a la proteína en el citoplasma del parásito, probablemente debido al mayor 

nivel de sensibilidad de la técnica. Por su parte, de manera similar a lo observado por 

fluorescencia directa, la proteína HID8-APE1DN-GFP se encuentra en núcleo y citoplasma 

parasitario (Figura 15, G y H). 
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Figura 15: HIS8-APE1-GFP y HIS8-APE1DN-GFP presentan localización nuclear y citosólica en 

epimastigotes de T. cruzi. HIS8-APE1-GFP y HIS-APE1DN-GFP se detectaron con un anticuerpo policlonal 

anti-GFP. A y E: Contraste de fase. B y F: DAPI; flecha: núcleo, cabeza de flecha: kinetoplasto. C: Detección 

de HIS8-APE1-GFP. D: Co-localización de DNA detectado por DAPI y HIS8-APE1-GFP detectado por anti-

GFP, utilizando pseudo color rojo de B con fluorescencia verde de C. G: HIS8-APE1DN-GFP detectado con 

anti-GFP. H: Co-localización de DNA detectado por DAPI y HIS8-APE1DN-GFP detectado por anti-GFP, 

utilizando pseudo color rojo de F con fluorescencia verde de G. Flecha (→): núcleo; Cabeza de flecha (◄): 

kinetoplasto. Barra 10µm. 
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En conjunto, estos resultados permiten concluir que los parásitos transfectados 

expresan las proteínas deseadas correctamente y, por lo tanto, pueden ser utilizados para 

desarrollar los experimentos de evaluación dela expresión de APE1 y APE1DN en la 

viabilidad de epimastigo 

 

3.6 Evaluación de la viabilidad de epimastigotes de T. cruzi transfectados con los 

plasmidios pTREX-his8-ape1-gfp y pTREX-his8-ape1DN-gfp, expuestos a estrés 

oxidativo agudo. 

Previamente, y con el objetivo de obtener cultivos altamente enriquecidos con 

epimastigotes transfectados con los constructospTREX-his8-ape1-gfp y pTREX-his8-

ape1DN-gfp, debido que al realizar la transfección la  efectividad de esta fue cercana al 30 

% para APE1 y 70% para APE1DN.  parásitos fluorescentes de cada cultivo fueron 

seleccionados por citometría de flujo. Se obtuvo entre el 90% y el 100% de parásitos 

positivos a la expresión de GFP, es decir, de aquellos que expresaban los constructos 

transfectados (Figura 16).   



63 

 

 

Figura 16: Selección de parásitos transfectados con pTREX-his8-ape1-gfp y  pTREX-his8-ape1DN-gfp 

por citometría de flujo A) Epimastigotes que expresan HIS8-APE1DN-GFP en un cultivo heterogéneo de 

parásitos (P5:75% parásitos fluorescentes); B) Epimastigotes que expresan HIS8-APE1DN-GFP 

seleccionadosmediante citometría de flujo (P5:100% parásitos fluorescentes); C) Epimastigotes que expresan 

HIS8-APE1-GFP en un cultivo heterogéneo de parásitos (P5:55% parásitos fluorescentes); D) Epimastigotes 

que expresan HIS8-APE1-GFP seleccionadosmediante citometría de flujo (P5; 94% parásitos fluorescentes). 
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Los parásitos seleccionados, en una concentración de 12 millones/ml, fueron divididos en 4 

grupos, cada uno en triplicado e incubados durante 30 minutos a 28ºC, con las siguientes 

concentraciones de H2O2,: 0uM, 200uM, 500uM y 1000uM. Después del desafío con H2O2 

los parásitos fueron lavados en PBS e incubados en medio completo por 4 horas a 20ºC. 

Finalmente, la viabilidad de los epimastigotes se determinó por ensayos de MTT. Se observó 

que los parásitos transfectados que expresan HIS8-APE1-GFP sobreviven mejor que aquellos 

transfectados con el vector vacío, mientras que epimastigotes que expresan el mutante HIS8-

APE1DN-GFP muestran menor sobrevida frente a H2O2 (figuras 17 y 18). 
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Figura 17: Viabilidad de epimastigotes transfectados con HIS8-APE1-GFP sometidos a estrés oxidativo 

agudo. Epimastigotes que expresan HIS8-APE1-GFP y epimastigotes transfectados con el vector vacío 

(controles) fueron tratados durante 30min a 28ºC con distintas concentraciones de H2O2. Posteriormente, los 

parásitos fueron lavados e incubadosen medio fresco durante 4 horas a 28ºC. El análisis de viabilidad se realizó 

mediante ensayos de MTT. *** P < 0.001  
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Figura 18: Viabilidad de epimastigotes transfectados con HIS8-APE1DN-GFP sometidos a estrés 

oxidativo agudo. Epimastigotes que expresan HIS8-APE1DN-GFP y epimastigotes transfectados con el vector 

vacío (controles) fueron tratados durante 30min a 28ºC con distintas concentraciones de H2O2. Posteriormente, 

los parásitos fueron lavados e incubados en medio fresco durante 4 horas a 28ºC. El análisis de viabilidad se 

realizó mediante ensayos de MTT. *** P < 0.001 y * P < 0.005.  
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Objetivo extra:  

3.7 Obtención de la proteína HIS8-APE1DN-GFP  

 Epimastigotes fueron sedimentados a temperatura ambiente por centrifugacióna a 

2.000 g por 10 minutos. Posteriormente, se resuspendieron en 5 ml de amortiguador de lisis 

para purificación de proteínas (Tris 50 mM pH 8,0, NaCl 300 mM, imidazol 20 mM pH 8,0, 

Tritón X-100 1%, glicerol 10%), y se incubaron durante 30 minutos con agitación a 4º C. 

Luego, las muestras se sonicaron durante 1 minuto en hielo. El lisado resultante fue 

centrifugado a 10.000 g durante 15 minutos a 4º C. El sobrenadante, conteniendo la proteína 

de interés, fue transferido a una columna de agarosa-níquel la que posteriormente fue lavada 

con 20 ml de buffer de lavado (Tris 50 mM pH 8,0, NaCl 500 mM, imidazol 20 mM pH 8,0, 

Tritón X-100 1%, glicerol 10%). La elusión de la proteína recombinante APE-1-DN se 

realizó utilizando 10ml de buffer de elusión (Tris 50 mM pH 8,0, NaCl 200 mM, imidazol 

300 mM, pH 8,0, Tritón X-100 1%, glicerol 10%) tomando alícuotas secuenciales de 500 µl. 

Finalmente, se detectó la presencia de HIS8-APE1DN-GFP recombinante mediante ensayos 

de western blot utilizando un anticuerpo primario monoclonal anti-histidina y un anticuerpo 

secundario anti conejo conjugado a peroxidasa de rábano (Jackson ImmunoResearch Inc) 

(figura 19). Esta proteína será empleada para análisis de actividad. 
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Figura 19: Purificación de la proteína recombinante HIS8-APE1DN-GFP. La purificación de HIS8-

APE1DN-GFP   se realizó mediante columnas de agarosa-níquel. Las fracciones obtenidas fueron analizadas 

mediante electroforesis en gel de acrilamida y tinción azul de Coomassie (A) y ensayos de western blot 

utilizando un anticuerpo primario monoclonal anti-histidina y un anticuerpo secundario anti conejo conjugado 

a peroxidasa de rábano 1: Proteínas totales; 2: Lavados de la columna previo a elución; E1-E6: Alícuotas 

secuenciales de elución obtenidas desde la columna de agarosa-níquel. 
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4. DISCUSIÓN. 

 

La vía BER es una proceso evolutivamente conservado que mantiene la integridad 

genómica y mitocondrial mediante la eliminación de bases oxidadas y alquiladas generadas 

endógenamente o inducidas por agentes genotóxicos externos (Hegde et al., 2008; 

Mandavilli et al., 2002). 

 

Ratones knock-out para APE1 presenten letalidad embrionaria (Xanthoudakis et al., 1996; 

Meira et al., 2001) y la inhibición de la expresión de APE1 conduce a inviabilidad de células 

mantenidas in vitro (Fung y Demple, 2005; Izumi et al., 2005). Además, la inhibición de la 

expresión de APE1 mediante RNAi conduce a la apoptosis en las células humanas debido a 

la acumulación de DNA dañado, especialmente cuando aumentan las ROS (Fung y Demple, 

2005; Yang et al., 2007), lo que demuestra la importancia de APE1 para la reparación del 

DNA. 

 

 En T. cruzi, las técnicas de generación de knock-out genéticos son complejas y presentan un 

bajo porcentaje de éxito (Xu et al., 2009); por otra parte, no es posible aplicar técnicas de 

RNAi en este protozoario (Da Rocha et al., 2004). En esta Memoria de Título se optó por 

una aproximación experimental basada en la expresión de APE1 humana y la expresión de 

su dominante negativo (APE1DN) en epimastigotes de T. cruzi, buscando potenciar los 

efectos de TcAP1 endógena así como inhibirla, respectivamente. La sobreexpresión de 

enzimas que participan en la vía BER ha sido un método ampliamente utilizado en distintos 

modelos, para estudiar los mecanismos de reparación frente a distintos agentes que dañan el 

DNA (Frosina, 2000). Curiosamente, las secuencias de aminoácidos deducidas para las 

endonucleasas del parásito TcAP1 y TcAP2 revelan que ambas presentan los residuos 

propios del sitio catalítico esperado para las endonucleasas AP canónicas (Barzilay et al., 

1995; Sepúlveda et al., 2013). Además, TcAP1 presenta un bolsillo hidrófobo, necesario para 

el reconocimiento de los sitios AP en el DNA dañado. Si bien el sitio catalítico es conservado 

entre las endonucleasas AP humana y parasitaria habría importantes diferencias entre la 

secuencia aminoacídica de ambas proteínas, lo que determinaría diferencias en cuanto a su 

plegamiento (Sepúlveda et al., 2013). 
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 En esta Memoria de Título se expresó la forma nativa de APE1 humana, así como del 

dominante negativo APE1DN en epimastigotes de T. cruzi, evidenciándose una localización 

principalmente nuclear para APE1 (aunque por inmunofluorescencia se detectó un pequeño 

porcentaje de localización citoplasmática) y nuclear y citoplasmática para APE1DN. Sin 

embargo, no se puede descartar que bajo determinadas circunstancias pueda haber 

translocación hacia la mitocondria. Al respecto, en algunas células de mamífero APE1 se 

localiza fundamentalmente en el citoplasma y es translocado al núcleo como consecuencia 

de daño genotóxico. Para este movimiento es esencial la presencia de los primeros 20 

aminoácidos del dominio amino terminal (Sepúlveda et al., 2013). Sin embargo, en otros 

tipos celulares APE1 se presenta exclusivamente en el núcleo (Kakolyris et al., 1998). A su 

vez se sabe que la eliminación experimental de los primeros 33 residuos de amino ácidos de 

APE1 humano de la región amino terminal favorecen su translocación a la mitocondria 

(Chattopadhyay et al., 2006). Por su parte, experimentos realizados por Sepúlveda et al. 

(2013) indican que epimastigotes que sobreexpresan la endonucleasa AP parasitaria TcAP1 

asociada a un tag de GFP se localiza sólo en el núcleo de T. cruzi; esta situación no cambia 

frente a la exposición con ROS/RNS. Sin embargo, según los autores no se puede descartar 

que TcAP1 endógeno pueda tener otra ubicación subcelular o que sufra translocación luego 

de la exposición a agentes oxidantes. 

 

 La expresión exógena de APE1 humana en T. cruzi otorgó mayor resistencia a parásitos 

expuestos a concentraciones crecientes de H2O2. Si bien las diferencias generadas no son 

significativas en todos los puntos, demuestran claramente una marcada tendencia hacia un 

incremento en la sobrevida de los parásitos transfectados con APE1 silvestre en comparación 

con los controles. Como se mencionó, estudios recientes han establecido que la 

sobreexpresión de TcAP1 en epimastigotes de T. cruzi incrementa su viabilidad frente al 

tratamiento con H2O2 y NOO- (Sepúlveda et al., 2013). Los resultados obtenidos en esta 

Memoria de Título al expresar APE1 en epimastigotes señalan que el incremento en la 

viabilidad de epimastigotes sometidos a estrés oxidativo es en porcentajes similares a lo 

observado por Sepúlveda et al. (2013) para la sobreexpresión de TcAP1, sugiriendo un 

importante grado de conservación en la actividad endonucleasa AP entre Homo sapiens y T. 

cruzi. Este modesto incremento en la sobrevida parasitaria podría deberse a que sólo se está 
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expresando una proteína de la vía BER y no el sistema enzimático completo. Por otra parte 

también es factible que el nivel de expresión de la enzima TcAP1 endógena sea suficiente 

para lidiar con el daño oxidativo al DNA y por ende la sobreexpresión de TcAP1 o la 

expresión exógena de APE1 humana no presente los efectos sobresalientes esperados, pues 

el sistema de reparación ya estaría saturado. 

 

 Por el contario, la expresión de APE1DN incrementó la sensibilidad de los epimastigotes a 

dicho agente oxidante probablemente mediante la inhibición de la actividad endonucleasa 

AP parasitaria, tal como ha sido indicado por McNeill y Wilson (2007). Esta diminución, al 

igual que lo observado al sobreexpresar la endonucleasa TcAP1 (Sepúlveda et al., 2013) o 

expresar APE1 humana en epimastigotes, no representa una variación de más de 20 a 30% 

de la inhibición de viabilidad frente a ROS. Esto puede deberse, por una parte, a que los 

niveles de expresión de APE1DN no son suficientes en el parásito para impedir la actividad 

de las endonucleasas AP endógenas de T. cruzi. Estos resultados son muy similares a los 

observados por McNeill y Wilson (2007) para células NCI-H 1299 en respuesta a agentes 

genotóxicos como metil metano sulfonato, carmustina y dideoxicitidina. Por otra parte, al 

igual que muchos otros organismos eucariontes, es probable que T. cruzi posea otros 

mecanismos de reparación del daño oxidativo que actúen en concomitancia con la vía BER 

para reparar el daño oxidativo al DNA. Como se ha reportado, vías como NER y 

recombinación homóloga, entre otras, participan en la reparación de daño oxidativo al DNA 

(Berquist and Wilson, 2012; Slupphaug et al., 2003). Aunque hasta el momento estas vías no 

se han caracterizado en T. cruzi, es muy probable que se encuentren presentes y activas en el 

parásito. El estudio de otras vías de reparación del daño oxidativo al DNA podría 

complementar la comprensión de los mecanismos empleados por T. cruzi para enfrentar y 

sobrevivir al estrés oxidativo en sus diferentes hospederos. 

 

 Otros estudios son necesarios para aclarar la información sobre las vías de reparación del 

DNA en tripanosomatidos, específicamente las diferencias en la maquinaria de los 

tripanosomatidos con la maquinaria típica de eucariontes recientes para la reparación del 

DNA, lo que podría proporcionar posibles blancos terapéuticos contra los parásitos (Gomes 

et al., 2010). 
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 La enfermedad de Chagas sigue siendo una grave amenaza para la salud humana en gran 

parte de América Latina, y se ha convertido en la más importante enfermedad parasitaria 

emergente en los países desarrollados (Fortes et al., 2010). Por lo que es vital encontrar 

tratamientos más eficaces, con menos efectos secundarios, de forma de evitar los problemas 

asociados a la etapa crónica de la enfermedad y los efectos económicos que conlleva, sobre 

todo en los países más pobres. 
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5. CONCLUSIÓN: 

 

Con estos antecedentes, y luego de determinar que la vía BER y las endonucleasas 

AP en particular son importantes para la viabilidad del parásito, este estudio posiciona a estas 

enzimas como un blanco terapéutico promisorio para el tratamiento de la enfermedad de 

Chagas. Ya que, estudios realizados con endonuclasas AP de diferentes organismos han 

demostrado que es posible lograr la inhibición farmacológica diferencial de su actividad 

(Simeonov et al., 2009; Zawahir et al., 2009). Esta inhibición diferencial se centra 

principalmente en la identidad de secuencia y en la forma de la molécula que existe entre la 

enzima de un organismo y otro. El análisis computacional de las secuencias aminoacídicas 

de las endonucleasas AP del parásito comparada con su contraparte humana, permitió 

determinar que la identidad entre TcAP1 y APE1 es cercana al 30% (Sepúlveda et al., 2013). 

Si bien TcAP1 y APE1 presentan la misma función, tienen un bajo grado de identidad 

aminoacídica, lo que incrementaría las posibilidades de obtener inhibidores específicos para 

TcAP1, tal como ha sido establecido entre endonucleasas AP de bacterias y humanos 

(Simeonov et al., 2009; Zawahir et al., 2009). Estos inhibidores podrían mejorar el efecto 

antiparasitario generado por las células hospederas humanas y/o mejorar la acción de los 

medicamentos antichagásicos convencionales. 
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