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Resumen 

Giardia duodenalis es un para sito minimalista que presenta enzimas que 

desempen an mu ltiples funciones, en contraste con otros eucariontes. La familia 

FEN-1, a la cual pertenecen XPG y FEN-1, es una familia de nucleasas que 

contienen un dominio nucleasa conservado. Se ha encontrado que todas las 

enzimas pertenecientes a esta familia son capaces de procesar sustrato de DNA 

tipo flap, pero u nicamente XPG puede realizar escisio n en sustratos de DNA tipo 

burbuja.  

Previamente, se investigo  la capacidad de unio n y la actividad nucleasa en 

sustratos de DNA flap (DNA-F) y burbuja (DNA-B) de GdFEN-1 (GdFEN-1-WT), 

encontra ndose mediante ensayos de cambio de movilidad electrofore tica que esta 

enzima es capaz de unirse a ambos sustratos; adema s, se determino  que presenta 

actividad nucleasa, empleando Mg+2 o Mn+2 como cofactores, prefiriendo a este 

u ltimo.  

Se ha reportado que, en eucariontes distintos a G. duodenalis, la enzima FEN-1 es 

capaz de escindir los sustratos de DNA-F, pero no puede procesar el sustrato de 

DNA-B.  En este trabajo con el objetivo de conocer las regiones de FEN-1 

responsables de esta actividad, se realizaron sustituciones de las regiones de 

bloque ací dico o CAP de GdFEN-1 por los correspondientes de Homo sapiens en la 

secuencia aminoací dica de la proteí na. Para la obtencio n de las mutantes GdFEN-

1 en el bloque ací dico (GdFEN-1-HsBA) y en el bloque CAP (GdFEN-1-HsBC) se 

realizo  mutage nesis dirigida de sustitucio n, y confirmada por secuencias. Los 

pla smidos portadores de los genes mutantes se transformaron en BL21 de 

Escherichia coli, mismos que se comprobaron por western blot. Posteriormente, 

se purificaron las enzimas por cromatografí a de afinidad para probar su capacidad 

de unio n al DNA-F y DNA-B a partir de ensayos de movilidad electrofore tica, así  

como su actividad nucleasa usando Mn+2 como cofactor.  

Los resultados obtenidos de los ensayos de movilidad electrofore tica demostraron 

que tanto la GdFEN-1-WT, como las enzimas mutantes (GdFEN-1-HsBA y GdFEN-

1-HsBC), son capaces de unirse al sustrato DNA-F, mientras que en las condiciones 
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utilizadas so lo GdFEN-1-WT y GdFEN-1-HsBA pueden unirse al sustrato DNA-B. 

Por tal razo n, los ensayos de actividad nucleasa solo se llevaron a cabo con GdFEN-

1-WT y GdFEN-1-HsBA, observa ndose que la enzima GdFEN-1-HsBA presenta una 

actividad nucleasa sin alteraciones ante los sustratos DNA-F y DNA-B, ya que 

presenta una actividad similar a la enzima silvestre, indicando que la regio n del 

bloque ací dico no es relevante para la actividad nucleasa de la proteí na.  
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Abstract 

Giardia duodenalis is a minimalist parasite that has enzymes that perform several 

functions, in contrast to other eukaryotes. The FEN-1 family, to which XPG and 

FEN-1 belong, is a family of nucleases with a conserved nuclease domain. All 

enzymes in this family have been found capable of processing DNA flap substrates, 

but only XPG can cleave DNA bubble substrates. 

The binding capacity and nuclease activity in DNA Flap (DNA-F) and DNA bubble 

(DNA-B) substrates of GdFEN-1 (GdFEN-1-WT) has been previously studied. By 

electrophoretic mobility shift assays, it was found that this enzyme is capable of 

binding to both substrates; furthermore, it was determined that it exhibits 

nuclease activity, using Mg+2 or Mn+2 as cofactors, with a preference for the latter.  

It has been reported that in eukaryotes other than G. duodenalis, the enzyme FEN-

1 can cleave DNA-F substrates but is unable to process the DNA-B substrate. With 

the aim of identifying the FEN-1 regions responsible for this activity, this study 

performed substitutions of the acidic block or CAP regions of GdFEN-1 with the 

acidic block or CAP regions from Homo sapiens in the amino acid sequence of the 

protein. To obtain the GdFEN-1 mutants in the acidic block (GdFEN-1-HsBA) and 

in the CAP block (GdFEN-1-HsBC), site-directed substitution mutagenesis was 

performed. The mutant vectors were transformed into BL21-Escherichia coli, and 

their presence was confirmed by western blot. Subsequently, the enzymes were 

purified by affinity chromatography to test their ability to bind to DNA-F and DNA-

B through electrophoretic mobility assays, as well as their nuclease activity using 

Mn+2 as a cofactor. 

The results from the electrophoretic mobility assays showed that both GdFEN-1-

WT and the mutant enzymes (GdFEN-1-HsBA and GdFEN-1-HsBC) are capable of 

binding to the DNA-F substrate, whereas under the conditions used, only GdFEN-

1-WT and GdFEN-1-HsBA can bind to the DNA-B substrate. For this reason, the 

nuclease activity assays were conducted only with GdFEN-1-WT and GdFEN-1-

HsBA. It was observed that the GdFEN-1-HsBA enzyme exhibits unchanged 

nuclease activity with both DNA-F and DNA-B substrates, showing a similar 
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activity to the wild-type enzyme, indicating that at least acidic block is not 

important for DNA-B cleavage. 
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1. Introducción 

1.1 Generalidades de Giardia duodenalis 

Giardia duodenalis, tambie n conocida como G. intestinalis o G. lamblia es un 

organismo eucariote categorizado como un parasito protozoo flagelado 

binucleado que ocasiona la giardiasis. La giardiasis es una infeccio n generada en 

el tracto intestinal superior en varios mamí feros, incluyendo al ser humano, que 

se identifica por la pe rdida de peso y diarrea. Debido a que G. duodenalis es uno 

de los para sitos intestinales ma s comunes en humanos se estima que es capaz de 

infectar alrededor de 300 millones de personas y a una gran cantidad de animales 

al an o (Ankarklev, Jerlstro m Hultqvist, Ringqvist, Troel, & G. Svard, 2010; Dixon, 

2021; Adam, Giardia duodenalis: Biology and Pathogenesis, 2021; Benchimol, 

Gadelha, & de Souza, 2022).  

 

G. duodenalis presenta dos estados en su ciclo de vida: quiste y trofozoí to (figura 

1). El quiste se caracteriza por ser una ce lula ovalada con dimensiones de 8-12 μm 

de largo y 7-10 μm de ancho. El quiste posee una pared quí stica de 0.3-0.5 μm de 

espesor (compuesta por una capa filamentosa externa y una capa interna con dos 

membranas) que realiza el papel de resistencia a la lisis hipoto nica y al pH a cido, 

permitiendo así , el paso a trave s del esto mago del hue sped. Adema s de que en esta 

forma se incluyen cuatro nu cleos tetraploides y un disco adhesivo fragmentado 

disperso en el citoplasma, tambie n se encuentran los cuerpos basales y los 

axonemas de los flagelos anterior, posterior, ventral y caudal dentro del quiste. En 

tanto, el trofozoí to se distingue por ser una ce lula multiflagelar (cuatro pares de 

flagelos originados en los cuerpos basales que surgen de distintas posiciones) 

binucleada con una forma de pera con taman o aproximado de 12-15 μm de largo 

y 6-8 μm de ancho.  Algunas caracterí sticas importantes son que en esta forma hay 

dos nu cleos diploides en la regio n anterior de la ce lula, un disco microtubular en 

la regio n ventral y un cuerpo medio (formado por microtu bulos) a la mitad 

posterior, que figura una boca en la cara celular.  Adema s, contiene vesí culas 

perife ricas, mitosomas (remanentes de mitocondrias), retí culo endopla smico, 

gra nulos de gluco geno y ribosomas  (Benchimol, Gadelha, & de Souza, 2022).  
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a)      b) 

 
 

Figura 1. Esquema de estructura celular del a) trofozoí to y del b) quiste de G. duodenalis. 
De manera especí fica, el trofozoí to presenta cuatro pares de flagelos, el flagelo anterior (FA), el posterior (FP), 
el caudal (FC) y el ventral (FV). Mientras que el quiste presenta una pared quí stica. Imagen creada por 
Herna ndez Lo pez, 2023. 

1.2 Ciclo de vida  

El ciclo celular de G. duodenalis se caracteriza por mantener una ploidí a distinta 

entres sus dos estados (quiste y trofozoí to). En los trofozoí tos cada nu cleo varí a 

entre un estado diploide y tetraploide, produciendo una ploidí a celular de 4 n y 8 

n, mientras que en los quistes hay una ploidí a celular de 8 n y 16 n. Durante su 

ciclo de vida ocurren dos transiciones: enquistamiento y desenquistamiento. En 

el proceso de enquistacio n los trofozoí tos esta n expuestos a un pH alcalino 

provocando que se detenga el ciclo celular antes de entrar a la fase M. El trofozoí to 

se encapsula en la pared del quiste y lleva a cabo la replicacio n DNA. La ce lula 

entra en la fase G2 del ciclo celular, dando lugar una ce lula con dos nu cleos 

tetraploides, los cuales se dividen y suscitan cuatro nu cleos diploides. Durante el 

final del enquistamiento el DNA se replica nuevamente, dando origen a un quiste 

con cuatro nu cleos tetraploides.  En el proceso de desenquistamiento los quistes 

se exponen a un pH a cido y a la presencia de pe ptidos, generando una ce lula 

conocida como excizoí to. Esta ce lula, adema s de mantener un metabolismo 

intermedio entre el trofozoí to y el quiste, contiene ocho flagelos y cuatro nu cleos 
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diploides que originan una ploidí a geno mica de 16 n. A continuacio n, el excizoí to 

se divide dos veces, formando cuatro trofozoí tos con dos nu cleos diploides cada 

uno (figura 2) (Sva rd, Hagblom, & Palm, 2003; Ankarklev, Jerlstro m Hultqvist, 

Ringqvist, Troel, & G. Svard, 2010; Adam, Giardia duodenalis: Biology and 

Pathogenesis, 2021; Benchimol, Gadelha, & de Souza, 2022).  

 
 

Figura 2. Ciclo de vida de G. duodenalis.  
La infeccio n comienza con la ingesta del quiste por el hospedero, seguida del desenquistamiento en esto mago 
dando lugar a dos trofozoí tos. Una vez en este lugar el trofozoí to se adhiere al epitelio intestinal, donde 
realizara la replicacio n de los trofozoí tos. En esta forma de vida se genera una segunda transicio n, el 
enquistamiento, en intestino delgado. Y, finalmente, se excreta el quistes a trave s de heces. Imagen creada por 
Herna ndez Lo pez, 2023. 
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1.3 Ensambles  

G. duodenalis se divide en ocho ensamblajes o genotipos (A a H) que se diferencian 

por su especificidad de hue sped, de los cuales solo los ensambles A y B afectan al 

ser humano. Se sabe que filogene ticamente, los genotipos C y D pertenecen a un 

solo clado, pero son sumamente distintos entre sí  como los genotipos A y B (Adam, 

Giardia duodenalis: Biology and Pathogenesis, 2021). 

Tabla 1. Ensambles de Giardia.  

Ensamble Hospedero 
Nombre de especie 

propuesto 

AI 
Principalmente animales, pero tambie n 

en humanos 
Giardia duodenalis 

AII Humanos, muchos otros mamí feros Giardia duodenalis 
B Humanos, muchos otros mamí feros Giardia enterica 
C Perros Giardia canis 
D Perros Giardia canis 
E Vacas, ovejas, alpacas, cabras y cerdos Giardia bovis 
F Gatos Giardia cati 
G Ratas y ratones Giardia simondi 
H Focas (marinos vertebrados) NA 

Tabla Tomada de Adam, Giardia duodenalis: Biology and Pathogenesis, 2021. 

1.4  Consideraciones genómicas   

A partir de diversos estudios se ha determinado que Giardia presenta una ploidí a 

de 4 (dos nu cleos diploides) y cinco cromosomas entre 1-5 Mb en los que se divide 

su genoma. Se ha estimado que el genoma completo de Giardia es de 12 Mb, 

aproximadamente, y es compacto ya que contiene una mí nima cantidad de 

regiones no codificantes. Debido a que los intrones en este organismo son 

extremadamente raros solo se han podido identificar ocho empalmados en cis y 

cinco empalmados en trans. Su genoma esta  constituido por 4863 genes que 

codifican proteí nas y 306 pseudogenes (Adam, The Giardia lamblia genome, 2000; 

Adam, Giardia duodenalis: Biology and Pathogenesis, 2021). 

Al ser un eucariote, G. duodenalis exhibe caracterí sticas perteneciente a este tipo 

de ce lula. Un claro ejemplo es la transcripcio n en el nu cleo, el proceso de 

traduccio n en el citoplasma, el proceso de poliadelnilacio n, pero las regiones UTR 

5′ cortas y la falta general de intrones son caracterí sticas que comparte con los 
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organismos procariontes. Otro aspecto importante es que la mayorí a de las 

transcripciones de G. duodenalis no parecen estar protegidas en sus extremos 5’ 

(Adam, Biology of Giardia lamblia, 2001). 

El grado de heterocigosidad ale lica varí a dependiendo la reproduccio n que 

exhiban los organismos. Los organismos con reproduccio n sexual mantienen un 

nivel bajo <1% (0.05 a 0.1% en humanos). Sin embargo, en organismos que tienen 

una ploidí a de dos o ma s con una reproduccio n u nicamente asexual durante largos 

perí odos de tiempo, siempre que no intervenga la conversio n de genes mito ticos 

y el entrecruzamiento, pueden tener un nivel mucho mayor (Yu, Jr., William, & 

Adam, 2002). En los diferentes ensambles de Giardia se ha mostrado que 

presentan un porcentaje de heterocigocidad ale lica muy bajo, oscilan entre     

<0.01 % y 0.5 % aunque au n no se conocen las razones por lo que esto sucede. Ya 

que en los organismos con reproduccio n sexual mantienen un nivel de 

heterocigosidad ale lica limitado por el emparejamiento cromoso mico durante la 

meiosis, y los niveles de Giardia esta n dentro del rango estimado en los 

organismos con reproduccio n sexual, hasta el momento no se ha demostrado que 

Giardia lleve a cabo este tipo de reproduccio n (Adam, Giardia duodenalis: Biology 

and Pathogenesis, 2021). 

1.5  Reparación del DNA  

Uno de los procesos ma s importantes en todos los seres vivos es el mantenimiento 

de la estabilidad geno mica. Debido a que el DNA constantemente se encuentra 

expuesto a distintas condiciones que pueden inducir dan os como agentes 

genoto xicos que modifican las bases o la pentosa, la creacio n de aductos, el 

entrecruzamiento de cadenas o el corte del esqueleto fosfatos que genera rupturas 

de cadena sencilla (SSB) o de cadena doble (DSB) existen distintas ví as de 

reparacio n dirigidas a lesiones de manera especí fica. Algunas de las ví as 

principales son reparacio n por recombinacio n homo loga (HR), unio n de extremos 

por recombinacio n no homologa (NHEJ), reparacio n de bases mal apareadas 

(MMR), reparacio n por escisio n de nucleo tido (NER) y reparacio n por escisio n de 
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base (BER) (Tafurt & Marin, 2014; Moon, y otros, 2023). Las lesiones ocasionadas 

por algu n tipo de dan o y ví as de reparacio n esta n indicadas en la Figura 3. 

La ví a HR es un mecanismo por el cual se repara los dan os a la doble cadena del 

DNA (ruptura de dsDNA) sin pe rdida de informacio n gene tica, mediante el 

intercambio fí sico de un segmento de la cadena de DNA homo logo 

intacto. Mientras que la ví a NHEJ es empleada por las ce lulas para mantener la 

estabilidad geno mica, aunque esta ví a provoque errores, ya sea por inserciones o 

deleciones. No requiere una cadena homologa que funcione como plantilla porque 

los extremos rotos se ligan directamente (Bernstein, Bernstein, Payne, & Garewal, 

2002; Moon, y otros, 2023). 

 
 

Figura 3. Agentes que generan dan o al DNA, las lesiones ocasionadas y las ví as reparacio n.  
Imagen tomada de Sharma, Lewis, & Wlodarski, 2020.  

La ví a MMR es responsable de la correccio n de errores de replicacio n, como 

inserciones, deleciones, bases mal apareadas (no coincidentes) y los bucles 

extrahelicoidales. En tanto que la ví a NER se encarga de las reparaciones del DNA 

que presenta lesiones que distorsionan la he lice (aductos de DNA), como los 

dí meros de ciclobutano pirimidina y los 6-4 fotoproductos. Y la ví a BER repara el 

rompimiento de cadena sencilla, causada generalmente por bases modificadas. 

BER elimina la base ya sea por reparacio n de parche corto (repara solo una base) 
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o de parche largo (repara de 2-15 nucleo tidos) (Bernstein, Bernstein, Payne, & 

Garewal, 2002; Moon, y otros, 2023). 

1.6 Vía de reparación por escisión de base  

La ví a de reparacio n del DNA por escisio n de base (BER) es la ví a responsable de 

resolver las lesiones del DNA provocados por agentes metilantes, desaminantes y 

oxidantes (sitio aba sico o sitio AP - apurí nico/apirimidí nico), así  como las 

depurinaciones esponta neas (comu nmente 10,000 por ce lula por dí a). BER 

elimina dan os SSB del DNA, que con mayor frecuencia son causadas por bases 

modificadas. Estas bases pueden ser adenina y guanina que pierden 

esponta neamente su esqueleto de desoxirribosa, guanina que reacciono  con 

radicales hidroxilos formando 8-oxoguanina o citosina y 5-metilcitosina que se 

desaminaron en timina y uracilo respectivamente, entre otros (Iyama & Wilson, 

2013; Ronner, 2017; Moon, y otros, 2023).  

En esta ví a existen dos subví as que difieren considerablemente: la reparacio n de 

parche corto que se encarga de reparar una sola base (SP-BER) y la reparacio n de 

parche largo (LP-BER) que procesa los dan os ocasionados de 2 a 15 bases. Esta 

u ltima, se activa al encontrarse con productos de la oxidacio n de una 

desoxirribosa u otros productos que no puede corregir la subví a de parche corto 

(Bernstein, Bernstein, Payne, & Garewal, 2002; Asagoshi, y otros, 2010; Devlin, 

2015; Ronner, 2017; Moon, y otros, 2023). 

1.6.1 Mecanismo de la vía BER 

Ambas ví as de BER (SP-BER y LP-BER) comienzan por un conjunto de glicosilasas 

especí ficas de lesio n que reconocen el dan o producido por la base alterada (figura 

4). Existen dos tipos de DNA glicosilasas, las monofuncionales y las bifuncionales. 

Las DNA glicosilasas monofuncionales presentan u nicamente actividad 

glicosilasa, que incluye UNG (uracilo-N glicosilasa), SMUG1 (uracilo DNA 

glicosilasa monofuncional especí fica de cadena u nica), MBD4 (glucosilasa 4 con 

dominio de unio n a metilo), TDG (DNA glicosilasa de timina), MYH (DNA 

glicosilasa homo loga de MutY), MPG (metilpurina glicosilasa). En tanto que, las 
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DNA glicosilasas bifuncionales poseen una actividad intrí nseca 3' AP liasa junto 

con la actividad glicosilasa, que incluye OGG1 (8-oxoguanina DNA glicosilasa), 

NTH1 (similar a la endonucleasa III) y NEIL1 (glucosilasa similar a la 

endonucleasa VIII) (Nemec, Wallace, & B., 2010). Este tipo de enzimas (DNA 

glicosilasas) eliminan cualquier tipo de base purina o pirimidina que presente un 

dan o, formando un sitio AP. Los sitios aba sicos creados por DNA glicosilasas 

monofuncionales se reparan mediante la ví a SP-BER, mientras que los sitios AP 

generados por las glicosilasas bifuncionales se remedian por medio de la ví a LP-

BER (Hasan, Rizvi, Parveen, & Mir, 2022). Una vez reconocido el dan o, la base es 

escindida de su azu car radical en el DNA, dejando un sitio AP. La especificidad de 

la ví a esta  conferida por las diferentes DNA-glicosilasas que eliminan distintos 

tipos de dan os. 

A continuacio n, la endonucleasa AP (APE1, la AP endonucleasa ma s importante 

en el ser humano) corta el esqueleto de fosfodie ster en extremo 5' del sitio AP, 

ocasionando una ruptura de DNA de cadena sencilla (ssDNA). Posteriormente, se 

recluta la DNA polimerasa que al tener actividad AP liasa, elimina el azu car-fosfato 

aba sico, dejando un hueco de un nucleo tido que contiene 3’-OH libre. La DNA pol 

es dependiente del antí geno nuclear celular (PCNA) para poder desplazar la 

cadena dan ada (Huggins, y otros, 2002; Asagoshi, y otros, 2010; Iyama & Wilson, 

2013; Devlin, 2015; Niederhuber, Armitage, Doroshow, Kastan, & Joel, 2020). 

En la ví a SP-BER, la pol β es la que se encarga de dejar el extremo 3’-OH libre para 

luego, unirse la proteí na 1 de complementacio n cruzada de reparacio n de rayos X 

(XRCC1). Esta enzima sirve como andamio para presentar un sitio de unio n no 

reactivo y así  puedan interactuar la pol β con la DNA ligasa IIIα (LIG3). Finalmente, 

en forma de complejo (pol β- XRCC1- LIG3-PCNA), la LIG3 une la desoxirribosa del 

nucleo tido de reemplazo con la cadena principal de desoxirribosilfosfato. 

Mientras que en la ví a LP-BER, se une la pol δ/ε, seguida de la endonucleasa 

especifica de estructura flap (FEN-1 por sus siglas en ingle s) que realiza la escisio n 

de nucleo tidos desplazados 5’ (flap). Y finalmente, el u ltimo paso de la reparacio n 

es la ligacio n. En esta subví a se emplea la LIG1, que mantiene una interaccio n con 
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la PCNA y la pol β. (Huggins, y otros, 2002; Asagoshi, y otros, 2010; Leyns & 

Gonzalez, 2012; Iyama & Wilson, 2013; Devlin, 2015; Niederhuber, Armitage, 

Doroshow, Kastan, & Joel, 2020; Li, Cao, Liu, Tang, & Guo, 2022; Wang, Yu, & Wang, 

2023; Shadfar, Parakh, Jamali, & Atkin, 2023). 

 
 

Figura 4. Ví a de reparacio n BER.  
La ví a BER comienzan por el reconocimiento del dan o por un conjunto de glicosilasas, quienes eliminan 
cualquier tipo de base purina o pirimidina que presente un dan o, formando un sitio AP. Este sitio es cortado 
en su esqueleto de fosfodie ster en extremo 5' por una endonucleasa AP ocasionando una ruptura de DNA. De 
manera subsiguiente, la DNA polimersasa se recluta junto con la PCNA, eliminando el azu car-fosfato aba sico 
y dejando un hueco de un nucleo tido con 3’-OH libre, mientras PCNA desplaza la cadena dan ada. En este paso 
la ví a BER se divide en dos subví as. En la subví a SP-BER la pol crea un complejo con la XRCC1 y la LIG3, que 
se encargara de cortar y unir el u ltimo enlace. Tanto que en la subví a LP-BER se une FEN-1 para escindir el 
flap. Y, finalmente la LIG1, en complejo con la Pol y PCNA genera la ligacio n.  Creada por Sofí a Toma s. 
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1.6.2 FEN-1 

La endonucleasa especifica de estructura flap (FEN-1) es una enzima de 

aproximadamente 40 kDa que pertenece a la familia FEN-1 de nucleasas 

especí ficas de estructura con las que comparte dos regiones conservadas, N (N-

terminal) e I (interna).  Se ha demostrado, mediante estructuras cristalinas de las 

proteí nas pertenecientes a la familia FEN-1 de diferentes especies, que dichas 

regiones (N e I) forman un dominio globular conservado en el que se encuentra el 

sitio activo (Asp23, Asp34, Asp86, Glu158, Glu160, Asp179 y Asp181).Los 

miembros de la familia FEN-1 poseen una separacio n entre las regiones N e I de 

<70 aminoa cidos (aa) (excepto la XPG, que contiene 600 aminoa cidos entre ambas 

regiones), en donde se forma un arco helicoidal por arriba del sitio activo. Este 

arco se encarga de la unio n y cata lisis del DNA. Adema s, FEN-1 presenta una 

pequen a cun a hidro foba expuesta en la superficie y un bolsillo de unio n a 1 nt, que 

confiere especificidad a las estructuras de doble flap, tambie n parece favorecer al 

posicionamiento del flap 5' de ssDNA cerca del sitio activo. Un tercer motivo 

ubicado en el extremo C-terminal esta  involucrado en la interaccio n con PCNA 

(Chapados, y otros, 2004; Hohl, Dunand Sauthier, Staresincic, & Jaquier Gubler, 

2007; Tsutakawa, y otros, 2011). 

Investigaciones previas han descrito ma s a fondo los sitios conservados de FEN-1. 

Esta enzima se distingue por tener dos dominios o bloques importantes, el bloque 

ací dico y el bloque CAP.  Se ha sugerido que el bloque ací dico es un bucle especifico 

(u nico de FEN-1) que impide que el DNA pase ma s alla  de la cavidad de una base 

por repulsio n de carga. Mientras que el bloque CAP, aunque tambie n esta  presente 

en otra enzima de la misma familia, este mantiene una secuencia especifica. Este 

bloque se encuentra sobre el arco helicoidal y deja el Gateway (puerta de enlace) 

abierto, pero limita el acceso del sitio activo a los extremos. Los aminoa cidos 

pertenecientes a las cadenas laterales positivas interactu an con la cadena de 

plantilla en la unio n a ssDNA y dsDNA (Tsutakawa, y otros, 2011; Tsutakawa, y 

otros, 2017).   
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A pesar de que varios miembros familia FEN-1 como FEN-1, EXO1, GEN-1 y XPG 

comparten un dominio de nucleasa conservado que pueden procesar mole culas 

con flaps, solo esta u ltima es capaz de procesar adicional y eficientemente 

sustratos de burbujas o bucles, usando como cofactor tanto a Mg+2 como a Mn+2. 

En tanto que GEN1 reconoce y escinde uniones de Holliday, FEN-1 (participa en la 

ví a BER) prefiere un du plex mellado con flaps monocatenarios 5’ y 3’ y EXO1 un 

flap corto 5’ (Hohl, Thorel, Clarkson, & Scha rer, 2003; Grasby, Finger, Tsutakawa, 

Atack, & Tainer, 2012; Gonza lez Corrochano, y otros, 2020). 

FEN-1 es capaz de reconocer de manera especí fica la columna vertebral de una 

hebra de DNA monocatenaria 5' y rastrear el sitio de escisio n, que se encuentra en 

la unio n donde las dos cadenas del DNA se unen a la hebra monocatenaria. 

Tambie n hidroliza los dsDNA que contiene un espacio o mella. Su actividad de la 

endonucleasa no depende de la longitud del flap o colgajo 5', puede cortar DNA y 

RNA sin proteí nas accesorias (Hosfield, Mol, Shen, & Tainer, 1998). 

Adema s de su participacio n en la ví a de reparacio n por escisio n de base, tambie n 

se encuentra presente en la maduracio n del fragmento de Okazaki. FEN-1 es 

fundamental, ya que reconoce la estructura, se une a la base del flap y escinde con 

precisio n, eliminando el RNA junto con una parte del DNA iniciador para crear una 

mella que sera  resuelta por una ligasa. Así  mismo, se encuentra involucrada en la 

estabilidad de los telo meros formando un complejo con la telomerasa para 

asegurarse de la eficiencia de replicacio n de los telo meros (Finger & Shen, 2010; 

Balakrishnan & Bambara, 2013). 
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2. Antecedentes directos  

En el 2007, Hohl, Dunand Sauthier, Staresincic y Jaquier Gubler realizaron un 

estudio que se publico  con el nombre de “Domain swapping between FEN-1 and 

XPG defines regions in XPG that mediate nucleotide excision repair activity and 

substrate specificity”. En este estudio pusieron a prueba la regio n espaciadora de 

XPG, mediante la creacio n de una proteí na hibrida. La proteí na estaba conformada 

por la enzima FEN-1 con la insercio n de la regio n espaciadora de XPG entre los 

dominios N e I como se muestra en la siguiente figura 5. Cabe resaltar que tanto 

XPG, como FEN-1 eran enzimas de H. sapiens. 

 

Figura 5. Esquema de construccio n de la proteí na hí brida FEN-1-XPG de H. sapiens 
Imagen tomada de Hohl, Dunand Sauthier, Staresincic, & Jaquier Gubler, 2007. La regio n espaciadora de XPG 
(1° panel) entre los aminoa cidos 107 y 732 (regio n morada) fueron an adidas en FEN-1 (2° panel) entre los 
aminoa cidos 104 y 105 (marcada con flecha negra) para formar la proteí na hibrida FEN-1-XPG (3° panel). 
Para cada una de las enzimas se muestra su taman o de aminoa cidos, su peso molecular en kDA y su pI. 

El estudio demostro  que, aunque ambas enzimas (FEN-1 y XPG) son nucleasas de 

la misma familia, no mantienen la misma actividad frente a diferentes sustratos. 

FEN-1 realiza su actividad nucleasa en flap y doble flap, mostrando preferencia a 

este u ltimo, mientras que no presenta actividad en burbuja (se une, pero no 

realiza el corte). XPG tiene actividad nucleasa en flap, doble flap y burbuja. El 

resultado obtenido fue que la proteí na hibrida logro escindir una sonda burbuja, 

pero pobremente, la mayor parte de la sonda permanecio  intacta. , (figura 6 y 7). 
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Figura 6. Actividad endonucleasa de la proteí na hí brida FEN-1-XPG en sustratos de flap y burbujas. 

En ambos ensayos se usaron concentraciones crecientes (0.5 nM a 40 nM) de las proteí nas (XPG, FEN-1-XPG 
y FEN-1). Cada ensayo se resolvio  en un gel nativo de acrilamida al 12 %. En carril 1 se muestra la sonda libre, 
carril 2-8-interaccio n sonda DNA-B/DNA-F y proteí na. Imagen tomada de Hohl, Dunand Sauthier, Staresincic, 
& Jaquier Gubler, 2007. 

 

Figura 7. Actividad endonucleasa de XPG, FEN-1 y FEN-1-XPG en un sustrato de flap simple y doble. 
. Los ensayos se realizaron con concentraciones crecientes (2.5 pM a 0.1 nM) de las proteí nas (XPG, FEN-1-

XPG y FEN-1). Cada ensayo se resolvio  en un gel nativo de acrilamida al 12 %. En carril 1 y 8 se muestran la 

sonda libre, carril 2-7 y 9-14-interaccio n sonda DNA-F/DNA- DF y proteí na. Imagen tomada de Hohl, Dunand 

Sauthier, Staresincic, & Jaquier Gubler, 2007 
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En el 2011, Tsutakawa, y otros, publicaron un trabajo bajo el nombre de “Human 

Flap Endonuclease Structures, DNA Double-Base Flipping, and a Unified 

Understanding of the FEN1 Superfamily”, donde describieron ampliamente la 

estructura terciaria de HsFEN-1, incluyendo sitios conservados, dominios, sitio 

activo, bloques importantes, entre otros (figura 8). En este estudio, los autores  

mencionan que el bloque ací dico (EEGE, entre los residuos 56-59) es un bucle 

especí fico que por repulsio n de cargas puede impedir el paso al DNA. Mientras 

que el bloque CAP proporciona selectividad a los extremos 5’. Este bloque que, 

aunque tambie n esta  presente en EXO-1, mantiene una secuencia u nica en FEN-1. 

Por ellos los investigadores, decidieron generar una enzima hibrida. La proteí na 

hibrida llamada XFX2, estaba conformada primordialmente por la secuencia 

aminoacídica de HsXPG con el intercambio de la región espaciadora por la 

secuencia α4 y α5 de HsFEN-1 (región donde se encuentra el bloque CAP de 

HsFEN-1) con el objetivo de saber si de esta forma podí a participar  en el 

procesamiento de DNA burbuja (figura 9). 
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Figura 8. Mapa de la estructura secundaria, los elementos estructurales y los mutantes de FEN1 con una 
alineamiento de secuencias de los miembros humanos de la superfamilia FEN1 (EXO-1, XPG y GEN). 

Los aa en azul son importantes para el contacto DNA-sitio activo, en verde para el contacto DNA-extremo 3’ 
del flap, en morado dsDNA-H2TH y en rojo el bloque ací dico. Imagen tomada de Tsutakawa, y otros, (2011). 

 

Figura 9. Eficiencia de escisio n de XPG, XFX2 y FEN1 en un sustrato de DNA burbuja. 
Los ensayos se realizaron con concentraciones de proteí na 1 nM a diferentes tiempos de incubacio n (5, 15, 

30, 60 y 120 min). Los ensayos se resolvieron en un gel desnaturalizante de acrilamida (19:1) al 20 %. En 

carril 1 se muestra el tiempo 0, carril 2, 7, y 12 – 5 min, carril 3 ,8 y 13-15 min, carril 4, 9 y 14-30 min, carril 

5, 10 y 15-1 h y carril 6, 11 y 16- 2 h. La letra S significa sustrato y la P producto. Imagen tomada de Tsutakawa, 

y cols (2011). 

Ellos esperaban que al adicionar el bloque CAP sobre la puerta de enlace se 

reduciría o inhibiría la capacidad de cortar DNA-B. Con estos resultados, como se 

esperaba XPG si es capaz de escindir DNA burbuja, y FEN-1 no posee esta 

actividad. Respecto a la enzima hibrida XFX2, la actividad de nucleasa se vio 
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significativamente reducida en el sustrato burbuja en comparacio n con XPG 

(figura 9). Concluyendo que, el bloque CAP contribuye a la selectividad del 

sustrato, y esto reduce la actividad nucleasa en DNA burbuja. Tambie n, sugirieron 

que XPG al carecer de un bloqueo a cido no posee un obsta culo directo para 

procesar el sustrato burbuja. Esto indica que la región espaciadora no es la única 

parte de la XPG que participa en el procesamiento de los sustratos burbuja.  

Izaguirre Herna ndez (2020) realizo  un estudio de FEN-1 de G. duodenalis cuando 

intentaba conocer la actividad nucleasa de XPG. Esto sucedio  debido a que al 

emplear la secuencia de XPG de humano (H. sapiens) o de levadura 

(Saccharomyces cerevisiae) en la base de datos “Giardiadb” (todaví a no estaba 

actualizada y no mostraba los nombres de todas las enzimas) la enzima ma s 

parecida fue FEN-1 de G. duodenalis (figura 10). Debido a esto, para su 

investigacio n ella se baso  en HsXPG, la cual necesita 12 nt aprox. de DNA de doble 

cadena para poder unirse, por lo que las sondas diseñadas otorgan el espacio 

suficiente para formar el complejo de unión entre la sonda-XPG. 

 
Figura 10.  Bu squeda blastp con XPG/Rad2 de H. sapiens y S. cerevisiae en Giardiadb.  

GdFEN-1 posee el ID-GL50803_16953, E-Value con S. cerevisiae de 5x10-17 y con H. sapiens de 3x10-10, mientras 
que GdXPG tiene el ID-GL50803_14208, E-Value con S. cerevisiae de 6x10-8 y con H. sapiens de 9x10-7. Basa ndose 
en el valor de E-Value, (mientras ma s pequen o sea el resultado es ma s confiable). Izaguirre Herna ndez tomo 
a GdFEN-1 como la enzima con mayor parentesco a HsXPG.  

El trabajo de Izaguirre Herna ndez (2020) titulado como “Identificacio n y 

caracterizacio n bioquí mica in vitro de la nucleasa putativa GdXPG/Rad2 de 

Giardia duodenalis” demostro  que la enzima FEN-1 de G. duodenalis es capaz de 

unirse tanto a DNA homodu plex como a DNA burbuja (figura 11). 

Adema s, descubrio  que, contrario a lo encontrado en diversos estudios de FEN-1 

de organismos eucariotes (como es el caso del estudio de Hohl, Dunand Sauthier, 
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Staresincic, & Jaquier Gubler, 2007), presenta actividad nucleasa en DNA con 

estructura de burbuja (DNA-B) ya sea en presencia de Mg+2 o de Mn+2 (figura 12). 

 
 

Figura 11. Ensayos de interaccio n entre la proteí na y las sondas de DNA. 
Los ensayos se realizaron con concentraciones crecientes (0.4 µM a 2 µM) de las proteí nas (XPG, FEN-1-XPG 

y FEN-1). Cada ensayo se resolvio  en un gel nativo de acrilamida (29:1) al 7 %. En carril 1 se muestra el 

extracto de proteí na de ce lulas sin transformar con el pla smido, carril 2- la sondas libre, carril 3-7-interaccio n 

sonda DNA-B/DNA-H (homodu plex) y proteí na. Imagen tomada de Izaguirre Herna ndez, 2020. 

 
 

Figura 12. Ensayo de actividad nucleasa en sonda DNA-B de GdXPG putativa utilizando Mg+2 y Mn+2. 
Los ensayos se realizaron con concentraciones crecientes (2.5 µM a 10 µM) de las cofactor (MgCl2 y MnCl2). 

Cada ensayo se resolvio  en un gel nativo de acrilamida (29:1) al 12 %. En carril 1 se encuentra le cofactor sin 

proteí na (SP), carril 2- sin cofactor (SC), carril 2-10-actividad nucleasa. Imagen tomada de Izaguirre 

Herna ndez, 2020. 
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Con todos estos antecedentes, en este trabajo, con el objeto de entender como la 

FEN-1 de G. duodenalis podí a escindir DNA burbuja, se analizo  que parte de la 

proteí na FEN-1 era relevante para dicha actividad, así  analizamos los dominios o 

bloque ací dico y/o bloque CAP. 

3. Justificación 

Giardia es un organismo que causa giardiasis y esta constituye un problema de 

salud importante. Por lo que el estudio de las enzimas de reparacio n del DNA en 

Giardia, puede proveer algunos posibles blancos terape uticos. La caracterizacio n 

del mecanismo para que la enzima GdFEN-1 (enzima importante en la reparacio n 

de lesiones en el DNA mediante la ví a de reparacio n BER) pueda llevar a cabo la 

actividad de nucleasa en DNA burbuja, ayudara  a entender co mo operan estas 

enzimas en este para sito y eventualmente podrí a sugerir algunos blancos 

terape uticos. 

4. Hipótesis 

El bloque ací dico o el bloque CAP son importantes en la actividad nucleasa para 

procesar al sustrato burbuja. 

5. Objetivos 

5.1 Objetivo general 

Generar y expresar la mutante GdFEN-1-HsBA (bloque ací dico) y GdFEN-1-HsBC 

(bloque CAP), para evaluar su actividad de nucleasa burbuja. 

5.2 Objetivos específicos 

1. Analizar in silico las proteí nas GdFEN-1 silvestre y mutantes. 

2. Obtener las mutantes del bloque ací dico y el bloque CAP. 

3. Expresar y purificar las proteí nas GdFEN-1 silvestre y mutantes. 

4. Determinar la capacidad de unio n de las proteí nas GdFEN-1 silvestre y 

mutantes en diferentes sustratos de DNA (flap y burbuja). 

5. Determinar la actividad nucleasa de las proteí nas GdFEN-1 silvestre y 

mutantes en diferentes sustratos de DNA (flap y burbuja). 



~ 35 ~ 
 

6. Estrategia experimental 

 

7. Metodología 

7.1 Análisis bioinformático 

El ana lisis bioinforma tico empezo  con el alineamiento de las secuencias de la  

FEN-1 de G. duodenalis y de H. sapiens empleando la herramienta de Espript3 

https://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/ con la finalidad de conocer las regiones 

conservadas y los bloques ací dico y CAP. Posteriormente, se uso  el programa  

SnapGene® software (from Dotmatics) para intercambiar las secuencias de los 

bloques (ací dico y CAP) de G. duodenalis por los bloques de H. sapiens. 

Una vez intercambiado los bloques se llevo  a cabo la prediccio n de las estructuras 

terciaras mediante el programa AlphaFold2 y se realizo  el ana lisis de homologí a 

de estructuras mediante sobrelapamiento con la ayuda del programa Chimera 

1.16 para observar los cambios estructurales. Tambie n se utilizo  el recurso 

bioinforma tico de ExPASy https://www.expasy.org/ para conocer, vincular, 

para metros fí sico-quí micos y el punto isoele ctrico (pI) de cada enzima. 

https://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/
https://www.expasy.org/
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7.2 Mutación del bloque acídico o CAP de FEN-1 de G. duodenalis  

Para poder realizar la sustitucio n de los bloques (ací dico y CAP) de G. duodenalis 

por los de H. sapiens. Las reacciones de mutage nesis dirigida por sustitucio n se 

llevaron a cabo utilizando el kit Q5 Site-Directed Mutagenesis (NEB). Lo primero 

a realizar fue el disen o de los primers forward y reverse para cada uno de los 

bloques de intere s (tabla 2). Para para el disen o de primer, como lo indico  el 

proveedor se empleo  el programa este paso se por se uso  el programa 

NEBaseChanger https://nebasechanger.neb.com/.  

Tabla 2. Primers para la mutage nesis dirigida por sustitución de los bloques ací dico y CAP. 
Bloque Primer Secuencia 
Bloque 
acídico 

Forward 5’ GCGAGACAACAAGCCACCTAGTG 3’ 
Reverse 5’ CCTCCTCGTTAGCTAAGGCCGTG 3’ 

Bloque 
CAP 

Forward 5’ TTTACAAAGCGCCTTGTGAAGGTCACGCAG 3’ 
Reverse 5’ CTTCTCAACCTCCTGAAGGTTTCCTTCCTCC 3’ 

Despue s de disen ar los primers, se realizo  la reaccio n de PCR (1X Q5 Hot Start 

High-Fidelity 2X Master Mix, 0.05µM primer forward, 0.05µM primer reverse, 1 – 

25 ng de DNA (GdFEN-1-pET100 )) con las condiciones mostradas en la tabla 3.  

Tabla 3. Condiciones de amplificacio n para reaccio n de secuenciacio n. 

Ciclos Paso Temperatura (°C) Tiempo 
x1 Desnaturalizacio n inicial 98 30’’ 

x25 
Desnaturalizacio n 98 10’’ 
Alineamiento 57 30’’ 
Extensio n 72 3:30’ 

x1 
Extensio n final 72 2’ 

Hold 4 ∞ 

Terminada la PCR, se tomo  1 µL de la reaccio n y se incubo  5 min a 37 °C con la 

reaccio n de KLD (1X de buffer de reaccio n KLD, 1X Mix de enzimas KLD). Pasada 

la incubacio n, se agregaron 5 µl de cada reaccio n para transformar ce lulas DH5α 

de E. coli quí micamente competentes. 

7.2.1 Análisis de candidatas 

Se analizaron 5 colonias candidatas que contuvieran el GdFEN-1-pET100 con la 

mutacio n en el bloque ací dico (GdFEN-1-HsBA-pET100) o bloque CAP (GdFEN-1-
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HsBC-pET100). Primero se extrajo el DNA plasmí dico por miniprep, se 

transformaron ce lulas BL21 de E. coli y con objeto de descartar todos aquellas 

mutantes que estuvieran fuera de marco de lectura, se indujeron con IPTG para 

realizar un gel de acrilamida y un western blot (WB). Ma s adelante, todas las 

colonias candidatas positivas (sobreexpresio n de una proteí na de 41.630 kDa) 

fueron sometidas a secuenciacio n. 

Inducción piloto 

Para descartar las colonias candidatas que contuvieran proteí nas fuera de fase se 

realizo  una induccio n piloto. Se partio  de un cultivo semilla de 1 mL de medio LB 

con ampicilina (100 µg/mL) y se incubo  en agitacio n a 37 °C de 16-18 horas. 

Posteriormente se preparo  un cultivo semilla para inocular 10 mL de medio LB 

lí quido con ampicilina (100 µg/mL) y se incubo  hasta obtener una OD600 de 0.5. 

Una vez llegada a la densidad o ptica deseada se an adio  IPTG con concentracio n 

final de 1 mM y se incubaron a 37 °C en agitacio n por 3 h. Posteriormente, se 

centrifugaron 3 mL de las muestras a 13,500 rpm por 2 min, se decanto  el 

sobrenadante y se resuspendio  el cultivo celular en 300 µl de solucio n 1x 

LAEMMLI con 2.5% β-mercaptoetanol. Se hirvieron por 5 min y se resolvieron en 

dos geles de acrilamida desnaturalizante al 10 % por 90 min a 100 V (uno para 

ten irlo con azul de Coomassie y otro para el WB). 

Western Blot (WB) 

Para el WB se empleo  un gel de acrilamida al 10% y se realizo  la transferencia 

semihu meda en membrana PDVF (previamente activada con metanol absoluto y 

equilibrada con buffer) a 100 v por 1:30 h. La membrana se bloqueo  con una 

solucio n de 5 % de leche en buffer 1x TBS-T (20 mM Tris base, 150 mM NaCl, 0.1 

% Tween 20; pH=7.6) por 1 h en agitacio n a temperatura ambiente (TA). Se 

decanto la solucio n de leche-TBS-T y se an adio  el anticuerpo primario contra la 

etiqueta de histidinas (1:7,000) en solucio n TBS-T y se incubo  durante 16 horas a 

4 °C. Transcurrida la incubacio n se retiro  el anticuerpo primario, se efectuaron 3 

lavados con TBS-T por 10 min en agitacio n y se an adio  el anticuerpo secundario 

anti-rato n (1:20,000, sigma-aldrich, #H1029) con el que se incubo  1 h a TA. Se lavo 
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la membrana 3 veces como se describio  anteriormente y se revelo  utilizando el 

reactivo de quimioluminiscencia de Western Lightning Plus-ECL de PerkinElmer. 

Adema s, posterior al WB se tin o  la membrana con rojo de ponceau.  

Secuenciación  

Las colonias candidatas que resultaron ser positivas en el gel de acrilamida ten ido 

con Coomassie, membrana ten ida con rojo de ponceau y western blot, fueron 

analizadas mediante secuenciacio n. Las reacciones de secuenciacio n se llevaron a 

cabo con el kit BigDye Direct Cycle Sequencing de Thermo Fisher Scientific.  Se 

an adio  el pla smido GdFEN-1-HsBA-pET100/ GdFEN-1-HsBC-pET100  (100 ng), el 

oligonucleo tido (3.2 µM, 5’ GGCGATATAGGCGCCAGCA 3’) y H2O miliQ a un tubo 

con un volumen total de   para PCR que se incubo  a 72 °C por 5 minutos y despue s 

a TA por 5 minutos para favorecer la hibridacio n. Posteriormente, se an adio  el 

buffer de reaccio n (4 µL) el Master Mix BigDye (4 µL) para la PCR (tabla 4).  

Tabla 4. Condiciones de amplificacio n para reaccio n de secuenciacio n. 

Ciclos Paso Temperatura (°C) Tiempo 
x1 Desnaturalizacio n inicial 96 5’ 

x30 
Desnaturalizacio n 96 20’’ 
Alineamiento 53 20’’ 
Extensio n 60 4’ 

x1 
Extensio n final 4 7’ 

Hold 4 ∞ 

La reaccio n se transfirio  a un tubo de 1.5 ml al que se an adieron: 5 μl de 125 mM 

EDTA pH 8 y 60 μl de etanol 100 % grado biologí a molecular y se incubo  a TA por 

30 minutos. En seguida, se centrifugo  a 13,500 rpm por 20 minutos y se llevaron 

a cabo dos lavados con etanol 70 % centrifugando a 13,500 rpm. La reaccio n se 

dejo  secar a TA y fue leí da en el equipo 310 Genetic Analyzer de Thermo Fisher 

Scientific de laboratorios LANSE-Cinvestav.  El electroferograma resultante se 

examino  mediante la aplicacio n SnapGene y la secuencia obtenida en MultAlin 

http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/. 
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7.2.2 Preparación de células de E. coli químicamente competentes 

Se prepararon Las ce lulas competentes de E. coli siguiendo el protocolo Hanahan 

(Sambrook & Russell, 2001).  En cajas Petri con medio LB so lido se sembro  una 

colonia de ce lulas DH5α (RecA1 y EndA1- F– φ80lacZΔ M15 Δ (lacZYA-argF) U169 

recA1 endA1 hsdR17 (rK– mK+) phoA supE44 λ- thi–1 gyrA96 relA1) y BL21 

(deficiente en proteasas Lon y OmpT, F– ompT hsdSB (rB–, mB–) gal dcm (DE3)) de 

E. coli y se incubo  a 37 °C de 16-18 horas. Una colonia se inoculo  en 5 mL de medio 

LB lí quido para un cultivo semilla, se incubo  en agitacio n a 37 °C de 16-18 horas. 

Posteriormente, el cultivo semilla se empleo  para inocular un cultivo de 100 mL 

de medio LB lí quido que se incubo  en agitacio n a 37 °C hasta alcanzar OD600 de 

0.5. Se centrifugo  a 5,000 rpm 10 min a 4 °C. Se decanto  el sobrenadante y se 

resuspendio  el cultivo celular en 8 mL de buffer TFB I este ril (30 mM KOAc, 100 

mM RbCl2, 10 mM CaCl2, 50 mM MnCl2·4H2O, 15% glicerol; pH 5.8). Se centrifugo  

a 5,000 rpm por 10 min a 4 °C y se decanto  el sobrenadante. El cultivo celular se 

resuspendio  en 1 ml de buffer TFB II este ril (10 mM MOPS, 75 mM CaCl2, 10 mM 

RbCl2, 15% glicerol; pH 6.5) y se repartio  en alí cuotas de 50 µl, inmediatamente 

congeladas con hielo seco, y se almacenaron a -80 °C.  

7.2.3 Transformación de células de E. coli químicamente competentes 

Para transformar las bacterias y calcular su eficiencia se usaron el pla smido pET 

100. Se tomo  una alí cuota de las bacterias quí micamente competentes y se agrego  

300 ng del pla smido. Se incubo  30 min en hielo, un 1 min a 42 °C y 1 min en hielo. 

Inmediatamente, se an adio  1 mL de medio LB lí quido y se incubo  en agitacio n a 

37 °C por 1 h. Finalmente, se utilizaron 100 µl para sembrar en caja Petri con 

medio LB so lido con ampicilina (100 µg/ml) y se incubo  a 37 °C de 16-18 h.  

Para conocer la eficiencia se contaron las colonias obtenidas y empleo la siguiente 

fo rmula: 

𝐸𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑡𝑟𝑎𝑛𝑠𝑓𝑜𝑟𝑚𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =
𝑁𝑜. 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑎𝑠 ∗ 𝑉𝑜𝑙. 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙

(𝜇𝑔 𝑑𝑒 𝑝𝑙𝑎𝑠𝑚𝑖𝑑𝑜 ∗ 𝑉𝑜𝑙. 𝑑𝑒 𝑠𝑖𝑒𝑚𝑏𝑟𝑎)
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7.2.4 Extracción de DNA plasmídico 

EasyPrep 

En este me todo se siguio  el protocolo establecido por Berghammer y Auer (1993). 

Se inocularon ce lulas de E. coli en 5 mL de medio LB con ampicilina (100 µg/mL) 

y se incubaron alrededor de 16-18 horas a 37 °C en agitacio n. Ma s tarde se 

centrifugo  a 13,000-13,500 rpm por 2 min y se resuspendio  el cultivo celular en 

50 µl de buffer de lisis (10 mM Tris-HCl pH 8, 10 mM EDTA, 0.1 mg/mL BSA, 0.2 

mg/mL RNAsa A, 15% m/v sacarosa, 2 mg/mL lisozima). Se incubaron a TA por 5 

min, se hirvieron 1 min y, de inmediato, se colocaron en hielo 1 min. En seguida, 

se centrifugaron a 13,000- 13,500 rpm por 15 min y, finalmente, se recupero  el 

sobrenadante que se almacenara a -20 °C. La integridad se confirmo  mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 1% en buffer TBE 0.5x (44.5 mM Tris, 44.5 mM 

a cido bo rico, 1 mM EDTA 0.001M) que se sometio  100 V por 30 min. 

MiniPrep 

El me todo se realizo  siguiendo el protocolo establecido por Qiagen con algunas 

modificaciones. Se inocularon ce lulas de E. coli en 5 mL de medio LB con 

ampicilina (100 µg/mL) y se incubaron alrededor de 16-18 horas a 37 °C en 

agitacio n. Se centrifugo  a 14,000 rpm por 2 min para generar el cultivo celular. Se 

decanto  el sobrenadante y se resuspendio  el cultivo celular con 500 μL de buffer 

P1 (50 mM Tris-Cl pH 8, 10 mM EDTA, 100 µg/mL RNAsa A). A continuacio n, se 

aplico  un vortex y se an adio  500 μL de buffer P2 (200 mM NaOH, 1% SDS (w/v)). 

Se mezclo  por inversio n y se incubo  5 min a TA para agregar 500 μL de Buffer P3 

(3 M acetato de potasio pH 5.5). Nuevamente se mezclo , pero se incubo  5 min en 

hielo. Se centrifugo , recupero  el sobrenadante y precipito  el DNA con 750 μL de 

isopropanol frí o por 1 h a -20°C. Despue s, se centrifugo  15 min a 14,000 rpm, se 

decanto  el sobrenadante. El cultivo celular se centrifugo  con 50 μL de etanol 70% 

(para realizar un lavado), se retiro  el sobrenadante, se dejo  secar el cultivo celular 

aproximadamente 15-20 min a TA y se resuspendio  en 50-100 μL de H2O 

bidestilada. La integridad se confirmo  por electroforesis en gel de agarosa al 1% 

en buffer TBE 0.5x que se sometio  100 V por 30 min. 
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7.3 Sobreexpresión y purificación de GdFEN-1 silvestre y mutantes 

La cepa BL21 de E. coli transformada se empleo  para expresar las proteí nas de 

intere s (GdFEN-1-WT, GdFEN-1-HsBA y GdFEN-1-HsBC) en condiciones 

determinadas. Ma s adelante, se purificaron por cromatografí a de afinidad y se 

cuantifico  por el me todo de Bradford. 

7.3.1 Expresión de enzimas 

Para la induccio n de las proteí nas se realizo  un cultivo semilla de 10 mL de medio 

LB con ampicilina (100 µg/mL) y se incubo  en agitacio n a 37 °C de 16-18 horas. 

Se manejo  un cultivo semilla para inocular 500 mL de medio LB lí quido con 

ampicilina (100 µg/mL) y se incubo  hasta obtener una OD600 de 0.5. Prontamente, 

llegada a la densidad o ptica deseada se an adio  IPTG con concentracio n final de 1 

mM y se incubaron a 37 °C en agitacio n por 3 h. Posteriormente, se efectuo  la 

metodologí a de purificacio n. 

7.3.2 Purificación de enzimas 

La purificacio n de las enzimas se llevo  cabo siguiendo el protocolo establecido en 

el manual de usuario del vector (Life Technologies, 2010).  Siguiente a la induccio n 

con IPTG, el cultivo se centrifugo  por 10 min a 7,000 rpm y se desecho  el 

sobrenadante, mientras que el cultivo celular fue resuspendido en 6.25 mL de 

Buffer A 30 mM y se sonico  10 veces con una potencia de 100% en intervalos de 5 

seg con descansos de 35 seg. Consecutivamente, se centrifugo  a 15,000 rpm 

durante 40 min y se recupero  el sobrenadante, que despue s fue filtrado con una 

membrana con taman o de poro de 0.20 μM para generar el extracto total. Se coloco  

1 mL de perlas agarosa-ní quel en la columna y se equilibro  con el uso de buffer A 

30 mM. Se an adio  el extracto total a la columna, se dejo  reposar 15 min y se eluyo  

para recuperar la fraccio n no unida. En seguida, se an adieron 7 mL de buffer A 30 

mM (50 mM NaH2PO4*H20, 300 mM NaCl, 30 mM Imidazol, 0.8 mM PMSF, 80 mM) 

y se eluyo  (primer lavado). Inmediatamente, se agrego  7 mL de buffer A 50 mM 

(50 mM NaH2PO4*H20, 300 mM NaCl, 50 mM Imidazol, 0.8 mM PMSF, 80 mM 

Benzamidina) y se eluyo  (segundo lavado). Por u ltimo, se adiciono  10 mL de buffer 
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B 300 mM (50 mM NaH2PO4*H20, 300 mM NaCl, 300 mM Imidazol, 0.8 mM PMSF, 

80 mM Benzamidina) y se colectaron 10 fracciones de 1 mL.  

De cada fraccio n se tomo  40 μl para realizar un gel de acrilamida al 10%. El resto 

de las fracciones obtenidas (1-10) se centrifugo  en una columna de Amicon Ultra 

4 Centrifugal Filter Devices 30 K por 10 min a 7500 g. Se desecho  el filtrado y se 

recupero  la enzima concentrada con 80 μl de buffer T-150 (pH 7.5, 20 mM Tris-

HCl, 0.4 nM EDTA, 0.15 M KCl). Finalmente, se dividio  en alí cuotas de 20 μl que se 

almacenaron a -80 °C con 15 % de glicerol. 

7.3.3 Cuantificación por método de Bradford 

La cuantificacio n de las enzimas se realizo  mediante el me todo de Bradford 

(Bradford, 1976).  Se preparo  una curva patro n por duplicado utilizando BSA en 

concentraciones de 0 a 3 mg/mL. Se uso  muestras de proteí na concentrada y 

diluida 1:4 por duplicado. En el ensayo se aplicaron 180 μl de reactivo de Bradford 

en las reacciones, se uso  una microplaca de 96 pozos y el equipo Chromate 4300 

de Awareness Technology Inc. 

7.4 Evaluación de la capacidad de unión GdFEN-1 silvestre y mutantes 

En estos ensayos de cambio de movilidad electrofore tica, concentraciones 

crecientes de la proteí na purificada (GdFEN-1-WT, GdFEN-1-HsBA o GdFEN-1-

HsBC) se incubaron con las sondas de DNA (flap o burbuja) en un buffer de unio n 

(40 mM Tris-HCl, 1 mM DTT, 5 mM MgCl2) Siguiendo el protocolo establecido por 

Garcí a Lepe, (2022). Las reacciones se resolvieron en un gel de poliacrilamida 

nativo al 4 %, en buffer TAE (40 mM Tris-acetato, pH 7.5 y 0.5 mM a cido 

etilendiaminote-traace tico). Los complejos DNA-proteí na se visualizaron a 600 

nm en un esca ner Odyssey®FC Scanner Imaging System (LI-COR Biosciences). 

7.4.1 Diseño e hibridación de sondas fluorescentes de DNA 

Previamente se disen aron dos sondas de DNA (flap y burbuja) que tuvieran un 

oligonucleo tido marcado con 6-carboxil fluoresceí na en el extremo 5’ (Garcia-
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Lepe, manuscrito en preparacio n). Los primers utilizados para las sondas que se 

sintetizaron por la compan í a T4Oligo se muestran en la tabla 5. 

Tabla 5. Secuencia de los oligos de la sonda flap y burbuja 

Primer Secuencia 
A-bubble 5’ 

FAM* 
*5’ CGCGGATCCCACTACGCCGATTTTTTTTTT 
TTTTTTTTTTACGTATGCCACGAATTCGCG 3’ 

B-bubble 
5’ CGCGAATTCGTGGCATACGTTTTTTTTTTT 
TTTTTTTTTTTCGGCGTAGTGGGATCCGCG 3’ 

D-flap 5’ CCGGTCTAGACTCGCATCTC 3’ 

E-flap 
5’ CGCGAATTCGTGGCATACGTAAAAAAAAAA 
AAAAAAAAAAGAGATGCGAGTCTAGACCGG 3’ 

La elección de la sonda se basó en el estudio de Garcí a Lepe (manuscrito en proceso). 

Para la sonda flap (DNA-F) se emplearon cantidades equimolares de los primers 

E y D, se incubaron a 80 °C por 5 min y se dejo  enfriar a TA hasta los 50 °C. 

Posteriormente, se an adio  el primer A (en cantidades equimolares), se incubaron 

a 50 °C por 5 min y se dejo  enfriar a TA por 2 h. Para la sonda burbuja (DNA-B) se 

hibridaron cantidades equimolares del primer A y B, se incubaron a 70 °C por 5 

min y se dejaron enfriar a TA por 2 h. Las sondas se almacenaron en oscuridad a   

-20 °C. La figura 13 muestra el esquema de la hibridacio n de ambas sondas. 

 
Figura 13. Disen o e hibridacio n de sondas fluorescentes de DNA flap y burbuja. 

Electrodiálisis 

La reaccio n anterior se cargo  en un gel de acrilamida al 10 % preparado con TAE 

1X que se sometio  a electroforesis a 100 V por 40 min. Posteriormente, el gel se 

visualizo  a 600 nm en un esca ner Odyssey®FC Scanner Imaging System (LI-COR 
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Biosciences) y se corto  la porcio n del gel correspondiente al taman o de la sonda. 

Se coloco  en una membrana de dia lisis (Spectra/Por molecular porous membrane 

tubing2, MWCO: 6 - 8 kDa, Spectrum Laboratories, Inc.) con 300 μL de TAE 1X y se 

sometio  a electroforesis a 100 V por 30 min. A continuacio n, se recupero  el buffer 

en un tubo de 1.5 ml al que se an adieron 2 volu menes de etanol 100 % grado 

biologí a molecular, 10 mM MgCl2, 0.2 M NaCl y se incubo  a -20 °C por 12-20 h para 

precipitar el DNA. Finalmente, se centrifugo  a 13,500 rpm por 1 h, se hicieron 3 

lavados de pastilla con etanol 70 % grado biologí a molecular, se dejo  secar a TA y 

se resuspendio  en 20-30 μl de agua este ril libre de nucleasas.  

7.5 Evaluación de la actividad nucleasa de las enzimas. 

Para determinar la actividad nucleasa, una concentracio n fija (4 μM) de la proteí na 

purificada (GdFEN-1-WT o GdFEN-1-HsBA) se incubo  con la sonda flap o burbuja 

(5 pmol), en buffer para nucleasa (30 mM Tris-HCl, 1 mM DTT, 50 mM KCl, 50 

μg/mL BSA, 5 mM MnCl2) por 1 h. Despue s, las reacciones se detuvieron con 0.1 

mg/mL de proteinasa K y dodecilsulfato de sodio (SDS, por sus siglas en ingle s) al 

3 %. Prontamente, las reacciones resolvieron en un gel de poliacrilamida nativo al 

7 %, en buffer TAE (40 mM Tris-acetato, pH 7.5 y 0.5 mM a cido etilendiaminote-

traace tico). Las bandas de DNA se visualizaron a 600 nm y se tomaron fotosen un 

esca ner Odyssey®FC Scanner Imaging System (LI-COR Biosciences). 

8. Resultados 

8.1 Analizar in silico las proteínas GdFEN-1 silvestre y mutantes 

Se realizo  un alineamiento de las secuencias de aminoa cidos de las enzimas FEN-

1 de H. sapiens (HsFEN-1) y de G. duodenalis (GdFEN-1) mediante la herramienta 

Espript3 para conocer las regiones conservadas. Adema s, empleando Conserved 

Domains and Protein Classification de NCBI se encontro  que ambas enzimas 

contienen dominios conservados como el dominio N-terminal, la interaccio n con 

PCNA y el dominio I. Dentro del dominio N-terminal se encuentra el bloque ací dico 

(recuadro verde), mientras que en el dominio I se encuentra el bloque CAP 

(recuadro naranja). Los dominios y los bloques se muestran en figura 14. 



~ 45 ~ 
 

 

 

Figura 14.  Alineamiento de las secuencias de FEN-1 de H. sapiens (HsFEN-1) y de G. duodenalis (GdFEN-1). 
Los aminoa cidos resaltados de color verde son importantes para que el DNA este en contacto con el sitio 
activo. Los aminoa cidos blancos en cuadro rojo mantienen identidad estricta, los rojos son aminoa cidos 
similares. adema s, en la parte de arriba de cada renglo n del alineamiento se muestra la estructura secundaria. 
HsFEN-1 posee el ID- NP_004102y GdFEN-1 el ID-GL50803_14208. 

Se genero  la prediccio n de la estructura terciaria de la enzima GdFEN-1 silvestre 

(GdFEN-1-WT), la enzima mutante en el bloque ací dico (GdFEN-1-HsBA) y la 

mutante en el bloque CAP (GdFEN-1-HsBC). Al comparar GdFEN-1-HsBA con 

GdFEN-1-WT se observo  que al intercambiar los bloques ací dicos a simple vista 

no afecta la configuracio n de la estructura terciaria ni su estructura desordenada 
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(figura 15, a)). Así  como tambie n, al empalmar las estructuras terciarias de las 

enzimas GdFEN-1-HsBC y GdFEN-1-WT se concluyo  que no existe una diferencia 

significativa ni altera la estructura α-he lice (figura 15, b)) Adema s, con la ayuda 

de ExPASy se identifico  que la enzima GdFEN-1-WT tiene un punto isoele ctrico de 

7.97, mientras que la GdFEN1-HsBA y GdFEN1-HsBC presentan un pI de 6.92. 

a) 

 
b) 

 
Figura 15. Comparacio n de las predicciones de estructuras terciarias. 

a) GdFEN-1-WT (morado) y GdFEN-1-HsBA (verde), b) GdFEN-1-WT (morado) y GdFEN-1-HsBC (azul). El 
recuadro rosa es un aumento a la regio n donde ocurre la mutage nesis dirigida de sustitucio n del bloque 
ací dico y el bloque CAP. Las estructuras terciarias de cada enzima se predijeron con Alphafold y se realizo  el 
sobrelapamiento mediante Chimera 1.16.  
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8.2 Obtener las mutantes del bloque acídico y el bloque CAP 

Para la obtencio n de las mutantes se empleo  el kit Q5 Site-Directed Mutagenesis 

(NEB) como se indica en el apartado de metodologí a. A partir del pla smido FEN-

1-pET100 se generaron los pla smidos portadores de las mutantes de GdFEN1 y se 

nombraron GdFEN1-HsBA-pET100 (mutante del bloque ací dico, figura 16) y 

GdFEN1-HsBC-pET100 (mutante del bloque CAP, figura 17).  

 
Figura 16. Pla smido GdFEN-1-HsBA-pET100 

El vector contiene el gen que traduce a la enzima FEN-1 (flecha naranja) con la mutacio n en el bloque ací dico 
(flecha amarilla). Contiene gen de resistencia a la ampicilina (flecha morada) y su promotor (flecha vino) y el 
gen LacI (flecha roja) para la induccio n con IPTG. Imagen realizada mediante SnapGene. 

 
Figura 17. Pla smido GdFEN-1-HsBC-pET100 

El vector contiene el gen que traduce a la enzima FEN-1 (flecha naranja) con la mutacio n en el bloque CAP 
(flecha verde pequen a). Contiene gen de resistencia a la ampicilina (flecha morada) y su promotor (flecha 
vino) y el gen LacI (flecha roja) para la induccio n con IPTG. Imagen realizada mediante SnapGene. 

GdFEN-1-HsBC-pET100 

6778 bp 

GdFEN-1-HsBA-pET100 

6778 bp 
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Una vez obtenido los pla smidos con las mutaciones deseadas se transformaron en 

ce lulas de DH5α de E. coli y las colonias candidatas fueron analizadas. Se extrajo 

el pla smido y se transformaron en ce lulas de BL21 de E. coli. Se sometieron a una 

induccio n piloto con 1 mM de IPTG por 3 h. En seguida, se prepararon las muestras 

para analizarlas por medio de gel de acrilamida ten ido con Coomassie, Western 

Blot (WB) y la membrana del WB ten ida con rojo de ponceau.  

a)      d) 

  
b)      e) 

 
c)      f) 

 
 
Figura 18. Ana lisis de candidatas de mutantes en bloque ací dico y bloque CAP en GdFEN-1 por geles ten idos 

con Coomassie y Western blot. 
a) y d) Gel nativo de acrilamida al 10 % ten ido con azul de Coomassie para descartar las proteí nas fuera de 
fase. b) y e) Las membranas utilizadas para el western blot se tin eron con rojo de ponceau. c) y f) Los ensayos 
de WB fueron realizados con el anticuerpo primario anti-histidina (1:7,000) y el anticuerpo secundario anti-
mouse (1:20,000). El marcador de peso molecular (PM) (BIO-HELIX, BLUltra Prestained Protein Ladder, 
broad range 6.5–270 kDa, PM001-0500) se muestra en carril 1, carril 2-GdFEN-1-WT, carril 3-7-colonias 
candidatas (C1-5). La enzima es indicada con una flecha negra, su peso es de 41.630 kDa. 
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En la figura 18 se muestran los resultados de 5 clonas candidatas.  En los incisos 

a), b) y c) se muestran que de las clonas transformadas con el pla smido GdFEN-

1-HsBA-pET100, u nicamente, la C2 presenta no expresa la proteí na en fase. 

Mientras que en los incisos d), e) y f) se observa que de las colonias transformadas 

con el vector GdFEN-1-HsBC-pET100 solo la C1 y la C3 expresan. 

Una vez analizados los resultados anteriores se realizo  una secuenciacio n a las 

colonias elegidas con la finalidad de confirmar que la secuencia original habí a sido 

sustituida por el bloque ya ací dico o CAP de humano, o para eliminar aquellas que 

se hubiera realizado un cambio no deseado. Para la mutante del bloque ací dico se 

eligio  secuenciar la colonia C1 (C1-GdFEN-1-HsBA), en tanto que para la mutante 

del bloque CAP se opto  por la colonia C3 (C3-GdFEN-1-HsBC). 

La secuencia obtenida de los electroferogramas (figura 19) se alineo  en la 

plataforma de MultAlin con la secuencia del GdFEN-1-WT y la secuencia de a) 

GdFEN-1-HsBA o b) GdFEN-1-HsBC realizada in silico en SnapGene (figura 20). En 

ambas secuenciaciones se puede observar que la mutacio n de las bases se 

presenta en el sitio deseado y no existe ningu n cambio en otro lugar de la 

secuencia. 

a) 
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b) 

 
 

Figura 19. Electroferogramas de candidatas C1-GdFEN-1-HsBA y C3-GdFEN-1-HsBC. 
Se empleo  en SnapGene para visualizar las secuencias, el recuadro morado indica las bases de los bloques.  

a) 

b) 

 
 

Figura 20. Alineamiento de las secuenciaciones de C1-GdFEN-1-HsBA y C3-GdFEN-1-HsBC. 
En el primer renglo n se muestra la secuencia de la FEN-1-WT de G. duodenalis, en el segundo renglo n la 
secuencia de FEN-1-WT de G. duodenalis con el cambio del a) bloque ací dico o b) CAP de manera in silico y, 
finalmente, en el tercer renglo n la secuenciacio n de las colonias elegidas. El recuadro morado indica las bases 
pertenecientes al bloque ací dico o CAP. 

8.3 Expresar y purificar las proteínas GdFEN-1 silvestre y mutantes 

Las colonias C1-GdFEN-1-HsBA y C3-GdFEN-1-HsBC se sometieron a expresio n 

por induccio n de IPTG 1 mM por 3 h en un cultivo de 500 mL. A continuacio n, se 

purifico  mediante el uso de cromatografí a de afinidad con perlas de agarosa-

ní quel y se recolectaron 10 fracciones (figura 21). Los geles nativos de acrilamida 

ten idos con azul de Coomassie muestran que para las enzimas a) GdFEN-1-WT, b) 

GdFEN-1-HsBA y c) GdFEN-1-HsBC las primeras fracciones (F1-4) contiene la 

mayorí a de la proteí na purificada. Aun así , se decidio  concentrar todas las 
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fracciones de cada enzima con el objetivo de obtener la mayor cantidad de 

proteí na pura para los ensayos posteriores. 

a) 

 
b) 

 
c) 

 
 

Figura 21. Purificacio n de la enzimas recombinantes a) GdFEN-1-WT b) GdFEN-1-HsBA y c) GdFEN-1-HsBC. 
Cada enzima se resolvio  en un gel nativo de acrilamida (29:1) al 10 %. El marcador de peso molecular (PM) 
(BIO-HELIX, BLUltra Prestained Protein Ladder, broad range 6.5–270 kDa, PM001-0500) se muestra en carril 
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1, carril 2- extracto total obtenido de la induccio n (IP), carril 3: fraccio n no unida del extracto total (OP), carril 
4-lavado 1: fraccio n recuperada al lavar con buffer de imidazol 50 mM (A1), carril 5-lavado 2: fraccio n 
recuperada al lavar con buffer de imidazol 30 mM (A2), carril 6-15-fracciones de la purificacio n al agregar 
buffer de imidazol 300 mM a la columna (F1-10). La enzima es indicada con una flecha negra, su peso es de 
41.630 kDa. 

8.4 Determinar la capacidad de unión de las proteínas GdFEN-1 silvestre 

y mutantes en diferentes sustratos de DNA (flap y burbuja) 

Para determinar tanto la capacidad de unio n como la actividad nucleasa de las 

enzimas GdFEN-1-WT, GdFEN-1-HsBA y GdFEN-1-HsBC frente al DNA flap y 

burbuja se requirio  disen ar las sondas DNA-F y DNA-B. Una vez obtenidas las 

sondas se resolvieron en un gel nativo de acrilamida 7 % a fin de observar la 

pureza y correcta hibridacio n. La figura 22, muestra que las ondas obtenidas 

muestran una sola banda, lo cual indica la correcta preparacio n de esta. 

 
 

Figura 22. Hibridacio n de las sondas marcadas con fluoresceí na. 
Las sondas se resolvieron en un gel nativo de acrilamida (29:1) al 7 %. En el carril 1 se muestra la sonda flap 
(60 pb) y en el carril 2 la sonda burbuja (60 pb).  

Posterior a la obtencio n de las sondas, se probo  la capacidad de unio n de las 

enzimas GdFEN-1-WT, GdFEN-1-HsBA y GdFEN-1-HSBC ante dichos DNA por 

ensayos de cambio de movilidad electrofore tica. Al realizar estos ensayos se puede 

observar (Fig. 23) que, efectivamente, la a) GdFEN-1-WT, como las enzimas 

mutantes (b) GdFEN-1-HsBA y c) GdFEN-1-HsBC) son capaces de unirse al 

sustrato DNA-F. 
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a) 

 
b)     c) 

 
 

Figura 23. Capacidad de unio n de a) GdFEN-1-WT, b) GdFEN-1-HsBA y c) GdFEN-1-HsBC a la sonda DNA-F. 
Cada ensayo se resolvio  en un gel nativo de acrilamida (29:1) al 4%. En carril 1 se muestra la sonda libre, 
carril 2-7-interaccio n Sonda DNA-B y proteí na, aumentando la concentracio n (1 μM a 6 μM). 

Mientras que para el sustrato DNA-B solo se muestra unio n por parte de d) 

GdFEN-1-WT y e) GdFEN-1-HsBA, no existe complejo de sonda-enzima al usar f) 

GdFEN-1-HsBC (Fig. 24). Esto se concluyo  ya que al aumentar la concentracio n de 

las enzimas se observa que la sonda libre (DNA-B) disminuyo  frente a las enzimas 

GdFEN-1-WT y GdFEN-1-HsBA por lo que el complejo (DNA-B-enzima) pasa a ser 

la forma mayoritaria, contrario al efecto de FEN-1-BC, donde la sonda libre no se 

redujo.  
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a) 

 
b)      c) 

 
 

Figura 24. Capacidad de unio n de a) GdFEN-1-WT, b) GdFEN-1-HsBA y c) GdFEN-1-HsBC a la sonda DNA-B. 
Cada ensayo se resolvio  en un gel nativo de acrilamida (29:1) al 4%. En carril 1 se muestra la sonda libre, 
carril 2-7-interaccio n Sonda DNA-B y proteí na, aumentando la concentracio n (1 μM a 6 μM). 

Posteriormente a los ensayos de unio n, se decidio  medir la actividad nucleasa 

u nicamente de GdFEN-1-WT y GdFEN-1-HsBA, debido a que la enzima GdFEN-1-

HsBC no presenta unio n al DNA burbuja. Se seguira  explorando otras condiciones 

con la enzima GdFEN-1-HsBC hasta obtener resultados coherentes con lo 

encontrado en la literatura. 
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8.5 Determinar la actividad nucleasa de las proteínas GdFEN-1 silvestre y 

mutantes en diferentes sustratos de DNA (flap y burbuja) 

En la figura 25 se observa que la enzima GdFEN-1-HsBA presento  una actividad 

nucleasa similar a la de la enzima silvestre (GdFEN-1-WT). Al ser escindido el DNA 

flap paso  de ser una sonda de 60 pares de nucleo tidos a un DNA de cadena sencilla 

de 20 nucleo tidos marcada con fluoresceí na en el extremo 5’. Mientras que la 

sonda burbuja de 60 pares de bases se proceso  en una sonda de 20 pares de bases 

unida a 20 nucleo tidos de doble cadena marcada en el extremo 5’ con fluoresceí na, 

en total la mole cula es de 40 pb. 

a)      b) 

 

 

Figura 25. Actividad nucleasa de GdFEN-1-WT y GdFEN-1-HsBA frente a sonda a) DNA-F y b) DNA-B. 
Cada ensayo se resolvio  en un gel nativo de acrilamida (29:1) al 7%. En carril 1 se muestra la sonda libre, 
carril 2-sonda escindida con GdFEN-1-WT y carril 3-sonda escindida con GdFEN-1-BA. 

9. Discusión  

Giardia duodenalis es un para sito que genera una infeccio n conocida como 

giardiasis, la cual es extremadamente comu n en el mundo. Se transmite por ví a 

fecal-oral, ya sea por la ingesta de agua o alimentos contaminados o el contacto 

directo entre personas o animales contagiados. La infeccio n comienza al ingerir el 

quiste (forma infecciosa), una vez que ha llegado al tracto superior intestinal se da 
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la desenquistamiento para convertirse en trofozoí to (forma replicativa). Esta 

u ltima forma se adhiere a las ce lulas epiteliales intestinales del intestino delgado 

superior donde se replica (Rojas Lo pez, Marques, & Sva rd, 2022). Puesto que G. 

duodenalis cambia su ploidí a continuamente es normal que existan dan os en su 

genoma. En todas las ce lulas la estabilidad geno mica es de vital importancia y por 

ende las ví as de reparacio n del DNA ya que son cruciales para la sobrevivencia y 

sin estas ví as las ce lulas podrí an sufrir importantes dan os irreparables 

provocando la muerte celular.  

Con el paso del tiempo estas ví as han sido investigadas en organismos modelo, así  

como en el ser humano, aclarando las funciones de las enzimas que participan en 

cada una de las ví as. La recombinacio n homologa ha sido ampliamente 

caracterizada en G. duodenalis, sin embargo, no se han abordado otras ví as. Por lo 

que en este trabajo decidimos explorar la ví a de reparacio n por escisio n de base 

BER. 

Anteriormente se habí a comprobado que FEN-1 de H. sapiens contiene dominios 

conservados (dominio N-terminal, la interaccio n con PCNA y el dominio 

Intermedia), así  como dos bloques (bloque ací dico y bloque CAP) que pueden 

interfieren en su actividad nucleasa (Tsutakawa, y otros, 2011; Izaguirre 

Herna ndez, 2020; Tsutakawa, y otros, 2020). 

Al realizar el alineamiento de las secuencias de aminoa cidos de FEN-1 de humano 

y FEN-1 de G. duodenalis, como tambie n la bu squeda de los dominios, se 

encontraron que efectivamente mantiene las regiones conservadas ya 

mencionadas, así  como la localizacio n de ambos bloques (figura 14), sin embargo, 

los bloques ací dico y de CAP no esta n conservados. En la literatura explican que 

FEN-1 de forma in vitro, es capaz de unirse y escindir DNA Flap, doble Flap y otras 

estructuras como en donde el 5' se pliega hacia atra s para formar una horquilla 

(Finger & Shen, 2010; Grasby, Finger, Tsutakawa, Atack, & Tainer, 2012; Dehe  & 

Gaillard, 2017).  
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Una vez obtenidas las enzimas purificadas, se llevaron a cabo los ensayos de 

cambio de movilidad electrofore tica con las sondas de burbuja y flap donde se 

mostró que, evidentemente, las tres enzimas (GdFEN-1-WT, GdFEN-1-HsBA y 

GdFEN-1-HsBC) mantiene la capacidad de unión al DNA-F. Estos resultados son 

coherentes con lo reportado en la literatura, ya que las enzimas FEN-1 de todos 

los organismos eucariotes son capaces de procesar DNA flap, incluyendo HsFEN-

1 (Hohl, Dunand Sauthier, Staresincic, & Jaquier Gubler, 2007; Tsutakawa, y otros, 

2011). Debido a esto al haberse intercambiado los bloques acídico o CAP no 

tendría por qué verse afectada la unión. Recordando que el sitio activo en HsFEN-

1 está compuesto por los residuos Asp23, Asp34, Asp86, Glu158, Glu160, Asp179 

y Asp181, el bloque ací dico por Glu26, Glu57, Gly58, Glu59 y Thr60 y el bloque 

CAP por Gln121, Glu122, Val123, Glu124, Lys125, Phe126, Thr127, Lys128, 

Arg129 y Leu130, en principio no deberí a existir un efecto inhibitorio, ya que no 

se cambiaron los residuos del sitio activo al intercambiar los bloques. 

Respecto a la unión al DNA burbuja solo se presentó en las enzimas GdFEN-1-WT 

y GdFEN-1-HsBA, siendo un resultado interesante puesto que en el estudio del 

2007 de Hohl, Dunand Sauthier, Staresincic y Jaquier Gubler, se describio  que la 

enzima FEN-1 de humano es capaz de unirse a sustratos de DNA flap, doble flap e 

incluso DNA burbuja. Ellos explican que la falta de corte de FEN-1 para escindir el 

sustrato de burbuja no fueron ocasionadas por una reduccio n en la unio n del 

sustrato de DNA ya que los ensayos de cambio de movilidad electrofore tica no 

revelaron diferencias significativas entre las enzimas empleadas.  

La interaccio n disminuida en GdFEN-1-HsBC con la sonda burbuja en las 

condiciones que se realizo  el EMSA es consistente con los resultados de Tsutakawa 

y cols (2011). Ellos describieron que de los residuos del bloque CAP, Lys125, 

Lys128 y Arg129, son importantes para la unio n con el DNA por lo que se creí a 

que al haberse intercambiado en el lugar de Gln125 y Arg128, pertenecientes al 

bloque de G. duodenalis podrí a afectar su unio n al DNA.  
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Debido a la que la literatura muestra resultados contrarios (Hohl, Dunand 

Sauthier, Staresincic, & Jaquier Gubler, 2007; Tsutakawa, y otros, 2011; Izaguirre 

Herna ndez, 2020) a los obtenidos con la mutante GdFEN-1-HsBC es necesario 

realizar cambios en las condiciones de los ensayos de capacidad de unio n al DNA-

B para comprobar si el cambio del bloque CAP interfiere o no en la unio n a dicho 

sustrato de DNA. Para esto se planea probar otros buffers usados por Hohl, 

Dunand Sauthier, Staresincic, & Jaquier Gubler, (2007) y Tsutakawa, y otros, 

(2011). 

En el artí culo de Domain swapping between FEN-1 and XPG defines regions in XPG 

that mediate nucleotide excision repair activity and substrate specificity se ilustra 

que la FEN-1 de humano, aun cuando se une a los sustratos DNA-F y DNA-B, solo 

es capaz de escindir DNA-F. Contrario a la FEN-1 de G. duodenalis la cual si puede 

procesar ambos tipos de DNA (Izaguirre Herna ndez, 2020). Se probo  que 

efectivamente GdFEN-1-WT puede  escindir ambos sustratos. Los resultados 

obtenidos, mostrados en la figura 25, son coherentes  con la literatura, ya que, en 

efecto, es capaz de escindir ambos sustratos. 

A partir de los experimentos de actividad nucleasa se demostro  que la enzima 

mutada en el bloque ací dico no interfiere con la activida nucleasa ya que presento  

un comportamiento similar a la proteina silvestre GdFEN-1. A pesar de que 

Tsutakawa, et al. (2011) predijeron que el bloque acídico actuaría como 

impedimento a la actividad nucleasa ante estructuras de DNA burbuja puesto que 

no permitiría el paso más allá de la burbuja, los resultados obtenidos en este 

trabajo muestran que el bloque acídico no es el responsable de que FEN-1 no 

procese sonda burbuja. A partir de esto podemos decir que la estructura y 

secuencia de aa del bloque acídico no está jugando un papel primordial tanto en 

la unión del DNA, así como en el impedimento entre la interacción DNA-B-sitio 

catalítico para la actividad nucleasa. 
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10. Conclusiones  

• El bloque ací dico no es relevante para la unio n del DNA flap o burbuja. 

• El bloque CAP es importante para la capacidad unio n al DNA burbuja, pero 

no para la unio n en el DNA flap en las condiciones probadas. 

• El bloque ací dico no es importante para la actividad nucleasa frente a 

sustratos de DNA como flap y burbuja. 

11. Perspectivas 

• Analizar la capacidad de unio n al DNA-B y la actividad nucleasa de la 

proteí na GdFEN-1-HsBC en diferentes condiciones. 

• Analizar la funcio n de la enzima GdFEN-1 en trofozoí to y quiste. 

• Silenciar GdFEN-1 y ver co mo afecta al trofozoí to. 
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13. Software 

• Giardiadb: Base de datos de Giardia, Disponible en:  

https://giardiadb.org/giardiadb/  

• NEBaseChanger: NEB - Disen o de primers para mutage nesis dirigida, 

Disponible en: https://nebasechanger.neb.com/  

• MultiALin: Alineamiento de secuencias Disponible en:  

http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/  

• Espript3: alineamiento de secuencia de aminoa cidos con estructura 

terciaria, Disponible en: https://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/  

• ExPASy: Disponible en: https://www.expasy.org/  

• AlphaFold2: prediccio n de estructura terciaria, Disponible en: 

https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/m

ain/AlphaFold2.ipynb#scrollTo=kOblAo-xetgx  

• Chimera 1.16: Visualizacio n de estructura terciaria, Disponible para 

descarga: https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/download.html  

• SnapGene, Disponible para descargar con costo en: 

https://www.snapgene.com  
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