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Resumen y Abstract \

Resumen

En términos estructurales y funcionales, las proteinas son las macromoléculas biolégicas
mas diversas de los seres vivos. Las enzimas, una clase especial de proteinas, se
caracterizan por su capacidad de disminuir la energia de activacion de las reacciones
bioguimicas. A pesar de su relevancia, la mayoria de enzimas no pueden ejercer su
funcién por si solas y requieren moléculas adicionales, denominadas cofactores, para
catalizar sus reacciones. El dinucleétido de adenina y nicotinamida (NAD), es un cofactor
organico (co-enzima) que junto con su derivado fosforilado (NADP), son empleados en
reacciones de Oxido-reduccidn propias del metabolismo energético y la defensa ante el
estrés oxidativo. Adicionalmente, el NAD es utilizado como sustrato por proteinas que
regulan funciones celulares esenciales que incluyen reparacion de ADN, expresion

genética y sefializacién, entre otras.

La importancia celular del NAD, ha impulsado numerosas investigaciones enfocadas en
develar los componentes y la dinamica de su biosintesis en diversos modelos biolégicos.
Los resultados obtenidos han indicado que el NAD puede ser sintetizado a partir de
diferentes precursores quimicos que recorren rutas bioguimicas Unicas conocidas como
las vias de reciclaje y de novo de biosintesis del NAD. A pesar de sus diferencias, ambas
vias convergen en el punto comun catalizado por la enzima nicotinamida/nicotinato
mononucleétido adenilil transferasa (NMNAT EC: 2.7.7.1/18). Esta proteina se ha
caracterizado en representantes de los tres dominios de la vida y se ha enfocado como

blanco farmacolégico contra el cancer y diversos organismos patogénicos de humanos.

El presente estudio expone los resultados de la caracterizacion bioquimica de la proteina
NMNAT de Leishmania braziliensis, patdégeno eucariota capaz de infectar al hombre y
gue en Colombia representa un problema de salud publica. La investigacion incluyé el
analisis de aspectos estructurales y funcionales de la NMNAT del parésito. Las

evidencias obtenidas indicaron diferencias notables entre la proteina analizada en
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relaciéon con los homdélogos humanos, sugiriendo que el proceso de biosintesis del NAD

en Leishmania es un blanco farmacoldgico promisorio.

Palabras clave: dinucle6tido de adenina y nicotinamida (NAD), Leishmania braziliensis,

nicotinamida/nicotinato mononucledtido adenilil transferasa (NMNAT).
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Abstract

Proteins are the most diverse biological macromolecules in terms of function and
structure. Among proteins, enzymes are of special interest owing to their ability to lower
the activation energy of biochemical reactions. Despite of their relevance, most of
enzymes require additional molecules referred to as cofactors, to act appropriately.
Nicotinamide adenine dinucleotide (NAD) and its phosphorylated form (NADP) are
organic cofactors or co-enzymes involved in REDOX reactions. These reactions play
fundamental roles not only in energy metabolism but also in defense mechanism against
oxidative stress. Moreover, NAD serves as substrate for many proteins involved in

cellular functions such as DNA repair, genetic expression, and signaling.

Several studies have been devoted to discover the components and dynamics related to
NAD’s biosynthetic process in different biological models. To date, humerous chemical
precursors have been identified. These molecules go through unique biochemical routes
denoted to as salvage and de novo NAD biosynthetic pathways. The single common step
shared by these routes is represented by the central enzyme nicotinamide/nicotinate
mononucleotide adenylyltransferase (NMNAT, 2.7.7.1/18). NMNATs from archaea,
eubacteria and eukarya have been characterized and focused as pharmacological targets

in cancer and human pathogenic organisms.

This dissertation indicates the results from the biochemical study of Leishmania
braziliensis NMNAT. The mentioned parasite affects human beings and currently is a
public health issue in Colombia. Several structural and functional aspects of the parasite’s
NMNAT protein were investigated. The results obtained in this work support the
conclusion that Leishmania NAD biosynthetic process is quite different in contrast with
the human counterpart. Therefore, this process is a promising pharmacological target

against the pathogen.

Keywords: Leishmania braziliensis, nicotinamide adenine dinucleotide (NAD),

nicotinamide/nicotinate mononucleotide adenylyltransferase (NMNAT).
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Introduccién

El parasito intracelular Leishmania braziliensis es uno de los agentes causales de la
leishmaniasis, conjunto de enfermedades que, segin la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), genera entre 20,000 y 30,000 muertes al afio (Reporte: marzo del 2016).
Las medidas de manejo vigentes dependen de farmacos para combatir la infeccion y del
control del vector para reducir la transmision [1]. Los farmacos empleados en la
actualidad generan diversos efectos secundarios adversos [2] y aln no se han

desarrollado vacunas efectivas para humanos [3].

La identificacién de nuevos blancos farmacolégicos y la implementacién de estrategias
terapéuticas racionales y duraderas basadas en la comprensién integral de la biologia del
parasito, requiere investigaciones enfocadas en la caracterizacién molecular y bioquimica
del mismo. En este sentido, el estudio del dinucle6tido de adenina y nicotinamida (NAD)
resulta adecuado dadas las funciones esenciales que desempefia: metabolismo

energético, defensa ante estrés oxidativo y regulacion celular [4].

En las dos primeras funciones el NAD actia como co-enzima, mientras que en la funcion
restante es utilizado como sustrato por diversas enzimas relacionadas con reparacion del
ADN y muerte celular, movilizacion de calcio, envejecimiento y control del ciclo
circadiano, entre otros [5]. En Leishmania, el NAD no solo participa en el metabolismo
energético y defensa ante estrés oxidativo, sino que regula procesos de proliferacion,
diferenciacién y muerte celular [6, 7]. En consecuencia, estos parasitos dependen de un

suministro constante de NAD para su viabilidad.

La biosintesis del NAD se realiza mediante la via de novo y la via de reciclaje. Aunque
estas rutas emplean precursores e intermediarios quimicos diferentes, ambas convergen
en el paso catalizado por la enzima nicotinamida/nicotinato mononucleétido adenilil
transferasa (NMNAT; EC: 2.7.7.1/18) [8]. Por esta razdn, se piensa que la caracterizaciéon

de la enzima NMNAT de L. braziliensis (LbLNMNAT) y la identificaciéon de diferencias
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estructurales con respecto a las proteinas humanas correspondientes, constituyen puntos

clave para el desarrollo de nuevas estrategias de control.

Estudios realizados en nuestro grupo de investigacién permitieron identificar, clonar y
expresar la proteina recombinante His-LbNMNAT en el sistema heterdlogo Escherichia
coli, estableciendo las primeras evidencias experimentales sobre el metabolismo del NAD
en el género Leishmania [9]. El presente trabajo constituye una profundizacion del
estudio de la proteina His-LobNMNAT.

Inicialmente, se estandarizaron las condiciones de expresién y purificacion de la proteina
His-LbNMNAT, lo que permiti6 su caracterizacion enzimética y la produccién de
anticuerpos policlonales contra la misma. Estos anticuerpos se emplearon para
determinar la localizacion intracelular de la proteina LbNMNAT enddgena en L.
braziliensis. De manera adicional, el patron de localizacion observado se confirmé
mediante la expresion de la proteina recombinante LbONMNAT-GFP en el parasito. El
andlisis de la estructura primaria de la proteina LbNMNAT revel6 la existencia de
inserciones exclusivas, cuyo efecto sobre la actividad catalitica y organizacion
oligomérica de la enzima se estudio en proteinas recombinantes delecionadas. Por otra
parte, los niveles de expresién transcripcionales y traduccionales de la proteina
LbNMNAT se evaluaron en los estadios de diferenciacion disponibles del parasito. Para
finalizar, se construyeron de manera hipotética, las principales rutas metabdlicas de
sintesis, degradacién, modificacién y transporte del NAD y sus precursores en

Leishmania.

En conjunto, el presente trabajo de investigacion permitié obtener informacion estructural
y funcional novedosa sobre la enzima LbNMNAT, contribuyendo al conocimiento del

metabolismo del NAD en L. braziliensis.



1. Marco teérico

1.1 Leishmaniasis: epidemiologia y estrategias de

control

La leishmaniasis se refiere a un espectro diverso de enfermedades causadas por
parasitos del género Leishmania, del cual se han descrito aproximadamente 20 especies
gue infectan al ser humano [10]. Estos protozoarios pertenecen a la familia
Trypanosomatidae y exhiben caracteristicas Unicas. Por ejemplo, presencia de
glicosomas y cinetoplasto (organizacion particular del ADN mitocondrial) transcripcion
policistrénica y trans-splicing [11]. Adicionalmente, presentan una plasticidad genética
activa que altera el numero de copias de sus cromosomas [12]. En la actualidad se
dispone de la secuencia de los genomas de cinco especies: L. amazonensis [13], L.
braziliensis, L. infantum, L. major [14] y L. panamensis [15]. Dicha informacion ha
ampliado el conocimiento de la biologia del género Leishmania y se ha constituido como
una herramienta valiosa para identificar nuevos blancos terapéuticos [16]. La transmisién
de estos parasitos, los cuales invaden células del sistema monocitico-fagocitico, es
realizada por dipteros hembra de los géneros Phlebotomus spp. o Lutzomyia spp. en el

Viejo y Nuevo Mundo, respectivamente [17].

La leishmaniasis se divide en tres categorias principales: leishmaniasis cutanea (CL),
mucocutanea (MCL) y visceral (VL). Otras afecciones como la CL difusa (DCL),
leishmaniasis dérmica post-VL (post-Kala-Azar), leishmaniasis recurrente y leishmaniasis
diseminada también han sido descritas [10]. El desarrollo de una u otra forma de la
enfermedad depende de multiples factores como la especie del parésito, su
patogenicidad y capacidad de invasién, asi como la respuesta inmune del hospedero

[18]. Una Unica especie del parasito puede generar diferentes tipos de leishmaniasis y
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cada tipo de enfermedad puede ser producida por varias especies. La Tabla 1-1 presenta

el tipo de leishmaniasis, algunas de las especies implicadas y su ubicacion geogréfica.

Los grados de severidad de la leishmaniasis varian entre lesiones cutaneas
asintomaticas y lesiones desfigurativas, hasta invasiones viscerales fatales. La CL se
caracteriza por lesiones localizadas en el sitio de inoculacién de los parésitos. En algunos
casos, los parasitos se diseminan a traves de la piel generando multiples lesiones (DCL)
0 se propagan mediante el sistema linfatico generando destruccion de los tejidos
nasobronquiales y de la mucosa bucal (MCL) [19]. La VL es una enfermedad sistémica
qgue afecta el bazo y el higado, genera anemia y pérdida de peso. Cuando no es tratada,

esta enfermedad resulta fatal [20].

Tabla 0-1: Leishmaniasis, especies responsables y distribucion geogréafica. Tabla
adaptada de [10].

ENFERMEDAD ESPECIES UBICACION

. aethiopica
. donovani
. infantum

L. major

. Viejo Mun
L. tropica iejo Mundo

CL

. amazonensis L. mexicana
. braziliensis L. panamensis Nuevo Mundo
. colombiensis L. pifanoi

. braziliensis
. guyanensis
. panamensis

Centroamérica y

MCL ..
Suramérica

. infantum/L. chagasi
. donovani Viejo Mundo

VL . tropica (infrecuente)

. amazonensis (infrecuente)
. chagasi/L. infantum

. amazonensis Nuevo Mundo
. mexicana
. pifanoi

DCL

. donovani

Leishmaniasis dérmica post-VL . .
P . infantum Viejo Mundo

Leishmaniasis recurrente . tropica

rrrrr\\rrHr\\rrH|\Ccrrjer

. amazonensis Nuevo Mundo

Leishmaniasis diseminada o .
. braziliensis (Brasil)

—

En azul se muestra la especie estudiada en el presente trabajo.

De acuerdo con la OMS y desde una perspectiva global, se estiman 12 millones de
personas con leishmaniasis y 350 millones en riesgo de contraer la infeccién. La

incidencia anual oscila entre 1,5 y 2 millones de nuevos afectados de CL y 500,000 de




VL, registrandose entre 20,000 y 30,000 muertes al afio. Para el caso de Colombia, en el
2016 se han reportado alrededor de 1572 casos de leishmaniasis de todas las formas
(Reporte: abril del 2016, INS). Los parasitos que causan leishmaniasis se encuentran en
88 paises alrededor del mundo, especialmente en Centroamérica y Suramérica, Africa,
Asia y el sur de Europa. La Figura 1-1 indica la distribucién geogréfica de CL y VL en el
Nuevo Mundo.

Figura 0-1: Distribucién geografica de CL y VL reportadas en el Nuevo Mundo.
Tomado de [20].

A. Distribucién de CL.

B. Distribucion de VL.

La presencia de leishmaniasis varia entre ausencia completa (verde) y presencia

completa (morado). Los puntos azules indican focos de ocurrencia.

I Ausencia completa

I8 Ausencia completa
=

Indeterminado Indeterminado

Presencia completa Presencia completa

Las medidas de manejo existentes de la leishmaniasis dependen del uso de farmacos
para combatir la infeccién y del control del vector para reducir la transmisién. Los
principales farmacos empleados son: antimoniatos pentavalentes (SbY) como el
estibogluconato de sodio (Pentostam) y el antimoniato de meglubina (Glucantime), la

anfotericina B (AmB) en presentacion liposomal (AmBisome), como complejo lipidico
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(Abelcet) o dispersion coloidal (Amphocil), la miltefosina (MIL), la paramomicina (PMM),

los azoles (ketoconazol, fluconazol, itraconazol) y la simataquina [21].

Todos estos farmacos generan efectos adversos en los pacientes (dolor, nausea, vémito,
fiebre, falla hepatica y disfuncion renal, entre otros) y algunas especies del parasito han
desarrollado diversos mecanismos de resistencia ante los mismos [2]. En la actualidad,
no existen vacunas disponibles para humanos y el desarrollo de estas ha sido

insuficiente debido a la diversidad antigénica del parasito [1, 3].

1.2 Ciclo de vida de Leishmania

El ciclo biologico de los organismos pertenecientes al género Leishmania comprende dos
fases morfologicas, bioquimicas y fisiolégicas del parasito: amastigotes intracelulares
(residen dentro del fagolisosoma de los macrofagos del hospedero mamifero) y
promastigotes extracelulares (residen en el intestino del vector) [1]. Se han definido dos
etapas de desarrollo para los promastigotes segun la estructura molecular del
lipofosfoglicano de la superficie celular: promastigotes prociclicos (no infectivos) y

promastigotes metaciclicos (infectivos) [22, 23].

El ciclo de vida de Leishmania comienza con la trasmisidon de promastigotes metaciclicos
por parte del vector hacia el hospedero mamifero. Los macréfagos del hospedero
reconocen y fagocitan estos promastigotes, los cuales se diferencian y multiplican como
amastigotes dentro del fagolisosoma del macréfago. Los amastigotes se liberan del
macréfago y establecen ciclos de re-invasién. Cuando el vector se alimenta de la sangre
del hospedero infectado, adquiere el parasito que se diferencia, nuevamente, en

promastigotes en el intestino del vector, completando el ciclo de vida [1] (Figura 1-2).

Figura 1-2: Diagrama esquematico del ciclo biolégico de Leishmania. Tomado de [24].

1. Los promastigotes metaciclicos son transmitidos hacia hospederos mamiferos por
dipteros de los géneros Phlebotomus spp. o Lutzomyia spp.

2. Los promastigotes son fagocitados por los macréfagos del hospedero.

3. Al interior del fagolisosoma del macréfago, los promastigotes se diferencian en

amastigotes.



4. Los amastigotes se multiplican por eventos de fision binaria, se liberan del macrofago
y establecen ciclos de re-invasion.

5. Cuando el vector se alimenta de la sangre del hospedero infectado, adquiere los
amastigotes.

6. Finalmente, los amastigotes se diferencian en promastigotes proliferativos
(prociclicos), los cuales migran hacia la probosis del vector cuando alcanzan su

estado infectivo (metaciclicos), completando el ciclo de vida.

Promastigote
metaciclico

)

Hospedero
Humano

Amastigote
intracelular

Promastigote
prociclico

6

.
:) S e
o> 09w

L 0o
o
c‘.ﬁ <

1.3 Dinucleotido de adenina y nicotinamida (NAD)

Las proteinas son biomoléculas que desempefian diversas funciones en los seres vivos.
Entre estas biomoléculas, las enzimas se destacan debido a que disminuyen la energia
de activacién de las reacciones quimicas que acontecen en los sistemas biolégicos. A
pesar de la importancia de las enzimas, estas no pueden catalizar sus reacciones por si
solas debido a que requieren cofactores y co-enzimas para su funcionamiento (a
excepcion de las isomerasas) [25]. La co-enzima denominada dinucledtido de adenina y

nicotinamida (NAD) junto con sus formas reducidas y fosforiladas (NADH, NADP,
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NADPH), desempefia funciones esenciales en el metabolismo energético y en la defensa
ante estrés oxidativo dadas sus propiedades de transferencia electrénica.

Numerosas enzimas, particularmente deshidrogenasas, utilizan el NAD en reacciones
catabdlicas de oxido-reduccion (glucolisis, oxidacion de acidos grasos y metabolismo del
nitrégeno) y en procesos anabdlicos como la gluconeogénesis, la sintesis de

aminoécidos, nucleétidos y colesterol [26].

El NAD y el NADP se componen de dos nucleétidos, la adenina monofosfato (AMP) y el
mononucleétido de nicotinamida (NMN), unidos mediante sus grupos fosfato a través de
un enlace fosfoanhidro. Debido a que el anillo de nicotinamida se asemeja a la piridina, el
NAD y el NADP se conocen como nucleétidos de piridina. Tanto el NAD como el NADP,
son moléculas hidrosolubles y experimentan reacciones reversibles de oxido-reduccién
de su anillo de nicotinamida. Dichas reacciones son catalizadas por enzimas
deshidrogenasas, las cuales oxidan una molécula sustrato mediante la liberacion de dos
de sus electrones a modo de dos atomos de hidrégeno. Las formas oxidadas de los
dinucledtidos (NAD* o NADP™) aceptan estos electrones en forma de ién hidruro y son
transformadas en sus formas reducidas (NADH o NADPH, respectivamente), las cuales
transportan los electrones entre diferentes enzimas. El proton restante se libera al medio
(Figura 1-3). La participacion del NAD en reacciones de oxido-reduccién no genera un
consumo neto del mismo, razén por la cual no se alteran sus concentraciones
intracelulares fisiolégicas (~ 250-350 uM NAD" y 10 pM NADH) [27-29].

Por otra parte, el NAD participa de manera activa en procesos de regulacién celular [30].
Especificamente, es utilizado como sustrato por enzimas involucradas en procesos de
reparacion del ADN y muerte celular [31, 32], silenciamiento genético [33, 34], moviliza-
cion de calcio [35] y control del ciclo circadiano [36, 37] en diversos modelos biolégicos.
Por ejemplo, se han reportado y caracterizado deacetilasas pertenecientes a la familia
HST (Homologous of Sir Two), proteinas cominmente conocidas como sirtuinas. Estas
enzimas, involucradas en procesos de silenciamiento genético, emplean el NAD como
sustrato para deacetilar diferentes blancos moleculares [34]. En Plasmodium falciparum,
las sirtuinas participan en procesos de variacién antigénica mediante el remodelamiento
de la cromatina [38, 39]. En Leishmania, regulan procesos de diferenciacién celular [7],

proliferacién [6] e infeccién [40, 41], mientras que en Trypanosoma cruzi y T. brucei, las



sirtuinas se relacionan con mecanismos de invasion celular [42] y reparacion del ADN

[43, 44], respectivamente.

Del mismo modo, otras enzimas como NAD glicohidrolasas (CD38/CD157), mono ADP
ribosil transferasas (ARTs) y poli ADP ribosa polimerasas (PARPs) emplean el NAD
como sustrato [5]. Las reacciones catalizadas por estas enzimas generan un consumo
neto del NAD al hidrolizar el enlace glicosidico entre la nicotinamida y su ribosa
adyacente. Por esta razén, la biosintesis permanente del NAD es necesaria para
asegurar la viabilidad de los seres vivos. Las funciones del NAD y algunos de los

procesos celulares en los que participa se resumen en la Figura 1-4.

Figura 1-3: Estructura del NAD. EI NAD se compone de dos nucleétidos unidos
mediante sus grupos fosfato. Los nucleétidos se diferencian por las bases nitrogenadas
gue contienen: adenina y nicotinamida. En rojo se indica el grupo fosfato presente en el

NADP. El recuadro azul indica la reduccién del anillo de nicotinamida.
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Figura 1-4: Funciones del NAD. Se han descrito tres funciones del NAD, las cuales
son mediadas por diferentes enzimas que lo emplean como co-enzima (oxidoreductasas)
o sutrato (Sirtuinas, ARTs, PARPs y glicohidrolasas). Dependiendo de las reacciones en

las que el NAD participa, se pueden efectuar diferentes procesos celulares.

NAD
[ I 1
Metabolismo Regulacion Defensa ante
EUNCIONES energético celular estrés oxidativo
[ I I 1
ENZIMAS  Oxidoreduct Sirtui ART PARP D e Oxidoreduct
1rtuinas S S X1doreductasas
. Xidoreductasas (CD38/CD157)
NAD(P) SE——— NADP
eacetilacion Mono ADP Poli ADP * Sintesis de
REACCIONES “ de protefnas ribosilacién ribosilacién segundos mensajeros “
NAD(P)H NADPH
PROCESOS Transporte de | = Silenciamiento genético, ciclo | Progresion del Reparacién del Movilizacién y Regeneracién de compuestos
electrones circadiano, envejecimiento ciclo celular ADN y apoptosis | = sefializacién por Ca®* | (GSH, Trx, catalasa, Cit P450)

*Segundos mensajeros: ADP ribosa (ADPR), ADPR ciclica (ADPRc) y dinucleétido de

adeninay &cido nicotinico fosfato (NAADP).

1.4 Biosintesis del NAD

Existen dos rutas enzimaticas, conocidas como la via de novo y la via de reciclaje, que
conducen a la biosintesis del NAD. Estas vias se distinguen por los precursores que

utilizan y en ambas, el primer paso es la generacion de un mononucleétido [45].

La via de novo comienza con la degradacién de un precursor aminoacido: aspartato en
bacterias y plantas o triptéfano en los demas organismos. Estos precursores son
catabolizados enziméaticamente para generar acido quinolinico (QA), sustrato de la
enzima fosforibosil transferasa del QA (QAPRT). La QAPRT cataliza la decarboxilacion y
fosforibosilacion del QA, empleando fosforibosil pirofosfato (PRPP) como co-sustrato
para sintetizar el mononucleétido del &cido nicotinico (NAMN). La vitamina B3, también
conocida como niacina o acido nicotinico (NA), también puede ser empleada como
precursor para obtener NAMN, gracias a la accion de la enzima fosforibosil transferasa
del NA (NAPRT).
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La via de reciclaje depende de la reutilizacién de la nicotinamida (Nam), producto de
degradacion proveniente de la actividad de las enzimas que emplean el NAD como
sustrato. La Nam es modificada por la enzima fosforibosil transferasa de la Nam
(NamPRT, también conocida como NAMPT) para generar el mononucleétido de
nicotinamida (NMN) [8, 45]. El ribdsido de nicotinamida (NR) y el ribdsido del &cido
nicotinico (NAR) son dos precursores adicionales que, al ser fosforilados por enzimas
guinasas (NRK), generan NMN y NAMN, respectivamente. De modo alternativo, el NR se

degrada produciendo Nam, la cual puede entrar a la via de reciclaje [4] (Figura 1-5).

El segundo paso en la biosintesis del NAD es la generacion de un dinucleétido utilizando
los mononucledtidos generados a partir de QA, Nam, NA, NR o NAR. Esta conversion es
catalizada por la enzima nicotinamida/nicotinato mononucle6tido adenilil transferasa
(NMNAT). Esta proteina transfiere la molécula de adenilato desde el ATP hacia el NMN o
el NAMN para sintetizar NAD o el dinucle6tido de adenina y acido nicotinico (NAAD). El
NAAD es amidado por la enzima NAD sintetasa generando NAD [8] (Figura 1-5).

Figura 1-5: Biosintesis del NAD. ElI NAD puede ser sintetizado a partir de 5
precursores: NAR, QA, NA, NR y Nam. Las enzimas NamPRT y NAPRT catalizan la
conversion de Nam y NA en los mononucle6tidos NMN y NAMN. La transformacién del
QA por accién de la enzima QAPRT, también conduce a la sintesis de NAMN. Estas 3
reacciones emplean el PRPP como fuente de fosforibosa. La enzima NRK genera NMN y
NAMN mediante la fosforilacién de NR y NAR. El Unico paso comun de la via de novo y
la via de reciclaje (sintesis de NAD o NAAD) es catalizado por la enzima NMNAT
(recuadro verde). La enzima NADS convierte el NAAD en NAD. El grupo amida en las
estructuras relacionadas con la Nam se indica en azul. El grupo carboxilo en las
estructuras relacionadas con el NA se indica en rojo. La sintesis de NAAD a partir de NA
se conoce como ruta Preiss-Handler. La sintesis de NAD a partir de QA corresponde a la

via de novo. Adaptado de [8].
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Como se menciond, tanto el NMN como el NAMN pueden ser utilizados como sustratos

por la NMNAT, razon por la cual esta enzima representa el paso esencial, donde

convergen las rutas de novo y de reciclaje de la biosintesis del NAD. En el contexto del

presente trabajo de investigacion, la enzima NMNAT es el objeto central de estudio.

El NAD puede ser modificado por la enzima NAD quinasa, que transfiere un grupo fosfato

desde el ATP hacia el grupo 2’-hidroxilo de la ribosa perteneciente a la adenina del NAD,

para sintetizar NADP. En su forma reducida (NADPH), esta molécula desempefia tres

funciones vitales: 1. Participa como donador electrénico universal en rutas de biosintesis

reductivas. 2. Regenera compuestos como glutation (GSH), tioredoxina (Trx), catalasa y

citocromo P450 (Cit P450), involucrados en los sistemas celulares de detoxificacion y

defensa ante agentes oxidantes. 3. Es precursor del NAADP, molécula liberadora de

calcio [35, 46].
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1.5 Nicotinamida/nicotinato mononucledtido adenilil
transferasa (NMNAT, EC 2.7.7.1/18)

La enzima NMNAT, clasificada como transferasa de nucleotidos (EC 2.7.7), cataliza el
Gnico paso comun entre todas las rutas que conducen a la biosintesis del NAD (Figura 1-
5), resultando esencial. De acuerdo con esta afirmacién, modelos animales con
deleciones en los genes codificantes para la NMNAT resultan letales [47], mientras que
en modelos vegetales dichas deleciones interrumpen la reproduccién y el crecimiento
[48].

La importancia de la NMNAT en la biosintesis del NAD, ha constituido esta enzima como
una diana terapéutica promisoria para el tratamiento de diversas patologias como las
enfermedades infecciosas y el cancer [49-51]. Por esta razon, la NMNAT ha sido sujeto
de numerosos estudios enfocados en comprender sus mecanismos cataliticos y
caracteristicas estructurales. La existencia de la NMNAT se demostr6 por primera vez en
levaduras [52] y se ha investigado en numerosos modelos como arqueobacterias,
bacterias, parasitos, levaduras, insectos, plantas y mamiferos. En humanos se han
descrito tres iso-enzimas (HsNMNAT1-3), las cuales exhiben una distribucién subcelular
especifica. La HSNMNAT1 reside en el nucleo (al igual que las iso-enzimas 1y 2 de
levadura, SCNMNAT1-2), mientras que la HSNMNAT2 y HsNMNAT3 se localizan en el

aparato de Golgi [53] y en la mitocondria [54], respectivamente.

Aunque las NMNATs presentan una actividad catalitica evolutivamente conservada,
existen diferencias cinéticas y estructurales entre las enzimas de diferentes especies o
entre las iso-enzimas de un mismo organismo [55]. Las NMNATs son proteinas
globulares con pesos moleculares entre 20-50 kDa, puntos isoeléctricos (pl) tedricos
entre pH 4 y 6.5, temperaturas Optimas de reaccién entre 30 y 37°C (exceptuando las
NMNATs de arqueobacterias) y un rango 6ptimo de pH entre 6 y 9. Todas las NMNATs
requieren iones metdlicos divalentes para su actividad enzimatica, siendo el magnesio, el
ion més utilizado [56] (Tabla 1-2).
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Tabla 1-2: Propiedades bioquimicas de algunas NMNATs. Tabla adaptada de [56]

con datos provenientes de las bases de datos Brenda, PDB y UniProt.

HsNMNAT ScNMNAT ECNMNAT AtNMNAT | MjNMNAT MtNMNAT SsSNMNAT
1 2 3 1 2 NadD NadR
Peso Molecular
(kDa) o 319 34,4 28,3 28,3 45,8 24,5 47,3 26,9 20 20,5 66
pl 4,7-4,8 6,6 *9,3 4,2 5,6 *55 *54 *58 *8,1 *58 5,4
Estructura. 6-mer 1-mer 4-mer 1-mer 4-mer - 6-mer
cuaternaria
* Citoplasma
Aparato de
Localizacion Nucleo pGolgi Mitocondria Ndcleo - y membrana * Nucleo Citoplasma
plasmatica
Prefi i NMN NMN NMN NMN NaMN NMN NMN NMN
referencia NaMN NaMN a NaMN

Mg?* Mg2* Lo

iz Mn2+ Cor/N Mg/ | ,\j";f,'\q,,'zp Mg?*
Cofactores Co?* Mg2* Co?* Mg2*/KCl Zn?* Mn?*/Cd?* d.a ones " i Mg2* Kcl

° ' ivalentes Fe3*/Cu?*

Ni2+ Ni2+ Cu2*/Ca?* " NeXy

Zn?* Zn2* Co
pH 6ptimo 6-9 5,6-8,5 7.5 7,8 7,5 8 8,6 7,6 6-8 7,5 6-8
Temperatura
Sptima (°C) 37 - - 90 65 97

Kn (M)

ATP 40 204 29 104 1400 - 1,7 - - 160 0,08
NMN 34 32 209 170 130 - 700 - - 80 1,4
NaNM 67 14 111 - - - - - - - 17
NAD 59 70 130 73 23
PPi 937 1119 309 83 5000

* Valores tedricos calculados con la herramienta bioinforméatica ProtParam

(http://web.expasy.org/protparam/).

Un aspecto relevante de las NMNATSs se refiere a la preferencia, especie-especifica, por
el precursor del NAD (NMN o NAMN). Aunque la mayoria de estas enzimas pueden
emplear ambos sustratos, algunas de ellas poseen una marcada selectividad. Por
ejemplo, en Escherichia coli se han identificado dos iso-enzimas, NadD y NadR, siendo la
primera de ellas 20 veces mas rapida al catalizar la reaccion empleando NAMN como

sustrato, mientras que la NadR es 170 veces mas rapida para adenilar el NMN [57].

Por su parte, las NMNATs de arqueobacterias como Methanocaldococcus jannaschii
(MjJNMNAT) [58], Methanobacterium thermoautotrophicus (MtINMNAT) [59] y Sulfolobus
solfataricus (SSNMNAT) [60] prefieren el NMN como sustrato. En Saccharomyces
cerevisiae las iso-enzimas SCNMNAT1-2 presentan selectividad diferencial, mientras que
en Arabidopsis thaliana (AtNMNAT) [61] y humanos (HSNMNAT1 y 3) se produce NAD y

NAAD con eficiencias similares [56].
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En cuanto al mecanismo de reaccion, la catdlisis de las NMNATSs procede a través de un
mecanismo secuencial Bi-Bi ordenado, como ha sido descrito para las iso-enzimas
HsSNMNAT1-3 [62] o secuencial Bi-Bi aleatorio, como sucede con la NMNAT de Bacillus
anthracis (BaNMNAT) [63]. Estos mecanismos se caracterizan por la unién secuencial de
la enzima con dos (Bi) sustratos, antes de la liberacién secuencial de dos (Bi) productos.
La formacidn del complejo enzima-sustratos puede establecerse independiente del orden
de unidn de los sustratos (aleatorio) o debe formarse en un orden determinado para ser

activo (ordenado) [64].

A nivel estructural, se han descrito varios aspectos para las NMNATSs. Entre estos, los
més relevantes hacen referencia a motivos de unidon a sustratos, organizacion

cuaternaria y presencia de dominios exclusivos, como se describe a continuacion.

1.5.1 Unidn a sustratos por las NMNATSs

Mediante estudios de cristalografia de rayos X se ha resuelto la estructura de la NMNAT
de representantes de los tres dominios de la vida: arqueobacterias [65, 66], bacterias
[67-69] y humanos [67, 70-72]. Estos estudios han revelado una arquitectura
conservada entre las NMNATSs, caracterizada por la presencia de un dominio a/f
conformado por hojas 8 paralelas rodeadas por hélices a y giros aleatorios. Este dominio,
denominado plegamiento Rossmann, contiene los elementos estructurales relacionados

con la unidn a los sustratos y la catélisis [55] (Figura 1-6).

Para el ATP se han identificado dos motivos de union altamente conservados, ubicados
hacia los extremos amino ([H/T]xxH) y carboxilo terminales (SxxxxR) de las NMNATSs.
Los grupos fosfato del ATP interactian con las histidinas del primer motivo mediante
interacciones electrostaticas y con la serina y la arginina del segundo motivo mediante
puentes de hidrégeno y puentes salinos, respectivamente. En el caso de los sustratos
NMN, NAMN, NAD y NAAD, se han identificado algunos elementos conservados para
todas las NMNATs: un residuo de triptéfano que mediante apilamiento de anillos
aromaticos interactia con el anillo de piridina; un residuo de arginina o lisina que
mediante interacciones electrostaticas estabiliza el grupo fosfato de los sustratos

mencionados [55].
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Figura 1-6: Arquitectura de las NMNATs. El plegamiento Rossmann es la
caracteristica principal de las NMNATSs. Azul: hojas B paralelas. Rojo: hélices a. Verde:
giros aleatorios. Entre paréntesis se indican los cédigos del Banco de Datos de Proteinas

(PDB). Todas las imagenes se generaron con el programa UCSF Chimera [73].

M. thermoautotrophicus M. jannaschii
NMNAT (1EJ2) NMNAT (1F9A)

B. subtilis E. coli NadR H. sapiens NMNAT1
NMNAT (1KAM) (1K4M) (1KQO)

1.5.2 Organizacion oligomérica de las NMNATSs

Las NMNATs de diferentes organismos exhiben estructuras cuaternarias homo-
oligoméricas de 2 a 6 subunidades, siendo los Unicos monédmeros reportados la NMNAT
de E. coli (ECNMNAT) [74], Pseudomonas aeruginosa (PaNMNAT) [75] vy la iso-enzima
HsSNMNAT2 [76].
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En bacterias gram positivas como B. anthracis y Staphylococcus aureus, se han
observado ensamblajes diméricos (2-mer), mientras que para B. subtilis se ha reportado
un ensamblaje tetramérico (4-mer), tal como sucede con la HsSNMNAT3. En la
arqueobacteria M. jannaschii y en la iso-enzima HSNMNAT1 se ha observado la
organizacion oligomérica mas compleja entre todas las NMNATs: hexameros (6-mer)
cuyas subunidades forman un canal con una superficie cargada positivamente. Se ha
planteado que esta distribucidn de cargas permite atraer sustratos con carga negativa
hacia los sitios activos ubicados en dicho canal [55]. La organizacién cuaternaria de
diferentes NMNATSs se muestra en la Figura 1-7.

1.5.3 Dominios exclusivos de las NMNATSs

Los genes codificantes para las iso-enzimas humanas HSNMNAT1-3 presentan exones
Unicos que codifican dominios proteicos especificos denominados ISTIDs (Isoform
Specific Targeting and Interaction Domains). Dichos dominios median diferentes
funciones. Por ejemplo, los ISTIDs de las proteinas HSNMNAT1 y 2 determinan la
localizacién subcelular de estas enzimas. En el caso de la HsNMNAT1, su ISTID

contiene la sefal de localizacion nuclear (NLS) GRKRKW, mientras que el ISTID de la

HsNMNAT2 contiene dos cisteinas (Cis!®* y Cis'%) relacionados con el anclaje de dicha
proteina a la membrana del aparato de Golgi mediante palmitoilacion. La HsNMNAT3
también contiene un dominio exclusivo, sin embargo aln no se han establecido las

funciones en las que participa [53].

Adicionalmente, el ISTID de la HSNMNAT1 contiene un residuo de serina sujeto a

fosforilacion (Ser'3¢) por proteinas quinasa C. Se ha evidenciado que la HsSNMNAT1
interactla y regula la actividad de la enzima PARP1 auto-modificada, proteina

involucrada en procesos nucleares dependientes de NAD. Dicha interaccion es reducida

por la fosforilacion del residuo Ser'®¢. Esta evidencia representa un tipo de regulacion
post-traduccional para la HSNMNAT1 [77].
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Figura 1-7: Estructura cuaternaria de algunas NMNATs. ElI ensamblaje homo-
oligomérico es un rasgo distintivo de la mayoria de NMNATSs. Las subunidades de cada
proteina se muestran con colores diferentes. Entre paréntesis se indican los cédigos del

PDB. Todas las imagenes se generaron con el programa UCSF Chimera [73].

M. jannaschii H. sapiens
NMNAT (1F9A), 6-mer NMNAT1 (1KQO), 6-mer

B. subtilis B. anthracis
NMNAT (1KAM), 4-mer NMNAT (3MLA), 2-mer

1.5.4 Funciones adicionales de las NMNATSs

La proteccion del sistema nervioso es un proceso biolégico esencial en el que participan
las NMNATs. En ratones se ha descrito una aberracion cromosémica que genera la
expresion de una proteina quimera, constituida por los primeros 70 residuos amino
terminales del factor de ubiquitinacién E4B (Ube4b) y la proteina NMNAT. Esta proteina
quimera evita un fenotipo denominado degeneracion Walleriana, caracterizado por la

fragmentacion y destruccion de los axones, fenotipo que se ha relacionado con la
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enfermedad de Parkinson y la esclerosis multiple. ElI efecto protector ante dicha
degeneracion también se ha observado al sobre-expresar la NMNAT de ratén o al
adicionar NAD exdégeno en cultivos murinos neuronales [78], evidencia que soporta la
siguiente idea: la sintesis de NAD en la region distal de los axones es necesaria para el
mantenimiento de neuronas saludables [79]. Asimismo, en Drosophila melanogaster se
ha reportado una funcion neuroprotectora de la NMNAT, que actlla como chaperona
molecular (independiente de su actividad enzimatica adenilil transferasa), evitando la

agregacion y precipitaciéon de proteinas neuronales [80, 81].

1.6 Metabolismo del NAD en Leishmania

El NAD participa en tres funciones principales: metabolismo energético, sefializacion
celular y defensa ante estrés oxidativo (Figura 1-4). En Leishmania, estas tres funciones
han sido descritas. Con respecto al metabolismo energético, los Trypanosomatidos
efectlan el ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) [82] y la fosforilacion oxidativa [83] de
manera activa. Adicionalmente, estos parasitos poseen organelos especializados como
los glicosomas en donde realizan glicélisis, ruta de las pentosa fosfato y oxidacién de
acidos grasos [84, 85]. Todos estos procesos se caracterizan por la participacion del
NAD.

En términos de regulacion celular, el NAD resulta indispensable para la supervivencia y
proliferacion de diferentes especies del género Leishmania. En estos procesos celulares
participan las sirtuinas. Investigaciones previas han reportado la existencia de estas
proteinas en L. amazonensis (LaSIR2) [86], L. major (LmSIR2) [87, 88] y L. infantum
(LiSIR2) [41]. Dichas enzimas presentan una distribucion citoplasmética durante todo el
ciclo de vida del parasito [88] y su sobre-expresion promueve la supervivencia de los
mismos, al prevenir procesos de muerte celular programada. La interrupcién genética del
fragmento codificante para LiSIR2 altera los procesos de proliferacion de amastigotes in
vitro e in vivo, indicando el requerimiento especifico de la proteina en esta etapa del ciclo
de vida (Vergnes et al, 2005).

Otros estudios han mostrado que la proteina LiSIR2 presenta actividad ART, capaz de
modificar post-traduccionalmente diferentes blancos moleculares utilizando el NAD como

sustrato. Entre estos blancos se incluyen proteinas asociadas al citoesqueleto, como la
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a-tubulina, lo cual sugiere que el NAD participa en los cambios morfolégicos que
experimenta Leishmania durante su ciclo biolégico [7]. En cuanto a defensa ante estrés
oxidativo, los Trypanosoméatidos poseen sistemas de proteccibn contra especies
reactivas de oxigeno (ROS) y nitrégeno (RNS) compuestos por peroxiredoxinas,
tripanotiéna y tripanoredoxina, siendo el comin denominador de estos sistemas el NADP
[89-91].

Las funciones que desempefia el NAD en Leishmania permiten inferir que es de gran
importancia en la biologia del parésito. Por esta razén, resulta interesante estudiar la
biosintesis del NAD en este modelo biolégico, enfocando las enzimas involucradas en
dicho proceso, como potenciales blancos terapéuticos. Aunque la NMNAT se ha
caracterizado en numerosos modelos de investigacion, pocos estudios se han realizado
en parasitos eucariotas. Tan solo se han reportado trabajos en P. falciparum [92], T. cruzi
[93] y Giardia lamblia [94]. Con el secuenciamiento de los genomas de diferentes
especies de Leishmania, se identificaron genes hipotéticos correspondientes a NMNATS.
No obstante, la caracterizacion funcional de estas enzimas no se ha realizado aun. En el
2010, nuestro grupo de investigacion demostré la existencia y expresion de la NMNAT en
la fase mévil de tres especies de Leishmania [9]. Estos resultados constituyeron la
primera evidencia experimental en aproximarse a los procesos de biosintesis del NAD en

este agente patogénico.

En el presente trabajo se profundiza el estudio de la enzima NMNAT de L. braziliensis.
Especificamente, se indicaran los aspectos concernientes con su cinética, localizacion
subcelular, organizacién cuaternaria y presencia/funcion de dominios exclusivos, junto

con el andlisis de los niveles de expresion en el parasito.



2. Justificacion

La leishmaniasis es un conjunto de enfermedades parasitarias causadas por infecciones
con protozoarios pertenecientes al género Leishmania, el cual contiene alrededor de 20
especies capaces de infectar al ser humano [10]. De acuerdo con la PAHO, en Colombia
se reportan anualmente entre 20.000 y 30.000 casos de los cuales, las formas clinicas
predominantes son la leishmaniasis cutdnea y mucocutanea [95]. En la actualidad, no
existen vacunas efectivas para humanos [3] y las medidas de control implementadas
requieren el uso de farmacos que generan efectos secundarios adversos [2]. Con el
propésito de desarrollar estrategias terapéuticas racionales y duraderas a partir del
conocimiento de la biologia del parésito, es indispensable realizar investigaciones

enfocadas en la caracterizacion molecular y bioquimica del mismo.

El metabolismo del NAD se relaciona con diversos procesos bioquimicos y fisiolégicos
esenciales, participando en mecanismos de transduccion energética y de sefiales
intracelulares, sintesis de agentes movilizadores de calcio y sistemas de oxido-reduccion
(REDOX) [4, 8]. En el contexto de los pardsitos intracelulares, los sistemas REDOX
permiten su adaptacion a ambientes hostiles durante el transcurso de sus ciclos
bioldgicos [96, 97] y son considerados como blancos terapéuticos para el desarrollo de
nuevas drogas [89]. Adicionalmente, diversos estudios han revelado que el NAD participa
en procesos de diferenciacion celular [7], proliferacion [6] y muerte celular de Leishmania
[40, 41].

Por estas razones, la caracterizaciéon funcional de las enzimas involucradas en la sintesis
del NAD, constituyen un punto crucial para el eventual desarrollo de nuevas estrategias
de control del patégeno. En este sentido, el estudio de la proteina recombinante His-
LbNMNAT vy la identificacion de diferencias estructurales con respecto a los ortélogos

humanos, resultan primordiales.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Aproximarse al metabolismo del NAD en pardsitos intracelulares, mediante la produccion,
obtencion y caracterizacion bioquimica y funcional de la enzima recombinante
nicotinamida/nicotinato mononucleotido adenilil transferasa de Leishmania braziliensis

(LbNMNAT), enzima fundamental en el metabolismo energético del parésito.

3.2 Objetivos especificos

1. Optimizar las condiciones de expresién y purificacion de la proteina recombinante

His-LbNMNAT en el sistema de expresion heterdlogo E. coli.

2. Caracterizar funcionalmente la proteina recombinante His-LbNMNAT mediante el

establecimiento y andlisis de sus parametros enzimaticos.

3. Determinar los patrones de localizacion subcelular de la proteina NMNAT en el

parasito mediante ensayos de inmunolocalizacion in situ.

4. Evaluar el efecto delecional de las secuencias exclusivas de la proteina
recombinante His-LbNMNAT sobre su actividad enzimatica y patrones de

oligomerizacion.
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5. Establecer los niveles de expresion, transcripcionales y traduccionales, de la

NMNAT a través del ciclo de vida del parasito.

6. Construir de manera hipotética, las rutas metabdlicas de sintesis y degradacién del
NAD en Leishmania, mediante la blsqueda bioinformatica de las enzimas

correspondientes.
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4. Preguntas de investigacion

Mediante herramientas bioinforméticas y metodologias experimentales, se pretende
realizar un acercamiento funcional a la proteina LbNMNAT, dando respuesta a las

siguientes inquietudes:
¢;,COmo se comporta cinéticamente la enzima recombinante His-LbNMNAT y qué
diferencias presenta con respecto a las proteinas recombinantes humanas

correspondientes?

¢, Qué efectos genera la alteracion estructural de la proteina recombinante His-LbNMNAT

sobre su actividad enzimética y organizacién oligomérica?
¢Donde se localiza la proteina LONMNAT en el parasito?

¢, COmo varian los niveles de expresién de la enzima LONMNAT a través del ciclo biolégico

del parasito?

¢, Como es la red metabdlica del NAD en L. braziliensis?
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5. Materiales y métodos

En el presente trabajo se estudiaron diferentes aspectos bioquimicos de la enzima
recombinante His-LbNMNAT vy la proteina LbNMNAT endbgena de L. braziliensis.
Respecto a la proteina recombinante His-LbNMNAT, se emprendié la caracterizacion
enzimatica y el estudio de sus secuencias exclusivas sobre la actividad catalitica y los
patrones de oligomerizacion. En cuanto a la proteina enddgena LobNMNAT, se determind
su localizacion intracelular y los niveles de expresion a través del ciclo de vida del
parasito. De manera adicional, se construyeron, hipotéticamente, las rutas metabdlicas de
sintesis, modificacion, degradacion y transporte del NAD y sus precursores en L.

braziliensis.

Para abordar las actividades mencionadas, se disefiaron y aplicaron diversas estrategias
metodoldgicas. Estas estrategias se presentaran del siguiente modo: inicialmente, se
describird la metodologia general de cada una de las actividades experimentales y
bioinformaticas. Luego, se describira en detalle cada uno de los protocolos relacionados

con las mismas.

5.1. METODOLOGIA GENERAL

5.1.1. Obtencion de la proteina recombinante His-LoNMNAT

En estudios previos, se construyé el plasmido recombinante pET100-LbNMNAT, el cual
permite la expresion de la proteina LONMNAT fusionada a la etiqueta de hexa-histidinas
(6xHis) en su extremo amino terminal, bajo el control del promotor T7. Este plasmido ha
permitido obtener cantidades abundantes de la proteina recombinante en la fraccion

insoluble (cuerpos de inclusion) del sistema de expresién heterdlogo E. coli BL21 (DE3)
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[9]. Sin embargo, para caracterizar enzimaticamente una proteina, es necesario obtenerla

soluble y nativa.

Por esta razén, se implementaron diferentes estrategias experimentales para expresar la
proteina His-LbNMNAT en fracciones solubles. Estas estrategias se eligieron teniendo en
cuenta las recomendaciones de diversos centros de investigacion alrededor del mundo
[98] y de acuerdo con la disponibilidad de los materiales necesarios para su ejecucion. La

Figura 5-1 presenta las estrategias experimentales elegidas.

Figura5-1: Metodologia general para obtener la proteina recombinante His-LbNMNAT

en fracciones solubles.

Obtencidén de la proteina His-LbNMNAT

ESTRATEGIAS Expresion en diferentes Co-expresion con chaperonas Expresion desde otros
sistemas bacterianos moleculares vectores
pET100-LbNMNAT
VECTORES pET100-LbNMNAT PQE30-LbNMNAT
y pG-KJE8
[ | 1 | |
BL21 Codon Plus Rosetta (DE3)
BL21 (DE3) pLysS BL21 (DE3 BL21 (DE3
CEPAS (DE3) RIL (DE3) pLys pLysS (DE3) (DE3)
L I I i |
A Lisis celular y andlisis de fracciones
EVALUACION solubles e insolubles

Estrategia 1: Expresion de la proteina recombinante His-LbNMNAT en distintos sistemas

de expresion.

El plasmido recombinante pET100-LobNMNAT se emple6 para transformar mediante cho-
que térmico [99] células E. coli de las cepas BL21 Codon Plus (DE3) RIL, BL21 (DE3)
pLysS y Rosetta (DE3) pLysS. Los clones resultantes se utilizaron para sobre-expresar la
proteina His-LbNMNAT, bajo las condiciones de temperatura, tiempo y concentracion del
agente inductor isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) estandarizadas previamente
[9]. Las muestras se analizaron mediante electroforesis en geles discontinuos de

poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) [100].
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Estrategia 2: Co-expresién de la proteina recombinante His-LbNMNAT junto con

chaperonas moleculares en el sistema de expresion BL21 (DE3).

El plasmido pG-KJE8 que codifica un conjunto de cinco chaperonas moleculares (DnakK,
DnaE, GrpE, GroES, GroEL) (Takara), se empled para transformar mediante choque
térmico células E. coli BL21 (DE3). Los clones obtenidos se utilizaron para preparar
células quimicamente competentes mediante métodos con CaCl, [99]. Estas células se
transformaron con el plasmido recombinante pET100-LbNMNAT vy los clones resultantes
se emplearon para sobre-expresar la proteina His-LbNMNAT con IPTG. Las muestras

inducidas se analizaron mediante SDS-PAGE.

Estrategia 3: Expresion de la proteina recombinante His-LboNMNAT desde el plasmido de

expresion pQE30.

El plasmido recombinante pQE30-LbNMNAT se construy6 utilizando herramientas de
biologia molecular y estrategias de sub-clonacion desde el plasmido pGEMT-Easy
(Promega). El plasmido pQE30-LbNMNAT resultante permite la expresion de la proteina
LbNMNAT fusionada a la etiqueta 6xHis en el extremo amino terminal, bajo el control del
promotor T5. Este plasmido se empled para estandarizar ensayos de induccion en el
sistema de expresion E. coli BL21 (DE3) utilizando IPTG. Las muestras inducidas se
analizaron mediante SDS-PAGE. La identidad del plasmido pQE30-LbNMNAT se

confirmé mediante analisis de restriccion y secuenciamiento.

La solubilidad de la proteina His-LbNMNAT proveniente de las tres estrategias descritas,
se evallo de la siguiente manera: las células inducidas se lisaron mediante métodos
quimicos (lisozima) y fisicos (ultrasonido), verificando la presencia de la proteina
recombinante en las fracciones solubles e insolubles resultantes. Dicha verificacion se
realiz6 mediante SDS-PAGE y ensayos de inmunodeteccién (Western blot) utilizando
anticuerpos comerciales contra la etiqueta 6xHis. La purificaciéon de la proteina His-
LbNMNAT se realizé a partir de la fraccién soluble proveniente de la estrategia 2 y 3, las

cuales generaron la mayor cantidad de proteina soluble.
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5.1.2. Purificacion de la proteina recombinante His-LbNMNAT

La proteina His-LbNMNAT se purific6 mediante cromatografia de afinidad utilizando
metales inmovilizados (IMAC) capaces de unirse a la etigueta 6xHis a la cual se
encuentra fusionada, especificamente, se empleé la resina de niquel y &cido
nitrilotriacético (Ni-NTA) (Quiagen). La purificaciéon se evallio mediante SDS-PAGE vy la
cuantificacion de las muestras se efectio con el método de Bradford usando albumina
sérica bovina (BSA) como patrén [101].

5.1.3. Caracterizacion enzimatica de la proteina recombinante His-
LoONMNAT

La identidad funcional de la proteina His-LbNMNAT y su participacion en las rutas de
biosintesis del NAD, se confirmé ejecutando ensayos enzimaticos acoplados y directos.
Estos ensayos, cuyo fundamento se describe a continuacion, se aplicaron para estudiar

diferentes pardmetros de la proteina de interés (Figura 5-2).

Figura 5-2: Metodologia general para caracterizar enziméticamente la proteina
recombinante His-LobNMNAT.
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Ensayos enziméticos acoplados:

La actividad enzimatica de la proteina His-LbNMNAT (sintesis de NAD) se determiné
mediante ensayos enziméticos acoplados con la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH
EC: 1.1.1.1), monitoreando el incremento en la absorbancia a 340 nm, debido a la
reduccion del NAD" a NADH, como ha sido descrito previamente [102, 103]. El sistema

enzimatico acoplado puede describirse mediante las siguientes ecuaciones quimicas:

NMNAT

NMN + ATP NAD* + PPi

ADH
NAD* + ETANOL —/ NADH + H* + ACETALDEHIDO

NMN + ATP + ETANOL —— NADH + H* + ACETALDEHIDO + PPi

Ensayos enziméticos directos:

La sintesis de NAD por parte de la proteina His-LbNMNAT también se verificé con
ensayos enzimaticos directos, los cuales se analizaron mediante cromatografia liquida de
alto rendimiento en fase reversa (RP-HPLC). El ensayo enzimatico se describe del
siguiente modo:

NMNAT
NMN + ATP — NAD* + PPi

5.1.4. Localizacion subcelular de la proteina LONMNAT en el
parasito

Con el propdsito de distinguir los compartimentos intracelulares donde ocurre la sintesis
de NAD en L. braziliensis, se implementaron dos estrategias experimentales para
determinar la localizacion de la proteina LONMNAT: preparacion de extractos diferenciales
y ensayos de inmunolocalizacion in situ. A su vez, esta uUltima estrategia se compone de
dos metodologias: inmunodeteccion de la proteina endégena LbNMNAT y sobre-
expresion del transgen Ibnmnat-gfp en el parasito. La proteina recombinante LoONMNAT-
GFP se observo directamente en el parasito gracias a la fluorescencia de la misma y
mediante inmunofluorescencia (IF) indirecta empleando anticuerpos anti-GFP sobre

parasitos fijados (Figura 5-3).
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Figura 5-3: Metodologia general para determinar la localizacion subcelular de la

proteina LONMNAT en el parasito.
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Para estudiar la localizacién intracelular de la proteina LbNMNAT, se hizo necesario
producir anticuerpos policlonales contra la proteina recombinante His-LbNMNAT. Para
ello, los patrones de insolubilidad de dicha proteina cuando es sobre-expresada desde el
plasmido pET100-LbNMNAT, se aprovecharon para aislar y solubilizar cuerpos de
inclusion, los cuales se purificaron desde SDS-PAGE preparativos y se utilizaron como
antigeno en la produccion de los anticuerpos policlonales anti His-LboONMNAT en modelos
murinos. Los anticuerpos generados se evaluaron mediante ELISA y Western blot. La

Figura 5-4 resume la metodologia relacionada con la produccién de estos anticuerpos.

Figura 5-4: Produccion y evaluacion de anticuerpos policlonales anti His-LbNMNAT.
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5.1.5. Estudio funcional de versiones truncadas de la proteina
recombinante His-LoNMNAT

A partir del analisis de las estructuras primarias de la proteina LONMNAT vy las proteinas
humanas correspondientes (HSNMNAT1-3), se identificaron inserciones exclusivas en la
enzima del parasito. Con el objetivo de evaluar funcional y estructuralmente las
inserciones identificadas, se generaron proteinas truncadas en dichas inserciones y se
procedid a estudiar la actividad enzimatica y los patrones de oligomerizacién de las
mismas. Especificamente, se generaron las proteinas His-LbNMNATA1-43 y His-
LbNMNATA241-249. La purificacion de estas proteinas se realizé mediante IMAC

empleando la resina Ni-NTA.

El efecto delecional sobre la actividad enzimatica se evallo ejecutando ensayos
enzimaticos acoplados y directos, mientras que el efecto sobre los patrones de
oligomerizacion se investigd mediante electroforesis en geles de poliacrilamida nativos

(PAGE) y graficos de Ferguson.

5.1.6. Anélisis de los niveles de expresion de la NMNAT en el
parasito

Con el animo de comprender ampliamente el proceso biosintético del NAD en Leishmania,
se estudiaron los niveles de expresion genética de la NMNAT a nivel transcripcional (ARN
mensajero) y traduccional (proteina), en los estadios de diferenciacion disponibles del

parasito.

Los niveles de expresidon del transcrito Ibnmnat en promastigotes y amastigotes
(provenientes de macréfagos infectados), se determinaron mediante extraccion de ARN,
ensayos de amplificacién por PCR acoplados a Transcripcién Reversa (RT-PCR) y PCR
cuantitativo en Tiempo Real (RT-gPCR). Por su parte, los niveles de expresiéon de la
proteina LONMNAT se analizaron en extractos proteicos del parasito (promastigotes y

amastigotes axénicos) mediante SDS-PAGE y Western blot.
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5.1.7. Construccion de las rutas metabolicas del NAD en
Leishmania

Las rutas de sintesis, modificacién, degradacion y transporte del NAD y sus precursores
en el parasito se construyeron de manera bioinformética. Inicialmente, se analizaron rutas
descritas para otros organismos, empleando la Enciclopedia de Genes y Genomas Kyoto
(KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes [104], la base de datos MetaCyc
[105] y la Red de Ancestria Molecular (MANET) [106]. Esta informacion se utilizé como

plantilla para construir las rutas de sintesis y degradaciéon del NAD en Leishmania.

Luego, cada una de las enzimas involucradas en las rutas mencionadas, se buscaron en
las bases de datos del Centro Nacional para la Informacién Biotecnolégica (NCBI)
(http://ncbi.nim.nih.gov) y del Centro de Recursos Bioinforméaticos de Patégenos
Eucariotas (EuPathDB, TriTrypDB) (http://tritrypdb.org). Dicha busqueda se realizé del
siguiente modo: en primer lugar se generaron alineamientos multiples entre las enzimas
de interés descritas en otros organismos. Seguidamente, las secuencias consenso
obtenidas se emplearon para realizar TBLASTN dentro del genoma del parasito. Esta
herramienta genera un alineamiento entre la secuencia de aminoacidos de interés y los 6
marcos de lectura posibles para genes del parasito. La similaridad entre las secuencias se

evallo con los valores estadisticos e-value y score.

Con el objetivo de validar la funcion de las secuencias candidato identificadas, se
determiné la presencia de dominios conservados y la ontologia genética de las mismas
(NCBI, Conserved Domains; Kegg, Gene Onthology). Finalmente, las secuencias
candidato validadas se utilizaron para construir las rutas de sintesis, modificacion,

degradacién y transporte del NAD y sus precursores en Leishmania.

5.2. METODOLOGIA DETALLADA

5.2.1. Expresion de la proteina recombinante His-LbNMNAT en
distintos sistemas de expresion

El plasmido recombinante pET100-LbNMNAT se utiliz6 para transformar mediante choque
térmico células E. coli de las cepas BL21 (DE3), BL21 Codon Plus (DE3) RIL, BL21 (DE3)

pLysS y Rosetta (DE3) pLysS. Los clones resultantes se inocularon individualmente en
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medios Luria Bertani (LB) suplementados con 100 pg/ml de ampicilina (cepa BL21 (DE3))
y 50 pg/ml de cloranfenicol (cepas restantes). Los in6culos se incubaron
aproximadamente 12 horas (h) (Overnight, ON) a 37°C con agitacion constante.
Transcurrido este tiempo, se realizé una dilucién (1:50) de los in6culos y se incubaron
como se menciond hasta alcanzar una densidad Optica (OD) a 600 nm de ~ 0.6. En este
punto de crecimiento se indujo la expresion de la proteina recombinante utilizando IPTG
(concentracion final 0.5 mM). Los ensayos de induccién se realizaron durante 6 h a 24°C
con agitacion constante. Las muestras inducidas se analizaron mediante (SDS-PAGE) en

geles discontinuos (gel concentrador: 3.9%; gel separador: 12%).

5.2.2. Co-expresion de la proteina recombinante His-LoNMNAT
con chaperonas moleculares en el sistema de expresion BL21
(DE3)

El plasmido pG-KJES8 se utilizé para transformar mediante choque térmico células E. coli
BL21 (DE3) quimicamente competentes. Las células transformadas se seleccionaron
sobre medios soélidos LB suplementados con 50 ug/ml de cloranfenicol y se utilizaron para
preparar células quimicamente competentes empleando métodos con CaCl,. Estas
células competentes se transformaron con el plasmido recombinante pET100-LoNMNAT y
los clones resultantes se inocularon individualmente en medios LB suplementados con
100 pg/ml de ampicilina, 50 ug/ml de cloranfenicol y 1% (P/V) de glucosa. Los in6culos se
incubaron ON a 37°C con agitacion constante, se realizé una diluciéon (1:50) de los
mismos en el medio mencionado suplementado con 1 mg/ml de arabinosa y 10 ng/ml de
tetraciclina (inductores de la expresion de chaperonas) y se incubaron hasta alcanzar una
OD a 600 nm de ~ 0.6. En este punto de crecimiento se indujo la expresion de la proteina
recombinante utilizando IPTG (concentracion final 0.5 mM). Los ensayos de induccion se
realizaron ON a 37°C con agitacién constante. Las muestras inducidas se analizaron

mediante SDS-PAGE en geles discontinuos.

5.2.3. Construccion del plasmido recombinante pQE30-LoNMNAT

Amplificacion y purificacién del fragmento Ibnmnat:

El plasmido recombinante pET100-LbNMNAT se utiliz6 como plantilla para amplificar el

fragmento Ibnmnat mediante PCR. La reaccion de amplificacién se ejecuté en un volumen
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final de 25 ul de buffer de PCR, el cual contenia 1 mM de MgSQ,, 300 uM de dNTPs, 0.3
MM de oligonucledtidos, 50 ng de plantilla y 0.6 Unidades (U) de Pfx Polimerasa (Invitro-
gen). La secuencia de los oligonucledtidos empleados se indica en la Tabla 5-1
(Oligonucledtidos “lbnmnat”). Se utiliz6 el siguiente perfil térmico: desnaturalizacién inicial
a 94°C, 2 minutos (min) y 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C, 15 segundos (s), anillaje
a 55°C, 30 s y extensién a 68°C, 1 min. La extension final se realizé durante 7 min a 68°C.
Después de realizar la reaccién de amplificacion, se agregaron 5 U de Taq Polimerasa a
la mezcla de reaccién, la cual se incubé a 72°C durante 10 min. Los productos
amplificados se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa 1% (P/V)
utilizando buffer TAE 1X (40 mM Tris Acetato, 1 mM EDTA), realizando tinciones con
bromuro de etidio 0.05% (V/V). El producto de interés se purificd desde el gel mediante

métodos de filtracién (Montage DNA Gel Extraction Kit, Millipore).

Tabla 5-1: Secuencia de los oligonucleétidos empleados en el presente estudio.

Nombre Directo (5" - 3") Reverso (5" - 3)

Ibnmnat GCGGGGATCCATGTTATCCTCTACTGC | GCGGGGTACCTCAGGACGGAAGC
TGCC CCCTCTCC

Delecion N-terminal CACCGTCGTTCTCGTCATCT TCAGGACGGAAGCCCCTCTCC

Delecion C-terminal TCCGTGCCCGACGACACATCCTCG CAACATGTCGATCTCAATTCTCTC

pSP72 GGCTCTAGAATGTTATCCTCTACTGCT GGCTCTAGAGGACGGAAGCCCCTC

glutamil cisteina sintetasa | CCATACAATCTGTCGGTGGA GCTGCCCTTTGAAGTATTGG

antigeno de superficie TGGGGTAAACTTCGATTGCT AAGCGCATCTTACTCATGGA

Ibnmnat-RT-gPCR AGGACGGACAAGCTAAAGCC CGGCTGCAGTAAGGGTGTAA

40s AGACGCTGGTGAAGAACTGC AAGTCGATGCCGTAATGCTT

En negrilla se indican las secuencias sustrato para las enzimas de restriccion BamHI
(Directo) y Kpnl (Reverso). En azul se indica la secuencia requerida para la ligacion
direccionada con el plasmido pET100/D-TOPO. La regiones subrayadas indican las
secuencias sustrato para la enzima de restriccién Xbal.

Clonacion del producto Ibnmnat en el plasmido pGEMT-Easy:

El producto Ibnmnat purificado se ligé con el plasmido de clonacion pGEMT-Easy
(Promega) a una razén molar entre el producto y el plasmido de 3:1. La reaccion de
ligacion se utiliz6 para transformar mediante choque térmico, células E. coli TOP 10
quimicamente competentes. Los clones resultantes se seleccionaron sobre medios
sélidos LB suplementados con 100 pg/ml de ampicilina, 80 pug/ml de 5-bromo-4-cloro-3-
indoil-B-D-galactopiranosido (X-GAL) y 0.5 mM de IPTG. Las colonias obtenidas se
rastrearon mediante amplificaciéon por PCR, resuspendiendo cada una de éstas en 30 pl

de H,O e incubandolas a 94°C durante 10 min.
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Esta resuspension de bacterias se utiliz6 como plantilla en ensayos de PCR. La reaccion
de amplificacion se ejecutd en un volumen final de 15 pl de buffer de PCR, el cual
contenia 1.5 mM de MgCl,, 200 puM de dNTPs, 0.2 puM de oligonucleédtidos
(Oligonucledétidos “Ibnmnat”, Tabla 3), 5 U de Taq Polimerasa y la plantilla necesaria para
completar el volumen de reaccion. Se aplicd el perfil térmico mencionado previamente,
utilizando 72°C como temperatura de extension. Los productos obtenidos se evaluaron
mediante electroforesis en geles de agarosa 1% (P/V) utilizando buffer TBE 0.5 X (44.5
mM Tris, 44.5 mM Borato, 0.025 mM EDTA), realizando tinciones con bromuro de etidio
0.05% (V/V).

Purificacion del pldsmido recombinante pGEMT-LbNMNAT:

Los clones positivos del ensayo de amplificacién se inocularon individualmente en medios
LB suplementados con 100 ug/ml de ampicilina ON a 37°C con agitacion constante. Las
células se recolectaron mediante centrifugacion a 8000 rpm por 5 min a 4°C. Los
precipitados obtenidos se utilizaron para extraer el ADN plasmidico por lisis alcalina [107].
La pureza, concentracion e integridad del plasmido purificado (denominado pGEMT-
LbNMNAT) se determind a partir de medidas espectrofotométricas y electroforesis en
geles de agarosa 0.8% (P/V) utilizando buffer TBE 0.5 X.

Sub-clonacion del producto Ibnmnat en el plasmido pQE30:

Los plasmidos pGEMT-LbNMNAT y pQE30 (Quiagen) se sometieron a ensayos de doble
digestion con las enzimas BamHI y Kpnl (Fermentas) ON a 37°C. Los productos de la
digestion se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa 1% (P/V) utilizando
buffer TAE 1X. Los fragmentos de interés se purificaron desde los geles como se
menciond previamente. Estos productos se ligaron ON a 22°C empleando la enzima
ligasa T4 (Promega). La reaccion de ligacion se utilizé para transformar mediante choque
térmico, células E. coli JIM109 quimicamente competentes. Los clones resultantes se
seleccionaron sobre medios sélidos LB suplementados con 100 pg/ml de ampicilina y se

rastrearon mediante amplificacion por PCR.

Los clones positivos del ensayo de amplificacion se inocularon individualmente en medios

LB suplementados con 100 pg/ml de ampicilina y se realizé6 extraccién plasmidica
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mediante lisis alcalina. Con el propésito de confirmar la identidad recombinante del
plasmido purificado (denominado pQE30-LbNMNAT), éste se sometié a ensayos de doble
digestion con las enzimas BamHI y Kpnl para verificar la liberacion del inserto de interés
(fragmento Ibnmnat). Adicionalmente, se analiz6é el pldsmido mediante secuenciamiento
(Anexo A, andlisis y mapa del vector pQE30-LobNMNAT).

5.2.4. Expresion de la proteina recombinante His-LbNMNAT desde
el plasmido pQE30-LbNMNAT

El plasmido recombinante pQE30-LbNMNAT se utiliz6 para transformar mediante choque
térmico, células E. coli BL21 (DE3) quimicamente competentes. Los clones resultantes se
inocularon en medios LB suplementados con 100 pg/ml de ampicilina. La induccién de la
proteina recombinante His-LboONMNAT se realizé con IPTG (concentracion final 0.5 mM)
ON a 37°C con agitacion constante. Las muestras inducidas se analizaron mediante SDS-

PAGE en geles discontinuos.

5.2.5. Determinacion de la solubilidad de la proteina recombinante
His-LbNMNAT

Las células provenientes de los ensayos de induccion anteriores, se recolectaron
mediante centrifugacion a 8000 rpm por 5 min a 4°C. Los precipitados obtenidos se
resuspendieron en buffer de lisis (1 mg/ml lisozima, 300 mM NaCl, 50 mM NaH,PO, pH
8.0/NaOH, 10 mM imidazol) utilizando 5 ml/gramo de peso himedo celular. Esta
resuspension se incub6é 30 min a 4°C con agitacion constante. Las muestras se
sometieron a ciclos de ultrasonido (50 % de amplitud, pulsos de 15 s y reposo de 15 s
entre los mismos para un total de 10 min), se centrifugaron a 12000 rpm por 20 min a 4°C
y se separaron las fracciones solubles de las insolubles. Las fracciones obtenidas se

analizaron mediante SDS-PAGE en geles discontinuos.
5.2.6. Andlisis de la proteina recombinante His-LbNMNAT

mediante Western blot

Las muestras a evaluar se separaron mediante SDS-PAGE en geles discontinuos y se

transfirieron hacia membranas PVDF (Millipore) aplicando una corriente de 20 mA por 12
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h en buffer de transferencia (0.2 M glicina, 10 mM Tris/HCI pH 8.0, 10% (V/V) metanol). La
efectividad de las transferencias se evalio con solucion de tincién reversible Ponceau S.
Posteriormente, las membranas se bloquearon 2 h con solucién de leche descremada 5%
(P/V) en TBS-Tween (150 mM NacCl, 20 mM Tris/HCI pH 7.5, 0.1% (V/V) Tween 20).

La inmunodeteccidon de la proteina recombinante se realizé con el anticuerpo primario
anti-6xHis (1:5000) (Abcam) y el anticuerpo secundario anti-ratén conjugado a biotina
(1:5000) (Sigma). La deteccion cromogénica de los complejos inmunolégicos se realizo
utilizando estreptavidina A conjugada a fosfatasa alcalina (1:3000) (Promega) y los
sustratos nitro-azul de tetrazolio (NBT) (50mg/ml) y 5-bromo-4-cloro-3’-indoilfosfato (BCIP)
(50mg/ml) (Promega) en buffer sustrato (150 mM NacCl, 100 mM Tris/HCI pH 9.0, 1 mM
MgCl,). La deteccion inmunolégica se detuvo con agua destilada al evidenciar productos

coloreados sobre las membranas.

Entre los cambios de anticuerpos y fosfatasa alcalina se realizaron tres lavados con TBS-
T leche de 10 min cada uno. Después de incubar las membranas con la estreptavidina A
conjugada a fosfatasa alcalina, estas se lavaron como se menciond anteriormente con
TBS-T.

5.2.7. Purificacion de las proteinas recombinantes His-LbNMNAT
e His-HsNMNAT1 y 3:

Expresion de las proteinas recombinantes His-HSNMNAT1 y 3:

Para obtener controles positivos en los ensayos de actividad enzimatica, se purificaron las
proteinas recombinantes His-HsNMNAT1 y 3 mediante IMAC, partiendo de los plasmidos
recombinantes pQE30-HsNMNAT1 y 3 [108]. Estos se utilizaron para transformar
mediante choque térmico, células E. coli BL21 (DE3) quimicamente competentes. Los
clones de expresion obtenidos se inocularon en 500 ml de medio LB suplementado con
ampicilina (100 pg/ml) y se realiz6 la induccion del mismo por 6 h a 24°C utilizando IPTG
(concentracion final 0.5 mM). Finalmente, se recolectaron las células y se prepararon

extractos solubles.
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Purificacion de las proteinas recombinantes His-LbNMNAT e His-HSNMNAT1 y 3

mediante cromatografia de afinidad a niquel:

Los extractos solubles enriquecidos con las proteinas His-LbNMNAT e His-HsNMNAT1 y
3 (20 ml de extracto) se suplementaron con un coctel de inhibidores de proteasas (Sigma
P8340) (relacién volumétrica coctel:extracto 1:400). Los extractos se incubaron con la
resina Ni-NTA (0.5 ml) previamente equilibrada con buffer de union (300 mM NaCl, 50 mM
NaH,PO, pH 8.0/NaOH, 10 mM imidazol) durante 1 h sobre hielo con agitacion constante.
Esta mezcla se centrifugd a 4000 rpm por 3 min a 4°C y se separd el sobrenadante
(proteinas no retenidas) del precipitado, el cual se lavé 3 veces con 10 ml de buffer de
lavado (100 mM NacCl, 80 mM Tris/HCI pH 7.5, 30 mM imidazol). Los lavados realizados

se monitorearon mediante espectrofotometria a 280 nm.

Finalmente, se realizaron 4 eluciones con 0.5 ml de buffer de elucién (300 mM NacCl, 50
mM NaH,PO, pH 7.5, 250 mM imidazol) durante 1 h sobre hielo con agitacién constante.
Cada eluido se dializé contra 1000 ml de buffer de lisis (sin lisozima y sin imidazol) ON a
4°C y se suplementaron con 1mM de DTT y 10 % (V/V) de glicerol. Los eluidos se
almacenaron a -20°C. Los pasos de la purificacion se analizaron mediante SDS-PAGE en

geles discontinuos.

5.2.8. Ensayos enzimaticos acoplados

Se realiz6 una mezcla de reaccién que contenia 40 mM etanol, 25 mM HEPES/KOH pH
7.4, 14 mM semicarbazida, 10 mM MgCl,, 1.25 mM ATP (Sigma), 1.25 mM NMN (Sigma)
y 2U ADH (Sigma). Esta mezcla se alicuoté en placas de 96 pozos, se incub6 a 37°C du-
rante 5 min y se inicié la reaccion al adicionar 2.5 ug de las muestras a evaluar. Los
ensayos se realizaron en un volumen de 100 pl a 37°C con agitacién constante en el
lector de microplacas GENios (TECAN), registrando los valores de absorbancia a 340 nm

durante 30 min.

5.2.9. Ensayos enzimaticos directos

Se realiz6 una mezcla de reaccién que contenia 25 mM HEPES/KOH pH 7.4, 10 mM
MgCl,, 1.25 mM ATP y 1.25 mM NMN. Adicionalmente, se realizaron ensayos con 1.25
mM ATP y 1.25 mM NAMN para evaluar la actividad de la enzima His-LbNMNAT en
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presencia de este mononucleétido. La reaccién se inicié6 al adicionar 2.5 pg de las
muestras a evaluar. Las reacciones enzimaticas se incubaron a 37°C durante 5 min y se
frenaron mediante filtracion a través de un dispositivo Centricon (Millipore, MWCO 30
kDa). El filtrado obtenido se analiz6 mediante RP-HPLC.

5.2.10. Cromatografia liguida de alto rendimiento en fase reversa
(RP-HPLC)

Las separaciones cromatograficas se realizaron con una columna C18 de 25 cm de largo
X 4.6 mm de didmetro interno, con un tamafo de particula de 5 um (Phenomenex) en el
cromatdgrafo Agilent 1200 Series. Se realiz6 un gradiente de elucion utilizando los buffers
A (0.1 mM fosfato de potasio, pH 6.0) y B (0.1 mM fosfato de potasio, pH 6.0, 20% (V/V)
metanol) de la siguiente manera: 7 min buffer A (100%), 2 min buffer B (30%), 4 min buffer
B (60%), 2 min buffer B (30%), 2 min buffer A (100%). Las separaciones se efectuaron a
temperatura ambiente con un flujo de 1.5 ml/min, inyectando 10 pl de muestra. La
deteccién de los analitos se realiz6 a 254 nm. Para realizar andlisis cuantitativos, se

inyectaron cantidades conocidas de ATP y NAD y se construyeron curvas de calibracion.

5.2.11. Determinacion de la concentracion 6ptima de trabajo de la

proteina recombinante His-LbNMNAT

Los eluidos obtenidos en la cromatografia de afinidad se reunieron en un Unico pool, el
cual se diluyé de manera seriada con buffer de lisis (sin lisozima). La concentracion del
pool se determiné mediante el método de Bradford utilizando BSA como patrén. Las
diluciones preparadas se emplearon para la ejecucién de ensayos enzimaticos acoplados.

La concentracion optima determinada se empled en los siguientes ensayos de actividad.

5.2.12. Determinacién de las condiciones Optimas de

almacenamiento de la proteina recombinante His-LoNMNAT

La proteina recombinante His-LbNMNAT se someti6 a diferentes tratamientos, se
almacend a -20°C durante dos semanas y se evallo su actividad enzimatica mediante

ensayos enzimaticos acoplados. Se realizaron los siguientes tratamientos:
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Tratamiento 1: suplementar proteina con 1mM de DTT.
Tratamiento 2: suplementar proteina con 1mM de DTT y 10 % (V/V) de glicerol.

Tratamiento 3: micro-didlisis de 100 pl proteina contra 100 ml de buffer de lisis (sin
lisozima y sin imidazol).

El tratamiento mas efectivo en conservar la actividad enzimética, se aplico para el
almacenamiento de las proteinas recombinantes purificadas. Adicionalmente, se
evaluaron diferentes temperaturas de almacenamiento (-80 y 4°C). Es necesario
mencionar que, no se realizaron ensayos de caracterizacion enzimética con
preparaciones de proteina almacenadas por periodos superiores a 5 dias, es decir,

siempre se trabaj6 con preparaciones frescas de la proteina His-LbNMNAT.

5.2.13. Ensayos de estabilidad a la temperatura

Los ensayos de termo-estabilidad se realizaron al incubar la enzima a diferentes
temperaturas (20, 30, 40, 45, 50, 55 y 70°C) durante 5 min. Transcurrido este tiempo, la
enzima se colocd sobre hielo durante 1 min y se utilizd para la ejecucion de ensayos

enzimaticos acoplados.

5.2.14. Determinacion del pH Optimo de reaccion de la proteina
recombinante His-LoNMNAT

Se determind el pH éptimo de reaccion evaluando un rango de pH entre 5y 9, para lo cual
se empled buffer citrato (pH 5-6.5), buffer HEPES (pH 7-7.5) y buffer borato (pH 8-9) en el
buffer de reaccion, evaluando la produccién de NAD mediante ensayos enzimaticos
directos.

5.2.15. Determinacion de la temperatura Optima de reaccion de la
proteina recombinante His-LbNMNAT

La temperatura 6ptima de reaccién se establecié ejecutando los ensayos enzimaticos
directos a diferentes temperaturas (4-40°C), las cuales se controlaron mediante el emple6
de termocicladores (MyCycler, Bio-Rad).
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5.2.16. Estudio del efecto de cofactores inorganicos sobre la

actividad enzimética de la proteina recombinante His-LoNMNAT

Se ensayo el efecto de diferentes cationes divalentes (Ca®*, Cu*, Mg®*, Mn**, Ni**, Zn*") a
una concentracion de 10 mM en el buffer de reaccién, sobre la actividad de la proteina

recombinante His-LbNMNAT, mediante ensayos enzimaticos directos.

5.2.17. Determinacion de las constantes cinéticas (K, Y Vimax) de la

proteina recombinante His-LbNMNAT

Establecidas las condiciones 6ptimas de actividad enzimatica, se determinaron las
constantes cinéticas de la proteina recombinante His-LbNMNAT, manteniendo
concentraciones saturantes de uno de los sustratos y variando la concentracién del otro.
Las concentraciones exactas para cada sustrato se indican en los resultados
correspondientes (Figura 6-20). Se emple6 el ensayo enzimético acoplado para
determinar las constantes por los sustratos NMN y ATP. El ensayo enzimatico directo se
empled para determinar las constantes por los sustratos NAD y PPi. La velocidad inicial
de reaccion, expresada como pmol de NAD producidos/min x mg proteina, se determiné a
partir de la regién lineal de actividad enzimética. Los datos obtenidos se utilizaron para
realizar curvas de regresion no lineal (Michaelis-Menten) y lineal (Hanes-Woolf),

empleando los programas Prism6 y Excel, respectivamente.

Determinacién de la constante de equilibrio (Kp) de la proteina recombinante His-
LbNMNAT:

Se ejecutaron ensayos enzimaticos directos durante 2, 4 y 24 horas empleando 500 uM
de los sustratos NMN y ATP 6 1 mM de los sustratos NAD y PPi. La cantidad respectiva
de los productos sintetizados se determind mediante curvas de calibracién. La Kp se

calculé con la férmula Kp= [producto 1] x [producto 2] / [sustrato 1] x [sustrato 2].
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5.2.18. Produccion de anticuerpos policlonales contra la proteina
recombinante His-LoNMNAT

Obtencion de la proteina recombinante His-LbNMNAT a partir de cuerpos de

inclusiéon:

El clon de expresion BL21 (DE3)-LbNMNAT se inoculé en 100 ml de medio LB
suplementado con ampicilina (100 pg/ml). El inoculo se indujo durante 6 h con IPTG
(concentracion final 0.5 mM). La fraccion insoluble (cuerpos de inclusién, Cl) proveniente
de la lisis de este cultivo se homogeniz6 en 2 ml de buffer de lavado 1 (2 M urea, 100 mM
Tris/HCI pH 7.0, 5 mM EDTA, 5 mM DTT, 2% (P/V) Tritén X-100) y se centrifugd a 12000
rpm por 30 min a 4°C. Este lavado se realiz6 dos veces. Con el propdsito de retirar el
exceso de urea y Triton X-100, el precipitado resultante se homogenizé como se
menciond pero en buffer de lavado 2 (100 mM Tris/HCI pH 7.0, 5 mM EDTA, 5 mM DTT).

El precipitado obtenido se homogeniz6 en 800 ul de buffer de resuspension (8 M
hidrocloruro de guanidina, 50 mM Tris/HCI pH 7.0, 5 mM EDTA, 5 mM DTT), se centrifugd
a 14000 rpm por 1 h a 4°C y se separaron las fracciones solubles (ClI solubilizados) de las

insolubles.

Con el objetivo de retirar el exceso de hidrocloruro de guanidina, los CI solubilizados se
sometieron a dialisis contra 2000 ml de buffer de dialisis (150 mM NaCl, 50 mM Tris/HCI
pH 7.5) a 4°C ON. Dado que se formé un precipitado dentro de la membrana de didlisis, la
muestra se centrifugd a 12000 rpm por 30 min a 4°C y se separ6 el sobrenadante del
precipitado. El precipitado se resuspendié en buffer de carga para SDS-PAGE y se carg6
en geles SDS-PAGE preparativos desde donde se extrajo la banda de interés (proteina
His-LbNMNAT), la cual se eluy6é con agua desde la matriz de poliacrilamida macerada.

Las muestras obtenidas se analizaron mediante SDS-PAGE en geles discontinuos.

Esquema de inmunizacion de ratones y obtencién de sueros sanguineos:

La obtencién de anticuerpos policlonales contra la proteina recombinante His-LbNMNAT
se realiz6 empleando protocolos estandarizados [109] y los Cl previamente purificados.

Se emplearon ratones hembra Mus musculus BALB-C de seis semanas de edad para
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realizar inoculaciones intraperitoneales. Se utilizaron dos individuos por cada tratamiento.

El programa de inoculacién empleado se describe a continuacion:

Tabla 5-2: Esquema de inmunizacién utilizado para la produccién de anticuerpos

policlonales contra la proteina recombinante his-lonmnat en ratones.

12 Inoculacion 22 Inoculacion 32 Inoculacion 42 Inoculacion
Adyuvante de
Freund Completo Incompleto Incompleto Incompleto
Caqtldad 50 5o e e
antigeno (pg)
YOIumgp de 350 350 250 250
inyeccion (ul)

Las emulsiones antigénicas se prepararon en el adyuvante correspondiente de la
siguiente manera: segun la concentracion del antigeno, se mezclé el volumen apropiado
del mismo con el adyuvante en cuestion, completando el volumen de inyeccién con buffer
fosfato salino (PBS) pH 7,4. El adyuvante empleado representé la mitad del volumen total
de la emulsion. Esta mezcla se homogenizé con vortex durante 10 min. Como control de
inmunizacion (suero no relacionado) se inyectdé PBS preparado en el adyuvante

apropiado.

Dos semanas después de la cuarta inoculacidn, se tomaron 100 ul de sangre periférica de
cada individuo. Estas muestras se incubaron a 37°C durante 20 min (coagulacion) y se
centrifugaron a 12000 rpm por 20 min a 4°C. El suero obtenido (sobrenadante) se
suplement6 con glicerol 10% (V/V) y se almacend a -80°C. Este proceso se repitié una
semana después. Finalmente, se obtuvo la sangre total de los ratones cuando se

completaron cuatro semanas después de la Ultima inoculacion.

Los ratones BALB-C se obtuvieron en el Instituto Nacional de Salud de Colombia, se
mantuvieron en el Bioterio del Departamento de Farmacia bajo condiciones libres de
patdgenos y se manipularon siguiendo protocolos aprobados por el Comité de Etica de
Animales de Experimentacion de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de

Colombia.
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Purificacion de los anticuerpos anti His-LbNMNAT:

La proteina His-LbNMNAT (200 ug) se separ6 mediante SDS-PAGE en geles
discontinuos. La proteina se transfiri6 a membrana de nitrocelulosa, la banda de interés
se visualizé con Ponceau S, se cortd la region de membrana correspondiente y se realizd
un pre-eluido con glicina 100 mM pH 2.5 por 10 min con agitacion constante. La
membrana se lavé con TBS-T por 10 min y se bloqueé en TBS-T leche 5% (P/V) por 1 h.
El exceso de leche se retir6 mediante tres lavados con TBS-T de 10 min cada uno. La
membrana se cortd en cuadros de 2 x 2 mm y se incubd ON con los sueros obtenidos en
agitacion constante. Los anticuerpos no unidos se almacenaron a -20°C y las membranas
se lavaron con TBS-T como se menciond. Los lavados se monitorearon por
espectrofotometria. Se lavé hasta obtener medidas de Abs a 280 nm inferiores a 0.1.
Finalmente, se realizaron eluidos de la siguiente manera: se adicionaron 150 ul de glicina
100 mM pH 2.5 a las membranas y se incubaron por 10 min, agitando con vortex cada 2
min. Los eluidos se neutralizaron con 15 ul de Tris/HCI 2 M pH 8.5 y se almacenaron a -
20°C [110].

Evaluacién de diferentes diluciones de los anticuerpos anti His-LbNMNAT mediante
ELISA:

Se realizaron ELISAs indirectos en placas de 96 pozos preparando el antigeno empleado
para inocular los ratones (proteina His-LbNMNAT) en buffer carbonato 50 mM pH 9,6 a
una concentracion de 100 ug/ml. De esta preparaciéon se sembraron 100 ul por pozo. La
placa se cubri6é con plastico y papel aluminio, se incubé 1 h a 37°C y posteriormente 48 h
a 4°C. Se realizaron tres lavados con PBS pH 7.4, se adicionaron 200 ul de solucién de
leche descremada en PBS al 5% (P/V) durante 2 h a 37°C y se lavdé nuevamente tres
veces con PBS. Se adicionaron 100 ul de diferentes diluciones del anticuerpo primario anti
His-LbNMNAT preparadas en PBS durante 2 h a 37°C. Se realizaron tres lavados con
PBS y se agregaron 100 ul del anticuerpo secundario (anti-raton acoplado a peroxidasa)
(Sigma) en una dilucién de 1:8000 preparada en PBS durante 2 h a 37°C y se realizaron
cinco lavados con PBS. El revelado de la placa se realizd con 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS) (Sigma) y peréxido de hidrégeno en buffer

citrato-fosfato 100mM pH 5. La placa se ley6 a 410 nm.
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Evaluacién de diferentes diluciones de los anticuerpos anti His-LbNMNAT mediante

Western blot:

El antigeno empleado para realizar las inoculaciones de los ratones (proteina His-
LbNMNAT) se separ6 mediante SDS-PAGE en geles discontinuos, cargando 500 ng del
mismo por carril. Las proteinas se transfirieron hacia membranas PVDF y la deteccion
inmunoldgica del antigeno se realizd utilizando como anticuerpo primario diferentes
diluciones (1:500, 1:1000, 1:2500, 1:5000, 1:10000) del anticuerpo anti His-LoNMNAT
preparadas en TBS-T y el anticuerpo secundario anti-ratdon conjugado a biotina (1:5000).
La deteccion cromogénica de los complejos inmunolégicos se realizé empleando
estreptavidina A conjugada a fosfatasa alcalina. La deteccion cruzada de las NMNATs
recombinantes de P. falciparum (His-PINMNAT), G. lamblia (His-GINMNAT) y H. sapiens
(His-HsNMNAT3), se verifico utilizando el anticuerpo anti His-LbNMNAT en una dilucion 1:
5000. El suero no relacionado (1:500) y el anticuerpo anti-His (1:5000) se utilizaron como

controles negativos y positivos, respectivamente.

5.2.19. Determinacion de la localizacion intracelular de la proteina
NMNAT en L. braziliensis

Cultivo de promastigotes y ensayos de diferenciacidn in vitro:

Se emplearon promastigotes de L. braziliensis (M2904 MHOM/BR/75M2904), L. mexicana
(BEL21) y L. major (MHOM/IL/80/Friedlin). Las dos primeras especies se cultivaron en
medio LIT pH 7.4 suplementado con suero fetal bovino (SFB) 10% (V/V) a 26°C en flasks
de 25 cm? (T25), mientras que L. major se cultivé en medio RPMI-1640 pH 7.4
suplementado con SFB 10% (V/V). De manera adicional, los promastigotes de L.
braziliensis se cultivaron en medio Schneider pH 7.4 (Sigma) suplementado con SFB 10%
(V/V) (medio completo). El crecimiento celular se monitore6 mediante la construccion de
curvas de crecimiento empleando el hematocitbmetro de Neubauer. Los cultivos se
diluyeron al alcanzar la fase de crecimiento estacionaria, inoculando parésitos a una

concentracion inicial de 1 x 10° células/ml [111].
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Para los ensayos de diferenciacion in vitro, cuyo objetivo es generar amastigotes
axénicos, se cultivaron promastigotes de L. braziliensis en medio RPMI-1640
suplementado con SFB 10% (V/V) pH 6 a 37°C durante 48 h [112, 113]. El proceso de

diferenciaciéon se monitore6 mediante observaciones microscopicas.

Preparacion de extractos de proteinas:

Aproximadamente 7,5 x 10% promastigotes se colectaron mediante centrifugacién a 8000
rpm por 10 min a 4°C, se lavaron 2 veces con 10 ml de PBS pH 7.4, se resuspendieron en
500 pl de buffer de lisis (0.1X PBS, coctel de inhibidores de proteasas (1:200), 0.1% (V/V)
Tritdn X-100) y se incubaron durante 30 min a 4°C con agitacion constante. Una alicuota
de esta suspension celular se almacend a 4°C (Extracto total Triton X-100). La suspension
restante se centrifugd a 12000 rpm por 5 min a 4°C y se almacené el sobrenadante a 4°C
(Fraccion soluble). El precipitado se resuspendid en buffer de carga 1X para SDS-PAGE
(Fraccion insoluble). Adicionalmente, se recolectaron parasitos y se lisaron en buffer de
carga 1X para SDS-PAGE (1 x 10° células/ul) (Extracto total SDS). Todas las muestras se

analizaron mediante SDS-PAGE en geles discontinuos.

Inmunodeteccion de la proteina LONMNAT enddgena mediante Western blot:

Los extractos de proteinas preparados (Extracto total Triton X-100, Fraccion soluble,
Fraccion insoluble y Extracto total SDS) se separaron mediante SDS-PAGE y se
transfirieron hacia membranas de nitrocelulosa o PVDF. La inmunodeteccion de la
proteina LbNMNAT se realiz6 empleando el anticuerpo primario anti His-LoNMNAT
(2:3000 en TBS-T) ON y el anticuerpo secundario anti ratén IgG conjugado a peroxidasa
(1:5000 en TBS-T) durante 2 h. El protocolo de Western blot se realiz6 como se mencion6
previamente pero los complejos inmunoldgicos se revelaron con el sistema ImmunoCruz
Luminol Reagent Kit (Santa Cruz Biotechnology). Adicionalmente, se emple6 el anticuerpo
policlonal anti His-TcNMNAT (T. cruzi NMNAT, IgG, 1:1000 en TBS-T). En este caso, se
utilizaron membranas PVDF, el anticuerpo secundario anti ratén IgG conjugado a biotina
(1:4000), estreptavidina A conjugada a fosfatasa alcalina (1:3000) y el sistema de
revelado con NBT y BCIP en buffer sustrato. Para el caso de los anticuerpos primarios
anti His-LbNMNAT aviares (IgYs), se utilizé una dilucién 1:1000 en TBS-T y el anticuerpo

secundario anti gallina IgY conjugado a peroxidasa (1:2000).
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Inmunodeteccion de la proteina LbNMNAT endodgena mediante

inmunofluorescencia:

Los parasitos provenientes de 1 ml de cultivo confluente, se lavaron tres veces con 1 ml
de PBS, centrifugando a 5000 rpm por 5 min a 4°C. El precipitado de parasitos se
resuspendié en 0.5 ml de PBS y se aplicaron aproximadamente 2 x 10° promastigotes
sobre laminas tratadas con poli-L-lisina. Las células se fijaron con paraformaldehido 4%
(P/V) preparado en PBS durante 1 h a 4°C, se incubaron con glicina 100 mM durante 15
min y se permeabilizaron con acetona durante 10 min a 4°C. Los montajes se bloquearon
empleando BSA 1% (P/V) en PBS durante 1 h. El anticuerpo anti His-LbNMNAT (1:1000
en solucion de bloqueo) se aplicG sobre la lamina durante 1 h. Los anticuerpos
secundarios anti ratén IgG acoplados a Cy2 o Alexa 488 (1:1000 en solucién de bloqueo)
(Invitrogen) se aplicaron sobre las laminas durante 1 h en oscuridad. La marcacion del
ADN se realiz6 con DAPI (1 pg/ml en PBS) durante 5 min. Para los estudios de
colocalizacion, los parésitos se incubaron durante 30 min en PBS suplementado con
glucosa (5 mM) y la sonda mitocondrial Mitotracker Red CMXRos (100 nM) (Invitrogen) a
26°C. Los parasitos se lavaron con PBS, se aplicaron sobre las laminas y se continGo con
el protocolo mencionado. Las laminas se cubrieron con medio de montaje (Fluoromont-G)
(Invitrogen) y se visualizaron empleando el microscopio Nikon Eclipse C1 Plus y el
Software EZ-C1.

Construccién del plasmido pSP72RanecaLbNMNAT-GFP:

La amplificacién del fragmento Ibnmnat se realiz6 mediante PCR empleando el plasmido
recombinante pQE30-LbNMNAT como plantilla y los oligonucleétidos mostrados en la
Tabla 5-1 (Oligonucleétidos “pSP72"). El protocolo de amplificacion, purificacion y ligacién
del producto con el plasmido pGEMT-Easy se realizO como se menciond previamente
(Seccion 5.2.3). El fragmento Ibnmnat se liber6 desde el plasmido pGEMT-Easy
empleando la endonucleasa Xbal (Fermentas) ON a 37°C. El fragmento obtenido se ligoé
empleando la enzima ligasa T4, con en el vector de expresion para L. braziliensis
pSP72RaneocaGFP [114] previamente digerido con la enzima de restriccion Xbal y
sometido a procesos de defosforilacion con la enzima fosfatasa alcalina de intestino de
ternero durante 2 h a 37°C (Promega). El analisis de los clones se realiz6 mediante PCR

de colonia y la identidad del plasmido recombinante se verific6 por analisis de restriccion,
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PCR y secuenciamiento. El vector construido (pSP72RaneocalLbNMNAT-GFP) permite la
expresion de la proteina LbNMNAT fusionada a GFP en el extremo carboxilo terminal
(Anexo B, mapa del vector pSP72RaneocalLbNMNAT-GFP).

Transfeccidn de promastigotes:

El plasmido recombinante pSP72RaneocalLbNMNAT-GFP se utilizd para transfectar
promastigotes de L. braziliensis mediante electroporacion siguiendo un protocolo de alto
voltaje (1600 V), previamente estandarizado [114]. Los parasitos provenientes de 10 ml de
cultivo confluente se lavaron 1 vez con 3 ml de Cytomix (120 mM KCI, 25 mM Hepes pH
7.6, 10 mM K,HPO4, 5 mM MgCl,, 2 mM EDTA, 0.15 mM CacCl,) frio, centrifugando a 1000
gravedades (rcf) durante 10 min a 4°C. El precipitado de parasitos se resuspendié en 1 ml
de Cytomix, de los cuales se transfirieron 450 ul a celdas de electroporacién de 4 mm

conteniendo 25 ug del plasmido recombinante.

La celda se incub6 sobre hielo durante 10 min y se aplicaron 3 pulsos de 1600 V, 25 uF
de capacitancia y resistencia infinita dejando intervalos de 20 s entre los pulsos. Las
células electroporadas se incubaron 24 h a 26°C en un volumen final de 5 ml de medio
Schneider suplementado con SFB 20% (V/V) fresco. Luego, se adicionaron 5 ml
adicionales del medio mencionado suplementado con geneticina G418 (Gibco-BRL) 120
pg/ml. Los cultivos se monitorearon diariamente al microscopio. 15 dias después se
observaron parasitos vivos, los cuales se continuaron cultivando en medio Schneider

suplementado con SFB 10% (V/V) y 60 ug/ml G418.

Deteccion de la proteina LONMNAT-GFP en promastigotes:

La proteina LONMNAT-GFP se detectd dentro del promastigote mediante dos estrategias:
1. Observando la fluorescencia de GFP sobre células fijadas con paraformaldehido. 2.
Aplicando el protocolo de IF mencionado utilizando el anticuerpo primario anti GFP
(1:250) y el anticuerpo secundario anti conejo IgG acoplado a Alexa 488 (1:1000)
(Invitrogen). Las observaciones se realizaron en el microscopio Nikon Eclipse C1.
Adicionalmente, se analizaron macréfagos infectados con parasitos transfectados con el
plasmido recombinante pSP72RaneocalLbNMNAT-GFP, para lo cual se establecieron

ensayos de infeccién in vitro, como se describe a continuacién.
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Cultivo de macro6fagos:

La linea celular de macréfagos murinos J744 se mantuvo en 5 ml de medio RPMI-1640
(GIBCO-BRL) suplementado con L-glutamina 2 mM, bicarbonato de sodio 2g/L y SFB
20% (VIV) (medio completo) en flasks T25 a 37°C y atmosfera de CO, 5%. Se realiz6
cambio de medio aproximadamente cada 36-48 h, cuando el color del medio vir6 de

rosado a amarillo (indicador de acidificacion).

Ensayo de infeccién in vitro:

Promastigotes en fase tardia de crecimiento logaritmico (72 horas después de haber sido
inoculados) se colectaron mediante centrifugacion a 4000 rpm por 10 min a 10°C. Los
parasitos se resuspendieron en 2 ml de medio completo RPMI-1640. Paralelamente, se
cambi6 el medio RPMI-1640 de los flasks donde se encontraban los macréfagos y se
inocularon los parasitos, empleando una relacién aproximada de 1:20 entre macréfagos y
parasitos. Los cultivos se incubaron a 37°C y atmosfera de CO, 5% durante 4 horas para

permitir la infeccion.

Con el propdsito de retirar los promastigotes no infectivos, se retiré el medio por inversion,
se adicionaron 5 ml de PBS pH 7.4 atemperado a 37°C, se incubd alrededor de 30
segundos y se retird el PBS. En total, se realizaron tres lavados. Se agregaron 5 ml de
medio completo RPMI-1640 y se incubaron los cultivos a 37°C y atmosfera de CO, 5%
durante 72 horas [115]. El ensayo de infeccibn se monitore6 continuamente mediante
observaciones al microscopio. Los promastigotes empleados para los ensayos de

infeccién se encontraban en pase 4.
Deteccion de la proteina LONMNAT-GFP en amastigotes:
La proteina LONMNAT-GFP en los amastigotes se observd directamente mediante la

fluorescencia de GFP en los cultivos de macrofagos infectados empleando el microscopio
Nikon Eclipse C1.
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5.2.20. Estudio de la estructura cuaternaria de la proteina
recombinante His-LoNMNAT

La organizacion oligomérica de la proteina His-LbNMNAT se estudi6 mediante dos
técnicas experimentales: construccion de graficos de Ferguson y cromatografia de

exclusion molecular (SEC).

Gréficos de Ferguson:

La siguiente metodologia se basé en protocolos estandarizados [116-118]. La proteina
His-LbNMNAT purificada se analizé en geles de poliacrilamida bajo condiciones nativas
(PAGE) [100] cargando 2 ug de la misma. Adicionalmente, se cargaron a modo de control,
4 ug de proteinas cuya estructura cuaternaria ha sido descrita: lactoalbimina, inhibidor de
tripsina, anhidrasa carbénica, ovoalbumina y BSA. Para la construccion de los graficos, se
corrieron 4 geles paralelos con diferentes concentraciones de acrilamida (6, 8, 10y 12 %),
a partir de los cuales se determind la migracion relativa de cada proteina (Ry). Estos datos
se utilizaron para determinar los coeficientes de migracion (K;) de cada muestra y se
procedié a graficar curvas de —Log K; vs Log MW (Grafico de Ferguson). Empleando la
ecuacion de la recta de las curvas graficadas, se determind el peso molecular de las

bandas observadas para la proteina His-LbNMNAT en los PAGE realizados.

Cromatografia de exclusion molecular (SEC):

La proteina His-LbNMNAT purificada mediante IMAC se analizé por SEC, inyectando 500
Mg de muestra en una columna Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare Life Sciences),
previamente equilibrada en el siguiente buffer de equilibrio: 50 mM Na(PO),, 300 mM
NaCly 0.5 mM DTT. La cromatografia se realiz6 empleando el sistema Akta Purifier (GE
Healthcare Life Sciences), a 4°C con un flujo de 0.5 ml/min. Las fracciones recogidas se
monitorearon mediante absorbancia a 280 nm, SDS-PAGE en geles discontinuos vy

ensayos de actividad acoplados.

Una vez confirmada la actividad enzimética de la proteina His-LbNMNAT eluida, se
aproveché la informacion del cromatograma generado para calcular el peso de la
proteina e inferir su organizacién cuaternaria. Para esto, se construyeron curvas de

calibracion empleando proteinas de peso molecular conocido, las cuales se sometieron al
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mismo protocolo de separaciéon. Se analizaron las proteinas lisozima (14 kDa), anhidrasa
carbonica (29 kDa), BSA (66 kDa) y la proteina His-HsNMNAT1 (32 kDa) purificada en el

presente trabajo.

Las cuatro proteinas patrén se mezclaron y se aplicaron en la columna de SEC.
Adicionalmente, se inyecté azul de dextran para determinar el volumen muerto de la
columna. La informacién contenida en el cromatograma de la mezcla de las proteinas
patrén se utiliz6 para establecer el coeficiente de particion (K,) de cada una de las
mismas en la columna, con lo cual se generd la curva de calibraciéon de peso molecular
correspondiente (K vs Log MW). Empleando la ecuacién de la recta de las curvas

graficadas, se determind el peso molecular de la proteina His-LbNMNAT eluida.

5.2.21. Evaluacion del efecto delecional de secuencias exclusivas
de la proteina recombinante His-LbNMNAT sobre su actividad

enzimaticay patrones de oligomerizacion

Identificacion de secuencias exclusivas en la proteina LONMNAT:

Se realiz6 un alineamiento multiple con las estructuras primarias de la proteina LONMNAT
y las isoenzimas humanas HsNMNAT1-3 (nimeros de acceso en el NCBIl: CAM37960.1,
NP_073624.2, NP_055854.1 y NP_001307440.1, respectivamente) empleando el
programa CLC Sequence Viewer 7 y los métodos de alineamiento MUSCLE, Clustal W y
Clustal O . Se identificaron los motivos de unién a ATP en las secuencias analizadas y se
buscaron inserciones especificas en la proteina del parasito. Luego, se produjeron las
proteinas recombinantes delecionadas en las inserciones encontradas. Especificamente,
se generaron las proteinas recombinantes His-LbNMNATA1-43 e His-LbNMNATA241-
249,

Generacion y estudio de la proteina recombinante His-LbNMNATA1-43:

El plasmido pET100-LbNMNAT [9] se emple6 como plantilla para amplificar el fragmento
codificante para la proteina LbNMNATA1-43. La amplificacion se realiz6 por PCR
empleando oligonucleétidos que permiten eliminar los primeros 129 nucle6tidos del

fragmento lbnmnat original (Oligonucle6tidos “Delecién N-terminal”’, Tabla 5-1). El
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producto amplificado se clon6 de manera direccionada en el plasmido de expresion
pET100/D-TOPO (Invitrogen). El plasmido recombinante resultante, denominado pET100-
LbNMNATA1-43 (Anexo C, mapa del vector pET100-LbNMNATA1-43), se analiz6 por
secuenciamiento y se empled para sobre-expresar la proteina recombinante de interés en
el sistema de co-expresién con chaperonas. La purificacion de la proteina His-
LbNMNATA1-43 se realiz6 como se menciond anteriormente pero lavando la resina Ni-
NTA con 5 mM ATP [119].

La actividad enzimatica de la proteina purificada se evalué mediante ensayos enzimaticos
acoplados y directos y su organizacion oligomérica se estudié construyendo graficos de

Ferguson.

Generacidn y estudio de la proteina recombinante His-LbNMNATA241-249:

El plasmido pQE30-LbNMNAT construido en este estudio se utiliz6 como plantilla para
amplificar el fragmento codificante para la proteina LONMNATA241-249. La amplificacion
se realizé mediante PCR empleando oligonucledtidos que permiten eliminar los
nucleétidos 721-747 del fragmento lbnmnat original (Oligonucleétidos “Delecion C-
terminal”, Tabla 5-1). Para esto, se emple6 el kit de mutagénesis Phusion Site Direct
Mutagenesis (Finnzymes) que permite generar mutaciones puntuales, inserciones y

deleciones sobre el plasmido inicial.

El plasmido recombinante resultante, denominado pQE30-LbNMNATA241-249 (Anexo D,
mapa vector pQE30-LbNMNATA241-249), se analiz6 por secuenciamiento y se empleo
para sobre-expresar la proteina recombinante de interés en los sistemas E. coli BL21
(DE3), Codon Plus y co-expresién con chaperonas.El estudio de la actividad enzimatica y
los patrones de oligomerizacion de la proteina His-LbONMNATA241-249 no se realizaron
debido a que la proteina se acumuld en la fraccidn insoluble de los sistemas de expresién

empleados.
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5.2.22. Estudio de los niveles de expresion de la NMNAT a través

del ciclo de vida del parasito

Recoleccion de cultivos de promastigotes:

Los promastigotes en fase media de crecimiento logaritmico (48 h después de su dilucion)
se recolectaron mediante centrifugacion a 4000 rpm por 10 min a 4°C. Las células se
lavaron dos veces con 10 ml de PBS pH 7.4, frio centrifugando a 4000 rpm por 5 min a
4°C. Las células se dividieron en dos alicuotas, las cuales se destinaron para extraccién

de ARN y preparacion de extractos proteicos, respectivamente.

Extraccién de ARN de promastigotes:

El precipitado celular proveniente de una de las alicuotas se resuspendié en 300 ul de
TRIzol (Invitrogen) mediante pipeteo (30 veces), seguido de vortex. Se adicionaron 60 pl
de cloroformo a la muestra y se agitd6 manualmente durante 15 s. Las muestras se
incubaron a temperatura ambiente durante 3 min y se centrifugaron a 12000 rcf por 10
min a 4°C. La fase acuosa superior se transfiri6 a un tubo de 1.5 ml nuevo. Luego, se
adicionaron 150 ul de isopropanol (100%) a la muestra, se mezcl6 5 veces por inversion y
se incub6 a temperatura ambiente durante 10 min. Las muestras se centrifugaron a 12000
rcf por 10 min a 4°C. Al precipitado resultante de ARN se le adicioné 1 ml de etanol 75%
(V/IV), se agit6 con vortex y se centrifug6 a 7500 rcf por 5 min a 4°C. El precipitado final se
resuspendié en 32 ul de agua DEPC mediante pipeteo. Las muestras se almacenaron a -
70°C.

Extraccién de ARN de macro6fagos infectados:

Los macréfagos infectados con promastigotes (72 h post-infeccion) se lavaron una vez
con 10 ml de PBS pH 7.4 frio. Las células se lisaron por pipeteo al adicionar 700 ul de
Trizol al flask y se continué con el protocolo de extraccion de ARN y sintesis de ADN

complementario (ADNc).
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Cuantificacion del ARN:

La cantidad y calidad del ARN se verificaron por medidas de espectrofotometria utilizando
el equipo NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies).

Tratamiento con DNasa I:

Se emplearon 2 ug de ARN puro (Azeo/Az Mayor a 2.0), desde el cual se eliminaron
trazas de ADN gendmico, realizando tratamiento con 2 U de DNasa | (RQ1, Promega) a

temperatura ambiente durante 20 min.

Sintesis de ADNc:

Se empled el sistema de transcripcion reversa ImProm-Il (A3800, Promega) y oligo DT
(0,5 ug/reaccién). Las estructuras secundarias del ARN se desnaturalizaron incubando las
muestras a 70°C durante 5 min previo a la sintesis de ADNc. Se emplearon las siguientes
condiciones: anillaje (ARN y Oligo DT) a 25°C durante 5 min. Retro-transcripcién a 42°C
durante 60 min. Desnaturalizacién de la retro-transcriptasa a 70°C durante 15 min. Las

muestras se almacenaron a -20°C.

Andlisis de expresidn genética mediante PCR convencional:

Los experimentos de PCR convencional se realizaron empleando oligonucleétidos para
amplificar los genes gamma glutamil cisteina sintetasa, proteina antigeno de superficie y
Ibnmnat (Oligonucledtidos “glutamil cisteina sintetasa”, “antigeno de superficie” y
“lbonmnat”, respectivamente, Tabla 5-1). La especificidad del ensayo de amplificacién se

verific6 mediante electroforesis en geles de agarosa y tincién con SYBR Green.

Inicialmente, los ADNc se desnaturalizaron durante 5 min a 95°C y se amplificaron a
través de 30 ciclos que consistian de 30 s de desnaturalizacién a 95°C, 45 s de anillaje a
56°C y 1 min de extensidn a 72°C. Luego, se realizé una extension final de 10 min a 72°C.
Los niveles de expresion genética se determinaron mediante analisis de densitometria

empleando el Programa Image J. Los experimentos se realizaron por triplicado biolégico.
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Andlisis de expresion genética mediante PCR cuantitativo en Tiempo Real (RT-
qPCRY):

Los experimentos de PCR en Tiempo Real se realizaron en el equipo 7500 de Applied
Biosystems, empleando el kit SYBR Green PCR Master Mix (LifeTechnologies). Se
emplearon oligonucleétidos para amplificar el gen ribosomal 40s de L. braziliensis y el gen
Ibnmnat (Oligonucleétidos “40S” y “Ibnmnat-RT-gPCR”, Tabla 5-1). Las condiciones de
amplificacién fueron optimizadas para ambos juegos de oligonucleétidos y la especificidad
del ensayo se verific6 mediante analisis de las correspondientes curvas de melting. Los
ADNCc se amplificaron a través de 40 ciclos que consistian de 10 s de desnaturalizacion a
95°C, 15 s de anillaje a 56°C y 10 s de extension a 72°C. Los niveles de expresién
genética se determinaron mediante el método Pfaffl. La linealidad del ensayo se verifico
mediante la construccién de una curva de calibracién para cada gen, utilizando como
plantilla diluciones seriadas del pool de los ADNc de todas las muestras. La eficiencia de
amplificacion para cada gen se calcul6 a partir de la pendiente de dicha curva. Los
resultados se presentan como la razén entre los niveles de expresion del gen de interés
Ibnmnat y el gen de referencia 40s. Los experimentos se realizaron por triplicado

bioldgico, de los cuales a su vez se realizaron duplicados técnicos.

Andlisis de expresion genética a nivel de proteina mediante Western blot:

Se recolectaron promastigotes y amastigotes axénicos de L. braziliensis, los cuales se
lisaron en buffer de carga 1X para SDS-PAGE (1 x 10° células/pl) (Extracto total SDS),
como se menciond previamente. Las muestras se analizaron mediante SDS-PAGE en

geles discontinuos y Western blot empleando el anticuerpo anti His-LoNMNAT.

5.3. OTROS PROTOCOLOS

5.3.1. Ensayo de estrés oxidativo

Determinacién ICso de H,0y:

Se preparé una solucion de H,O, 50 mM en medio Schneider completo. En el pozo 1 de la
placa, se adicionaron 24 ul de la solucion de H,O, 50 mM y 176 ul de medio Schneider

completo para completar un volumen final de 200 ul y una concentracién de H,O, 6 mM.
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En el pozo 2 de la placa, se adicionaron 16 ul de la solucién de H,O, 50 mM y 184 ul de
medio Schneider completo para completar un volumen final de 200 wl y una concentracion
de H,O, 4 mM. Se adicionaron 100 ul de medio Schneider completo desde el pozo 3
hasta el pozo 12 y se realiz6 la dilucion seriada de la solucion del pozo 1y 2 de la

siguiente manera:

100 pl 100 wl 100 ul 100 pl 100wl
~ - ~ - ~ - - - - -
- - - - -
100wl 100 pl 100wl 100 pl 100

Se eliminaron 100 ul de solucién del pozo 11 y 12 para asegurar el mismo volumen en
todos los pozos. Se prepard una soluciéon de células en fase media de crecimiento
logaritmico a una concentracién de 1 x 10’ parasitos/ml en medio Schneider completo. Se
sembré un volumen de 100 ul de la solucion celular en los pozos 1-12 con el fin de tener 1
x 10° parasitos/pozo. La placa se incubé durante 2 h a 25°C. Los parasitos se contaron en
camara de Neubauer, realizando una dilucién 1:10 en PBS y se construyeron gréficos de
ICso (porcentaje de lisis celular vs concentracion de H,0,). La presencia de flagelo mévil
fue el criterio de viabilidad que se tuvo en cuenta.

Tratamiento celular con H,O,:

Una vez determinada la concentracidon ICsy, por el H,O,, se procedid al cultivo de
promastigotes en fase media de crecimiento logaritmico en medio Schneider completo y
en presencia de la concentracion ICsy determinada. La incubacién se realiz6é durante 2 h a
25°C. Luego, los parasitos se recolectaron mediante centrifugacion y se procedié con la
extraccion de ARN vy la sintesis de ADNc. Extractos proteicos de parasitos tratados y sin

tratar se analizaron mediante Western blot con el anticuerpo anti His-LbONMNAT.

5.3.2. Modelamiento predictivo

Las secuencias primarias de las proteinas a modelar se enviaron al servidor SwissModel
o I-TASSER [120, 121]. Los modelos se minimizaron energéticamente con el servidor 3D

Refine (http://sysbio.rnet.missouri.edu/3Drefine/) [122]. El procesamiento y generacion de
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imagenes se realizd con el programa UCSF Chimera [73]. Los modelos se validaron

construyendo gréficos de Ramachandran [123].

5.3.3. Inmunoprecipitacion (IP) de la proteina LONMNAT

Se prepararon extractos solubles de promastigotes transfectados con el plasmido
recombinante pSP72RaneocaLbNMNAT-GFP y se realiz6 la desnaturalizacion del mismo
del siguiente modo: el extracto se suplementé con SDS 0.2% (P/V) y se incubd en agua a
ebullicion por 10 min. Se adicion6 Triton X-100 0.5% (V/V) y se adicioné un volumen de
buffer IP (Tris/THCL 50 mM, pH 7.5, NaCl 150 mM, MgCI2 5 mM, glicerol 5% (V/V)). El
extracto se aclaré por 1h a 4°C con agitacion constante, empleando 50 ul de proteina A

acoplada a sefarosa (SIGMA), previamente equilibrada en buffer IP.

El extracto aclarado se incub6 ON con 20 pl del anticuerpo anti His-LbNMNAT purificado a
4°C con agitacion constante. Se adicionaron 80 ul de proteina A acoplada a sefarosa,
previamente equilibrada en buffer IP y se incubé por 2h a 4°C con agitacion constante. El
inmunoprecipitado se obtuvo al centrifugar las muestras a 3000 rpm por 3 min a 4°C. El
precipitado obtenido se lavdé 3 veces con 500 ul de buffer IP, 10 min cada uno. El
precipitado final se resuspendié en 80 ul de buffer de carga para SDS-PAGE 1X y se
incub6 en agua a ebullicion por 6 min. Las muestras obtenidas se analizaron mediante
SDS-PAGE vy tinciones con azul Coomassie coloidal (G-250) ((NH,).SO, 10% (P/V),
Coomassie G-250 0,1% (P/V), é&cido ortofosférico 3% (V/V), etanol 20% (V/V)) ON.

Paralelamente, se realizd6 Western blot con los anticuerpos anti His-LoNMNAT.

5.3.4. Andlisis de proteinas mediante espectrometria de masas
(MS)
La banda inmunoprecipitada de ~22 kDa se extrajo desde el gel de poliacrilamida tefido

con azul Coomassie coloidal (G-250) y se envio a andlisis mediante MALDI-MS/MS a la

compafia Alphalyse, USA (http://www.alphalyse.com).
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6. Resultados

A continuacion, se presentaran las evidencias experimentales y bioinforméaticas
relacionadas con los objetivos especificos propuestos en este trabajo. La secuencia en la
que se expondran los resultados corresponde al orden en que se propusieron los

objetivos. La discusion de los resultados se desarrollaré en un capitulo aparte.

6.1. La proteina recombinante His-LbNMNAT se obtuvo en

fracciones solubles

En un trabajo previo, se construyé el plasmido pET100-LbNMNAT, que permite expresar
la proteina His-LbNMNAT (37.8 kDa) en la fraccion insoluble del sistema de expresion E.
coli BL21 (DE3) (Figura 6-1). Con el propésito de aumentar la solubilidad de la proteina
His-LbNMNAT, en dicho trabajo se modificaron las condiciones del ensayo de expresion.
Especificamente, se expresé la proteina de interés a bajas temperaturas (20-24°C), se
incrementd la fuerza iénica del buffer de lisis (1.0 M NaCl) y se activaron las chaperonas
endogenas de E. coli adicionando solventes organicos (etanol) en el medio de induccién.
Ninguna de las condiciones ensayadas favorecieron la solubilidad de la proteina bajo
estudio [9].

Por esta razon, en el presente trabajo se aplicaron tres estrategias experimentales con el
propésito de solubilizar la proteina His-LbNMNAT: 1. Expresién en diferentes sistemas
bacterianos. 2. Co-expresion con chaperonas moleculares. 3. Expresién desde el
plasmido pQE30. Solubilizar la proteina His-LoNMNAT es un requisito previo a su

caracterizacién enzimatica, uno de los objetivos experimentales de este estudio.
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En relacion con los sistemas de expresion, se evaluaron tres cepas de E. coli: 1-BL21
Codon Plus (DE3) RIL. 2-BL21 (DE3) pLysS. 3-Rosetta (DE3) pLysS. La proteina His-
LbNMNAT se logré expresar Unicamente en la cepa BL21 Codon Plus (DE3) RIL. Al
comparar la fraccion soluble de dicha cepa con aquella de la cepa original (BL21 (DE3)),
no se observé aumento de la solubilidad de la proteina recombinante de interés (Anexo
E).

Los resultados obtenidos con el sistema de co-expresion con chaperonas moleculares,
indicaron que la proteina His-LbNMNAT se acumula tanto en la fraccion insoluble como
soluble del sistema empleado (Figura 6-2 A). Resultados similares se observaron al
expresar la proteina recombinante desde el pldsmido pQE30-LbNMNAT, cuando se
induce la expresion a 24°C en el sistema E. coli BL21 (DE3) (Figura 6-2 B). El peso
molecular tedrico de la proteina His-LbNMNAT expresada desde el plasmido pQE30-

LbNMNAT es de 36 kDa. La construccion de dicho plasmido se indica en la Figura 6-3.

Figura 6-1: La proteina recombinante His-LboONMNAT expresada desde el plasmido
PET100 se acumula en la fracciéon insoluble del sistema de expresion E. coli BL21 (DE3).
Las fracciones insolubles (Ins) y solubles (Sol) provenientes de células E. coli BL21 (DE3)
transformadas con el plasmido recombinante pET100-LbNMNAT no inducidas (1 y 3) e
inducidas con IPTG (2 y 4) se analizaron mediante SDS-PAGE 12%. La flecha roja indica
la acumulacion de la proteina His-LboONMNAT en la fraccion insoluble. Las proteinas se

visualizaron con azul Coomassie. M, marcador de peso molecular en kDa. Tomado de [9].
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En resumen, dos de las tres estrategias experimentales implementadas para aumentar la
solubilidad de la proteina His-LbNMNAT resultaron exitosas: co-expresion de la proteina
de interés desde el plasmido pET100 junto con chaperonas moleculares y expresién
desde el plasmido pQE30 a 24°C.

Figura 6-2:  Solubilizacion parcial de la proteina recombinante His-LbNMNAT bajo
distintas condiciones experimentales. A. Las fracciones insolubles (Ins) y solubles (Sol)
provenientes de células E. coli BL21 (DE3) transformadas con el plasmido recombinante
PET100-LbNMNAT (1 y 3) o co-transformadas con el plasmido pG-KJE8 que codifica para
cinco chaperonas moleculares (2 y 4) se analizaron mediante SDS-PAGE 10%. La flecha
azul indica la presencia de la proteina His-LbNMNAT en la fraccion soluble del sistema de
co-expresion. B. Las fracciones totales no inducidas (1) o inducidas con IPTG (2) junto
con las fracciones insolubles (Ins) y solubles (Sol) provenientes de células E. coli BL21
(DE3) transformadas con el plasmido pQE30-LbNMNAT e inducidas a diferentes
temperaturas se analizaron mediante SDS-PAGE 12%. TA: temperatura ambiente, 24:
24°C, 37: 37°C. La flecha roja indica la presencia de la proteina His-LboNMNAT en la
fraccion soluble de la induccion realizada a 24°C. Las proteinas se visualizaron con azul

Coomassie. M, marcador de peso molecular en kDa.

Ins Sol Ins Sol
M 1 2 3 4 M 1 2 TA 24 37 TA 24 37




61

Figura 6-3: Construccion del plasmido recombinante pQE30-LbNMNAT y expresion de
la proteina His-LbNMNAT. A. Amplificacion del fragmento lbnmnat (936 pb) (1) mediante
PCR empleando el pldsmido pET100-LbNMNAT como plantilla. El producto amplificado se
purifico desde el gel y se ligd con el vector de clonacion pGEMT-Easy. La reaccion de
ligacion se emple6 para transformar células E. coli TOP 10. Gel de agarosa 1% (P/V)
tratado con bromuro de etidio (Figuras A-E y G). M, marcador de peso molecular en pares
de bases (pb) (Figuras A-G). B. Analisis mediante PCR de colonia (11 colonias TOP 10)
(1-11). +: control positivo (vector pET100-LbNMNAT como plantilla), -: control negativo
(agua como plantilla). C. Los plasmidos recombinantes pGEMT-Easy-LbNMNAT de 2 de
las colonias obtenidas se sometieron a ensayos de doble digestidon con las enzimas de
restriccion Kpnl y BamHI. Plasmidos sin digerir (1 y 3) y digeridos (2 y 4). El fragmento
Ibnmnat liberado se purificd desde el gel. D. Fragmento Ibnmnat purificado (1) y plasmido
pPQE30 previamente digerido con las enzimas de restriccion Kpnl y BamHI (2). Estas
muestras se ligaron y la reaccién de ligacién se empleé para transformar células E. coli
JM109. E. Andlisis mediante PCR de colonia (4 colonias JM109) (1-4). +: control positivo
(vector pGEMT-Easy-LbNMNAT como plantilla), -: control negativo (agua como plantilla).
F. Doble digestion teorica del plasmido recombinante pQE30-LbNMNAT con las enzimas
de restriccion Kpnl y BamHI (1). Simulacién generada con el programa NEBcutter V2.0
(http://nc2.neb.com/NEBcutter2/) [124]. G. Los plasmidos recombinantes pQE30-

LbNMNAT de 2 de las colonias JM109 obtenidas se sometieron a ensayos de doble
digestidon con las enzimas de restriccion Kpnl y BamHI. Plasmidos sin digerir (1 y 3) y
digeridos (2 y 4). Los pladsmidos se analizaron mediante secuenciamiento y su mapa se
indica en el Anexo A. H. Las fracciones totales de células de expresion E. coli M15
transformadas con el pldsmido recombinante pQE30-LbNMNAT no inducidas (1) e
inducidas (2) se analizaron mediante SDS-PAGE 10%. La flecha azul indica la sobre-
expresion de la proteina His-LbNMNAT. Las proteinas se visualizaron con azul

Coomassie. M, marcador de peso molecular en kDa.
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6.2. Purificaciobn de la proteina recombinante His-
LbNMNAT

La proteina His-LbNMNAT se purific6 mediante cromatografia de afinidad a metales
inmovilizados (IMAC) empleando la resina de niquel y &cido nitrilotriacético (Ni-NTA).
Dicha resina se caracteriza por enlazar, mediante complejos de coordinacion de niquel, la

etiqueta de histidinas (6xHis) fusionada a las proteinas recombinantes de interés [125,
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126]. El protocolo de purificacion se realiz6 en solucion utilizando como muestras de
partida, las fracciones solubles provenientes de las estrategias de solubilizaciéon 2 y 3
mencionadas con anterioridad. La proteina His-LbNMNAT se purificé de manera parcial
desde las dos muestras empleadas. La purificacion realizada a partir de la fraccion soluble
del sistema de co-expresion, generd eluidos contaminados con la chaperona GroEL (60
kDa) que se une a la resina Ni-NTA, tal como se ha observado en otros estudios [127].
Por el contrario, al efectuar la purificaciéon desde la fraccién soluble proveniente de la

estrategia 3, se obtuvieron eluidos mas puros (Figura 6-4).

Con el proposito de optimizar la purificacion de la proteina His-LboNMNAT desde la
fraccion soluble de la estrategia 3, se modificaron las condiciones del protocolo
cromatogréfico. Dichas modificaciones incluyeron la ejecucion de la purificacion en
columna y el lavado de la misma con 75 mM de imidazol, previo a los pasos de elucion.
Las nuevas condiciones experimentales permitieron obtener una mayor cantidad de la
proteina recombinante parcialmente pura. La banda contaminante entre 25 y 37 kDa
observada en el eluido obtenido, corresponde a un producto de degradacion de la
proteina His-LbNMNAT, segun los andlisis de Western blot empleando el anticuerpo anti-
6xHis (Figura 6-5).

El eluido proveniente de la cromatografia de afinidad optimizada, se emple6 para efectuar
el estudio de la organizacion cuaternaria de la proteina His-LoNMNAT y para realizar su
caracterizacion enzimatica, como se describirh mas adelante. Dada la necesidad de
emplear controles positivos apropiados en los experimentos recién mencionados, en el
presente trabajo se realizdé la purificacion, mediante IMAC, de las proteinas His-
HsNMNAT1 y 3 (33 y 29 kDa, respectivamente). Estas proteinas se expresaron en el
sistema E. coli BL21 (DE3) a partir de vectores de expresion pQE30 construidos en

trabajos previos [108] (Figura 6-6).

La actividad enzimatica de las proteinas purificadas (His-LbNMNAT e His-HSNMNAT1 y 3)
se confirmé mediante ensayos enzimaticos acoplados y directos (Figura 6-7 y 6-8).
Adicionalmente, la Tabla 6-1 indica los factores de purificacion alcanzados para las
proteinas estudiadas en el presente trabajo. En conjunto, los protocolos de purificacion
implementados hasta este punto del trabajo, permitieron purificar de manera parcial la

proteina His-LbNMNAT y a homogeneidad las proteinas control His-HsNMNAT1 y 3.
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Todas las proteinas purificadas presentaron actividad enzimatica de acuerdo con los
ensayos enzimaticos ejecutados.

Figura 6-4: Purificacion parcial de la proteina recombinante His-LbNMNAT mediante
IMAC. A. La proteina His-LbNMNAT se co-expresé desde el vector pET100 junto con
chaperonas moleculares y se purificé a partir de la fraccién soluble resultante. La flecha
roja indica la chaperona GroEL. La flecha azul indica la proteina His-LbNMNAT. B.
Purificacion de la proteina His-LbNMNAT a partir de la fraccidon soluble del sistema de
expresion con el plasmido pQE30. La flecha azul indica la proteina His-LbNMNAT.
Fracciones solubles de partida (1), proteinas no enlazadas (2), lavados 1 (3) y 10 (4),
eluidos 1-4 (5-8). SDS-PAGE 10%. Las proteinas se visualizaron con azul Coomassie. M,

marcador de peso molecular en kDa.

GroEL
60 kDa
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Figura 6-5:  Optimizacion de la purificacion de la proteina recombinante His-LoNMNAT
mediante IMAC. A. Purificacion de la proteina His-LbNMNAT a partir de la fraccién soluble
del sistema de expresiéon con el plasmido pQE30. Fraccion soluble de partida (1),
proteinas no enlazadas (2), lavado con 75 mM imidazol (3), eluido con 250 mM imidazol
(4). SDS-PAGE 10%. Las proteinas se visualizaron con azul Coomassie. B.
Adicionalmente, la fraccidn soluble de partida (1) y el eluido con 250 mM imidazol (2) se
analizaron mediante Western blot utilizando el anticuerpo primario anti-6xHis. Sistema de
revelado con fosfatasa alcalina. M, marcador de peso molecular en kDa. Las flechas
azules indican la proteina His-LbNMNAT. La flechas rojas indican un producto de

degradacién de la proteina His-LbNMNAT.

M 1 2 3 4 M 1 2
75 |-
66
50 |-
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Figura 6-6: Purificacion de las proteinas recombinantes control His-HsNMNAT1 y 3
mediante IMAC. A. Purificacion de la proteina His-HSNMNAT1. Fraccion soluble de
partida (1), proteinas no enlazadas (2), lavado con 75 mM imidazol (3), eluido con 250
mM imidazol (4). B. Purificacion de la proteina His-HSNMNAT3. Fraccion soluble de
partida (1), proteinas no enlazadas (2), lavados 1 (3) y 10 (4), eluidos con 250 mM
imidazol 1-4 (5-8). SDS-PAGE 12%. Las proteinas se visualizaron con azul Coomassie.

M, marcador de peso molecular en kDa.

M
.

75 | —

50 |-

37 |- His-HsNMNAT1

33 kDa
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Tabla 6-1:
presente estudio

M 1 2
S — — e
66 SNy g
= e
——

45

36 |“w

_—
29 | T —
25 | -
T— ——

20
T e
b T

His-HsNMNAT3
29 kDa

Rendimiento de la purificacion de algunas de las proteinas empleadas en el

. Proteina L Actividad o Factor de
; .. | Concentracién | Volumen Actividad = Rendimiento o
Proteina Fraccién total especifica purificacion
(mg/ml) (ml) total (U) (%)
(mg) (U/mg) (x-veces)
His- Lisado 8,9 28 249,2 33,0 0,13 100 -
LONMNAT Eluido 6,4 1,2 7,68 1,8 0,26 5,43 1,96
His- Lisado 10,9 23,8 259,42 149,2 0,58 100 -
HSNMNAT-1 Eluido 13,18 1,6 21,08 62,1 2,95 41,61 5,12
His- Lisado 3 13,5 40,5 - - 100 -
LbNMNATAL-
43 Eluido 0,3 2 0,6 - - *NC 90-100

* NC: No calculado

Figura 6-7:

La proteina recombinante His-LbNMNAT purificada de manera parcial es

cataliticamente activa. La actividad enzimatica de la proteina His-LbNMNAT se verifico

mediante ensayos enzimaticos acoplados, registrando la absorbancia a 340 nm. Como
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control positivo de actividad enzimética se utilizé la proteina His-HSNMNATL1. Para la

ejecucion del ensayo se emplearon 50 ug de cada enzima.

1,6

1,2

* His-HsNMNAT1
0.8 His-LbNMNAT

Abs. 340 nm

0,4

* ...‘.

0 5 10 15

Tiempo (min)

Figura 6-8: Confirmacion de la actividad enzimética de la proteina recombinante His-
LbNMNAT parcialmente purificada. La sintesis de NAD" se verific6 mediante RP-HPLC
empleando las siguientes muestras: A. Buffer de reaccion. B. Proteina His-HsNMNAT3
(control positivo de actividad enzimatica). C. Proteina His-LobNMNAT. Para la ejecucion
del ensayo se utilizaron 2,5 pg de cada enzima. Se indican los picos correspondientes

para los sustratos NMN y ATP, asi como para el producto NAD".
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6.3 Analisis de la estructura cuaternaria de la proteina
recombinante His-LoNMNAT

Con el objetivo de estudiar experimentalmente la estructura cuaternaria de la proteina His-
LbNMNAT, se aplicaron dos estrategias metodoldgicas: cromatografia de exclusion
molecular (SEC) y construccion de graficos de Ferguson.

6.3.1. La proteina recombinante His-LbONMNAT es monomérica
segun SEC

El eluido enriquecido con la proteina His-LboNMNAT proveniente del protocolo IMAC
(Figura 6-5) se sometié a SEC. El cromatograma correspondiente indicé un pico principal
con un volumen de eluciéon de 16,01 ml. El andlisis de las fracciones de dicho pico
(fracciones 49-51) mediante SDS-PAGE y ensayos de actividad enzimatica, confirmaron
la identidad de la proteina His-LbNMNAT (Figura 6-9). Es importante sefialar que el
acople de las técnicas IMAC y SEC permitié purificar homogéneamente la proteina His-

LbNMNAT (Figura 6-9 A, carril 3). Este acople cromatogréafico se plantea como punto de
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partida para estudios futuros que requieran una alta pureza de la muestra, tales como

cristalografia de rayos X.

Para calcular el peso molecular de la proteina His-LbNMNAT e inferir su organizacion
cuaternaria, se construyé una curva de calibracion empleando proteinas patrén de peso
molecular conocido, las cuales se sometieron a SEC. Se emplearon las proteinas lisozima
(14 kDa), anhidrasa carbonica (29 kDa), BSA (66 kDa) y la proteina recombinante His-
HsNMNAT1 (33 kDa) purificada en el presente estudio (Figura 6-6). Esta Ultima proteina
eluy6 de la columna de exclusion en un volumen de elucién de 12,31 ml, correspondiente
a la fraccion 9, cuya funcionalidad catalitica se confirm6 mediante ensayos enzimaticos

acoplados (Figura 6-10).

La proteina HSNMNAT1, tanto endégena como recombinante, exhibe una organizacion
homo-tetramérica segun ensayos SEC [128, 129]. Adicionalmente, estudios de
cristalografia de rayos X han indicado un ensamblaje homo-hexamérico para la misma
[72]. Por esta razén, en la construccion de la curva de calibracion se asumieron las dos
posibles estructuras cuaternarias para esta proteina patrén (4-mer: 132 kDa, 6-mer: 198
kDa). Las cuatro proteinas patron se mezclaron y se aplicaron en la columna de
exclusion. A partir del cromatograma obtenido para dicha mezcla (Figura 6-11 A), se
determinaron los coeficientes de particion (K,) de cada una de las proteinas en la
columna (Tabla 6-2), datos con los cuales se gener6 la curva de calibracion de peso
molecular correspondiente (K4 vs Log MW) (Figura 6-11 B y C). La inyeccion individual de
las cuatro proteinas patrén en la columna, generé resultados idénticos a los obtenidos con

la mezcla de patrones (Anexo F).

Al interpolar en las curvas de calibracion el volumen de elucién obtenido para la proteina
His-LbNMNAT (16,01 ml), se obtuvieron valores de 46 y 42 kDa, cercanos al peso
molecular de la proteina recombinante monomérica (36 kDa). Estos resultados indican
que, bajo las condiciones experimentales empleadas en este estudio, la proteina His-
LbNMNAT no presenta estructura cuaternaria. Se recomienda realizar ensayos de SEC
en presencia de los sustratos NMN y ATP con el propdsito de evaluar el efecto de los
mismos sobre la estructura cuaternaria de la proteina His-LbNMNAT. Mediante
cristalografia de rayos X se ha observado que la NMNAT de Pseudomonas aeruginosa

establece dimeros y tetrameros en presencia de ATP y NAMN, respectivamente [75]. Por
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su parte, la NMNAT de B. subtilis es tetramérica en su forma de apo-enzima pero cuando
esta unida a NAAD es dimérica [130].

Figura 6-9: Andlisis de la proteina recombinante His-LoboNMNAT mediante SEC. A. La
proteina His-LbONMNAT eluy6 de la columna de exclusién en un pico principal con un
volumen de elucion de 16,01 ml. B. La fraccién soluble de partida (1), el eluido
proveniente de la purificacion IMAC que se inyect6 en la columna SEC (2) y la fraccion 50
de la purificacion SEC (3) se analizaron mediante SDS-PAGE 12%. Las proteinas se
visualizaron con azul Coomassie. M, marcador de peso molecular en kDa. C. La actividad
enzimatica de la proteina His-LbNMNAT contenida en el pico principal del cromatograma

de la Figura A (fracciones 49-50), se verific6 mediante ensayos enzimaticos acoplados.
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Figura 6-10: Andlisis de la proteina recombinante His-HSNMNAT1 mediante SEC. A. La
proteina His-HSNMNAT1 eluy6 de la columna de exclusion en un pico principal con un

volumen de elucion de 12,31 ml. B. La fraccién soluble de partida (1), el eluido
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proveniente de la purificacion IMAC que se inyectd en la columna SEC (2) y la fraccién 9
de la purificacion SEC (3) se analizaron mediante SDS-PAGE 12%. Las proteinas se
visualizaron con azul Coomassie. M, marcador de peso molecular en kDa. C. La actividad
enzimatica de la proteina His-HsNMNAT1 contenida en el pico principal del cromatograma

de la Figura A (fraccién 9), se verific6 mediante ensayos enzimaticos acoplados.
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Figura 6-11:

Analisis de proteinas patron mediante SEC. A. Cromatograma obtenido

para la separacion por cromatografia de exclusién molecular de la mezcla de patrones. B.

y C. Curvas de calibracion de peso molecular (K4 vs Log MW) asumiendo ensamblajes 4-

mer y 6-mer para la proteina patron His-HsNMNATL1, respectivamente.
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Tabla 6-2: Coeficientes de particion (K,,) de las proteinas patron empleadas en SEC.

Peso Coeficiente de
Log MW Volumen de L
Proteina patrén molecular en » particion (K )= Ve-
elucion (Ve) (ml)

Da (MW) Vo/Vc-Vo
His-HsNMNAT-1 (6-mer) 198000 5,283301 12,27 0,256653
His-HsNMNAT-1 (4-mer) 132000 5,120574 12,27 0,256653
BSA 66463 4,822579 14,75 0,413814
Anhidrasa carbonica 29000 4,462397 16,85 0,546894
Lisozima 14307 4,155548 19,76 0,731305
Otros datos
Azul de dextran Volumen muerto (Vo): 8,22 ml

Columna Superdex 200 10/300 | Volumen de la columna (Vc): 24 ml

6.3.2. La proteina recombinante His-LoONMNAT puede establecer
diferentes organizaciones cuaternarias segun graficos de

Ferguson

Enfocados en obtener informacion sobre la organizacion cuaternaria de la proteina His-
LbNMNAT mediante técnicas experimentales adicionales, se procedié a su analisis
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida bajo condiciones nativas (PAGE). Esta
estrategia permitié observar distintas organizaciones de la proteina His-LoNMNAT, en 4
bandas de distinto peso molecular. La identidad de estas bandas se confirmé mediante

inmunodeteccién utilizando el anticuerpo anti-6xHis (Figura 6-12).

La construccion y analisis de graficos de Ferguson, metodologia ampliamente utilizada

para la determinacién de estructuras cuaternarias [116-118], requiere el empleo de
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proteinas patrén cuya organizacién oligomérica ha sido determinada. En el presente
trabajo se emplearon las proteinas lactoalbumina (14 kDa), inhibidor de tripsina (20 kDa),
anhidrasa carbdnica, ovoalbimina (43 kDa) y BSA, las cuales se analizaron en PAGEs de
diferentes concentraciones de acrilamida (Figura 6-13). La migracion relativa (Ry) de las
proteinas patrén en los distintos geles (Tabla 6-3) se empleé para determinar el
coeficiente de retardo (K;) para las mismas (Figura 6-14 y Tabla 6-4). Los valores de K,
gue corresponden a la pendiente de cada una de las rectas mostradas en la Figura 6-14,

se utilizaron para construir el respectivo grafico de Ferguson (Figura 6-15).

Una vez calculados los K, de los patrones, se determind el K, de las cuatro bandas
observadas para la proteina His-LbNMNAT, valores que se interpolaron en el grafico de
Ferguson construido y que permitieron calcular el peso molecular de dichas bandas
(Figura 6-16 y Tabla 6-5). Los pesos moleculares obtenidos, al ser divididos por el peso
molecular de la proteina His-LbNMNAT monomérica (36 kDa), indicaron que las cuatro
bandas corresponden a diferentes organizaciones oligoméricas. Los valores se ajustan al
peso molecular esperado para monémeros (en concordancia con los resultados obtenidos

por SEC), dimeros, trimeros y hexameros (Tabla 6-5).

Los gréficos de Ferguson aportan informacién sobre la estructura cuaternaria de las
proteinas analizadas. Sin embargo, en el caso de las 4 bandas observadas para la
proteina His-LbNMNAT, se sugiere evaluar su actividad enzimatica, verificando la
funcionalidad catalitica de estas posibles organizaciones oligoméricas. La zimografia

representa una alternativa experimental para tal fin.

Conjuntamente, los experimentos implementados para el estudio de la estructura
cuaternaria de la proteina His-LbNMNAT, aportaron informacion estructural novedosa: los
ensayos de SEC revelaron que dicha proteina eluye como un monémero enzimaticamente
activo, mientras que el grafico de Ferguson indic6 diferentes organizaciones oligoméricas

de la misma (dimeros, trimeros y hexameros).
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Figura 6-12: Andlisis de la proteina recombinante His-LbNMNAT nativa mediante PAGE.
A. La proteina His-LbNMNAT proveniente de la purificacion mediante IMAC se separé
electroforéticamente en geles de poliacrilamida nativos 12 % (2). Como control, se cargé
la proteina anhidrasa carbdnica que establece estructuras cuaternarias (1). Las flechas
negras indican las 4 bandas observadas para la muestra His-LbNMNAT. Las proteinas se
visualizaron con azul Coomassie. B. Adicionalmente, la proteina His-LbNMNAT se analiz
mediante Western blot utilizando el anticuerpo primario anti-6xHis. Membrana PVDF. Los
rombos negros corresponden a las 4 bandas observadas en la Figura A. Sistema de

revelado con peroxidasa.
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A B

Figura 6-13: Analisis de proteinas nativas mediante PAGE. Las proteinas patron
lactoalbimina (1), inhibidor de tripsina (2), anhidrasa carbénica (3), ovoalbimina (4), BSA
(5) y la proteina His-LbNMNAT proveniente de la purificacion mediante IMAC (6) se
separaron en PAGEs de diferentes porcentajes de acrilamida. Las flechas rojas indican
las bandas utilizadas de cada patron para construir el grafico de Ferguson. Las flechas
negras indican las 4 bandas observadas para la proteina His-LbNMNAT junto con su

nomenclatura. Las proteinas se visualizaron con azul Coomassie.
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Tabla 6-3: Migracion relativa (Ry) de las proteinas patrén analizadas mediante page.

Lactoalbumina Inhibidor Anhidrasa *BSA BSA BSA
de tripsina | carbénica

(14 kDa) (20 kDa) (29 kDa) (66 kDa) (132 kDa) | (198 kDa)

% Log R LogR LogR Log R Log R Log R
acrilamida g R 9 R 9 Ry g Ry g Ry g Ry
12 -0,31 -0,25 -0,53 -0,51 -0,93 -1,33
10 -0,23 -0,15 -0,46 -0,35 -0,63 -0,93
8 -0,16 -0,07 -0,34 -0,19 -0,39 -0,54
6 -0,07 -0,01 -0,25 -0,04 -0,17 -0,29
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* En el caso del BSA se utilizaron las 3 bandas observadas en los PAGEs para construir

el gréfico de Ferguson.

Figura 6-14: Determinacién de los coeficientes de retardo (K;) de las proteinas patrén
analizadas mediante PAGE. El K, de las proteinas lactoalbumina (14 kDa), inhibidor de
tripsina (20 kDa), anhidrasa carbdnica (29 kDa) y BSA (66, 132 y 198 kDa) se determiné a

partir de la ecuacion de las rectas, las cuales se indican en la Tabla 6-4.

Log R,

-1,0

-1,2

-1,4

Porcentaje de acrilamida

—+—14 kDa

—#-20 kDa
29 kDa

—#-66 kDa
132 kDa
198 kDa

Tabla 6-4: Coeficiente
PAGE.

de retardo (K;) de las proteinas patrén analizadas mediante

Muestra Ecuacion de la recta R’ K,

14 kDa y =-0,039x + 0,1593 0,99893 0,039
20 kDa y = -0,0405x + 0,244 0,99544 0,0405
29 kDa y =-0,0483x + 0,0412 0,99403 0,0483
66 kDa y =-0,0799x + 0,4461 0,99953 0,0799
132 kDa y =-0,1267x + 0,6118 0,9954 0,1267
198 kDa y =-0,1759x + 0,8119 0,9904 0,1759
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Figura 6-15: Grafico de Ferguson. Los coeficientes de retardo (K;) y el peso molecular
de las proteinas patrén analizadas mediante PAGE, se emplearon para construir el grafico
de Ferguson. La ecuacion de la recta obtenida se utilizé para calcular el peso molecular
de las 4 bandas observadas para la proteina His-LbNMNAT en los geles nativos. Los

pesos calculados se indican en la Tabla 6-5.
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Figura 6-16: Determinacién de los coeficientes de retardo (K;) de las 4 bandas de la
proteina His-LbONMNAT analizada mediante PAGE. El K, de las bandas A-C y 1 se tom6 a
partir de la ecuacion de las rectas indicadas.
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Tabla 6-5: Determinacion del tipo de oligomero para la proteina His-LoNMNAT a partir del

grafico de Ferguson.

Proteina Ky -Log K; | Log MW | MW (kDa) MW/36 Oligémero
His-LbNMNAT

Banda 1 0,0635 1,20 0,0635 39,92 1,11 Mondémero
Banda A 0,0906 1,04 0,0906 73,08 2,03 Dimero
Banda B 0,1219 0,91 0,1219 121,07 3,36 Trimero
Banda C 0,1729 0,76 0,1729 219,41 6,09 Hexamero

6.4 Caracterizacion enzimatica de la proteina
recombinante His-LoNMNAT

Como se indic6é con anterioridad, la proteina His-LboNMNAT purificada mediante IMAC,
exhibe actividad catalitica (Figuras 6-7 y 6-8). Teniendo en cuenta que la proteina se
purific6 de manera parcial, entonces la sintesis de NAD observada puede deberse no solo
a la proteina de interés, sino también a la actividad de las NMNATSs propias del sistema de

expresion.

Para descartar esta posibilidad, la fraccion soluble de células E. coli BL21 (DE3) sin

transformar e inducidas, se sometid al protocolo de purificacion mediante IMAC. Los
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eluidos resultantes se utilizaron para ejecutar ensayos enzimaticos acoplados, los cuales
no evidenciaron sintesis de NAD (Figura 6-17). Este resultado permite concluir que la
actividad enzimatica observada para la proteina His-LbNMNAT parcialmente purificada,

proviene de si misma.

Figura 6-17: El sistema de expresion E. coli BL21 (DE3) no exhibe actividad enzimatica
de NMNAT. A. Purificacién mediante IMAC de proteinas de la fraccion soluble del sistema
de expresion E. coli BL21 (DE3) sin transformar e inducido. Fraccion soluble de partida
(1), proteinas no enlazadas (2), lavados 1 (3) y 10 (4), eluidos 1-4 (5-8). SDS-PAGE 10%.
Las proteinas se visualizaron con azul Coomassie. M, marcador de peso molecular en
kDa. B. El eluido 1 (20 pl) obtenido en el ensayo de purificacion mostrado en la Figura A
se empled para realizar ensayos enzimaticos acoplados. Como control positivo de
reaccion se empleé el eluido 1 (20 pl) obtenido en el ensayo IMAC de la proteina His-
LbNMNAT (Figura 6-4 B).
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La caracterizacién enzimatica de la proteina His-LbNMNAT incluyé el estudio de aspectos
como: concentraciéon de trabajo, medios de almacenamiento y termo-estabilidad.
Adicionalmente, se establecieron las condiciones experimentales Optimas de actividad
catalitica (sistemas de amortiguacion, pH, temperatura y cofactores enzimaticos), bajo las
cuales se determinaron los siguientes parametros cinéticos: constante de Michaelis-
Menten (Kq), velocidad méaxima (Vmax) Y nUmero de recambio (Kcy). Finalmente, se
determiné la constante de equilibrio (Kp) y se evallo la capacidad de la proteina His-
LbNMNAT para sintetizar NAAD a partir de los sustratos NAMN y ATP.

Inicialmente, se evaluaron diferentes cantidades de la proteina His-LbNMNAT en ensayos
enzimaticos acoplados (1.5-10 pyg de enzima/reaccion). Estos ensayos, cuyas curvas de
progreso se mantuvieron lineales durante el tiempo de reaccién, indicaron que es posible
trabajar hasta con 10 ug de la enzima sin agotar los sustratos de la reaccion (Figura 6-18
A). De acuerdo con estos resultados, los siguientes ensayos de actividad se ejecutaron
empleando 2,5 ug de enzimalreaccion. Luego, se ensayaron dos sistemas de
amortiguacion en la mezcla de reaccion: Tris/HCI (pK, 8.1) y HEPES/KOH (pK, 7.5).
Aungue con ambos sistemas se observé actividad enzimatica, los datos obtenidos con el
buffer HEPES presentaron una menor desviacion estdndar entre si con respecto al buffer
Tris (Figura 6-18 B), razon por la cual se eligié el sistema de amortiguacion HEPES para
el estudio de la proteina His-LbNMNAT.

Con el propésito de establecer condiciones apropiadas de almacenamiento de la proteina
His-LbNMNAT, se aplicaron las condiciones empleadas para otras NMNATS, evaluando 3
tratamientos: almacenamiento de la enzima a -20°C suplementada con 1. DTT 1 mM. 2.
DTT 1 mM vy glicerol 10% (V/V). 3. Enzima en buffer de lisis (300 mM NaCl, 50 mM
NaH,PO, pH 8.0/NaOH). Al cabo de dos semanas de almacenamiento, se ejecutaron
ensayos enzimaticos acoplados, los cuales revelaron que Unicamente el tratamiento 2
conserva la actividad de la enzima (Figura 6-18 C). Resultados similares se obtuvieron al
almacenar la enzima a -80°C con DTT y glicerol (Figura 6-18 D). Respecto a los ensayos
de termo-estabilidad, se observd que a partir de 40°C la actividad de la proteina His-
LbNMNAT es abolida por completo (Figura 6-18 E).

Figura 6-18: Estudio enzimatico de la proteina His-LbNMNAT. Mediante ensayos

enziméticos acoplados se realizé la evaluacién de: A. Concentracién de proteina. (El R?
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para cada ensayo indica la linealidad de los mismos). B. Sistemas de amaortiguacion.

Datos indicados como el promedio + la desviacion estandar (n=3). C. Buffer de

almacenamiento. D. Temperatura de almacenamiento. E. Termo-estabilidad.
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En relacién con las condiciones 6ptimas de temperatura y pH de reaccién, se obtuvieron
valores respectivos de 37°C y un pH 6ptimo entre 6,5y 7,5 (Figura 6-19). La evaluacion

de diferentes cationes divalentes sobre la actividad enzimética de la proteina His-
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LbNMNAT indic6 que la enzima cataliza su reaccion preferentemente en presencia de
Mg?*, tal como se ha reportado para las iso-enzimas humanas HsSNMNAT2 y 3 [62] y de
levadura ScCNMNAT1 [131]. La actividad enzimatica de la proteina His-LbNMNAT en
presencia de niquel (87%), manganeso (42%) y zinc (9%) se calcul6 con respecto a la

actividad registrada con magnesio (100%). En presencia de Ca** y Cu?* no se observé

actividad enzimética (Figura 6-19 C).

Figura 6-19: Condiciones Optimas de actividad enzimatica de la proteina His-LbNMNAT.

Mediante ensayos enzimaticos directos se determinaron las condiciones éptimas de: A.

Temperatura. B. pH. C. Cationes divalentes. D. Rango lineal de actividad enzimatica de la

proteina His-LbNMNAT. Los datos se presentan como el promedio + la desviacion

estandar (n=3).
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Una vez determinadas las condiciones Optimas de actividad enzimatica de la proteina His-
LbNMNAT, se procedid al estudio de sus parametros cinéticos. Para lograr este objetivo,
se debe calcular la velocidad inicial de reaccion de la enzima dentro del rango lineal de
actividad [64]. Por esta razén, se ejecutaron ensayos enzimaticos a diferentes tiempos y
se determin6 la cantidad de NAD" producido mediante andlisis por RP-HPLC. Estos
ensayos indicaron que la actividad enzimatica de la proteina His-LbNMNAT es lineal, al
menos, durante los 25 min iniciales de la reaccién, bajo las condiciones 6ptimas de
actividad (Figura 6-19 D). Con base en este resultado, se determinaron los parametros

cinéticos de la enzima ejecutando ensayos de actividad durante 2 min.

La determinacién de las constantes de afinidad (Kn) por los sustratos NMN y ATP se
realizé6 mediante ensayos enzimaticos acoplados mientras que para los sustratos NAD y
PPi se empled el ensayo enzimatico directo y el analisis correspondiente mediante RP-
HPLC. La eleccion del tipo de ensayo se realizd teniendo en cuenta que la determinacion
de los parametros cinéticos de las iso-enzimas humanas His-HSNMNAT1-3 se ha
efectuado del mismo modo [62, 108]. La cantidad de productos sintetizados por la
proteina His-LbNMNAT se cuantific6 empleando curvas de calibracion (Anexo G). El
andlisis de datos se basé en métodos de regresion no lineal (Michaelis-Menten) y lineal

(Hanes-Woolf), que generaron resultados consistentes entre si (Tabla 6-6 y Figura 6-20).

Tabla 6-6: Parametros cinéticos de la proteina His-LoNMNAT.

K , .
m Viax NUmero de recambio, K¢at

Sustrato _
(sec™)

(uM) (umol/min.mg)
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Lineal No lineal Lineal No lineal Lineal No lineal
NMN 178,7 166,7 0,3 0,3 0,2 0,2
ATP 3,5 2,9 0,2 0,2 0,1 0,1
NAD 412,2 470,2 27,6 28,7 16,6 17,2
PPi 166,6 196 18,7 19,2 11,2 11,5

Figura 6-20: Determinacién de los parametros cinéticos de la proteina His-LbNMNAT.

Mediante métodos de regresion lineal (Hanes-Woolf, programa Excel) y no lineal

(programa  Prism6),

se determinaron

los valores de Ky YV Vmax

Se emplearon

concentraciones saturantes de los siguientes sustratos: A. ATP: 10 mM. B. NMN: 5 mM.

C. PPi: 10 mM. D. NAD: 10 mM. Los datos se presentan como el promedio + la desviacién

estandar (n=3).
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Con relacion a los 4 sustratos evaluados, la proteina His-LboONMNAT exhibe la mayor
afinidad por el ATP y la menor afinidad por el NAD. Para el NMN y PPi se determinaron
valores de K, dentro del rango reportado para otras NMNATSs (Tabla 1-2). Al comparar los
sustratos de la reaccion directa (NMN y ATP), se observd que la proteina His-LbNMNAT
es ~ 57 veces (166,7/2,9) mas afin por el ATP con respecto al NMN. Este resultado es
semejante con aquellos reportados para las NMNATs de E. coli (NadR) y S. solfataricus
(Tabla 1-2), cuyas afinidades respectivas por el ATP son 400 y 175 veces mayores en
comparacion con la afinidad por el NMN. A pesar de esta semejanza, la alta afinidad por
el ATP observada en estas proteinas resulta ser una excepcién, en comparaciéon con el

resto de las NMNATSs caracterizadas hasta el momento.

El analisis de la velocidad maxima, revelé que la proteina His-LbNMNAT es mas rapida
catalizando la degradacién del NAD, en contraste con su capacidad para sintetizarlo.
Especificamente, se obtuvieron valores cercanos a 20 ymol/min.mg para la degradacion
del NAD con respecto a 0,2 pymol/min.mg para la sintesis del mismo (Tabla 6-6). Los
nameros de recambio (K¢ calculados confirmaron este resultado, dado que la enzima
consume ~ 16 moléculas de NAD/s en la reaccion reversa, en comparacion con 0,2
moléculas de NMN/s en la reaccién directa. Una tendencia similar se ha reportado para
las iso-enzimas His-HsNMNAT1-3, las cuales son tres veces mas eficientes degradando
NAD in vitro [108].

En vista de que la proteina His-LbNMNAT puede catalizar tanto la reaccion directa
(sintesis de NAD y PPi) como reversa (sintesis de ATP y NMN), se determiné la constante

de equilibrio (Kp) para ambas reacciones. Para esto, se ejecutaron ensayos enzimaticos
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directos incubando la enzima con los sustratos ATP y NMN o NAD y PPi durante
diferentes intervalos de tiempo (2, 4, 24h), al cabo de los cuales se cuantificé el producto
sintetizado. Las constantes calculadas indicaron que la reaccion reversa se favorece in
vitro (Tabla 6-7). Ziegler y colaboradores han propuesto que la baja disponibilidad
fisiologica de PPi limita la reaccién reversa de la NMNAT, razén por la que la actividad

adenilil transferasa de la enzima prevalece in vivo [108].

Tabla 6-7: Constante de equilibrio (Kp) de la proteina His-LoNMNAT.

REACCION DIRECTA (NMN+ATP)

Tiempo (h) '(\'HAMD) (z':/:) (ALTMF; '(\'“'\,’\'A'\)' Ko= [NADJ*[PPi]/[NMNJ*[ATP]
2 132,893 | 132,893 | 341,469 | 341,469 0,151
4 174,127 | 174,127 | 455,974 | 455,974 0,146
24 129,976 | 129,976 | 339,349 | 339,349 0,147

REACCION REVERSA (NAD+PPi)

Tiempo (h) '(\IHAMD) (ill\j/li) (AHTMF; ’(\Iu'\l/\lfll\)l Kp= [NMN]*[ATP]/[NAD]*[PPi]
2 288,999 | 288,999 | 898,948 | 898,948 9,676
4 273,428 | 273,428 | 876,645 | 876,645 10,279
24 215,715 | 215,715 | 705,746 | 705,746 10,704

Teniendo en cuenta que la mayoria de NMNATSs pueden emplear el NAMN como sustrato
para sintetizar NAAD (Tabla 1-2), se evalio la capacidad de la proteina His-LbNMNAT
para catalizar esta reaccion. El andlisis de ensayos enzimaticos directos por RP-HPLC,
indic6 la sintesis del producto NAAD por parte de la proteina His-LbNMNAT, tal como
sucedid con el control positivo (proteina His-HSNMNAT3) (Figura 6-21). Los resultados
reportados en el presente trabajo, algunos de los cuales hemos publicado previamente
[132], aportan informacion funcional sobre la proteina recombinante His-LbNMNAT. De
manera adicional, dichos resultados ofrecen nuevas rutas de exploracion cientifica, como
por ejemplo, la determinacién de los parametros cinéticos por el sustrato NAMN y la

evaluacion de inhibidores basados en la estructura del ATP (dada la alta afinidad que
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exhibe la proteina His-LbNMNAT por el mismo), que sirvan como punto de partida para el
desarrollo de posibles estrategias de control del patégeno.

Figura 6-21: La proteina recombinante His-LbNMNAT sintetiza NAAD. La sintesis de
NAAD se verificO mediante RP-HPLC empleando las siguientes muestras: A. Buffer de
reaccion. B. Proteina His-HsNMNAT3 (control positivo de actividad enziméatica). C.
Proteina His-LbNMNAT. Para la ejecucion del ensayo se utilizaron 2,5 ug de cada enzima.
Se indican los picos y tiempos de retencion correspondientes para los sustratos NAMN y

ATP, asi como para el producto NAAD.
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6.5 Localizacion celular de la proteina LONMNAT en L.

braziliensis

Con el propésito de identificar, a nivel celular, donde ocurre la sintesis del NAD en el
parasito L. braziliensis, se aprovecharon diversas herramientas computacionales. Los 3
predictores empleados sugirieron una localizacion mitocondrial para la proteina
LbNMNAT. Sin embargo, uno de los servidores (Euk-mPLoc) predijo, adicionalmente,

localizacién nuclear y citosélica para la proteina bajo estudio (Tabla 6-8).

Por su parte, las herramientas MitoProtll [133], iIPSORT [134] y SignalP [135], no
detectaron sefiales de localizacion celular en la proteina mencionada. La ausencia de este

tipo de sefiales, permite suponer una localizacién citosélica para la proteina LONMNAT.

Tabla 6-8: Prediccion de la localizacion celular de la proteina LONMNAT.

PREDICTOR LOCALIZACION SUGERIDA REFERENCIA
SubLoc Mitocondria [136]
ESLpred Mitocondria [137]
Euk-mPLoc Mitocondria, citoplasma y ndcleo [138]

Para corroborar las observaciones computacionales indicadas, se aplicaron diferentes
estrategias experimentales, basadas en la deteccion de la proteina LONMNAT del parasito
por técnicas de Western blot e inmunolocalizacion in situ, especificamente,
inmunofluorescencia. Teniendo en cuenta que estas técnicas requieren la utilizaciéon de
anticuerpos contra la proteina de interés y que no existen anticuerpos comerciales
disponibles para tal fin, en el presente trabajo se generaron y evaluaron diferentes
anticuerpos dirigidos contra la proteina His-LobNMNAT. Esta herramienta inmunolégica se

empled para detectar la NMNAT enddgena de L. braziliensis.
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6.5.1. Produccion de anticuerpos policlonales anti His-LoNMNAT

Como se menciond, la proteina His-LbNMNAT se acumula en la fraccion insoluble del
sistema de expresion E. coli BL21 (DE3) cuando se expresa desde el vector pET100-
LbNMNAT (Figura 6-1). Esta propiedad se aprovechd para obtener fracciones
enriquecidas con la proteina de interés, mediante la implementacion de técnicas de
aislamiento y solubilizacién de cuerpos de inclusién (CI) [139]. Estas técnicas, basadas en
el uso de agentes caotrépicos como urea e hidrocloruro de guanidina, permitieron obtener
abundantes cantidades de la proteina His-LbNMNAT en fracciones solubles e insolubles
(Figura 6-22).

La fraccion soluble enriquecida con la proteina His-LbNMNAT se cuantific6 mediante
densitometria (10 ug de antigeno/ml de in6culo inducido) (Figura 6-22 B) y se utiliz6 como
antigeno para la produccion de anticuerpos policlonales en modelos murinos, siguiendo el
esquema de inoculacion descrito en la metodologia. Una vez cumplido el programa de
inmunizacion de los ratones, se extrajeron sangrias y se obtuvieron sueros sanguineos,
los cuales se denominaron “anticuerpos anti His-LboNMNAT”, cuyo volumen vy

concentracion de proteinas se indica en la Tabla 6-9.

Figura 6-22: Aislamiento y cuantificacion del antigeno His-LboNMNAT a partir de CI. A.
Las fracciones solubles (1) e insolubles (2) resultantes del aislamiento, solubilizacién y
dialisis de los CI de la proteina recombinante His-LobNMNAT se analizaron mediante SDS-
PAGE 8%. B. La fraccion soluble (Sol) se cuantific6 mediante densitometria empleando
como patréon diferentes cantidades (ug) de BSA (0,5; 1; 2; 4). SDS-PAGE 12%. Las
flechas rojas y azules indican la proteina His-LbNMNAT y el producto de degradacion de
la misma, respectivamente. Las proteinas se visualizaron con azul Coomassie. M,

marcador de peso molecular en kDa.
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Tabla 6-9:  Concentracidn de proteinas en los sueros sanguineos de los ratones
inmunizados.
RATON SUERO VOLUMEN (ulL) OD 280 nm *CONCENTRACION (mg/ml)
1 100 1,1 29,7
1 2 100 1,4 37,8
3 200 1,4 37,8
1 100 1,3 35,1
2
2 100 1,2 32,4
1 100 1,3 35,1
Control 2 100 1.4 37,8
3 200 1,3 35,1

* 1 Abs 280 nm= 1,35 mg/ml (IgG) [109]. Factor de dilucién de cada suero= 20.

Evaluacién de los anticuerpos anti His-LoNMNAT por ELISA y Western blot:

Los sueros mencionados se diluyeron de manera seriada (1:1000, 1:3000, 1:6000,

1:9000) y se utilizaron para realizar ELISAs indirectos fijando sobre la placa de 96 pozos

la proteina His-LbNMNAT empleada para la inoculacion de los ratones (10 pg/pozo). Se
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evaluaron los anticuerpos anti His-LONMNAT de los dos ratones inmunizados junto con
uno de los sueros control (raton inoculado con PBS) (Figura 6-23). Los valores de
densidad 6ptica (OD) registrados para cada muestra, se aprovecharon para calcular el
titulo correspondiente de los anticuerpos evaluados. El titulo se calculdé teniendo en

cuenta definiciones previas [140] de la siguiente manera:

Se calcula el valor promedio de OD obtenida para cada dilucién de anticuerpo y para el
control negativo (suero sanguineo de ratones no inmunizados). Luego, se establece el

punto de corte, que se calcula como:

Punto de corte = promedio de la OD del control negativo + 3 veces su desviacion estandar

El valor del punto de corte permite determinar el titulo de cada anticuerpo evaluado segun
la siguiente definicidn: el titulo corresponde a la mayor dilucién del anticuerpo cuyos
valores promedio de OD superen el valor del punto de corte. La diluciéon que se tuvo en
cuenta del suero no relacionado para calcular punto de corte fue 1:1000. Con base en
esta definicidn, se calculd el titulo de los anticuerpos evaluados, el cual resulté ser 1:9000

para todos los sueros ensayados (Tabla 6-10).

Figura 6-23: Evaluacion de los sueros anti His-LboONMNAT mediante ELISA. Se indican
los resultados obtenidos para las siguientes diluciones de los sueros evaluados: A.
1:1000. B. 1:3000. C. 1:6000. D. 1:9000. El proceso de revelado se realiz6 empleando
ABTS y peroxido de hidrégeno. Los datos se presentan como el promedio + la desviacion
estandar (n=3). La sangria 3 del ratdn 2 no se evallo debido a que el raton murié antes de

la sangria final.
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Empleando el suero 3 del ratén 1 se realizaron ensayos de Western blot sobre la proteina

recombinante His-LbNMNAT (~37.8 kDa). Todas las diluciones preparadas con este suero

reconocieron de manera especifica la proteina His-LbNMNAT, evidenciando la utilidad del

protocolo de solubilizacién de CIl para la produccion de anticuerpos policlonales en

modelos murinos (Figura 6-24).

Tabla 6-10: Valores promedio de OD obtenidos para los anticuerpos anti His-LoNMNAT
en ELISA
DILUCIONES DE LOS ANTICUERPOS
RATON INMUNIZADO | SANGRIA 1:1000 1:3000 1:6000 1:9000
1a 0,31 0,27 0,21 0,14
2a 0,30 0,21 0,14 0,12
3a 0,41 0,34 0,23 0,19
1a 0,39 0,26 0,18 0,14
2a 0,36 0,23 0,15 0,12
3 - - _ _

Valores de punto de corte calculados con las sangrias de los ratones no inmunizados:Sangrias:
12= 0,1; 22 = 0,09; 32= 0,16. Resaltado en naranja se indica el titulo obtenido para los sueros

evaluados.

Figura 6-24: Evaluacion de los anticuerpos anti His-LbONMNAT mediante Western blot.

Diferentes diluciones del suero 3 del ratbn 1 se emplearon para inmunodetectar la
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proteina His-LbNMNAT (500 ng/carril) transferida a membranas PVDF. Como control
positivo se empled el anticuerpo primario anti 6xHis (1). Como control negativo se empled
el suero no relacionado en dilucién 1:500 (7). Se evaluaron las siguientes diluciones del
anticuerpo anti His-LbNMNAT: 1:500 (2), 1:1000 (3), 1:2500 (4), 1:5000 (5) y 1:10000 (6).

Sistema de revelado con fosfatasa alcalina. M, marcador de peso molecular en kDa.
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Con el propésito de evaluar el reconocimiento cruzado de otras NMNATs por los
anticuerpos anti His-LbNMNAT, se utilizaron fracciones proteicas totales de clones de E.
coli que expresan la NMNAT de G. lamblia (His-GINMNAT, ~28 kDa, 25% de identidad
con His-LbNMNAT) [94], P. falciparum (His-PfNMNAT, ~29 kDa, 37% de identidad con
His-LbNMNAT) y la iso-enzima humana His-HsSNMNAT3 (~29 kDa, 28% de identidad con
His-LbNMNAT). EIl reconocimiento inmunoldgico de estas proteinas se realiz6 con la

diluciéon 1:5000 del suero 3 del ratén 1.

Este experimento revel6 el reconocimiento cruzado de las proteinas His-GINMNAT e His-
PfNMNAT, mientras que las proteinas His-HsNMNAT3 y BSA no se reconocieron en el
ensayo (Figura 6-25). Todas las proteinas evaluadas, a excepcion de BSA, poseen la
etiqueta 6xHis en su extremo amino terminal. Teniendo en cuenta que los anticuerpos anti
His-LbNMNAT no reconocieron la proteina His-HsNMNATS3, se puede sefalar que dicho

anticuerpo reconoce epitopes propios de las NMNATs y no de la etiqueta 6xHis.
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Figura 6-25: Inmunodeteccion cruzada de diferentes NMNATSs con los anticuerpos anti
His-LbNMNAT. A. Muestras evaluadas: extracto proteico del clon E. coli BL21 Rosetta
His-GINMNAT (1), CI His-LbNMNAT (2), Cl His-PINMNAT (3), His-HsNMNAT3 (4), BSA
(5). Las muestras se separaron mediante SDS-PAGE 12%. Las proteinas se visualizaron
con azul Coomassie. Adicionalmente, las muestras se analizaron mediante Western blot
utilizando los siguientes anticuerpos: B. Anti His-LbNMNAT (1:5000). C. Anti-6xHis
(1:3000). D. Suero no relacionado (1:5000). B-D: Membranas PVDF. Sistema de revelado

con fosfatasa alcalina. M, marcador de peso molecular en kDa.
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6.5.2. Inmunodeteccion de la proteina “LbNMNAT” endoégena de L.

braziliensis

En seguida se presentaran experimentos de Western blot e inmunofluorescencia sobre
muestras de parasitos del género Leishmania. Estos experimentos se realizaron

empleando los anticuerpos anti His-LbNMNAT, especificamente, el suero 3 del ratén 1.

En primer lugar, se prepararon extractos de proteinas totales, solubles e insolubles de
promastigotes de L. braziliensis. Los extractos totales se prepararon de 2 maneras: 1-
Resuspension de pardsitos en buffer de carga 1X para SDS-PAGE (Extracto total SDS).
2- Resuspension de parasitos en buffer de lisis con Tritdn X-100 (Extracto total Tritén X-
100). Los extractos solubles se obtuvieron al centrifugar (12000 rpm por 5 min a 4°C) la
resuspension celular de parasitos en buffer de lisis con Tritébn X-100. El sobrenadante y

precipitado obtenidos se denominaron Fraccion soluble e insoluble, respectivamente.
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Los 3 extractos mencionados (totales, solubles e insolubles) se analizaron mediante
Western blot empleando los anticuerpos anti His-LbNMNAT. Inesperadamente, se detecto
de manera especifica una sefal intensa de ~ 22 kDa (Figura 6-26), 12 kDa menos que el
peso molecular teérico de la proteina LONMNAT (33,7 kDa). La sefial de ~ 22 kDa se
observé tanto en fracciones solubles como insolubles del parésito (Figura 6-27).
Adicionalmente, los ensayos de Western blot efectuados sobre Extractos solubles de
diferentes especies de Leishmania, no solo del Nuevo sino del Viejo Mundo, revelaron la

misma sefial de ~ 22 kDa (Figura 6-28).

Con el objetivo de validar la sefial detectada con los anticuerpos anti His-LoNMNAT
generados en raton, se ejecutaron ensayos de Western blot utilizando otros anticuerpos
producidos en nuestro grupo de investigacion: 1. Anticuerpos policlonales anti His-
LbNMNAT generados en modelos aviares (IgYs). 2. Anticuerpos policlonales contra la

proteina recombinante NMNAT de Trypanosoma cruzi (His-TcCNMNAT).

Al emplear los anticuerpos anti His-LbNMNAT aviares sobre Extractos totales SDS de
promastigotes de L. braziliensis, se observé la misma sefal de ~ 22 kDa detectada con
los anticuerpos de ratén (Figura 6-29). Por su parte, los anticuerpos anti His-TCNMNAT
reconocieron tanto la proteina recombinante control His-LboNMNAT asi como la sefial de ~
22 kDa en el extracto de proteinas del parasito (Figura 6-30). Teniendo en cuenta el alto
porcentaje de identidad entre las proteinas LoONMNAT y TcNMNAT (40%), este ultimo
resultado sugiere que la sefial detectada de ~ 22 kDa, podria corresponder a la NMNAT

endogena de L. braziliensis.

Figura 6-26: Evaluacion de diferentes extractos proteicos totales de promastigotes de L.
braziliensis. Carriles 1 y 2: Extracto total SDS (1x10’ parasitos) y Extracto total Tritén X-
100 (1x10’ parésitos), respectivamente. A. SDS-PAGE 10%. Proteinas visualizadas con
azul Coomassie. Las inmunodetecciones se realizaron sobre membranas PVDF
empleando los siguientes anticuerpos: B. Anti His-LobNMNAT (1:3000). C. Suero no
relacionado (1:1000). Sistema de revelado con Luminol. M, marcador de peso molecular
en kDa. Las flechas azules indican productos de degradacion o reconocimientos

inespecificos.
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Figura 6-27: Evaluacion de fracciones proteicas solubles e insolubles de promastigotes
de L. braziliensis. Carriles 1 y 2: Fracciéon soluble (10 pg) y Fraccion insoluble,
respectivamente. A. SDS-PAGE 10%. Proteinas visualizadas con azul Coomassie. Las
inmunodetecciones se realizaron sobre membranas PVDF empleando los siguientes
anticuerpos: B. Anti His-LbNMNAT (1:3000). C. Suero no relacionado (1:1000). Sistema

de revelado con Luminol. M, marcador de peso molecular en kDa.
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Figura 6-28: Ensayos de inmunodeteccidn sobre promastigotes de diferentes especies
del género Leishmania. Carriles 1-3: Fracciones solubles (10 pg) de L. braziliensis, L.
major y L. mexicana, respectivamente. A. SDS-PAGE 10%. Proteinas visualizadas con
azul Coomassie. B. La inmunodetecciéon se realiz6 sobre membranas de nitrocelulosa
empleando los anticuerpos anti His-LbNMNAT (1:3000). El revelado de las membranas se
realiz6 empleando Luminol. M, marcador de peso molecular en kDa. Las flechas azules

indican productos de degradacion o reconocimientos inespecificos.
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Figura 6-29: Ensayos de inmunodeteccion utilizando diferentes anticuerpos sobre
extractos totales de promastigotes de L. braziliensis. Carriles 1 y 2: Extracto total SDS
(2x107 paréasitos) y proteina His-LbNMNAT (1 pg), respectivamente. A. SDS-PAGE 12%.
Proteinas visualizadas con azul Coomassie. Las inmunodetecciones se realizaron sobre
membranas PVDF empleando los siguientes anticuerpos: B. Anti-6xHis (1:4000). C. Anti
His-LbNMNAT de rat6n (1:2000). D. Suero no relacionado de ratén (1:1000). E. Anti His-
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LbNMNAT de ave (1:500). F. Suero no relacionado de ave (1:50). Sistema de revelado
con peroxidasa. M, marcador de peso molecular en kDa. La flecha azul indica un producto

de degradacion o un reconocimiento inespecifico.
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Finalmente, se separaron extractos solubles de promastigotes de L. braziliensis mediante
electroforesis bidimensional (2DE), realizando tinciones con nitrato de plata y
reconocimientos paralelos mediante Western blot con los anticuerpos anti His-LbNMNAT
de ratén. Esta nueva estrategia electroforética permitié reconocer, una vez mas, la sefial
de ~ 22 kDa y brind6 informacion sobre el pl de la misma, que se ubicé hacia la zona de

valores de pH acidos (Figura 6-31).

Figura 6-30: Deteccion de la proteina “LbNMNAT” empleando anticuerpos anti His-
TcNMNAT. Carriles 1-3: Fraccion soluble (~20-40 ug), proteinas His-LbNMNAT (37 kDa,
200 ng) e His-TcNMNAT (36 kDa, 200 ng), respectivamente. A. SDS-PAGE 12%.

Proteinas visualizadas con azul Coomassie. Las inmunodetecciones se realizaron sobre
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membranas PVDF empleando los siguientes anticuerpos: B. Anti His-LbNMNAT (1:2000).
C. Anti His-TcNMNAT (1:2000). D. Suero no relacionado (1:2000). Sistema de revelado
con fosfatasa alcalina. M, marcador de peso molecular en kDa.
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Figura 6-31: Evaluacion del extracto soluble de proteinas de promastigotes de L.
braziliensis mediante electroforesis 2D y Western blot. Aproximadamente 30 ug del
extracto soluble de proteinas de L. braziliensis se separaron mediante punto isoeléctrico
en un gradiente no lineal de pH (3-10) y SDS-PAGE 12%. A. Proteinas visualizadas con
nitrato de plata. B. Deteccion paralela mediante Western blot con los anticuerpos anti His-
LbNMNAT sobre membranas de nitrocelulosa. Sistema de revelado con Luminol. M, mar-
cador pretefiido de peso molecular en kDa.
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En vista de los resultados de inmunodeteccién de una sefial persistente de ~ 22 kDa, se
realizé un ensayo adicional: la generacién de un nuevo anticuerpo anti His-LbNMNAT en

ratones. En esta ocasion, se utilizé como antigeno la proteina His-LbNMNAT proveniente
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de procesos de solubilizacion de Cl y purificacion desde SDS-PAGE preparativo (Figura
6-32). En términos generales, se empled un antigeno mas puro en comparacion con el
antigeno empleado para la generacidon de los anticuerpos anti His-LbNMNAT iniciales
(Figura 6-22).

Figura 6-32: Aislamiento del antigeno His-LbONMNAT a partir de Cl y SDS-PAGE
preparativo. La fraccidn insoluble resultante del aislamiento, solubilizacion y didlisis de los
Cl de la proteina recombinante His-LONMNAT se separ6é mediante SDS-PAGE
preparativo. Desde este gel se cortaron 3 bandas alrededor del tamafio molecular de la
proteina His-LbNMNAT, las cuales se utilizaron para eluir las proteinas que contenian.
Los eluidos obtenidos de las 3 bandas (carriles 1-3) se analizaron mediante SDS-PAGE
10%. La estrella roja indica productos de degradacion de la proteina His-LbNMNAT en los
eluidos provenientes de la banda 3. Esta Ultima muestra se emple6 para la inoculacion de
nuevos ratones BALB/C. Las proteinas se visualizaron con azul Coomassie. M, marcador
de peso molecular en kDa. a purificacion de este nuevo antigeno se realizé6 como parte de
las actividades de entrenamiento en el Laboratorio, del estudiante de maestria Andrés

Herrera.
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El nuevo anticuerpo generado se purificé mediante métodos de afinidad [110] empleando
la proteina His-LbNMNAT inmovilizada en membranas de nitrocelulosa. El anticuerpo

purificado se utilizé para realizar ensayos de Western blot sobre Extractos totales SDS de
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promastigotes de L. braziliensis, en los cuales se detect6 la sefial de ~ 22 kDa, tal como
se observé con los anticuerpos anti His-LbNMNAT iniciales. Adicionalmente, se detectd
una banda inespecifica de 66 kDa en este nuevo experimento (Figura 6-33). Atribuimos
esta inespecificidad al sistema de revelado, dado que el analisis de una membrana control

en la que se empled Gnicamente anticuerpo secundario, generé la misma sefial.

En conjunto y de manera recurrente, los experimentos de inmunodeteccién mediante
Western blot, revelaron una banda de menor peso molecular al esperado (~ 22 vs 33,7
kDa) no solo en diferentes tipos de extractos proteicos, sino en distintas especies de

Leishmania, empleando diversos anticuerpos dirigidos contra la proteina NMNAT.

Figura 6-33: Deteccion de la proteina “LbNMNAT” empleando los nuevos anticuerpos
anti His-LbNMNAT. Carril 1: Extracto total SDS (2x10’ parésitos) de promastigotes de L.
braziliensis. A. SDS-PAGE 12%. Proteinas visualizadas con azul Coomassie. Las
inmunodetecciones se realizaron sobre membranas PVDF empleando los siguientes
anticuerpos: B. Anti His-LbONMNAT nuevos (1:4000). C. Suero no relacionado (1:1000). D.
Sin anticuerpo primario. Esté ultimo ensayo indica que la proteina de 66 kDa corresponde
a un producto inespecifico detectado por el anticuerpo secundario anti ratén biotinilado.

Sistema de revelado con fosfatasa alcalina. M, marcador de peso molecular en kDa.
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6.5.3. Ensayos de inmunoprecipitacion de la banda de 22 kDay

analisis por espectrometria de masas (MS)

Con el &nimo de confirmar definitivamente la identidad de la sefial de ~ 22 kDa, se
realizaron ensayos de inmunoprecipitacién utilizando los nuevos anticuerpos anti His-
LbNMNAT. La estandarizacion de este experimento permitid la inmunoprecipitacion de
bandas de ~ 22 y 37 kDa (Figura 6-34). Esta ultima banda corresponde, probablemente, a
la proteina His-LbNMNAT empleada para la purificacion del nuevo anticuerpo anti His-
LbNMNAT que es eluida desde la membrana de nitrocelulosa junto con el anticuerpo de
interés. Ambas bandas se extrajeron desde el SDS-PAGE y se enviaron para analisis
mediante MALDI-TOF MS/MS. Actualmente, dicho estudio esta en curso y de ser posible,
los resultados generados se describirdn en la sustentacion oral del presente trabajo de

investigacion.

Figura 6-34: Inmuno-precipitacion de la proteina “LbNMNAT” empleando los nuevos
anticuerpos anti His-LbNMNAT. Carriles 1 y 2: inmuno-precipitados realizados con el
suero no relacionado y el nuevo anticuerpo anti His-LbNMNAT, respectivamente. A. SDS-
PAGE 15%. Las flechas rojas indican las dos bandas (37 y 22 kDa) que se enviaron para
analisis de MS. B. SDS-PAGE 15% después de la extraccion de las bandas de interés.
Proteinas visualizadas con azul Coomassie coloidal (G-250). M, marcador de peso

molecular en kDa.
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6.5.4. Inmunodeteccion de la proteina “LbNMNAT” mediante

inmunofluorescencia

La localizaciébn subcelular de la proteina “LbNMNAT” se estudi6 mediante
inmunofluorescencia indirecta utilizando los anticuerpos anti His-LbNMNAT iniciales y el
anticuerpo secundario anti ratébn acoplado a Alexa 488, sobre promastigotes de L.
braziliensis. Este ensayo revel6 un patrén de localizacion citosélica de la proteina
“LbNMNAT". Evidentemente, dicha proteina exhibe una localizacion extra-nuclear y
algunas zonas del citoplasma presentan una fluorescencia mas intensa que otras,
indicando la acumulacién de la proteina “LbONMNAT” en sitios particulares del citoplasma
(Figura 6-35). Ninguna sefial se detectdé con los anticuerpos no relacionados (Figura 6-
36).

Figura 6-35: Localizacién subcelular de la proteina LbONMNAT en promastigotes de L.
braziliensis. A. Para la deteccion de la proteina LONMNAT se emplearon los anticuerpos
anti His-LbNMNAT (1:1000) y el anticuerpo secundario anti raton conjugado a Alexa 488
(1:2000). Se muestran tres campos Opticos diferentes. DAPI indica la localizacién del ADN
en el ndcleo y la mitocondria (cinetoplasto). Imagenes DIC, escala= 10 um. B. Campo
ampliado de muestras tratadas con los anticuerpos anti His-LboNMNAT (1:1000). Las
imagenes se obtuvieron empleando el microscopio Nikon Eclipse C1 Plus y el Software
EZ-C1.

DIC

DAPI Anti His-LbNMNAT Sobre-posicion
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Figura 6-36: Ensayo de inmunofluorescencia sobre promastigotes de L. braziliensis
empleando el suero no relacionado. A. Inmunodeteccion realizada con el suero no
relacionado (1:1000) y el anticuerpo secundario anti raton conjugado a Alexa 488
(1:1000). Se muestran tres campos Opticos diferentes. DAPI indica la localizacion del ADN
en el ndcleo y la mitocondria (cinetoplasto). Imagenes DIC, escala= 10 um. B. Campo
ampliado de muestras tratadas con el suero no relacionado (1:1000). Las imagenes se

obtuvieron empleando el microscopio Nikon Eclipse C1 Plus y el Software EZ-C1.

DIC DAPI Suero no relacionado Sobre-posicion
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Como se describié con anterioridad, en el presente estudio se produjeron dos tipos de
anticuerpos anti His-LbNMNAT. La diferencia entre estos anticuerpos radica en el
procesamiento del antigeno empleado para inocular los ratones. Inicialmente, se inocul6
la proteina His-LbNMNAT proveniente de Cl. Luego, la misma proteina se aislé no sélo
desde ClI sino desde SDS-PAGE preparativo, lo cual generd un antigeno alin mas puro.
En ambos casos, la proteina inoculada se encontraba desnaturalizada. Teniendo en
cuenta que en los ensayos de inmunofluorescencia se aplica un paso de fijacion con
paraformaldehido, el cual conserva la estructura molecular de las componentes proteicos
celulares, se generd un anticuerpo adicional. Especificamente, se inocularon ratones con
la proteina His-LbNMNAT nativa y purificada de manera parcial mediante el protocolo
IMAC (Figura 6-5 A).
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La implementacién de este nuevo anticuerpo (denominado “anti His-LbNMNAT nativo”) en
ensayos de Western blot sobre extractos de proteinas del pardasito, no revel6 sefial alguna
(datos no mostrados). No obstante, al utilizar este anticuerpo en ensayos de
inmunofluorescencia indirecta sobre promastigotes de L. braziliensis, se observé el mismo
patrén de localizacion citosoélica detectado por el anticuerpo anti His-LbNMNAT inicial
(Figura 6-37). Este resultado sugiere que los anticuerpos anti His-LbONMNAT nativos
reconocen epitopes estructurales presentes en la proteina “LbNMNAT” fijada en el ensayo

de inmunofluorescencia, los cuales se desnaturalizan en el ensayo de Western blot.

Figura 6-37: Localizacién subcelular de la proteina LbONMNAT en promastigotes de L.
braziliensis empleando los anticuerpos anti His-LbONMNAT nativos. A. Para la deteccion
de la proteina LONMNAT se emplearon los anticuerpos anti His-LbNMNAT nativos (1:250)
y el anticuerpo secundario anti ratén conjugado a Alexa 488 (1:1000). Se muestran tres
campos opticos diferentes. DAPI indica la localizacién del ADN en el ndcleo y la
mitocondria (cinetoplasto). Iméagenes DIC, escala= 10 wm. B. Campo ampliado de
muestras tratadas con los anticuerpos anti His-LboONMNAT nativos (1:250). Las imagenes

se obtuvieron empleando el microscopio Nikon Eclipse C1 Plus y el Software EZ-C1.

Anti His-LbNMNAT
DIC DAPI nativo Sobre-posicién
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Por otra parte, los anticuerpos policlonales anti His-TcNMNAT, que detectaron la proteina
“LbNMNAT” en ensayos de Western blot, confirmaron la localizacién citosélica de la

proteina bajo estudio (Figura 6-38).

Figura 6-38: Localizacion subcelular de la proteina LONMNAT en promastigotes de L.
braziliensis empleando los anticuerpos anti His-TcCNMNAT. A. Para la deteccion de la
proteina LbONMNAT se emplearon los anticuerpos anti His-TcCNMNAT (1:250) y el
anticuerpo secundario anti ratén conjugado a Alexa 488 (1:1000). Se muestran tres
campos opticos diferentes. DAPI indica la localizacién del ADN en el ndcleo y la
mitocondria (cinetoplasto). Iméagenes DIC, escala= 10 wm. B. Campo ampliado de
muestras tratadas con los anticuerpos anti His-TcCNMNAT nativos (1:250). Las imagenes

se obtuvieron empleando el microscopio Nikon Eclipse C1 Plus y el Software EZ-C1.
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Como se indicoé en la Tabla 6-8, las tres herramientas bioinformaticas utilizadas para
predecir la localizaciéon subcelular de la proteina LONMNAT, sugirieron una localizacion
mitocondrial de la misma. Para confirmar estas observaciones computacionales, se
realizaron estudios de co-localizacién empleando la sonda mitocondrial Mitotracker.
Dichos estudios no revelaron sobrelapamiento entre la proteina “NMNAT” y la mitocondria
en diferentes especies del parasito (Figura 6-39). En resumen, la estrategia experimental
implementada para determinar la localizacién subcelular de la proteina LbNMNAT
endogena, reveld una localizaciéon citosolica de la proteina bajo estudio en la fase movil

del parasito.

Figura 6-39: Localizacién subcelular de la proteina LbNMNAT en promastigotes de
Leishmania del Viejo y Nuevo Mundo. Para la deteccién de la proteina LONMNAT se
emplearon los anticuerpos anti His-LoNMNAT (1:1000) y el anticuerpo secundario anti
ratén conjugado a Cy2 (1:1000). DAPI indica la localizacién del ADN en el nicleo y la
mitocondria (cinetoplasto). Mitotracker indica la disposicion de la mitocondria de los
parasitos. Las imagenes se obtuvieron empleando el microscopio Nikon Eclipse C1 Plus y
el Software EZ-C1.
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6.5.5. Deteccion de la proteina recombinante LONMNAT-GFP en

L. major L. braziliensis

L. mexicana

promastigotes

Para confirmar la localizacién subcelular de la proteina LONMNAT en el parasito, se
realizé la expresion del transgen Ibnmnat-gfp en promastigotes de L. braziliensis. Esta
aproximacion experimental implico la construccion de un plasmido recombinante para la
expresion del transgen mencionado en el parasito (Figura 6-40). El plasmido construido,
denominado pSP72RanecalbNMNAT-GFP (Anexo B), se utiliz6 para transfectar
promastigotes de L. braziliensis, los cuales se seleccionaron en medios suplementados

con geneticina G418.

Figura 6-40: Construccion del vector recombinante pSP72RaneoalLbNMNAT-GFP. A.
Amplificacion del fragmento lbnmnat (936 pb) (1) mediante PCR empleando el plasmido
PQE30-LbNMNAT como plantilla y los oligonucle6tidos pSP72 (Tabla 5-1). El producto
amplificado se purificé desde el gel y se ligd con el vector de clonacién pGEMT-Easy. La
reaccion de ligacion se emple6 para transformar células E. coli TOP 10. Gel de agarosa

1% (P/V) tratado con bromuro de etidio (Figuras A-E y G). M, marcador de peso molecular
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en pares de bases (pb) (Figuras A-G). B. Analisis mediante PCR de colonia (9 colonias
TOP 10) (1-9). +: control positivo (vector pQE30-LbNMNAT como plantilla), -: control
negativo (agua como plantilla). C. El pldsmido recombinante pGEMT-Easy-LbNMNAT de
1 de las colonias obtenidas se extrajo mediante lisis alcalina y se sometié a ensayos de
digestién con la enzima de restriccion Xbal. Plasmido sin digerir (1) y digerido (2). El
fragmento Ibnmnat liberado se purificé desde el gel. D. Fragmento Ibnmnat purificado (1) y
plasmido pSP72 previamente digerido con la enzima de restriccion Xbal (2). Estas
muestras se ligaron y la reaccién de ligacién se empleé para transformar células E. coli
TOP 10. E. Analisis mediante PCR de colonia (9 colonias TOP 10) (1-9). +: control
positivo (vector pGEMT-Easy-LbNMNAT como plantilla), -: control negativo (agua como
plantilla). F. Doble digestion tedrica del plasmido recombinante pSP72RaneocoLbNMNAT-
GFP con las enzimas de restriccién HinDIlIl y BamHI (1). Se muestra la digestion tetrica
del vector pSP72 vacio o con el inserto lbnmnat en la direccién incorrecta y correcta (dado
que se empled unicamente la enzima Xbal en la estrategia de clonacion, el inserto puede
ligarse en cualquiera de las dos posiciones posibles). Simulacion generada con el
programa NEBcutter V2.0 [124]. G. Los plasmidos recombinantes
pSP72RaneocoLbNMNAT-GFP de 2 de las colonias TOP 10 obtenidas se extrajeron
mediante lisis alcalina y se sometieron a ensayos de doble digestion con las enzimas de
restriccion HinDIIl y BamHI. Plasmido vacio sin digerir (1) y digerido (2). Plasmido
recombinante 1 digerido (3), pldsmido recombinante 2 digerido (4). Estos resultados
indican que el plasmido recombinante 1 contiene el inserto en la direccidn incorrecta a
diferencia del plasmido recombinante 2. Este ultimo pldsmido se analizé mediante

secuenciamiento y su mapa se indica en el Anexo B.
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Los extractos de proteinas de los parasitos seleccionados se analizaron mediante
Western blot empleando el sistema de revelado con peroxidasa. Estos analisis permitieron
verificar la expresion de la proteina recombinante LONMNAT-GFP en las lineas celulares
transfectadas, debido al peso molecular de la banda detectada (60 kDa). La suma de los
pesos moleculares de GFP (27 kDa) y LbNMNAT (33,7 kDa) corresponde al peso

molecular de la banda observada (Figura 6-41).

Al repetir los analisis anteriores empleando un sistema de revelado mas sensible
(anticuerpos secundarios conjugados con biotina y estreptavidina conjugada con fosfatasa
alcalina), se observo la banda de ~ 22 y 60 kDa en la linea celular transfectada con el
vector recombinante, junto con bandas adicionales de menor peso molecular (Figura 6-41
D y E). Probablemente, estas sefiales proceden de la proteina recombinante LONMNAT-
GFP y GFP, que pueden ser blanco de mecanismos de procesamiento o degradacion

proteica.

Figura 6-41: Expresiéon de la proteina LONMNAT-GFP en promastigotes de L.
braziliensis. Carriles 1-3: Fraccién soluble (~120 ug) de promastigotes de L. braziliensis no
transfectados, transfectados con el vector vacio pSP72 o el vector
pSP72RaneocalLbNMNAT-GFP, respectivamente. A. SDS-PAGE 12%. Proteinas
visualizadas con azul Coomassie. M, marcador de peso molecular en kDa. Las muestras

se transfirieron hacia membranas PVDF y se realizaron inmunodetecciones con los
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siguientes anticuerpos primarios: B y D. Anti GFP (1:1000). C y E. Anti His-LbONMNAT
(1:2000). Sistema de revelado con peroxidasa: B y C. Sistema de revelado con fosfatasa
alcalina: D y E. Los rombos (¢) y la cruz (+) indican posibles productos de procesamiento
o degradacién de la proteina recombinante LONMNAT-GFP y GFP, respectivamente. La

estrella (%) indica reconocimientos inespecificos debidos al sistema de deteccion

empleado.
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En términos de localizacion subcelular, la observacion directa de la fluorescencia de la
proteina recombinante LbNMNAT-GFP en los parasitos transfectados, indicé el mismo
patron de localizacion citosolico observado para la proteina endogena LoNMNAT (Figura
6-42 A). Sin embargo, la zona correspondiente al ndcleo no se distingue con facilidad.

Este resultado se debe, posiblemente, a la expresién constitutiva de la proteina
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De manera adicional, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia indirecta empleando
anticuerpos anti-GFP sobre promastigotes transfectados. Estos ensayos generaron
resultados consistentes: una localizacion citosélica para la proteina LONMNAT-GFP y una

acumulacion local de la misma en sitios particulares del citoplasma (Figura 6-42 B).

Figura 6-42: Localizacién subcelular de la proteina LONMNAT-GFP en promastigotes de
L. braziliensis. A. La localizacién de la proteina LONMNAT-GFP se visualizé observando
directamente la fluorescencia de GFP en las distintas lineas celulares. Se muestran dos
campos oOpticos diferentes por cada linea celular. B. Adicionalmente, se realiz0
inmunofluorescencia indirecta empleando el anticuerpo primario anti GFP (1:250) y el
anticuerpo secundario anti conejo conjugado a Alexa 488 (1:1000). DAPI indica la
localizaciéon del ADN en el ndcleo y la mitocondria (cinetoplasto). Las imagenes se

obtuvieron empleando el microscopio Nikon Eclipse C1 Plus y el Software EZ-C1.
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Vector
No transfectados Vector vacio recombinante

Anti GFP/ DAPI

6.5.6. Deteccion de la proteina recombinante LONMNAT-GFP en

amastigotes

Con el propdsito de realizar una aproximacion al estudio de la localizacion subcelular de la
proteina LONMNAT en amastigotes del parasito, se establecieron ensayos de infeccion in
vitro de macréfagos murinos (J774) con promastigotes transfectados. La observacion
directa de la fluorescencia de la proteina recombinante LONMNAT-GFP en los cultivos

celulares indico lo siguiente:

1. Lainfeccion efectiva de los macréfagos debido a que los parasitos se encontraban

al interior de los mismos (Figura 6-43 A).

2. Ladiferenciacién morfoldgica de los parasitos dado que presentaban la morfologia

tipica, redondeada y de flagelo retraido, de amastigotes (Figura 6-43 B).

3. Probablemente, un patrén de localizacién citosdlico de la proteina enddgena

LbNMNAT, tal como se observé en los promastigotes (Figura 6-43 B).
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Tomados en conjunto, los resultados de expresion de la proteina recombinante
LbNMNAT-GFP en el parésito, indicaron una localizacién citosélica de la misma en la fase

movil e intracelular de L. braziliensis.

Figura 6-43: Localizacién subcelular de la proteina LONMNAT-GFP en amastigotes
intracelulares de L. braziliensis. A. Se establecieron ensayos de infeccién in vitro de
macréfagos murinos con promastigotes de L. braziliensis. Se utilizaron parasitos sin
transfectar y transfectados con el vector pSP72 vacio o el vector recombinante
pSP72RaneocaLbNMNAT-GFP. La localizacion de la proteina LONMNAT-GFP se visualizo
observando la fluorescencia directa de GFP en las distintas lineas celulares a las 30 horas
post-infeccién. B. Se muestran diferentes campos ampliados de la infeccién realizada con
los parasitos que expresan la proteina LbNMNAT-GFP. Las imagenes se obtuvieron
empleando el microscopio Nikon Eclipse C1 Plus. C. Se indica el patron de localizacion de
proteinas extra-nucleares en amastigotes intracelulares (panel superior) o axénicos (panel
inferior) de L. mexicana. La ausencia de fluorescencia en el centro de la célula se

relaciona con la posicion del nucleo. Imagen tomada de [141].
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6.6. Efecto delecional de inserciones exclusivas de la
proteina LONMNAT.

Con el propésito de identificar dominios exclusivos en la proteina LONMNAT, se analiz6 su
estructura primaria mediante un alineamiento mdultiple generado con los ORFs de las
NMNATS hipotéticas de diferentes especies de Leishmania y de las iso-enzimas humanas
(Figura 6-44).

El analisis de este alineamiento multiple confirmé la presencia de los motivos conservados
de unién a ATP y la existencia de 5 inserciones exclusivas en las NMNATs de los
parasitos (Insercion 1: residuos 9-43, insercion 2: residuos 206-213, insercion 3: residuos
241-249, insercién 4: residuos 267-271, insercion 5: residuos 278-284). Analisis
adicionales empleando la herramienta BLASTP, indicaron que las inserciones exclusivas
identificadas, no se encuentran en ninguna de las proteinas humanas depositadas en el
GeneBank. Al realizar los alineamientos multiples con los algoritmos MUSCLE, ClustalW y

ClustalO, se obtuvieron resultados similares (datos no mostrados).

La existencia de inserciones exclusivas en las NMNATs de los pardsitos, se podria
relacionar con procesos de regulacion funcional. En concordancia, el analisis
bioinformatico de dichas inserciones con los predictores de fosforilacion NetPhos 2.0 y
GPS 2.0 [142, 143], sugirio la posible fosforilacién de 13 residuos: tirosinas 9 y 90, serinas
29, 35, 69, 158, 210, 212, 250 y treoninas 13, 30, 38 y 255. De estos residuos, seis (Y9,
T13, 30, 30, S29, 35) se encuentran en la insercion 1, dos (S210, 212) en la insercién 2 y
uno (S250) adyacente a la insercién 3 de la proteina LONMNAT (Figura 6-44).

Experimentalmente, se estudid el efecto delecional de las inserciones 1 y 3 sobre la
actividad enzimatica de las respectivas proteinas recombinantes His-LbNMNATA1-43 e
His-LbNMNATA241-249. Se eligieron estas inserciones porque presentan la mayor
longitud (nimero de residuos). La obtencion de estas proteinas se logr6 mediante
herramientas de biologia molecular que permitieron construir los plasmidos de expresion
PET100-LbNMNATA1-43 y pQE30LbNMNATA241-249 (Anexos C y D).
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Figura 6-44: Alineamiento multiple de proteinas de la NMNAT de diferentes especies de
Leishmania y las iso-enzimas humanas HsSNMNAT1-3. En naranja se indican las 5
inserciones exclusivas en las NMNATs de Leishmania. En azul se indican los motivos
conservados de unién a ATP previamente reportados [55]. Las P rojas indican posibles
residuos sujetos a fosforilacion. El porcentaje de identidad entre las secuencias es
proporcional a la altura de las barras grises. El alineamiento se generd con el programa
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A continuacion, se describiran los resultados del estudio de las proteinas delecionadas
generadas. Con relacion a la proteina His-LbNMNATA1-43 (35,3 kDa), su expresion se
indujo en el sistema de co-expresion con chaperonas desde el vector pET100. Este
sistema generd la proteina recombinante de interés en la fraccién soluble, a partir de la

cual se realiz6 la purificaciéon correspondiente mediante IMAC (Figura 6-45).

De manera interesante, los ensayos enzimaticos acoplados y directos, indicaron una
reduccién drastica de la actividad catalitica de la proteina His-LboNMNATA1-43 con

respecto a la proteina completa His-LbNMNAT (Figura 6-46). Esta evidencia revela que la
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insercion exclusiva de la regién amino terminal de la NMNAT de L. braziliensis es
necesaria para la funcion enzimética in vitro de la misma. Con el propésito de identificar
las regiones exactas indispensables para la actividad enzimatica de la proteina LONMNAT
en la insercidn mencionada, actualmente se estdn generando deleciones cortas dentro de

la misma.

Figura 6-45: Purificacion de la proteina recombinante His-LbNMNATA1-43 mediante
IMAC. A. Esquema de la proteina His-LboONMNAT completa (Wild Type, WT) e His-
LbNMNATA1-43. B. La purificacion de la proteina His-LbNMNATA1-43 se realiz6 a partir
de la fraccién soluble del sistema de co-expresion con chaperonas moleculares. Fraccién
soluble de partida (1), proteinas no enlazadas (2), eluido (3). SDS-PAGE 12%. Las
proteinas se visualizaron con azul Coomassie. M, marcador de peso molecular en kDa.
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Figura 6-46: La insercion amino terminal de la proteina His-LbNMNATA1-43 es

necesaria para su actividad enzimética in vitro. A. La sintesis de NAD" por parte de la
proteina His-LbNMNATA1-43 se analiz6 mediante ensayos enzimaticos acoplados,
utilizando como control positivo la proteina completa His-LbNMNAT. Los datos se
presentan como el promedio + la desviacion estdndar (n=3). B. Adicionalmente, se
ejecutaron ensayos enzimaticos directos cuyos resultados se analizaron mediante RP-
HPLC. Los paneles 1 y 2 indican las reacciones respectivas ejecutadas con las proteinas
His-LbNMNAT Wt e His-LbNMNATA1-43. Se utilizaron cantidades similares de las
proteinas en los ensayos enzimaticos (Inserto del panel 1). Las proteinas se analizaron
mediante Western blot empleando el anticuerpo primario anti-6xHis y el sistema de

revelado con peroxidasa. M, marcador de peso molecular en kDa.
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La delecién A1-43 se genero cerca del motivo de union a ATP localizado en los residuos
56-59 (Figura 6-44). Probablemente, la proximidad de esta delecién afecta el plegamiento
de dicho motivo, explicando la reduccion de la actividad enzimética de la proteina His-
LbNMNATAL-43. Por esta razdn, se generaron modelos tridimensionales predictivos de
las proteinas LONMNAT y LboNMNATA1-43, examinando el efecto de la delecion generada
sobre el plegamiento del motivo de unién a ATP. Estos modelos no solo presentan
diferencias estructurales entre si, sino que las cadenas laterales de los residuos
involucrados en la interaccion con el ATP (H56, 59, S256, R261) varian su disposicion

espacial con la delecién generada (Figura 6-47).
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Figura 6-47: Modelos predictivos generados mediante el método de hilvanado para las
proteinas His-LboONMNAT e His-LbNMNATA1-43. A. Sobre-posicion de los modelos His-
LbNMNAT (ocre) e His-LbNMNATA1-43 (azul). En azul oscuro se indican los motivos de
union a ATP. B. Las cadenas laterales de los residuos involucrados en la interaccién con
el ATP (H56 y 59, S256 y R261) presentan disposiciones espaciales diferentes entre los
modelos. En rojo y azul se indican las cadenas laterales de los residuos en mencién de la
proteina His-LboNMNAT e His-LbNMNATA1-43, respectivamente. La nomenclatura de los
residuos se realiz6 tomando como referencia la proteina His-LbNMNAT. Imagenes

generadas con el programa UCSF Chimera [73].

Con el objetivo de evaluar el efecto de la delecion Al1-43 sobre la organizacion
oligomérica de la proteina recombinante respectiva, se realiz6 una aproximacién al
estudio de la estructura cuaternaria de la proteina His-LbNMNATA1-43 por graficos de
Ferguson. Inicialmente, se observaron 4 bandas de diferente peso molecular para la
proteina delecionada mediante electroforesis bajo condiciones nativas y Western blot,
empleando el anticuerpo primario anti-6xHis (Figura 6-48). La proteina completa His-
LbNMNAT también presenté 4 bandas de diferente peso molecular. Al comparar los
patrones observados para ambas proteinas (His-LoNMNAT vs His-LbNMNATA1-43), es
evidente que las bandas de la proteina delecionada presentan una mayor migracion en el
gel, lo que puede relacionarse con el menor nimero de amino4cidos en esta proteina (43

residuos menos en comparacion con la proteina completa).
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Figura 6-48: Analisis de las proteinas recombinantes His-LbNMNAT e His-LbNMNATA1-
43 nativas mediante PAGE y Western blot. A. Las proteinas His-LbNMNAT (2) e His-
LbNMNATAL1-43 (3) provenientes de purificacion IMAC se separaron electroforéticamente
en geles de poliacrilamida nativos 12 %. Como control, se carg6 la proteina anhidrasa
carbonica que establece estructuras cuaternarias (1). Las flechas negras y rojas indican
las 4 bandas observadas para la muestra His-LbNMNAT e His-LbNMNATA1-43,
respectivamente. Las proteinas se visualizaron con azul Coomassie. B. Adicionalmente,
las muestras se analizaron mediante Western blot utilizando el anticuerpo primario anti-
6xHis. Membrana PVDF. Los rombos negros y rojos corresponden a las 4 bandas

observadas en la Figura A. Sistema de revelado con peroxidasa.
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Los graficos de Ferguson generados para la proteina His-LbNMNATA1-43 revelaron

posibles organizaciones diméricas y triméricas, resultados similares a los observados para
la proteina His-LbNMNAT (Figura 6-49 y Tabla 6-11). En general, el estudio de la delecion
A1-43 indico que la insercion amino terminal observada en la NMNAT de L. braziliensis es
necesaria para la actividad catalitica in vitro de la misma. Adicionalmente, la delecion
generada parece no alterar la capacidad de la proteina recombinante His-LoNMNATA1-43

para establecer organizaciones oligoméricas.

Figura 6-49: Analisis de las proteinas recombinantes His-LbNMNAT e His-LbNMNATA1-

43 nativas mediante PAGE. A. Las proteinas patrén lactoalbimina (1), inhibidor de
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tripsina (2), anhidrasa carbdnica (3), ovoalbumina (4), BSA (5) y las proteinas His-
LbNMNAT (WT) e His-LbNMNATA1-43 (MUT) provenientes de la purificaciéon IMAC se
separaron en PAGEs de diferentes porcentajes de acrilamida. Se muestra Unicamente el
gel del 12%. Las flechas indican las 3 bandas estudiadas para la proteina His-
LbNMNATAL-43 junto con su nomenclatura. Las proteinas se visualizaron con azul
Coomassie. B. Determinacién de los coeficientes de retardo (K;) de las 3 bandas de la
proteina His-LbNMNATA1-43. El valor de K, se determiné a partir de la ecuacion de las
rectas indicadas.

1 2 3 4 5 WT MUT

0,0

-0,4

Log R,

—o-His-LbNMNATA1-43 Banda 1
-0,6 ~*-His-LbNMNATA1-43 Banda 2
—®-His-LbNMNATA1-43 Banda 3

-0,8 y=-0,0746x +0,4577 y=-0,0876x +0,4615 y=-0,1171x+0,6177

R%?=0,98271 R*=1 R*=0,99997

-1,0

Porcentaje de acrilamida

Tabla 6-11:
partir del grafico de Ferguson (figura 6-15).

Determinacion del tipo de oligbmero para la proteina His-LbNMNATA1-43 a

ﬁl;g-tfl;nl\?MNATAl—43 K. | -LogK, | LogMw | Mw MW/36 | OLIGOMERO
Banda 1 0,0746 1,13 1,72 52,51 1,49 Monoémero
Banda 2 0,0876 | 1,06 1,84 69,01 1,05 Dimero
Banda 3 01171 | 0,93 2,05 113,07 3,20 Trimero

Con relacion a la proteina His-LbNMNATA241-249 (37 kDa), su

expresion se indujo en el

sistema de expresion E. coli BL21 (DE3) desde el vector pQE30. Este sistema promovio la

acumulacién de la proteina recombinante en la fraccién insoluble (datos no mostrados).
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La alteracién de las condiciones de expresién como temperatura y sistemas bacterianos
de expresion (co-expresion con chaperonas moleculares y sistema Codon Plus (DE3)
RIL), no aumentaron la solubilidad de la proteina His-LbNMNATA241-249 (Figura 6-50).
Eventualmente, podria evaluarse la solubilidad de la proteina de interés cuando se
expresa desde otros vectores, tales como el vector pMAL, el cual genera proteinas

recombinantes fusionadas a la proteina soluble de unién a maltosa.

Figura 6-50: Expresion de la proteina recombinante His-LbNMNATA241-249 bajo
distintas condiciones experimentales. A. Mediante SDS-PAGE 10%, se analizaron las
fracciones solubles e insolubles de diferentes sistemas de expresién no transformados (-)
o transformados (+) con el plasmido pQE30-LbNMNATA241-249 e inducidos con IPTG a
24°C por distintos tiempos. Sistemas de expresion utilizados: Codon Plus (CP), co-
expresion con chaperonas (Ch). Las flechas rojas indican la acumulacion de la proteina
His-LbNMNATA241-249 en las fracciones insolubles de los distintos sistemas de
expresion. Las proteinas se visualizaron con azul Coomassie. B. Adicionalmente, las
muestras se analizaron mediante Western blot empleando el anticuerpo primario anti-

6xHis y el sistema de revelado con peroxidasa. M, marcador de peso molecular en kDa.
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La insolubilidad de la proteina His-LbNMNATA241-249 observada en el presente estudio,

puede relacionarse con cambios en sus perfiles de hidrofobicidad en comparacion con la

proteina completa His-LbNMNAT. El caracter hidrofébico de los residuos de los modelos
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LbNMNAT y LbNMNATA241-249 se indica en la Figura 6-51, mientras que los indices de
hidrofobicidad calculados con la herramienta ProtParam para ambas proteinas son:
His-LbNMNATA241-249=-0,07 y His-LbNMNAT=-0,15

El valor del indice de hidrofobicidad es directamente proporcional a la hidrofobicidad de la
proteina (proteinas hidrofébicas presentan indices mas positivos). Segin los valores
obtenidos, la proteina delecionada es 2 veces més hidrofobica con relacion a la proteina
completa. En este punto es necesario recordar que esta Ultima proteina se obtuvo en la
fraccion soluble del sistema E. coli BL21 (DE3) cuando se expresd desde el vector pQE30
a 24°C (Figura 6-2 B). Como referencia, la proteina His-HsSNMNAT1 expresada desde el
plasmido pQE30 es altamente soluble y su indice de hidrofobicidad es -0.647. Por su
parte, una proteina transmembranal insoluble (regulador transmembranal de
conductancia, NCBI: NP_000483.3) exhibe un indice de 0.024.

Figura 6-51: Carécter hidrofébico de los modelos LONMNAT y LoONMNATA241-249. La
hidrofobicidad de los residuos de aminoacidos en los modelos se asigné empleando la
escala de Kyte-Doolittle, en la cual: Residuos de color azul: residuos hidrofilicos. Residuos

de color rojo: residuos hidrofébicos.

i

LbNMNAT LbNMNATA?241-249
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6.7 Analisis de los niveles de expresidn genética de la
LoONMNAT

Con el animo de abordar un aspecto adicional del proceso biosintético del NAD en
Leishmania, se emprendieron experimentos para cuantificar el ARN mensajero (ARNm)
del gen Ibnmnat y la proteina correspondiente en el parasito. La medicion de los niveles
de transcripcién del ARNm se efectto implementando protocolos de extraccion de ARN
total, ensayos de amplificacién por PCR acoplados a Transcripcion Reversa (RT-PCR) y
PCR cuantitativo en Tiempo Real (RT-qPCR).

Por su parte, los niveles de la proteina LONMNAT se analizaron en extractos proteicos del
parasito por SDS-PAGE y Western blot utilizando los anticuerpos anti His-LbNMNAT. Las
mediciones se realizaron en promastigotes y amastigotes de L. braziliensis como se
planteé en los objetivos especificos del presente estudio. Adicionalmente, teniendo en
cuenta que el proceso de infeccién se caracteriza, entre otras cosas, por la exposicion
continua del parésito a estrés oxidativo, se analizaron los niveles de expresion genética

de la NMNAT en promastigotes tratados con peréxido de hidrégeno (H,05,).

Inicialmente, se realiz6 una aproximacion al estudio de los niveles de ARNm en
promastigotes mediante RT-PCR. La estrategia utilizada se basé en la comparacién del
area del producto de PCR del fragmento Ibnmnat con respecto al area correspondiente de
genes de referencia. Para esto, los productos de PCR se sometieron a electroforesis en

geles de agarosa y se cuantificaron por densitometria.

Como genes de referencia se utilizaron los genes y glutamil cisteina sintetasa (gshl), de
expresion constitutiva a lo largo del ciclo de vida de L. braziliensis e involucrado en la
sintesis de glutation, y el gen proteina antigeno de superficie (sap) que se expresa de
manera mayoritaria en amastigotes [144]. Los genes lbnmnat y sap presentaron valores
respectivos de area del producto de PCR del 45 y 29%, en relacién con el gen de

expresion constitutiva gshl (Tabla 6-12 y Figura 6-52).
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Tabla 6-12:  Cuantificacién por densitometria de los productos de PCR de diferentes

genes en promastigotes de L. braziliensis.

TRIPLICADO < . DESVIACION
TRANSCRITO BIOLOGICO AREA (UA%) PROMEDIO ESTANDAR
1 42083560
gamma glutamil
cisteina sintetasa 2 45136167
(gsh1) 41725486 3603087
3 37956731
1 10850468
proteina antigeno
de superficie 2 13777225 11895087 1633265
(sap)
3 11057569
1 21745125
Ibnmnat 2 21231782
18968620 4372020
3 13928953
Figura 6-52:  Expresion relativa del gen Ibnmnat con respecto a genes de referencia en

promastigotes de L. braziliensis. A. Los valores de area del producto de PCR registrados

en la Tabla 6-12 se graficaron para cada uno de los genes evaluados. Los datos se

presentan como el promedio + la desviacion estandar (n=3). B. Porcentaje relativo del

area del producto de PCR de cada gen con respecto al gen gshl, cuya area se fij6 en

100%.
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Extendiendo el andlisis de expresion a amastigotes de L. braziliensis, se realizaron

ensayos de infeccién in vitro, empleando el modelo de macréfagos murinos J744. EI ARN
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total de los macréfagos infectados se utilizé para sintetizar ADNc y ejecutar experimentos
de RT-PCR. Los genes bajo estudio (gshl, sap y lbnmnat) no se lograron amplificar
mediante esta estrategia. Por este motivo se implementd una técnica mas sensible, RT-
gPCR, para cuantificar el transcrito lonmnat. Como gen referencia se emple6 el gen de
expresion constitutiva 40s. Esta aproximacion permiti6 amplificar anicamente el gen de
referencia (Anexo H). De modo consecuente, se modificaron las condiciones del ensayo
para favorecer la amplificacion del fragmento de interés. Especificamente, se cambio la
cantidad de plantilla, la temperatura de anillamiento, la enzima de retro-transcripcion y el
tiempo post-infeccién en que se extrae el ARN total de los macréfagos infectados. A pesar

de estas variaciones, no se logré amplificar el fragmento Ibnmnat por la técnica RT-qPCR.

Probablemente, la estrategia experimental implementada en el presente trabajo para
cuantificar el transcrito lbnmnat en amastigotes de L. braziliensis, presenta baja
sensibilidad. En otros estudios se han utilizado plataformas tecnolégicas como RNA-Seq y
microarreglos de ADN para determinar el nivel de expresion transcripcional del gen nmnat
en diferentes especies del parésito tales como L. donovani, L. infantum y L. major [145,
146]. En dichos estudios, se han empleado amastigotes axénicos y amastigotes derivados
de lesiones generadas en ratones, en contraste con el modelo de infeccion in vitro
implementado en el presente trabajo. En todos los casos estudiados, se observaron
niveles de expresion similares del gen nmnat entre amastigotes (axénicos o derivados de

lesiones) y promastigotes (Figura 6-53).

Figura 6-53: Expresion del transcrito nmnat en L. infantum y L. major a través de
sus ciclos de vida. Comparacién mediante microarreglos de ADN de los perfiles de
expresion del ARNm de la nmnat entre: A. Amastigotes (AMA) intracelulares o axénicos
vs promastigotes (PRO) de L. infantum. B. Promastigotes prociclicos (P) vs amastigotes
derivados de lesiones de raton (A) o promastigotes metaciclicos (M) de L. major. (n=3).
Figuras tomadas de la base de datos TriTrypDB para los genes LinJ.17.1450 y
LmjF.17.1314.
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Por otra parte, el estudio de los niveles de expresion de la proteina LONMNAT se realizd
en promastigotes y amastigotes axénicos [113] de L. braziliensis. La obtencién de los
amastigotes axénicos se logré6 modificando las condiciones de temperatura y pH del
cultivo celular de los promastigotes. Estas modificaciones promovieron la diferenciacion in
vitro de los parasitos, generando formas celulares redondeadas y de flagelo retraido,

morfologia tipica del amastigote (Figura 6-54 A) [112].

El analisis de extractos proteicos totales por Western blot utilizando los anticuerpos anti
His-LbNMNAT, no revelé cambios drasticos en los niveles de la proteina LONMNAT (sefial
de ~ 22 kDa) entre los promastigotes y los amastigotes axénicos analizados (Figura 6-54
B y C). Este resultado es congruente con aquellos reportados a nivel del transcrito nmnat,
el cual es similar entre amastigotes axénicos y promastigotes de L. infantum (Figura 6-53
A).

Aunque Leishmania es un modelo de investigacién estudiado por numerosos grupos
alrededor del mundo, no existe un consenso acerca de las proteinas que puedan ser
empleadas como control de carga en las distintas especies y estadios del parasito.
Adicionalmente, no se dispone de anticuerpos comerciales para tal fin. Por esta razén, la
tincién del SDS-PAGE con azul Coomassie, se utiliz6 como control de carga para las
muestras evaluadas (amastigotes axénicos y promastigotes) en el presente trabajo. Este
método ha sido empleado en otros estudios [6, 141]. Algunos autores utilizan como

control de carga, la tincion de las membranas para Western blot con Ponceau S [147].

Figura 6-54: Los niveles de expresion de la proteina LONMNAT no varia drasticamente
entre promastigotes y amastigotes axénicos de L. braziliensis. A. Morfologia celular de los

promastigotes y amastigotes axénicos empleados en el experimento. Las imagenes se
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obtuvieron empleando el celular Samsung Galaxy S4. B. Extractos totales de proteinas de
~ 1x10’ promastigotes (Pro) y amastigotes axénicos (A. Ax) de L. braziliensis se
analizaron por SDS-PAGE 12%. Proteinas visualizadas con azul Coomassie. M, marcador
de peso molecular en kDa. C. Las inmunodetecciones se realizaron sobre membranas
PVDF empleando el anticuerpo primario anti His-LbNMNAT (1:1000) y el anticuerpo

secundario anti raton acoplado a HRP (1:1000). Sistema de revelado con peroxidasa.

Promastigotes Amastigotes axénicos

M Pro A.Ax

66

45

35

25

I

B C

proceso de infeccion celular supone condiciones adversas, hostiles o desfavorables para
el desarrollo de Leishmania al interior de la vacuola parasitéfora de la célula infectada
[97]. Estas condiciones incluyen un pH ligeramente acido (4.7-5.2), un aumento de la
temperatura (37°C) y la presencia de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno [148].
Ante estas condiciones el parasito despliega diversos mecanismos de defensa como la
regulaciéon del pH, la expresion de proteinas de choque térmico (Hsp70 y Hsp83) [149] y
la sobre-expresion de enzimas anti-oxidantes como la triparedoxina peroxidasa [150] y la

tripanotiona reductasa [151].
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Con el objetivo de evaluar el efecto del estrés oxidativo sobre la expresion de la proteina
LbNMNAT, se expusieron promastigotes de L. braziliensis a perdoxido de hidrogeno
(H20y). Para esto, en primer lugar, se determiné el ICs, del H,O, en promastigotes de L.
braziliensis, obteniéndose un valor de 1,3 mM (Figura 6-55). Una vez determinada dicha
concentracion de H,O,, se cultivaron los promastigotes bajo esta condicion de estrés
oxidativo por 2h y se evaluaron los niveles de expresion de la NMNAT en el parasito.

Figura 6-55: Determinaciéon del I1Csy para H,O, sobre promastigotes de L. braziliensis.
1x10° parasitos se inocularon en medio Schneider completo suplementado con diferentes
concentraciones de H,O, por 2h a 25°C. Luego, las células de cada tratamiento se
cuantificaron empleando camaras de Neubauer y se determiné el % de muerte celular con

respecto al control.
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Las mediciones registradas por RT-gPCR no evidenciaron variaciones del gen lbnmnat
entre los parasitos cultivados bajo estrés oxidativo y aquellos cultivados en condiciones
normales (Figura 6-56). Al evaluar el nivel de expresién de la proteina LONMNAT
mediante Western blot, se observé una disminucion drastica en la cantidad de proteina en
los promastigotes expuestos a H,O, (Figura 6-57). En resumen, el estrés oxidativo
promovié cambios en los perfiles de expresion de la NMNAT Udnicamente a nivel

traduccional en la fase movil del parasito.

Figura 6-56: EI estrés oxidativo no altera los niveles transcripcionales de expresion del

gen Ibnmnat en promastigotes de L. braziliensis. Los niveles de ARNm del gen Ibnmnat se
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midieron mediante RT-gPCR en parasitos no tratados y tratados con concentraciones ICsg
(2,3 mM) de H,0,. Los valores corresponden a la razdn entre los niveles de expresion del
gen de interés Ibnmnat y el gen de referencia 40s. Los datos se presentan como el

promedio + la desviacién estandar (n=3).

1,2 1

1,016766551 1,01196627

Fold change

CONTROL H202

Figura 6-57: El estrés oxidativo altera los niveles de expresién de la proteina LONMNAT
en promastigotes de L. braziliensis. Extracto total de proteinas de promastigotes de L.
braziliensis no tratados (1-3) y tratados (4-6) con concentraciones ICso (1,3 mM) de H,0..
A. SDS-PAGE 12%. Proteinas visualizadas con azul Coomassie. M, marcador de peso
molecular en kDa. B. Las inmunodetecciones se realizaron sobre membranas PVDF
empleando el anticuerpo primario anti His-LbNMNAT (1:1000) y el anticuerpo secundario
anti raton acoplado a HRP (1:2500). Revelado con SuperSignal West Pico

Chemiluminescent Substrate (ThermoScientific).
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6.8 Reconstrucciéon del metabolismo del NAD en

Leishmania

La Enciclopedia de Genes y Genomas Kyoto (KEGG) ha propuesto una misma red para el
metabolismo del NAD en 5 especies de Leishmania: L. braziliensis, L. donovani, L.
infantum, L. major y L. mexicana. Esta red ha esquematizado tan sélo 7 enzimas con base
en datos experimentales o bioinforméticos. Dos de las 7 proteinas han sido caracterizadas
de manera experimental (sirtuina y nicotinamidasa), mientras que las 5 proteinas
restantes han sido anotadas como hipotéticas o putativas. Dichas enzimas son: NMNAT,
NAD sintasa, NAD quinasa, quinureninasa (Qasa) y adenosina nucleésido hidrolasa
(A.Nasa).

Con el propésito de ampliar la red metabdlica mencionada, se analizaron las rutas de
sintesis, degradacién y modificacién del NAD y sus precursores en otros organismos.
Estos analisis permitieron identificar enzimas de las vias de novo y de reciclaje, junto con
enzimas que emplean el NAD como sustrato. Especificamente, se analizaron las rutas
metabdlicas de arqueobacterias (M. jannaschii, S. solfataricus, Pyrococcus furiosus),
eubacterias (E. coli, Salmonella enterica, Mycoplasma pneumonia) y eucariotas (H.
sapiens, A. thaliana, D. melanogaster, S. cerevisiae). A partir de las rutas analizadas de
estos organismos, se eligieron las enzimas relacionadas con el metabolismo del NAD que

se indican en la Tabla 6-13.
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De manera adicional, se han reportado 5 genes que codifican para transportadores de NA
0 NAD en humanos, plantas y levaduras (SLC22A13, SLC5A8, SLC25A17, atNDT1-2,
scNDT2) [4, 152-154]. Estos transportadores y las enzimas presentadas en la Tabla 6-13,
se buscaron en el genoma de L. braziliensis empleando la herramienta bioinformética
(TBLASTN). En total, se encontraron 13 de las 24 proteinas investigadas. Los candidatos
hallados, a excepcion de los candidatos para PARPs, presentaron valores estadisticos (e-
value y score) confiables y porcentajes de identidad variables con las secuencias
empleadas en su blsqueda (Tabla 6-14). El andlisis de dominios conservados y ontologia
genética (GO) para cada uno de los candidatos, corrobor6 la funcién correspondiente para

los mismos (Tabla 6-15).

Tabla 6-13: Enzimas del metabolismo del NAD.

PROCESO ENZIMA *E.C. COMENTARIO
NamPRT, visfatina 2.4.2.12 Sintetiza NMN a partir de Nam
NaPRT 24.2.11 Sintetiza NAMN a partir de NA
QAPRT 2.4.2.19 0 QA
NRK1 2.7.1.22 Sintetiza NMN a partir de NR
Sintetiza NAMN a patrtir de
NRK2 2.7.1.22
NaR
N/NAMNAT 2.7.7.1/18 | Sintetiza NAD/NAAD
. NAD sintasa (hidroliza Sintetiza NAD a partir de
SINTESIS _ 6.3.5.1
glutamina) NAAD
TDO 1.13.11.11 | Primer paso en la sintesis de
IDO 1.13.11.17 | QA (via de novo)
Quinurenina formamidasa 3.5.1.9

Quinurenina 3-hidroxilasa (Q3H) | 1.14.13.9 ) )
Pasos intermedios en la

Quinureninasa (Qasa) 3.7.1.3

sintesis de QA (via de novo)
3-Hidroxiantranilato 3,4-

o 1.13.11.6
dioxigenasa
PARPs 2.4.2.30 Poli ADP ribosilacion
ARTs 24231 Mono ADP ribosilacién
i ADPRcyc, NAD glicohidrolasa 3.2.25 Sintesis de segundos
DEGRADACION _
CD38, NADP nucleosidasa 3.2.2.6 mensajeros
Sirtuinas (adicionalmente exhibe o }
3.5.1- Deacetilacion de proteinas

actividad ART [7])
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NAD pirofosfatasa (NUDIX) 3.6.1.22 Degrada NAD en AMP y NMN

NAD quinasa (NADK) 2.7.1.23 Fosforila NAD

Adenosina nucleosido hidrolasa o )
MODIFICACION 3.2.2.1 Sintetiza Nam a partir de NR

(A.Nasa)

Nicotinamidasa [6] 3.5.1.19 Hidroliza Nam a NA

* E.C.: nimero de clasificacion de enzimas.

En azul se indican enzimas que se han caracterizado experimentalmente en Leishmania.
En verde se indican enzimas propuestas en KEGG para el metabolismo del NAD en
Leishmania.

En negro se indican las enzimas elegidas a partir del analisis del metabolismo del NAD en

otros organismos.




Tabla 6-14;

Proteinas candidato del metabolismo del NAD de L. braziliensis.

PROCESO

PROTEINA

NUMERO DE ACCESO

PARAMETROS ESTADISTICOS

Proteinas de

*% de

00

NP_012132.3)

TriTrypDB referencia e-value score *% de identidad
cobertura
(refseq)
NaPRT LbrM.33.1160 XP_001567885.1 4e-156 451 56 (E. coli, 98
T - ' WP_021550551.1)
. 24 (S. cerevisiae,
NAD sintasa LbrM.32.1840 XP_001567539.1 4e-06 46.2 NP 011941.1) 78
SINTESIS . . o 39 (D.
%é':;re”'”a 3-hidroxilasa ('38 rM2903_3300209 | yp 001567928.1 | 9e-89 | 284 melanogaster, 98
NP_650121.1)
. . ) 35 (H. sapiens,
Quinureninasa (Qasa) LbrM.26.2160 XP_001562446.1 5e-81 266 NP 003928.1) 95
. ) 29 (H. sapiens,
NAD pirofosfatasa (NUDIX) | LbrM.31.3320 XP_001567321.1 le-24 104 NP 001287670.1) 73
DEGRADACION LbrM.35.1460 0.022 . 19
PARPs LbrM2903_3500206 | XP_001568767.1 37.7 39 (H. sapiens,
00 - - ' 0.018 ' NP_001609.2) 21
22 (S. cerevisiae,
NADK LbrM.06.0470 XP_001561981.2 6e-05 52.8 NP 010873.1) 13
MODIFICACION Adenosina nucledsido (ZISnterobacteriacea
) LbrM.29.2850 XP_001566627.2 4de-11 67.8 67
hidrolasa (A.Nasa) - e
WP_032608859.1)
Transportador de NA LbrM2903_2400126 ) 34 (H. sapiens,
(LbNATY) 00 XP_001565336.1 2e-81 268 XP 011536149.1) 80
LbrM2903_3400411 XP 001568430.1 5e-24 102 26 (H. sapiens, 77
00 - NP_006349.1)
TRANSPORTE Transportador de NAD 25 (S. cerevisiae
(LbNADTY1-3) LbrM.32.1220 XP_001567479.1 4e-21 90.5 NP 010910.1) 96
LbrM2903_3200179 XP_001567478.2 1e-24 100 26 (S. cerevisiae, 77

* Porcentaje de identidad y cobertura con la secuencia empleada para la basqueda bioinformatica. La procedencia y cédigo de identificacion de

dicha secuencia en el NCBI se indica entre paréntesis.




Tabla 6-15:

Caracteristicas funcionales de las proteinas candidato del metabolismo del

NAD de L. braziliensis.

ONTOLOGIA GENETICA (GO)

PROCESO PROTEINA DOMINIO Proceso biolégico Funcién molecular
CONSERVADO 9
Nicotinato Biosintesis del nucleétido Actividad nicotinato
NaPRT . . L . .
fosforibosiltransferasa de nicotinato fosforibosiltransferasa
Actividad NAD sintasa
NAD sintasa NAD sintasa Biosintesis de NAD (hidroliza glutamina),
SINTESIS unién a ATP

Quinurenina 3-
hidroxilasa

Aminotransferasa

Biosintesis

Union a piridoxal fosfato

Quinureninasa

Quinureninasa

Catabolismo del triptéfano,
biosintesis de NAD

Actividad quinureninasa

NAD Superfamilia
pirofosfatasa Nudix_hidrolasa, NADH | Actividad hidrolasa
" NUDIX irofosfatasa
DEGRADACION (Y ) P - -
Poli(ADP-ribosa) Unién a ADN, union al i6n
PARPs polimerasa y ADN ligasa zinc '
(dedo de Zinc)
Domini liti L . . .
NADK .O . pcata tf:o Biosintesis de NADP Actividad NAD quinasa
diacilglicerol quinasa
MODIFICACION | Adenosina S - Actividad hidrolasa de
. L. . Reciclaje ribonucleésido o
nucleosido Nucledsido hidrolasa . enlace carbono-nitrégeno
. de purina o
hidrolasa (no enlace peptidico)
Transportador de la Actividad transporte
Transportador " L Transporte
Superfamilia Facilitadora transmebranal sustrato
de NA transmembranal -
Mayor (MFS) especifico
TRANSPORTE Proteina transportadora | Transporte
Transportador mitocondrial transmembranal
de NAD Proteina transportadora Transporte
mitocondrial transmembranal

Las proteinas candidato del metabolismo del NAD de L. braziliensis y aquellas
caracterizadas de manera experimental (incluida la enzima LbNMNAT estudiada en el
presente trabajo), se emplearon para proponer la red metabdlica del NAD para el parasito
en mencién (Figura 6-58). El analisis de la red construida, indica que la sintesis del NAD
en Leishmania puede ser efectuada a través de las vias de novo y de reciclaje. Esta
observacion se soporta en la existencia de los genes codificantes para las enzimas Q3H,
Qasa, NaPRT y NAD sintasa en el genoma del parasito. Experimentalmente, se demostrd
la capacidad catalitica de la proteina His-LbNMNAT para sintetizar NAD y NAAD (Figuras
6-8 y 6-21). La sintesis de NAAD por parte de la proteina His-LbNMNAT respalda la
presencia de la enzima NAD sintasa en el parasito, la cual podria sintetizar NAD a partir
de NAAD. La identificacidon de un candidato para la enzima A.Nasa, permite suponer que
el parésito emplea NR para sintetizar Nam, que gracias a la actividad de la nicotinamidasa

entra en la via Preiss-Handler [6].
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En relacion con las enzimas que podrian utilizar el NAD como sustrato, la presencia de
genes codificantes para PARPs y NAD pirofosfatasa en Leishmania, sugiere la
participacién del NAD en diversos procesos bioldgicos esenciales. Por ejemplo, las
enzimas PARPs regulan procesos de reparacion de ADN, muerte y division celular en
mamiferos, aves, anfibios, insectos y bacterias mediante procesos de poli ADP
ribosilacion [155]. Por su parte, la enzima NAD pirofosfatasa perteneciente a la familia de
proteinas denominada hidrolasas NUDIX (hidrolasas de Nucledsidos Difosfatos enlazados
a otras moléculas (X)) [156], controla la disponibilidad de numerosos intermediarios
metabdlicos relacionados con el procesamiento del ARN y la apertura de canales de
calcio [157].

La identificacion de los genes codificantes para transportadores de NA (LbNATr) y NAD
(LbNADTr1-3) en el genoma de L. braziliensis, aportan informacion sobre el transito o
circulacion del NAD vy sus precursores en el parasito. Los transportadores de NA y NAD
identificados presentan una localizacién respectiva en la membrana celular y peroxisomal,
de acuerdo con el servidor Euk-mPLoc 2.0. En términos estructurales el peroxisoma es un
organelo similar a los glicosomas [85]. Por esta razén, es posible que algunos de los
transportadores de NAD identificados se localicen en la membrana de estos Ultimos
organelos. De manera adicional, cabe mencionar que Leishmania podria aprovechar su
condiciéon de parasito, importando NAD desde la célula hospedera mediante la expresién

de los transportadores LbNADTr1-3 en su membrana plasmatica.

Diversas reacciones propias de la oxidacion de acidos grasos, son catalizadas por
enzimas NAD-dependientes al interior del peroxisoma. Por su parte, el glicosoma es un
organelo especializado en metabolismo glucolitico en el que participa la enzima NAD-
dependiente gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa. Como se demostré en este estudio,
la proteina LONMNAT exhibe una localizacion citosélica en Leishmania. Por esta razon, es
probable que el NAD sintetizado en el citosol sea transportado hacia diferentes organelos
del parasito como el peroxisoma y/o glicosoma. Adicionalmente, la presencia de
transportadores de NA en la membrana celular de Leishmania, apunta a la capacidad de

este parasito para emplear precursores provenientes de la célula hospedera.

Con relacion a la enzima NAD quinasa, su existencia en el parésito se sustenta

indirectamente, por los sistemas de defensa ante estrés oxidativo que despliegan los
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Trypanosomatidos. Se han descrito sistemas basados en glutation y tripanotién en
Leishmania [96], los cuales dependen en ultima instancia del NADP, producto de la
actividad catalitica de la enzima NAD quinasa. De manera similar, todas las enzimas de la
ruta de las pentosas fosfato, la cual depende del NADP, han sido identificadas y
caracterizadas en Leishmania [158]. Desde una perspectiva global, el metabolismo del
NAD en Leishmania es un proceso complejo en el que participan humerosas enzimas e
intermediarios quimicos, todos ellos implicados en eventos celulares esenciales. En este
sentido, el metabolismo del NAD y las enzimas involucradas con su sintesis, constituyen
blancos farmacoldgicos promisorios contra este agente patogénico. Las diferencias
estructurales reportadas en el presente trabajo entre la proteina LbNMNAT vy las iso-

enzimas humanas HsNMNAT1-3 fortalecen esta observacion.

Figura 6-58: Reconstruccion del metabolismo del NAD en Leishmania. Todas las
enzimas involucradas en la via de reciclaje de sintesis del NAD, se han identificado de
manera experimental o bioinformética en L. braziliensis. En relacion con la via de novo,
hasta el momento se han identificado 2 posibles candidatos (Q3H y Qasa). Una vez
sintetizado, el NAD participa en eventos de sefializacion mediados por proteinas sirtuina,
ART y PARPs. La Nam resultante de estas reacciones de deacetilacion, mono y poli ADP
ribosilacion, entra en la via de reciclaje por accion de la enzima nicotinamidasa. EI NA
generado es modificado por las enzimas NaPRT y LbONMNAT, dando lugar al NAAD, el
cual es convertido a NAD" por la enzima NAD sintasa. La fosforilacién del NAD"* en
NADP" por la enzima NAD quinasa permite establecer el par REDOX NADP*/NADPH,
implicado en procesos de defensa ante estrés oxidativo y rutas de biosintesis reductivas.
La concentracion intracelular del NAD" se ajusta mediante degradacion enzimatica hacia
NMN y AMP por la actividad de hidrolasas de la familia NUDIX, las cuales regulan
negativamente las enzimas que emplean el NAD como sustrato (sirtuina/ART, PARPS).
Respecto a procesos de transporte, el NA extracelular puede ingresar al parasito a través
de la proteina LbNaTr, integrandose a la via de reciclaje. Aunque no se han identificado
transportadores de NR en Leishmania, dicho precursor es metabolizado en Nam por
accion de la enzima A.Nasa. Por su parte, el NAD ingresa en el peroxisoma/glicosoma por
medio de las proteinas de membrana LbNADTr1-3, las cuales se sugiere que también
podrian localizarse en la membrana plasmética. Abreviaciones: NA: 4cido nicotinico, NR:

nicotinamida ribésido, Nam: nicotinamida, Trp: triptéfano, QA: acido quinolinico.
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7. Discusion

El NAD es una molécula indispensable para todos los seres vivos cuyo descubrimiento y
caracterizacion involucré el trabajo de numerosos investigadores, algunos de ellos
laureados con el premio Nobel (Sir Arthur Harden, Hans von Euler-Chelpin, Otto Warburg
y Arthur Kornberg) [26, 30]. Dadas sus propiedades de 6xido-reduccion, el NAD participa
como co-enzima en el metabolismo energético y en la defensa ante el estrés oxidativo.
Adicionalmente, el NAD es utilizado como sustrato por enzimas involucradas en procesos

de regulacion celular fundamentales [5, 46, 159].

La trascendencia funcional del NAD sugiere que su biosintesis es indispensable. De este
modo, la enzima NMNAT resulta esencial dado que en ella convergen todas las vias de
sintesis del NAD [8, 45, 56, 160]. En la actualidad, la biosintesis del NAD se enfoca como
blanco terapéutico contra el cancer, enfermedades neurodegenerativas y organismos
patogénicos [49-51, 79, 161, 162]. En este contexto, la importancia de la proteina
NMNAT ha impulsado el desarrollo e implementacion de inhibidores enzimaticos
especificos, capaces de afectar negativamente el crecimiento in vivo de otros parasitos

de importancia mundial como P. falciparum [92].

Orientados en comprender el metabolismo del NAD en el parasito L. braziliensis e
identificar posibles dianas farmacoldgicas, en el presente estudio se emprendid la
caracterizacion bioquimica in vitro e in vivo de la enzima LbNMNAT. Los resultados

derivados de dicha caracterizacion, se discutiran en seguida.
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7.1 Solubilizacion de la proteina recombinante His-
LoONMNAT

Numerosos grupos de investigacion especializados en produccién y purificaciéon de
proteinas recombinantes, han sugerido que los principales factores que afectan la
solubilidad de estas proteinas incluyen: los sistemas de expresion, los promotores
presentes en los vectores de expresion, las etiquetas de fusién y las condiciones de

cultivo e induccién de la proteina recombinante [98, 163—-165].

Atendiendo estas observaciones, en el presente estudio se implementaron diferentes
estrategias experimentales para solubilizar la proteina recombinante His-LbNMNAT.
Estas estrategias se eligieron con el objetivo de evaluar el efecto de diferentes sistemas
bacterianos disponibles en el laboratorio, condiciones de co-expresion con chaperonas
moleculares y promotores tales como el T5, sobre la solubilidad de la proteina

recombinante de interés.

En relacién con los sistemas de expresion bacterianos, se utilizaron las cepas de E. coli
Codon Plus (DE3) RIL, BL21 (DE3) pLysS y Rosetta (DE3) pLysS. Todas estas cepas
presentan diversas caracteristicas como ARN de transferencia Unicos que optimizan la
traduccion de codones raros (Codon Plus y Rosetta) e inactivacion de la ARN polimerasa
T7 encargada de transcribir el gen de interés que se encuentra bajo el control del
promotor T7 (pLysS). En este Ultimo caso, la probabilidad de solubilizar la proteina de
interés aumenta, al reducir su tasa de transcripcién/traduccion, permitiendo su

plegamiento lento y correcto [165].

En el caso de la proteina His-LbNMNAT expresada desde el vector pET100, ninguna de
las tres cepas de expresion evaluadas favorecieron su solubilidad (Anexo E). Al analizar
la composicién de aminoacidos de la proteina en mencion, se verificd la presencia de 10
residuos de cisteina. Esta evidencia permite suponer que la proteina His-LbNMNAT
establece puentes disulfuro, principalmente entre la cisteina 22 y 26 que se encuentran
préximas en el modelo 3D de la proteina LbNMNAT. Cuando las proteinas
recombinantes a sobre-expresar contienen uno o mas puentes disulfuro, es posible
favorecer su plegamiento correcto y solubilidad, empleando cepas de expresién con

ambientes citoplasmaticos oxidantes. Estas cepas, tales como Origami y AD494 (ambas
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de Novagen), exhiben mutaciones en los genes codificantes para las enzimas tioredoxina
reductasa (trxB) y glutatién reductasa (gor), inhibiendo reacciones reductivas [166].
Tedricamente, estas cepas favorecerian la solubilidad de la proteina His-LboNMNAT en

comparacion con las cepas empleadas en el presente trabajo.

Por otra parte, el uso de chaperonas moleculares favorece el correcto plegamiento de las
proteinas recombinantes, permitiendo su acumulacion en la fraccion soluble de sistemas
de expresion bacterianos. Esta estrategia experimental ha sido utilizada para la obtencién
de proteinas recombinantes solubles [167]. En nuestro caso, la co-expresion de la
proteina His-LbNMNAT desde el vector pET100 junto con las chaperonas moleculares
DnaK, Dnak, GrpE, GroES y GroEL, aumentd su solubilidad en comparacion con el
sistema libre de chaperonas (Figura 6-2 A). Sin embargo, esta estrategia de co-expresion
presenta una desventaja: la contaminacion de la proteina de interés en los eluidos con la
chaperona GroEL cuando se aplican protocolos de purificaciéon por IMAC, tal como se

observé en este (Figura 6-4 A) y en otros trabajos [127].

La expresion de la proteina His-LboONMNAT desde el plasmido pQE30 favorecio su
acumulacién en la fraccion soluble del sistema E. coli BL21 (DE3). Este plasmido se
caracteriza por presentar el promotor T5. Por su parte, el vector pET100 contiene el
promotor T7 al cual se une la polimerasa T7, una proteina muy activa que transcribe el
gen de interés de manera abundante. Esta propiedad genera una alta tasa de
transcripcién/traduccion de la proteina recombinante correspondiente, afectando su
plegamiento y promoviendo su precipitacibon como cuerpos de inclusién [139]. La
utilizacion del plasmido pQE30 cuyo promotor T5 es débil en comparacién con el
promotor T7, podria relacionarse con la solubilidad de la proteina His-LbNMNAT. Otras
NMNATs se han expresado de manera soluble desde el plasmido pQE30, como es el
caso de las proteinas His-HsNMNAT1 y 3 [108].

Aunque la proteina His-LbNMNAT se logré solubilizar parcialmente implementando
diferentes estrategias experimentales, en todos los casos se observé la formacion de
cuerpos de inclusion (Figura 6-2 y Anexo E). Estos agregados de la proteina His-
LbNMNAT, representaron un producto util que se utilizé para la generacion de

anticuerpos policlonales anti His-LbNMNAT, como se discutira mas adelante.
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La proteina His-LbNMNAT se purificé de manera parcial mediante IMAC. Aunque dicho
método ofrece numerosas ventajas (bajo costo, facil manipulacién, alta afinidad y
escalabilidad), también presenta desventajas como la co-purificacion de proteinas no
deseadas. Para el caso particular de proteinas recombinantes fusionadas a la etiqueta
6xHis expresadas en E. coli, se han descrito 4 grupos de proteinas que la pueden
contaminar: 1. Proteinas con motivos de unién a metales (como el niquel). 2. Proteinas
con agrupaciones de residuos de histidina en su superficie. 3. Proteinas capaces de
unirse a la proteina recombinante de interés. 4. Proteinas capaces de unirse a las perlas

de agarosa que soportan la resina Ni-NTA [125].

Con el propésito de asegurar que la actividad enzimética registrada con los eluidos de la
proteina His-LbNMNAT provenia de dicha proteina y no de los contaminantes presentes
en la muestra, se realizé un ensayo de purificacion por IMAC empleando la fraccién
soluble de E. coli sin transformar. Los eluidos obtenidos se utilizaron para ejecutar
ensayos enzimaticos acoplados, los cuales confirmaron que la sintesis de NAD

observada proviene de la proteina His-LbNMNAT purificada.

7.2 Organizacion oligomérica de la proteina
recombinante His-LoNMNAT

La estructura cuaternaria de la proteina His-LbNMNAT se analizé mediante experimentos
estructurales y funcionales implementando dos técnicas: construccién de gréficos de
Ferguson y SEC. El primer método indic6 que la proteina His-LboNMNAT puede
establecer diferentes oligébmeros (2-mer, 3-mer y 6-mer) (Tabla 6-5). Por su parte, el
ensayo SEC revel6 que la proteina de interés eluye como un mondémero activo desde la
columna de exclusiéon (Figura 6-11). Las propiedades relacionadas con los sistemas
amortiguadores, las matrices (poliacrilamida o Sephadex) y el principio de separacién
(electroforesis o filtracion) de las técnicas utilizadas, pueden explicar las diferencias en
los resultados obtenidos. De acuerdo con esta idea, se ha observado que la proteina
HsSNMNAT1, tanto enddégena como recombinante, se comporta como un tetramero en
ensayos SEC [128, 129]. Sin embargo, todos los estudios estructurales realizados
mediante cristalografia de rayos X indican que dicha proteina establece un ensamblaje
hexamérico [70-72]. De este modo, diferentes condiciones experimentales pueden

generar diferentes organizaciones oligoméricas.
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La estructura cuaternaria de las NMNATSs de otros organismos se ha evaluado por SEC
ylo cristalografia de rayos X. De este modo, los resultados derivados de los graficos de
Ferguson reportados en este trabajo, constituyen una aproximacion metodologica

adicional para el estudio del ensamblaje oligomérico de este tipo de proteinas.

Los gréficos de Ferguson y la SEC ofrecen informacion estructural. Adicionalmente, esta
Gltima técnica brinda informacion funcional dada la posibilidad de evaluar la actividad
enzimatica de las proteinas eluidas. Para el caso de los graficos de Ferguson, no es
posible concluir con certeza que todas las organizaciones oligoméricas observadas para
la proteina His-LbNMNAT son activas. En este punto, podemos suponer dos escenarios:
los ensamblajes oligoméricos observados para la proteina His-LbNMNAT en los geles

nativos son enzimaticamente activos o inactivos.

La validez de estas suposiciones se soporta por diversas evidencias experimentales. En
el primer caso (oligdbmeros activos), se han reportado numerosos estudios de NMNATs
diméricas, tetraméricas y hexaméricas cataliticamente activas. Las revisiones sobre
estructura/funcion escritas por autores especializados en NMNATSs resultan ilustrativas
[55, 56]. En el segundo caso (oligbmeros inactivos), existe la posibilidad de que la
proteina LONMNAT ejerza otras funciones independientes de su actividad NMNAT. En
concordancia con esta posibilidad, se ha reportado que la NMNAT de D. melanogaster
desempeifa funciones de chaperona molecular independiente de su actividad de sintesis
de NAD [81, 168].

La proteina His-LbONMNAT eluyé como un mondmero cataliticamente activo desde la
columna SEC. Este resultado coincide con observaciones realizadas para las NMNATSs
de E. coli (NadD) y P. aeruginosa, las cuales son monémeros capaces de sintetizar NAD
[74, 75]. Nuestros resultados junto con los reportes mencionados, permiten concluir que
la estructura cuaternaria no es un requerimiento obligatorio para el funcionamiento

enziméatico de la NMNATS.

El ensayo SEC de la proteina His-LobNMNAT se efectué en ausencia de los sustratos y
cofactores de la enzima. Por esta razén, seria apropiado repetir el ensayo en presencia
de dichas moléculas y evaluar posibles cambios en la organizacién oligomérica de la

proteina. Otros investigadores han observado, mediante cristalografia de rayos X, que la
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NMNAT de B. subtilis establece tetrameros en ausencia de sustratos y dimeros cuando
esta unida a NAAD [130].

Todas las NMNATs que establecen estructuras cuaternarias presentan un elemento
estructural implicado en la interaccion entre las subunidades que constituyen los
oligbmeros. Dicho elemento estructural, constituido por un giro o un giro unido a una hoja
B, conecta el plegamiento Rossmann con el dominio carboxilo terminal de estas
NMNATSs. El analisis estructural del modelo tridimensional de la proteina LONMNAT,
reveld la presencia de un elemento estructural similar al mencionado (Figura 7-1). Esta
evidencia bioinformatica fortalece los resultados obtenidos con los graficos de Ferguson

gue indicaron posibles formas oligoméricas de la proteina His-LobNMNAT.

Figura 7-1: El modelo tridimensional de la proteina LbONMNAT contiene el elemento
estructural necesario para establecer oligomeros. Las NMNATSs que presentan estructura
cuaternaria, sea 2-mer, 4-mer o 6-mer, exhiben un elemento estructural coman (naranja)
gue conecta el plegamiento Rossmann (gris) con el dominio carboxilo terminal (azul). Se
indican las NMNATs que exhiben estructura cuaternaria en diferentes organismos. A-D.
Estructuras resueltas por cristalografia de rayos X. Figuras tomadas de [55]. E. Modelo
predictivo de la proteina LbNMNAT generado por el método de homologia. Imagen

generada con el programa UCSF Chimera [73].
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7.3 Propiedades enziméticas de la proteina recombinante
His-LbNMNAT

Todas las vias de sintesis del NAD convergen en el paso catalizado por la enzima
NMNAT. Por esta razon y enfocados en identificar diferencias entre la proteina
LbNMNAT y los homdlogos humanos (HSNMNAT1-3), se realiz0 la caracterizacion

enzimatica de la proteina recombinante His-LoNMNAT.

Inicialmente, se analizaron diferentes sistemas de amortiguacién, condiciones de
almacenamiento y termo-estabilidad. Entre estos aspectos, resultd interesante el
requerimiento de DTT en el medio de almacenamiento para preservar la actividad de la
proteina His-LbNMNAT (Figura 6-18 C). La proteina His-LbNMNAT contiene 10 residuos
de cisteina cuyos grupos tiol pueden ser oxidados, conllevando a la inactivacion de la
enzima. La presencia de DTT ofrece un ambiente reductor que protege los grupos tiol de
procesos de oxidacion. En este sentido, la proteina His-LbNMNAT es similar a la iso-
enzima humana HsNMNAT2 que contiene 9 residuos de cisteina y que requiere DTT
para su funcionamiento. En contraste, la proteina HSNMNAT1 posee 4 cisteinas y no
requiere DTT [76].

En cuanto a los datos de termo-estabilidad y temperatura éptima, se observé que la
proteina His-LbNMNAT se inactiva a partir de 40°C, exhibiendo un rango 6ptimo de
actividad entre 36-37.5°C (Figuras 6-18 E y 6-19 A). A través de su ciclo biolégico,
Leishmania soporta cambios de temperatura drasticos. Al interior del vector, el parasito
experimenta temperaturas entre 22-28°C, mientras que en el hospedero vertebrado la
temperatura varia entre 31-35°C (lesiones cutaneas) hasta 37°C (invasién visceral). Ante
estos cambios, Leishmania ha generado sistemas de termo-tolerancia basados en
proteinas de choque térmico. Dichos sistemas fallan por encima de 39°C, temperatura
que resulta mortal para diferentes especies del paréasito [149]. Esta observacion
concuerda con lo observado para la proteina His-LbNMNAT, que pierde su actividad

enzimatica a partir de 40°C.

El rango de pH Optimo de reaccion de la proteina His-LbNMNAT presenta valores

cercanos (6.5-7.5) (Figura 6-19 B) al pH intracelular medido tanto en amastigotes como
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en promastigotes de L. mexicana, 6.4 y 6.8, respectivamente [169]. El pH Optimo
reportado para las NMNATs humanas (Tabla 1-2) son similares a los determinados en el

presente trabajo para la proteina His-LbNMNAT.

Todas las NMNATSs caracterizadas hasta el momento requieren cationes divalentes para

su actividad catalitica, tal como se observé para la proteina His-LbNMNAT. Las especies

i6nicas evaluadas (Mg2+, Ni2*, Zn2* y Mn2+), a excepcién de Ca** y Cu?*, estimularon la
actividad de la enzima en mencion (Figura 6-19 C), siendo el magnesio y el niquel los

cationes mas efectivos.

En comparacion con otras NMNATSs, como la enzima NadR de E. coli, se ha observado
que el niquel y el cobalto incrementan hasta 4 veces la actividad catalitica de esta
enzima con respecto al magnesio [170]. Por su parte, la iso-enzima HSNMNAT1 prefiere
el zinc, a diferencia de las iso-enzimas HSNMNAT2 y 3 que prefieren el magnesio. En
presencia de zinc estas dos iso-enzimas exhiben tan solo 21 y 5.4% de actividad [62].
Resultados similares se observaron para la proteina His-LbNMNAT, la cual registra
apenas 9% de actividad en presencia de zinc. Notablemente, en presencia de niquel la

proteina His-LbNMNAT exhibe 87% de actividad en relacion con el magnesio.

En Leishmania, el niguel es un elemento de relevancia bioldgica involucrado en sistemas
de defensa ante agentes toxicos como el metilglioxal. En L. major el primer paso en la
detoxificacion de este agente es catalizado por la enzima glioxalasa | (GLO1) que emplea
niquel como cofactor [171, 172]. El empleo de niquel en Leishmania es excepcional,
dado que las glioxalasas de todos los demas organismos eucariotas utilizan zinc. La
selectividad exhibida por la enzima GLO1 la constituye como un blanco terapéutico

potencial contra este agente patogénico [173].

Otro aspecto relevante de la proteina His-LoNMNAT se relaciona con sus constantes
cinéticas, especialmente con el K, determinado para el ATP (~ 3 uyM) (Tabla 6-6). Dicha
constante es hasta 3 ordenes de magnitud menor con respecto al resto de NMNATSs
caracterizadas hasta el momento a excepcion de las NMNATSs de organismos procariotas
como E. coli (NadR) y S. solfataricus que también exhiben una alta afinidad por el ATP
(Km: 1.7 y 0,08 uM, respectivamente) [60, 170].
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Respecto al K, de la enzima His-LbNMNAT para el NAD y el PPi, se observaron
diferencias con aquellas constantes reportadas para las iso-enzimas HSNMNAT1-3. Por
ejemplo, la afinidad por el NAD es mayor en las tres iso-enzimas humanas (Kn: 59, 70 y
130 vs 470 yM para el parasito) mientras que la afinidad por el PPi es mayor en L.
braziliensis (Km: 196 vs 937, 1119 y 309 yuM para el humano) (Tabla 6-6). En términos
generales, las constantes de afinidad para NMN, ATP, NAD y PPi de la proteina His-

LbNMNAT y las iso-enzimas humanas, presentan diferencias notables.

Suponiendo una disponibilidad limitada de ATP en el parasito, la alta afinidad de la
proteina His-LbNMNAT por este sustrato resultaria razonable. Sin embargo, el
metabolismo energético de los Trypanosomatidos emplea diversas rutas y procesos para
producir ATP (glicélisis, oxidacion de &cidos grasos, ciclo de los TCA, fosforilacion
oxidativa y fosforilacién a nivel de sustrato) [82, 97, 174]. Adicionalmente, diferentes
enzimas de Leishmania que emplean ATP como sustrato exhiben valores variables de Ky,
para dicha molécula (hexoquinasa 300 uM, fosfoenolpiruvato carboxiquinasa 54 uM,
ecto-ATPasa 980 yM y adenilato quinasa 2 104 yM) [175-178]. De este modo, una alta

afinidad por el ATP no es una tendencia entre las enzimas de Leishmania.

Las afinidades de la proteina His-LbNMNAT por diferentes sustratos podria aprovecharse
para el desarrollo de inhibidores o activadores potenciales. La alta afinidad observada por
el ATP se puede aprovechar como punto de partida para desarrollar moléculas basadas
en su estructura. En la actualidad, se usan inhibidores basados en la estructura del ATP
dirigidos contra tirosina quinasas para el tratamiento de leucemia mieloide crénica (CML)
en humanos [179, 180]. Contra Leishmania, aun no se han reportado este tipo de
inhibidores [181].

El analisis de la velocidad maxima, los nimeros de recambio (K¢y) y la constante de
equilibrio de la proteina His-LbNMNAT, indicaron que la proteina en menciéon es mas
rapida, eficiente y favorece la catélisis de la reaccién reversa en condiciones in vitro
(Tablas 6-6 y 6-7). Es decir, la sintesis de ATP y NMN a partir de NAD" y PPi, es la
reaccion que prevalece bajo las condiciones experimentales reportadas en el presente
trabajo. En términos fisiolégicos, es dificil sugerir una explicacion racional para este

resultado debido al requerimiento esencial de NAD". Sin embargo, es tentativo suponer
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gue la reaccién reversa podria ser catalizada en condiciones de estrés energético para
obtener ATP.

Dependiendo del organismo, las NMNATs presentan selectividad diferencial por los
sustratos NMN o NAMN para sintetizar NAD o NAAD, respectivamente. Mientras que las
arqueobacterias prefieren NMN, las eubacterias utilizan NAMN [45, 56]. Por su parte, las
iso-enzimas humanas HSNMNAT1-3 pueden sintetizar tanto NAD como NAAD [108], tal
como se observo para la proteina His-LbNMNAT (Figuras 6-8 y 6-21).

En concordancia con este ultimo resultado, la sintesis de NAD en el parasito se puede

explicar del siguiente modo:

1. La enzima nicotinamidasa, cuya caracterizacion experimental ha sido reportada,
sintetiza acido nicotinico (Na) a partir de nicotinamida (Nam) [6]. La Nam puede
obtenerse por dos rutas: 1. Gracias a la accion de las enzimas que utilizan el NAD
como sustrato (sirtuinas/ARTs, PARPs). 2. Mediante la degradacién del ribésido
de Nam por la enzima adenosina nucleésido hidrolasa.

2. El Na obtenido es transformado en el mononucleétido correspondiente (NAMN)
por accion de la enzima NaPRT, cuyo candidato se identific6 en el presente
estudio (Tabla 6-14).

3. El NAMN es convertido en el dinucleétido NAAD por la enzima LbNMNAT, tal
como lo demostraron nuestros resultados.

4. Finalmente, gracias a la accion de la enzima NAD sintasa, el NAAD es

transformado en NAD.

La sintesis de NAD a partir del precursor Na, via conocida como ruta Preiss-Handler,

también ha sido descrita en el parasito intracelular P. falciparum [92].

7.4. Deteccion de la proteina LONMNAT

El presente trabajo sefiala, por primera vez, la localizacion intracelular de la proteina
NMNAT en promastigotes de distintas especies del género Leishmania. Empleando
anticuerpos anti His-LbNMNAT generados en modelos murinos y aviares, se detectd una

banda de ~ 22 kDa en diferentes tipos de extractos proteicos de promastigotes de
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Leishmania del Nuevo y Viejo Mundo. Los resultados observados se validaron utilizando
anticuerpos generados contra otras NMNATSs. Especificamente, se uso el anticuerpo anti
His-TcNMNAT debido al alto porcentaje de identidad (40%) entre las proteinas LONMNAT
y TcCNMNAT.

El peso molecular de la sefal detectada (~ 22 kDa) es menor al peso molecular teérico
de la proteina LONMNAT (33.7 kDa). En estudios previos, realizados en nuestro grupo,
se amplific6 el fragmento codificante para la proteina en menciéon a partir de ADNCc,
obteniéndose un transcrito completo de 924 pb, el cual codifica una proteina de 33.7 kDa
[132]. Por tal razén, sugerimos que el bajo peso molecular observado para la proteina
LbNMNAT se debe a procesos de regulacion postranscripcional. Bajo esta perspectiva, el
peso molecular de la proteina LbONMNAT puede relacionarse con dos procesos: 1.

Modificaciones postraduccionales (PTM). 2. Inicio alternativo de la traduccion.

En el primer caso, se han reportado diversas PTM en otras NMNATs como palmitoilacion
(HSNMNAT-2) [53, 182], fosforilacion (HSNMNAT-1) [183] y ADP-ribosilacion (S.
cerevisiae NMNAT) [184]. Sin embargo, ninguna de estas PTM genera un menor peso
molecular en las proteinas modificadas cuando son analizadas mediante SDS-PAGE y
Western blot. Adicionalmente, no se han reportado mecanismos de procesamiento

postraduccional para las NMNATS.

La existencia de sitios de clivaje proteolitico potenciales en la proteina LoONMNAT, se
verificd con la herramienta bioinformatica PROSPER [185]. Se identificaron sitios de corte
para metalo, aspartico, serina y cisteina proteasas, capaces de generar productos entre
20-25 kDa. A nivel experimental, se observé de manera recurrente un producto de
degradacion de la proteina His-LboONMNAT expresada en E. coli (Figuras 6-5 y 6-22).
Adicionalmente, se detectaron productos de degradacion de la proteina LONMNAT-GFP
expresada en L. braziliensis (Figura 6-41). Estas observaciones, permiten sugerir que la
proteina  LbNMNAT endbégena del parasito sufre algin tipo de procesamiento
postraduccional. El punto de fragmentacién exacto y el mecanismo asociado a este

proceso debe ser determinado.

El reconocimiento de la estructura cap ubicada en el extremo 5’ de la mayoria de los

ARNm, es la piedra angular del mecanismo molecular que inicia la traduccién. Sin
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embargo, se han descrito ARNm que carecen de la estructura cap y que emplean
mecanismos alternativos de inicio de la traduccion. Entre estos mecanismos, se destacan
los Sitios de Entrada Ribosomales Internos (IRES), localizados en las regiones 5’UTR
que generan la traducciébn de distintos polipéptidos desde una Unica unidad
transcripcional o ARNm [186]. Este mecanismo podria explicar el bajo peso molecular de
la proteina LONMNAT, no obstante, no se han descrito elementos IRES en los ARNm de

Leishmania.

Un mecanismo adicional que podria explicar el bajo peso molecular de la proteina
LbNMNAT, proviene de los resultados generados mediante perfil ribosomal (ribosome
profiling). Esta técnica (descrita en el 2009) se basa en métodos de secuenciamiento de
ARN y permite analizar exactamente el proceso de traduccion [187]. Mediante perfiles
ribosomales se han identificado isoformas truncadas de proteinas provenientes de
procesos independientes de splicing. Dichas isoformas resultan al iniciar la traduccion
caorriente abajo del sitio canoénico de iniciacion, lo cual genera “deleciones en marco” que
dan lugar a proteinas funcionales [188]. Recientemente, se ha comenzado el estudio de
perfiles ribosomales en Trypanosomatidos [189, 190]. El andlisis mediante MS de la
banda de 22 kDa (experimento en curso), podria generar informacion adicional para

explicar el peso molecular de la proteina LONMNAT.

7.5 Localizacion intracelular de la proteina LONMNAT

La utilizacion de los anticuerpos anti His-LbNMNAT en ensayos de inmunodeteccion in
situ y la expresioén de la proteina LONMNAT-GFP en L. braziliensis, permitieron observar
un patrén de localizacién primordialmente citosolico de la NMNAT en promastigotes y
amastigotes del parasito. Este patron de localizacién se ha reportado para las NMNATSs
de otros organismos eucariotas como el ratén [162], la levadura [191] y para una de las
isoformas de la NMNAT de D. melanogaster [80]. El NAD y el NADP sintetizados en el
citoplasma pueden ser modificados para generar los agentes movilizadores de calcio
ADP ribosa ciclica (cCADPR) y dinucle6tido de adenina y &cido nicotinico fosfato

(NAADP), respectivamente, por accion de la enzima NAD glicohidrolasa [30].

Es importante mencionar que el NAD no solo participa en el metabolismo energético, sino

también en eventos de regulacidon celular mediados por diversas clases de proteinas
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como sirtuinas, ARTs y PARPs [45]. Previas investigaciones han reportado ort6logos de
sirtuinas distribuidos en el citoplasma de promastigotes y amastigotes de L. amazonensis
[86], L. infantum [7] y L. major [88]. Adicionalmente, la nicotinamidasa, enzima de la via
de reciclaje del NAD, se localiza en el citoplasma del parasito [6]. Las anteriores
evidencias, aunadas al hecho de que no se han reportado enzimas capaces de emplear
el NAD como sustrato en el nicleo del parasito, se ajustan con la distribucién reportada
para la NMNAT de Leishmania. Sin embargo, es necesario mencionar que los 2
candidatos identificados en el presente trabajo para proteinas PARPs de L. braziliensis
(Tabla 6-14), presentan una localizacién nuclear segun las predicciones realizadas con la

herramienta Euk-mPLoc 2.0.

Esta observacion sugiere que el NAD sintetizado en el citoplasma por la proteina
LbNMNAT deberia ser transportado hacia otros compartimentos celulares. Los
Trypanosomatidos presentan distintos organelos donde se efectian procesos
metabdlicos que requieren NAD. Tal es el caso de la mitocondria en la que se realiza la
fosforilacion oxidativa y el glicosoma, organelo relacionado con la glucolisis, la ruta de las
pentosas fosfato y la oxidacion de acidos grasos [84, 85]. Para suplir las necesidades del
NAD en estos organelos, deben existir mecanismos para transportarlo desde el
citoplasma. En S. cerevisiae y A. thaliana se han descrito transportadores de NAD, a
través de los cuales el NAD es transportado hacia la matriz mitocondrial y del cloroplasto
[152, 153].

Mediante la estrategia computacional implementada en este estudio, se identificaron 3
candidatos para transportadores de NAD en L. braziliensis (Tabla 6-14), cuya localizacion
peroxisomal/glicosomal predicha debe confirmarse experimentalmente. El estudio de la
enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH), la cual oxida el NADH a NAD®,
demostr6 una localizacidon glicosomal para la misma en L. mexicana, reforzando la
hipotesis sobre la existencia de transportadores de NAD en dicho organelo [192]. De
manera adicional, se ha demostrado la existencia de transportadores de nucleétidos

(NSTs) en las membranas del aparato de Golgi de L. donovani [193] y L. major [194].

El poder reductor del NAD generado en el citoplasma, puede transferirse hacia la matriz
mitocondrial empleando sistemas lanzadera como la lanzadera malato-aspartato. La

localizacién mitocondrial de las enzimas esenciales de esta lanzadera, malato
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deshidrogenasa [195] y aspartato aminotransferasa, ha sido demostrada en L. major [82].
Con respecto a la localizaciéon nuclear del NAD, se ha sugerido que la concentracion
nuclear y citosoélica de NAD se encuentra en equilibrio por mecanismos de difusion entre

estos dos compartimentos celulares [108].

En resumen, los resultados obtenidos en el presente estudio sugieren una localizacion
citosolica de la proteina LONMNAT, indicando el sitio de sintesis del NAD en el parasito
L. braziliensis. Una vez sintetizado, el NAD puede transportarse hacia diferentes

organelos del parasito empleando diversos mecanismos.

7.6 Relevancia funcional de las inserciones exclusivas de
la proteina LONMNAT

El andlisis de la estructura primaria de las NMNATs de eucariotas superiores, ha
revelado que estas proteinas han adquirido inserciones especificas relacionadas con su
regulacion funcional mediante PTM y localizacion intracelular. Este tipo de inserciones se

han identificado y estudiado en las iso-enzimas humanas HSNMNAT1-3 [53].

Con el animo de identificar este tipo de elementos en la proteina LONMNAT, se analizd
su estructura primaria generando alineamientos mdltiples. Dicho analisis reveld la
existencia de 5 inserciones exclusivas y de tamafio variable a lo largo de la proteina
LbNMNAT. Estas inserciones son altamente conservadas entre las NMNATs del género

Leishmania y algunas de ellas podrian experimentar fosforilacion (Figura 6-44).

Entre las inserciones identificadas se destacé aquella localizada hacia el extremo amino
terminal, la cual presenta 35 residuos de longitud. El impacto funcional que ejerce dicha
insercion sobre la actividad catalitica de la proteina LONMNAT, se investigdé mediante la
produccién de una proteina recombinante truncada en el extremo amino terminal (His-
LbNMNATAL1-43). La actividad catalitica de dicha proteina se evallo por ensayos
enzimaticos acoplados y directos, los cuales revelaron que la insercion amino terminal es

indispensable para la sintesis de NAD (Figura 6-46).

El efecto funcional generado por la insercion amino terminal de la proteina LONMNAT es

diferente del efecto generado por las inserciones propias de las iso-enzimas humanas
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HsNMNAT1-3. En estas Ultimas proteinas, la remocién de sus inserciones exclusivas no

afecta la actividad catalitica sino la localizacion de las mismas [53, 196].

La delecion A1-43 afectd la disposicion espacial de las cadenas laterales de los residuos
de la proteina LONMNAT involucrados en la interaccidon con el ATP (Figura 6-47). Este
cambio estructural explicaria la pérdida de la actividad enzimatica de la proteina His-
LbNMNATA1-43. Debido a que el elemento estructural requerido para el establecimiento
de estructuras cuaternarias no se afectdé en dicha proteina (Figura 7-2), su capacidad

para establecer ensamblajes oligoméricos se conservo.

Figura 7-2: El modelo tridimensional de la proteina LbNMNATA1-43 conserva el
elemento estructural necesario para establecer oligdmeros. En naranja se indica el
elemento estructural requerido para establecer estructuras cuaternarias en los modelos
predictivos de la proteina LONMNAT y LbNMNATA1-43 generados por el método de

homologia. Imagenes generadas con el programa UCSF Chimera [73].

LbNMNAT LbNMNATA1-43

La relevancia funcional de la insercion amino terminal de la proteina LONMNAT, permite
sugerirla como un potencial blanco farmacoldgico. En este sentido, podrian disefarse
inhibidores especificos capaces de afectar la actividad enzimatica de la proteina

LbNMNAT sin interferir con la actividad de las iso-enzimas humanas HsNMNAT1-3. Por
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otro lado, las inserciones exclusivas de la proteina LbNMNAT permiten su

implementacion como marcador molecular.

La participacion de las 5 inserciones exclusivas de la proteina LONMNAT en procesos de
localizaciéon intracelular y PTM, se puede investigar aprovechando el plasmido de
expresion pSP72RaneoalLbNMNAT-GFP construido en este trabajo. Puntualmente, se
podrian delecionar las inserciones exclusivas de la LbNMNAT contenida en dicho

plasmido, evaluando el efecto in vivo de las mismas en el parasito.

7.7 Expresion genética de la NMNAT en L. braziliensis

Los organismos pertenecientes al género Leishmania exhiben complejos ciclos de vida
en los que el parasito experimenta procesos de diferenciacion celular regulados por
cambios en sus perfiles de expresion genética [197]. A diferencia de la mayoria de
organismos, los mecanismos que regulan la expresién genética en Trypanosomatidos no

operan a nivel transcripcional.

Estos organismos transcriben, gracias a la accion de la ARN polimerasa Il, los genes
codificantes para proteinas en unidades poli-cistronicas, desde las cuales se obtienen
ARNmM independientes mediante procesos de trans-splicing. Este proceso se realiza entre
los genes del policistron y un mini-exén, denominado “splice leader”, que conlleva la
estructura cap. Por su parte, la ARN polimerasa | transcribe mayoritariamente ARNs
ribosomales, mientras que la ARN polimerasa lll sintetiza ARNs nucleares pequefios
(ARNSsn) y ARNSs de transferencia (ARNt) [198].

La maquinaria de transcripcion de los Trypanosomatidos es reducida, siendo la proteina
de union a la caja TATA (TBP) y el complejo proteico activador nuclear pequefio
(SNAPCc), los unicos factores de transcripcion caracterizados en detalle. Aunque no se
han identificado promotores clasicos como los elementos iniciadores (Inr) o la caja TATA,
se ha observado que los factores de transcripcion TBP y SNAPc se asocian a regiones
cromosémicas donde la histona 3 (H3) se encuentra acetilada. Usualmente, la H3
acetilada se localiza en todas las regiones de cambio de hebra (strand-switch), justo

donde comienza la transcripcion policistronica en los Trypanosométidos [198, 199].
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La acetilacion de histonas es una reaccion catalizada por histona acetil transferasas
(HAT), enzimas que se han descrito en T. cruzi [200-202]. Por el contrario, la
deacetilacion de estas proteinas es una reaccion catalizada por histona acetil
deacetilasas (HDAC) como las sirtuinas, enzimas que se han descrito en diversas
especies de Trypanosomatidos [7, 40, 44, 88]. Teniendo en cuenta que los estados de
acetilacion de H3 dependen de la actividad de las enzimas HAT y HDAC, se ha
propuesto que la remodelacién de la cromatina representa un mecanismo de regulacién

transcripcional de la expresion genética en estos organismos.

Adicionalmente, se han descrito mecanismos de regulacién post-transcripcional que
modifican la estabilidad de los ARNm vy, por lo tanto, los niveles proteicos
correspondientes en Trypanosomatidos [198]. De este modo, es posible detectar
cantidades variables de un ARNm especifico y de la proteina codificante respectiva, entre

diferentes condiciones fisioldgicas del parasito [203].

Los mecanismos que determinan la estabilidad de los ARNm en los Trypanosomatidos
son similares a los que poseen levaduras y mamiferos. Estos mecanismos comienzan en
las regiones 3'UTR, en donde proteinas reguladoras promueven la deadenilacién de los
transcritos. La transicion de una cola poli A larga hacia una cola oligo A corta, promueve
la remocion de la estructura cap. Luego, los ARNm son degradados en sentido 5-3'y 3'-
5 por exonucleasas citoplasmaticas y el exosoma, respectivamente [204]. La
intervencion de ARNs no codificantes (hcRNAs) es un mecanismo de regulacién post-
transcripcional adicional que regula la abundancia de diferentes ARNm a lo largo del ciclo

de vida de los Trypanosomatidos [205, 206].

Con el objetivo de estudiar los niveles de expresion genética de la LoONMNAT a lo largo
del ciclo de vida de L. braziliensis, se usaron diferentes técnicas experimentales.
Inicialmente, se analiz6 el transcrito lbnmnat mediante RT-PCR en promastigotes,
comparando su nivel de expresion con aquellos de genes estudiados con anterioridad
(gshl y sap). A nivel de ARNm y en comparacion con los genes gshl y sap, el gen de
interés lbnmnat exhibié diferencias (Figura 6-52). La aproximacion por RT-PCR para el
estudio del transcrito lbnmnat, también se implementé en amastigotes derivados de
macréfagos murinos infectados in vitro. Sin embargo, no se logré la amplificacion de los

genes del amastigote. Por esta razén, se intentd cuantificar el transcrito lbnmnat
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mediante una técnica mas sensible: RT-gPCR, estrategia que resultd igualmente

infructuosa. Porcentajes bajos de infeccion podrian explicar estos resultados.

El modelo de infeccion in vitro impone una dificultad técnica que impide obtener el ARNm
del macréfago y del amastigote por separado. Aunque este modelo permite la
cuantificacién confiable de transcritos propios del macréfago, resulta dificil para la
cuantificaciéon de los ARNm del parasito. Por esta razén, numerosos autores han
empleado amastigotes axénicos y/o amastigotes provenientes de lesiones generadas en

modelos mamiferos para cuantificar transcritos del parasito [145].

Aungue en nuestro caso resultaria apropiado cuantificar el transcrito Ionmnat en este tipo
de amastigotes, en la actualidad se dispone de datos de expresion transcripcional para
dicho gen en los distintos estadios de diferenciacion del parasito (Figura 6-53). Los datos
reportados para varias especies de Leishmania, indican que los niveles del transcrito
nmnat son similares entre promastigotes y amastigotes (axénicos y/o derivados de
lesiones). Estos resultados, congruentes con aquellos observados en el presente estudio
a nivel de proteina (Figura 6-54), reflejan la importancia de la NMNAT a lo largo del ciclo

de vida del parasito.

El emple6 de azlcares, aminoacidos y acidos grasos como fuente de carbono por parte
de Leishmania, independientemente de su estadio de diferenciacion, requiere la
activacion de diversas rutas bioquimicas como la glucolisis, el ciclo de los TCA y la B-
oxidacioén, en las cuales participa el NAD [97]. Adicionalmente, el estrés oxidativo al que
se somete el parasito a lo largo de su ciclo de vida, requiere la regeneracion continua del

tripanotion, proceso que depende del NADP [96].

Los Trypanosomatidos emplean mecanismos de defensa ante el estrés oxidativo. Estos
sistemas, basados en la oxido-reduccién continGa del tripanotidn, se caracterizan por ser
NADP-dependientes. Teniendo en cuenta esta evidencia, planteamos la siguiente
hipétesis: el estrés oxidativo genera una alta demanda de NAD en el parasito. Para
comprobar esta idea, analizamos la expresion de la NMNAT en promastigotes de L.
braziliensis expuestos a concentraciones ICs, de H,O, (1.3 mM). Los experimentos

efectuados demostraron que los niveles de expresién del transcrito lbnmnat no varian
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ante el estrés oxidativo. No obstante, a nivel traduccional se observé una reduccion de la

cantidad de proteina LONMNAT ante el tratamiento con H,0O, (Figuras 6-56 y 6-57).

De acuerdo con estos resultados, no es posible rechazar o aceptar la hipotesis
planteada. En este sentido el NAD requerido por el parasito sometido a estrés oxidativo,
podria obtenerse por vias diferentes a la sobre-expresién de la proteina LoONMNAT, por
ejemplo, importandolo desde la célula hospedera. Adicionalmente, dado que los sistemas
de defensa ante el estrés oxidativo dependen del NADP, seria interesante analizar los
niveles de expresién de la enzima NAD quinasa en los pardsitos tratados con H,0,. En la
actualidad se emplean diversos métodos para cuantificar el NAD(P) intracelular, como la
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS) [29], técnica que
podria implementarse para cuantificar el NAD(P) en Leishmania bajo distintas

condiciones experimentales.

Finalmente, con el propdsito de evaluar el efecto que genera la sobre-expresion de la
proteina LONMNAT sobre la viabilidad celular del parasito ante el estrés oxidativo, se
podrian utilizar las lineas celulares de L. braziliensis transfectadas con el plasmido de

expresion pSP72RaneocaLbNMNAT-GFP, obtenidas en el presente trabajo.

7.8 Reconstruccion del metabolismo del NAD en

Leishmania

Las rutas de sintesis, degradacién y transporte del NAD y sus precursores en
Leishmania, se reconstruyeron empleando herramientas bioinforméticas (BLASTP y
TBLASTN). Esta aproximacion permitio identificar proteinas involucradas en las vias de
reciclaje y de novo de sintesis del NAD, junto con proteinas implicadas en su
degradacién, modificacion y transporte. Sin embargo, algunas de las proteinas buscadas
no pudieron ser identificadas. Con respecto a este resultado, se pueden sugerir dos
posibilidades: 1. El parasito realmente no posee las proteinas en mencién. 2. La
aproximacion bioinformatica aplicada es incapaz de identificar dichas proteinas. En este
tltimo caso podrian implementarse busquedas minuciosas empleando herramientas de

identificacion més sofisticadas [207].
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La red metabdlica propuesta en el presente estudio, revel6 que la biosintesis del NAD en
Leishmania es un proceso complejo que ofrece multiples puntos de regulacién (Figura 6-
58). La alteracion del metabolismo del NAD en otros organismos patogénicos, afecta de
manera negativa diversos aspectos del proceso de infeccion. Por ejemplo, bacterias del
género Brucella mutantes en el gen codificante para la nicotinamidasa, son incapaces de
replicarse intracelularmente [208]. Por su parte, la levadura Candida glabrata depende de
la utilizacion de NR como precursor de NAD para establecer infecciones sistémicas [209].
Estas evidencias junto con las mudltiples funciones descritas para el NAD [5], han

constituido su proceso biosintético como un potencial blanco farmacolégico [50, 51, 181].

Mediante el andlisis de la estructura primaria de la proteina NMNAT de diversas especies
del género Leishmania, se identificaron inserciones altamente conservadas que no se
encuentran en las iso-enzimas humanas HsNMNAT1-3. La delecion de la insercién
ubicada en el extremo amino terminal de la proteina LONMNAT, afecté negativamente su
capacidad catalitica (Figura 6-46). Dos observaciones adicionales fortalecen la idea de
enfocar la biosintesis del NAD como un blanco potencial en Leishmania: 1. Hasta el
momento hemos identificado una Unica NMNAT, razén por la que se atacaria un solo
blanco molecular. 2. La proteina LbONMNAT se expresa tanto en promastigotes como
amastigotes (Figura 6-53), siendo un blanco vulnerable en cualquier momento del ciclo

biolégico del parasito.

Igualmente, en otros pardsitos eucariotas intracelulares como T. cruzi y P. falciparum se
ha reportado la existencia de una Gnica NMNAT [92, 93]. En este ultimo caso, la
inhibicion de la NMNAT reduce la capacidad del parasito para multiplicarse y proseguir
con su ciclo biolégico, reforzando la nocién sobre la NMNAT como un excelente blanco

farmacoldgico.



8. Conclusiones y recomendaciones

8.1 Conclusiones

Se estudié el metabolismo del NAD en el parasito L. braziliensis, enfocando nuestra
atencion en la enzima central implicada en su biosintesis, la proteina NMNAT. Las
evidencias bioinformaticas y experimentales obtenidas, indicaron diferencias notables
entre la NMNAT del parasito y los homologos humanos HsNMNAT1-3. Dichas diferencias
se relacionan con la organizacion oligomérica, los parametros cinéticos, las inserciones
exclusivas y la localizacién intracelular de las proteinas en mencidn. En conjunto,
nuestros resultados revelaron que el proceso de biosintesis del NAD en Leishmania es

un blanco farmacol6gico promisorio.

8.1.2 Conclusiones especificas

Se implementaron 3 estrategias experimentales para favorecer la solubilidad de la
proteina His-LbNMNAT:

A. Expresion en diferentes sistemas bacterianos.

B. Co-expresion con chaperonas moleculares.

C. Expresion desde el plasmido pQE30.
Las dos Ultimas estrategias resultaron exitosas.

Se purifico la proteina His-LbNMNAT mediante diversas técnicas bajo condiciones
nativas o desnaturalizantes:Purificacion parcial por IMAC.

A. Purificacién a homogeneidad por acople IMAC/SEC.

B. Purificacion parcial por solubilizacion de CI.

C. Purificacién por acople solubilizacion de CI/SDS-PAGE preparativo.
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Se determind la organizacion estructural de la proteina His-LbNMNAT utilizando
diferentes métodos:
A. Organizaciébn monomérica segun SEC.

B. Organizacion oligomérica segun graficos de Ferguson (2, 3 y 6-mer).

Se caracteriz6 enzimaticamente la proteina His-LbNMNAT, incluyendo diversos

aspectos:

A. Concentracion de trabajo, almacenamiento y termo-estabilidad.

B. Sistemas de amortiguacion, pH éptimo y temperatura éptima de actividad.

C. Cofactores enziméticos requeridos para la catélisis.

D. Constante de Michaelis-Menten (K.,), velocidad maxima (Vmax), NUmero de recambio
(Keat) Y constante de equilibrio (Kp).

E. Sintesis de NAAD a partir de los sustratos NAMN y ATP.

Se inmunodetecto la proteina LONMNAT en diferentes extractos proteicos preparados
con promastigotes de diversas especies de Leishmania. En todos los casos se observo
una banda de menor peso molecular al esperado (~22 vs 33,7 kDa).

Se establecio la localizacién intracelular de la proteina LONMNAT (proteina de ~22 kDa)
en pardsitos de L. braziliensis:

A. Localizacion citosolica de la proteina enddgena LbNMNAT en promastigotes.

B. Localizacion citosolica de la proteina recombinante LONMNAT-GFP en promastigotes

y amastigotes intracelulares.

Se identificaron 5 inserciones exclusivas y conservadas en la proteina NMNAT del
género Leishmania. La insercion amino terminal es indispensable para la actividad
enzimatica de la proteina recombinante His-LobNMNAT.

Se observé que la abundancia del transcrito lbonmnat y la proteina correspondiente, no
varian a lo largo del ciclo biolégico del parasito. En contraste, la cantidad de proteina
LbNMNAT disminuye en promastigotes sometidos a estrés oxidativo.

Se reconstruyo la red metabolica del NAD en Leishmania, la cual indico que la sintesis,
degradacién y transporte del NAD y sus precursores, son procesos complejos en los que
participan numerosas enzimas e intermediarios quimicos.
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8.2 Recomendaciones

Indudablemente, los resultados presentados en esta disertacion no solo ampliaron el
conocimiento sobre el metabolismo del NAD en el contexto del parasito L. braziliensis,

sino que también generaron preguntas interesantes que guiaran futuros estudios.

En términos estructurales, se observd que la proteina His-LbNMNAT establece diferentes
organizaciones oligoméricas segun PAGE y graficos de Ferguson. Con el objetivo de
corroborar la funcionalidad catalitica de dichas organizaciones, seria interesante
implementar otras técnicas analiticas. Por esto, se iniciaron ensayos de dispersion
dindmica de la luz (DLS) empleando la proteina His-LbNMNAT en ausencia o presencia
de los sustratos ATP y NMN. Resultados preliminares han mostrado que el radio
hidrodinamico de la proteina recombinante varia cuando es analizada en presencia de
ATP. Experimentos de cromatografia de exclusibn molecular en presencia de dicho
sustrato, complementarian el estudio de la estructura cuaternaria de la proteina His-
LbNMNAT.

En cuanto a las propiedades cinéticas de la proteina His-LbNMNAT, se requerira trabajo
adicional para determinar sus pardmetros enzimaticos por el sustrato NAMN, realizando
comparaciones con aquellos obtenidos para el NMN. El disefio y evaluaciéon de
inhibidores de la proteina His-LboONMNAT basados en la estructura del ATP (dada la alta
afinidad que exhibe la proteina por el mismo), sera el mayor desafio que dara inicio al

desarrollo de posibles nuevas estrategias de control del patégeno.

De acuerdo con las observaciones realizadas en el presente trabajo, la proteina
LbNMNAT enddgena exhibe un peso molecular menor al esperado (~ 22 vs 33,7 kDa) en
especies de Leishmania del Nuevo como del Viejo Mundo. Comprobar la identidad de
dicha proteina mediante espectrometria de masas (huella peptidica), representa el primer
paso para comprender los mecanismos de procesamiento que operan sobre la proteina
de interés. Actualmente, se estdn adelantando los analisis correspondientes de la

proteina de ~ 22 kDa inmunoprecipitada desde el extracto proteico soluble del parasito.

El andlisis de la estructura primaria de la proteina LONMNAT reveld la existencia de 5

inserciones exclusivas. La delecion completa de la insercion amino terminal abolié la
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actividad enzimética de la proteina His-LbNMNATA1-43. La generacion de deleciones
cortas al interior de dicha insercién permitir4 la identificacion de la secuencia exacta
necesaria para la actividad catalitica de la proteina LONMNAT. Adicionalmente, el vector
de expresion pSP72RaneoalLbNMNAT-GFP construido en este trabajo servira como
material de partida para generar deleciones de las inserciones exclusivas mencionadas y
estudiar su relevancia funcional in vivo en lineas celulares transfectadas del parasito.
Similarmente, el efecto que ofrece la sobre-expresién de la proteina LONMNAT-GFP en
las lineas celulares transfectadas, puede ser investigado en promastigotes sometidos a
estrés oxidativo.

La identificacion de las proteinas candidato involucradas en diversos procesos del
metabolismo del NAD de Leishmania, tales como transporte, biosintesis, degradacion y

modificacion, indica numerosas rutas de exploracién cientifica a recorrer.

A modo de recomendacion, se sugiere la utilizacion de amastigotes axénicos para la

cuantificacion de transcritos del parasito mediante las técnicas RT-PCR y RT-qPCR.



Anexo A: Mapa, analisis y secuencia
del plasmido recombinante pQE30-
LbNMNAT (LC 1).

LC: Luis Contreras. Figura generada con el programa SnapGene Viewer.

En seguida se presenta el andlisis de la secuencia del plasmido pQE30-LbNMNAT (LC
1):
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Letras azules: codén de inicio, Letras rojas: sitio de
multiple clonacién,
Subrayado: secuencia

verificada mediante secuenciamiento de ADN.

CTCGAGAAATCATAAAAAATTTATTTGCTTTGTGAGCGGATAACAATTATAATAGATTC
AATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGAATTCATTAAAGAGGAGAAATTAACTATG
AGAGGATCG GGATCC

GGTACCCCGGGTCGACCTGCAGCCAAGCTTAATTAGC
TGAGCTTGGACTCCTGTTGATAGATCCAGTAATGACCTCAGAACTCCATCTGGATTT
GTTCAGAACGCTCGGTTGCCGCCGGGCGTTTTTTATTGGTGAGAATCCAAGCTAGCT
TGGCGAGATTTTCAGGAGCTAAGGAAGCTAAAATGGAGAAAAAAATCACTGGATATA
CCACCGTTGATATATCCCAATGGCATCGTAAAGAACATTTTGAGGCATTTCAGTCAGT
TGCTCAATGTACCTATAACCAGACCGTTCAGCTGGATATTACGGCCTTTTTAAAGACC
GTAAAGAAAAATAAGCACAAGTTTTATCCGGCCTTTATTCACATTCTTGCCCGCCTGA
TGAATGCTCATCCGGAATTTCGTATGGCAATGAAAGACGGTGAGCTGGTGATATGGG
ATAGTGTTCACCCTTGTTACACCGTTTTCCATGAGCAAACTGAAACGTTTTCATCGCT
CTGGAGTGAATACCACGACGATTTCCGGCAGTTTCTACACATATATTCGCAAGATGT
GGCGTGTTACGGTGAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGTTTATTGAGAATATGTTT
TTCGTCTCAGCCAATCCCTGGGTGAGTTTCACCAGTTTTGATTTAAACGTGGCCAATA
TGGACAACTTCTTCGCCCCCGTTTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAAGGCGACA
AGGTGCTGATGCCGCTGGCGATTCAGGTTCATCATGCCGTTTGTGATGGCTTCCATG
TCGGCAGAATGCTTAATGAATTACAACAGTACTGCGATGAGTGGCAGGGCGGGGCG
TAATTTTTTTAAGGCAGTTATTGGTGCCCTTAAACGCCTGGGGTAATGACTCTCTAGC
TTGAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCGTTTTATC
TGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCCTGAGTAGGACAAATCCGCCCTCTAGAGCTGCC
TCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACG
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GTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGT
CAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCGCAGCCATGACCCAGTCACGTAGCGATAG
CGGAGTGTATACTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCAC
CATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCG
CTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAG
CGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACG
CAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCC
GCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGA
CGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCC
CCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACC
TGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGT
ATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCC
GTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTA
AGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAG
GTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAG
AAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGT
TGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTG
CAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCT
ACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAG
ATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAA
TCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGC
ACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTG
TAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACC
GCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAA
GGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATT
GTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTG
CCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCT
CCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCG
GTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCA
CTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCT
TTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGAC
CGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACT
TTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTAC
CGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCAT
CTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAA
AAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATA
TTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTT
AGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACG
TCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCC
CTTTCGTCTTCAC

Peso molecular tedrico de la proteina His-LbNMNAT: 37007.9 Da
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Letra azul: primer aminoacido, Letras rosadas: etiqueta 6xHis, Letras naranjadas:
proteina LbNMNAT, Letras negras: residuos adicionales resultantes de la
estrategia de clonacion.

MRGSHHHH HHGSMLSS TAAPYALRTD KLKPLEGCAA SCPTSTAEAA
SQVTPLLQPYV VLVICGSFNP IHNAHLKLYD AAKRSIEGVD GRVVLGGFLS
PVGDAYGKPG LRCAADRVQV MEKALCHH PELNVDTWEC QQPTYTRTFF
VLRALEEHVN AWYAQSEPAA MEWLTSHG RHVRVVFACG ADLFFSFWRP
GCWSLCLLRQ LLDSFPLVVV QRGGARGNIS DSDDFARVCQ TAPLLWETAE
DGERIEIDMLRYTFTFAA FSVPDDTSST AVRNAVME LAKMPVDE VTARTALQSR
LRTMLPEA TIQLVVDLYG EGLPS*



Anexo B: Mapa del plasmido
recombinante pSP72RaneocaLbNMNAT-
GFP (LC 2).

LC: Luis Contreras. Figura generada con el programa SnapGene Viewer.

PSP72RanecaLbNMNAT-GFP (LC 2)
6650 bp

Peso molecular teérico de la proteina LONMNAT-GFP: 60938.3 Da

Letras azules: primer aminoéacido, Letras verdes:
proteina GFP.

MLSSTAAPYALRTDKLKPLEGCAASCPTSTAEAASQVTPLLQPVVLVICGSFNPIHNAHLKLYDA
AKRSIEGVDGRVVLGGFLSPVGDAYGKPGLRCAADRVQVMEKALCHHPELNVDTWECQQPTY
TRTFFVLRALEEHVNAWYAQSEPAAMEWLTSHGRHVRVVFACGADLFFSFWRPGCWSLCLLR
QLLDSFPLVVVQRGGARGNISDSDDFARVCQTAPLLWETAEDGERIEIDMLRYTFTFAAFSVPDD
TSSTAVRNAVMELAKMPVDEVTARTALQSRLRTMLPEAAIQLVVDLYGEGLPSSRMVSKGEELF
TGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTTFTYGVQCFSR
YPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILG
HKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLST
QSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYK*






Anexo C: Mapa del plasmido
recombinante pET100-LbNMNATA1-43.

Figura generada con el programa SnapGene Viewer.

PET100-LbNMNATA1-43
6559 bp

Peso molecular tedrico de la proteina His-LbNMNATAL1-43: 33490.0 Da

Letra azul: primer aminoacido, Letras
negras: aminodacidos adicionales resultantes de la estrategia de clonacion.

HHHHHH: etiqueta 6xHis
V: primer aminoé&cido proteina LONMNATA1-43
MRGSHHHHHHGMASMTGGQQMGRDLYDDDDKDHPFTV
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Anexo D: Mapa del plasmido
recombinante pQE30-LbNMNATA241-

249.

Figura generada con el programa SnapGene Viewer.

PQE30-LbNMNATA241-249
4352 bp

a
Mbda t0 terminator

Peso molecular tedrico de la proteina His-LbNMNATA241-249: 34261.0Da

Letra azul: primer aminoacido,
Letras negras: aminoacidos adicionales resultantes de la estrategia de clonacién.

HHHHHH: etiqueta 6xHis
M: primer amino&cido proteina LONMNATA241-249

MRGSHHHHHHGSM
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Anexo E: Expresion de la proteina
recombinante His-LbNMNAT en
diferentes sistemas de expresion
bacterianos.

A. El plasmido recombinante pET100-LbNMNAT se utiliz6 para transformar distintas
cepas de expresion. Las fracciones no inducidas (-) e inducidas (+) de los clones
obtenidos se analizaron mediante SDS-PAGE 12%. Las flechas rojas indican la
expresion de la proteina His-LbNMNAT en el sistema Codon Plus. Las proteinas se

visualizaron con azul Coomassie.

B. Las fracciones insolubles (Ins) y solubles (Sol) provenientes de las cepas E. coli BL21
(DE3) (1), pLysS (2), Codon Plus (3) y Rosetta (4), transformadas con el plasmido
recombinante pET100-LbNMNAT e inducidas se analizaron mediante SDS-PAGE 12%.
Las proteinas se visualizaron con azul Coomassie.

C. Adicionalmente, las fracciones solubles mencionadas se analizaron mediante Western
blot utilizando el anticuerpo primario anti-6xHis. Membrana PVDF. La flecha azul indica
un producto de degradacion de la proteina His-LbNMNAT. Sistema de revelado con

fosfatasa alcalina. M, marcador de peso molecular en kDa.

Codon
pLysS Plus Rosetta Ins Sol Sol

M - 4+ - + - + IPTG M 1 2 3 4 1 2 3 4 M 1 2 3 4
—

66

45 66—
36

29 |-
25

45-
36- —
29~

20 25-
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Anexo F: Cromatogramas de proteinas
patron, inyectadas por separado, en la
columna de exclusion molecular.

His-HsNMNAT-1 (33 kDa, 6-mer: 198
kDa)

Cantidad inyectada: 200 ug

Volumen de eluciéon: 12,31 ml

BSA (66 kDa)
Cantidad inyectada: 550 ug

Volumen de elucién: 14,68 ml

Anhidrasa carbonica (29 kDa)
Cantidad inyectada: 122 ug

Volumen de elucién: 16,85 ml

Lisozima (14 kDa)
Cantidad inyectada: 500 ug

Volumen de eluciéon: 19,69 ml

Azul dextran
Cantidad inyectada: 500 ug

Volumen de elucién: 8,22 ml
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Anexo G: Curvas de calibracion de
ATP y NAD.

Estas curvas se utilizaron para cuantificar el ATP y el NAD producidos en los ensayos
enzimaticos ejecutados para determinar los parametros cinéticos y la constante de
equilibrio de la proteina His-LbNMNAT.

Las curvas de calibracion se construyeron analizando por RP-HPLC diferentes
cantidades de:

1,6E+07 2,5E+07
y = 8642,3x + 698246 y =14.476,18x - 97.268,07
R?=0,99255 L ] R?=1,00 °

. 2,0E+07
S 1,2E+07 2
< g
E s

& 15E+07
& <
< 8,0E+06 ° 3

g g .

2 ‘B 1,0E+07
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£ ) £
< 4,0E+06 <

° 5,0E+06 ®
[ 1Y L ]
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Anexo H: Curvas de calibracion para

los genes 40s y Ibnmnat.

Estas curvas se utilizaron para cuantificar en las muestras de promastigotes sin tratar y

tratados con concentraciones ICs (1,3 mM) de H,0O,, los transcritos de los siguientes

genes :

A. 40s

B. Ibnmnat

Los datos se presentan como el promedio + la desviacion estandar (n=3).

y=-3,5232x + 11,29
R*=0,99623

Promedio C, para cada dilucién

30

20

10

Promedio C, para cada dilucién

—

y=-3,8435x + 17,396

R?=0,99144

40

30

20

-4,5 -3 -1,5
Log;, Diluciones de la curva

P

-4,5

-3 -1,5
Log;, Diluciones de la curva

A
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