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Resumen 
 

En términos estructurales y funcionales, las proteínas son las macromoléculas biológicas 

más diversas de los seres vivos. Las enzimas, una clase especial de proteínas, se 

caracterizan por su capacidad de disminuir la energía de activación de las reacciones 

bioquímicas. A pesar de su relevancia, la mayoría de enzimas no pueden ejercer su 

función por sí solas y requieren moléculas adicionales, denominadas cofactores, para 

catalizar sus reacciones. El dinucleótido de adenina y nicotinamida (NAD), es un cofactor 

orgánico (co-enzima) que junto con su derivado fosforilado (NADP), son empleados en 

reacciones de óxido-reducción propias del metabolismo energético y la defensa ante el 

estrés oxidativo. Adicionalmente, el NAD es utilizado como sustrato por proteínas que 

regulan funciones celulares esenciales que incluyen reparación de ADN, expresión 

genética y señalización, entre otras. 

 

La importancia celular del NAD, ha impulsado numerosas investigaciones enfocadas en 

develar los componentes y la dinámica de su biosíntesis en diversos modelos biológicos. 

Los resultados obtenidos han indicado que el NAD puede ser sintetizado a partir de 

diferentes precursores químicos que recorren rutas bioquímicas únicas conocidas como 

las vías de reciclaje y de novo de biosíntesis del NAD. A pesar de sus diferencias, ambas 

vías convergen en el punto común catalizado por la enzima nicotinamida/nicotinato 

mononucleótido adenilil transferasa (NMNAT EC: 2.7.7.1/18). Esta proteína se ha 

caracterizado en representantes de los tres dominios de la vida y se ha enfocado como 

blanco farmacológico contra el cáncer y diversos organismos patogénicos de humanos. 

 

El presente estudio expone los resultados de la caracterización bioquímica de la proteína 

NMNAT de Leishmania braziliensis, patógeno eucariota capaz de infectar al hombre y 

que en Colombia representa un problema de salud pública. La investigación incluyó el 

análisis de aspectos estructurales y funcionales de la NMNAT del parásito. Las 

evidencias obtenidas indicaron diferencias notables entre la proteína analizada en 
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relación con los homólogos humanos, sugiriendo que el proceso de biosíntesis del NAD 

en Leishmania es un blanco farmacológico promisorio. 

 

 

 

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

nicotinamida/nicotinato mononucleótido 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, numerous 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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ORFs Marcos de lectura abiertos 

PAGE Electroforesis en geles de poliacrilamida bajo condiciones nativas 

PAHO Organización Panamericana de la Salud 

PARP Poli ADP ribosil polimerasa 

PDB Banco de Datos de Proteínas 
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Abreviatura Término 

pI Punto isoeléctrico 

PPi Pirofosfato inorgánico 

PRPP Fosforibosil pirofosfato 

PVDF Fluoruro de polivinilideno  

PMM Paromomicina 

QA Ácido quinolínico 

QAPRT Fosforibosil transferasa de QA 

Qasa Quinureninasa 

REDOX Óxido-reducción 

RNS Especies reactivas de nitrógeno 

ROS Especies reactivas de oxígeno 

RP-HPLC Cromatografía líquida de alto rendimiento en fase reversa 

rpm Revoluciones/min 

RT-PCR PCR acoplado a transcripción reversa 

RT-qPCR PCR cuantitativo en tiempo real  

SDS-PAGE Electroforesis en geles de poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes 

SEC Cromatografía de exclusión molecular 

SIR Sirtuina 

TCA Ácidos tricarboxílicos  

TDO Triptófano 2,3-dioxigenasa 

Trx  Tioredoxina 

Ube4b Factor de ubiquitinación E4B 

VL Leishmaniasis visceral 

Vmax Velocidad máxima 
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Introducción 
El parásito intracelular Leishmania braziliensis es uno de los agentes causales de la 

leishmaniasis, conjunto de enfermedades que, según la Organización Mundial de la 

Salud (OMS), genera entre 20,000 y 30,000 muertes al año (Reporte: marzo del 2016). 

Las medidas de manejo vigentes dependen de fármacos para combatir la infección y del 

control del vector para reducir la transmisión [1]. Los fármacos empleados en la 

actualidad generan diversos efectos secundarios adversos [2] y aún no se han 

desarrollado vacunas efectivas para humanos [3]. 

 

La identificación de nuevos blancos farmacológicos y la implementación de estrategias 

terapéuticas racionales y duraderas basadas en la comprensión integral de la biología del 

parásito, requiere investigaciones enfocadas en la caracterización molecular y bioquímica 

del mismo. En este sentido, el estudio del dinucleótido de adenina y nicotinamida (NAD) 

resulta adecuado dadas las funciones esenciales que desempeña: metabolismo 

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

 

En las dos primeras funciones el NAD actúa como co-enzima, mientras que en la función 

restante es utilizado como sustrato por diversas enzimas relacionadas con reparación del 

ADN y muerte celular, movilización 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 proliferación, 

diferenciación y muerte celular [6, 7]. En consecuencia, estos parásitos dependen de un 

suministro constante de NAD para su viabilidad.  

 

La biosíntesis del NAD se realiza mediante la vía de novo y la vía de reciclaje. Aunque 

estas rutas emplean precursores e intermediarios químicos diferentes, ambas convergen 

en el paso catalizado por la enzima nicotinamida/nicotinato mononucleótido adenilil 

transferasa (NMNAT; EC: 2.7.7.1/18) [8]. Por esta razón, se piensa que la caracterización 

de la enzima NMNAT de L. braziliensis (LbNMNAT) y la identificación de diferencias 
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estructurales con respecto a las proteínas humanas correspondientes, constituyen puntos 

clave para el desarrollo de nuevas estrategias de control.   

 

Estudios realizados en nuestro grupo de investigación permitieron identificar, clonar y 

expresar la proteína recombinante His-LbNMNAT en el sistema heterólogo Escherichia 

coli, estableciendo las primeras evidencias experimentales sobre el metabolismo del NAD 

en el género Leishmania [9]. El presente trabajo constituye una profundización del 

estudio de la proteína His-LbNMNAT. 

 

Inicialmente, se estandarizaron las condiciones de expresión y purificación de la proteína 

His-LbNMNAT, lo que permitió su caracterización enzimática y la producción de 

anticuerpos policlonales contra la misma. Estos anticuerpos se emplearon para 

determinar la localización intracelular de la proteína LbNMNAT endógena en L. 

braziliensis. De manera adicional, el patrón de localización observado se confirmó 

mediante la expresión de la proteína recombinante LbNMNAT-GFP en el parásito. El 

análisis de la estructura primaria de la proteína LbNMNAT reveló la existencia de  

inserciones exclusivas, cuyo efecto sobre la actividad catalítica y organización 

oligomérica de la enzima se estudió en proteínas recombinantes delecionadas. Por otra 

parte, los niveles de expresión transcripcionales y traduccionales de la proteína 

LbNMNAT se evaluaron en los estadios de diferenciación disponibles del parásito. Para 

finalizar, se construyeron de manera hipotética, las principales rutas metabólicas de 

síntesis,  degradación, modificación y transporte del NAD y sus precursores en 

Leishmania. 

 

En conjunto, el presente trabajo de investigación permitió obtener información estructural 

y funcional novedosa sobre la enzima LbNMNAT, contribuyendo al conocimiento del 

metabolismo del NAD en L. braziliensis.  

 

 

 



 

 
 

1. Marco teórico 

1.1 Leishmaniasis: epidemiología y estrategias de 

control 
La leishmaniasis se refiere a un espectro diverso de enfermedades causadas por 

parásitos del género Leishmania, del cual se han descrito aproximadamente 20 especies 

que infectan al ser humano [10]. Estos protozoarios pertenecen a la familia 

Trypanosomatidae y exhiben características únicas. Por ejemplo, presencia de 

glicosomas y cinetoplasto (organización particular del ADN mitocondrial) transcripción 

policistrónica y trans-splicing [11]. Adicionalmente, presentan una plasticidad genética 

activa que altera el número 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 información ha 

ampliado el conocimiento de la biología del género Leishmania y se ha constituido como 

una herramienta valiosa para identificar nuevos blancos terapéuticos [16]. La transmisión 

de estos parásitos, los cuales invaden células del sistema monocítico-fagocítico, es 

realizada por dípteros hembra de los géneros Phlebotomus spp. o Lutzomyia spp. en el 

Viejo y Nuevo Mundo, respectivamente [17]. 

 

La leishmaniasis se divide en tres categorías principales: leishmaniasis cutánea (CL), 

mucocutánea (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 múltiples factores como la especie del parásito, su 

patogenicidad y capacidad de invasión, así como la respuesta inmune del hospedero 

[18]. Una única especie del parásito 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 ubicación geográfica.  

 

Los grados de severidad de la leishmaniasis varían entre lesiones cutáneas 

asintomáticas y lesiones desfigurativas, hasta invasiones viscerales fatales. La CL se 

caracteriza por lesiones localizadas en el sitio de inoculación de los parásitos. En algunos 

casos, los parásitos se diseminan a través de la piel generando múltiples lesiones (DCL) 

o se propagan mediante el sistema linfático generando destrucción de los tejidos 

nasobronquiales y de la mucosa bucal (MCL) [19]. La VL es una enfermedad sistémica 

que afecta el bazo y el hígado, genera anemia y pérdida de peso. Cuando no es tratada, 

esta enfermedad resulta fatal [20]. 

Tabla 0-1: Leishmaniasis, especies responsables y distribución geográfica. Tabla 

adaptada de [10]. 

ENFERMEDAD ESPECIES UBICACIÓN 

CL 

L. aethiopica 
L. donovani 
L. infantum 

L. major 
L. tropica 

Viejo Mundo 

L. amazonensis 
L. braziliensis 
L. colombiensis 

L. mexicana 
L. panamensis 
L. pifanoi 

Nuevo Mundo 

MCL 
L. braziliensis 
L. guyanensis 
L. panamensis 

Centroamérica y 
Suramérica 

VL 

L. infantum/L. chagasi 
L. donovani 
L. tropica (infrecuente) 

Viejo Mundo 

L. amazonensis (infrecuente) 
L. chagasi/L. infantum 

Nuevo Mundo 
DCL 

L. amazonensis 
L. mexicana 
L. pifanoi 

Leishmaniasis dérmica post-VL 
L. donovani 
L. infantum 

 
Viejo Mundo 
 Leishmaniasis recurrente L. tropica 

Leishmaniasis diseminada 
L. amazonensis 
L. braziliensis 

Nuevo Mundo 
(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 infección. La 

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



 5 

 

VL, registrándose entre 20,000 y 30,000 muertes al año. 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 parásitos que causan leishmaniasis se encuentran en 

88 países alrededor del mundo, especialmente en Centroamérica y Suramérica, África, 

Asia y el sur de Europa. La Figura 1-1 indica la distribución geográfica de CL y VL en el 

Nuevo Mundo. 

Figura 0-1: Distribución geográfica de CL y VL reportadas en el Nuevo Mundo. 

Tomado de [20]. 

A. Distribución de CL. 

B. Distribución de VL. 

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

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

 

 

 

Las medidas de manejo existentes de la leishmaniasis dependen del uso de fármacos 

para combatir la infección y del control del vector para reducir la transmisión. Los 

principales fármacos empleados son: antimoniatos pentavalentes (SbV) como el 

estibogluconato de sodio (Pentostam) y el antimoniato de meglubina (Glucantime), la 

anfotericina B (AmB) en presentación liposomal (AmBisome), como complejo lipídico 

Epidemiology and global health | Microbiology and infectious disease

Pigott et al. eLife 2014;3:e02851. DOI: 10.7554/eLife.02851 4 of 21

Research article

48.55% of VL distribution in the Old World and New World, respectively. Validation statistics for all 
models were high with a mean area under the receiver operator curve (AUC) above 0.97 and mean 
correlations above 0.85 for all models.

In the New World, CL is predicted to occur primarily within the Amazon basin and other areas of 
rainforest. By contrast, VL is predicted to occur mainly along the coastline of Brazil, with sporadic foci 
across the rest of Southern and Central America. Outside of their main foci, both diseases are strongly 
associated with urban and peri-urban areas, resulting in a focal distribution throughout much of the 
New World.

In the Old World, both CL and VL are predicted to be present from the Mediterranean Basin across 
the Near East to Northwest India, with a few foci in Central China as well as in a thin band of predicted 
risk across West Africa and in the Horn of Africa. The predicted distribution of VL also extends into 
Northeast India and China with a large predicted focus in the northwest.

The populations living in areas predicted to be subject to environmental risk of CL and VL are esti-
mated to be 1.71 billion and 1.69 billion, respectively, approximately a quarter of the world's popula-
tion. Figure 4—figure supplement 4 compares these national estimates to the annual case incidence 
data from all countries for which at least one case per annum was estimated by Alvar et al. (2012). 
There is a strong positive association between the two measures of disease occurrence. We provide 
estimates of the populations at risk in 90 countries for which no human cases of CL or VL were regularly 
reported (Alvar et al., 2012). A full table of this information is presented in the associated Dryad data 
set (doi: 10.5061/dryad.05f5h). For many of these countries, Alvar et al. (2012) reported a handful of 

Figure 1. Reported and predicted distribution of cutaneous leishmaniasis in the New World. (A) Evidence consensus for presence of the disease ranging 
from green (complete consensus on the absence: −100%) to purple (complete consensus on the presence of disease: +100%). The blue spots indicate 
occurrence points or centroids of occurrences within small polygons. (B) Predicted risk of cutaneous leishmaniasis from green (low probability of 
presence) to purple (high probability of presence).
DOI: 10.7554/eLife.02851.003
The following figure supplements are available for figure 1:

Figure supplement 1. Uncertainty associated with predictions in Figure 1B. 
DOI: 10.7554/eLife.02851.004

Epidemiology and global health | Microbiology and infectious disease

Pigott et al. eLife 2014;3:e02851. DOI: 10.7554/eLife.02851 5 of 21

Research article

sporadic cases over the years indicating very rare occurrence of infection, whilst the remainder were 
countries with inconclusive evidence of disease presence or absence. It is important to note that the 
relationship between environmental risk and true incidence of disease remains to be elucidated; how-
ever the association between populations living in areas of environmental risk and national level esti-
mates of incidence suggests that the modelled occurrence–incidence relationship approach used by 
Bhatt et al. (2013) for dengue could be applied if the necessary longitudinal cohort study data were 
available.

Discussion
This work has compiled a large body of qualitative and quantitative information on the global distribu-
tion of the leishmaniases and employed a statistical modelling framework to generate the first pub-
lished high-resolution global distribution maps of these diseases.

The evidence consensus maps provide a useful assessment of both global and regional knowledge 
of these diseases. Whilst in many countries consensus on presence or absence of the leishmaniases 
exists, in other areas, including large parts of Africa and many states in India, these assessments reveal 
significant uncertainty in assessing disease presence or absence using currently available evidence. It 
is in these data-poor countries that increased surveillance efforts should be concentrated to improve our 
knowledge of the global distribution of the leishmaniases. In some locations, cases have been reported as 
locally transmitted without the presence of proven vector species, which could indicate a false 
positive. However, the overall consensus score will reflect any uncertainty associated with the validity 

Figure 2. Reported and predicted distribution of visceral leishmaniasis in the New World. (A) Evidence consensus for presence of the disease ranging 
from green (complete consensus on the absence: −100%) to purple (complete consensus on the presence of disease: +100%). The blue spots indicate 
occurrence points or centroids of occurrences within small polygons. (B) Predicted risk of visceral leishmaniasis from green (low probability of presence) 
to purple (high probability of presence).
DOI: 10.7554/eLife.02851.005
The following figure supplements are available for figure 2:

Figure supplement 1. Uncertainty associated with predictions in Figure 2B. 
DOI: 10.7554/eLife.02851.006
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(Abelcet) o dispersión coloidal (Amphocil), la miltefosina (MIL), la paramomicina (PMM), 

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

 

Todos estos fármacos generan efectos adversos en los pacientes (dolor, náusea, vómito, 

fiebre, falla hepática y disfunción renal, entre otros) y algunas especies del parásito 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 parásito [1, 3]. 

 

1.2 Ciclo de vida de Leishmania 

El ciclo biológico de los organismos pertenecientes al género Leishmania comprende dos 

fases morfológicas, bioquímicas y fisiológicas del parásito: amastigotes intracelulares 

(residen dentro del fagolisosoma de los macrófagos del hospedero mamífero) y 

promastigotes extracelulares (residen en el intestino del vector) [1]. Se han definido dos 

etapas de desarrollo para los promastigotes según la estructura molecular del 

lipofosfoglicano de la superficie celular: promastigotes procíclicos (no infectivos) y 

promastigotes metacíclicos (infectivos) [22, 23]. 

 

El ciclo de vida de Leishmania comienza con la trasmisión de promastigotes metacíclicos 

por parte del vector hacia el hospedero mamífero. Los macrófagos del hospedero 

reconocen y fagocitan estos promastigotes, los cuales se diferencian y multiplican como 

amastigotes dentro del fagolisosoma del macrófago. Los amastigotes se liberan del 

macrófago y establecen ciclos de re-invasión. Cuando el vector se alimenta de la sangre 

del hospedero infectado, adquiere el parásito que se diferencia, nuevamente, en 

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

 

Figura 1-2: Diagrama esquemático del ciclo biológico de Leishmania. Tomado de [24]. 

1. Los promastigotes metacíclicos son transmitidos hacia hospederos mamíferos por 

dípteros de los géneros Phlebotomus spp. o Lutzomyia spp.  

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

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

amastigotes.  
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4. Los amastigotes se multiplican por eventos de fisión binaria, se liberan del macrófago 

y establecen ciclos de re-invasión.  

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

amastigotes.  

6. Finalmente, los amastigotes se diferencian en promastigotes proliferativos 

(procíclicos), los cuales migran hacia la probosis del vector cuando alcanzan su 

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

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3 Dinucleótido de adenina y nicotinamida (NAD) 
Las proteínas son biomoléculas que desempeñan diversas funciones en los seres vivos. 

Entre estas biomoléculas, las enzimas se destacan debido a que disminuyen la energía 

de activación de las reacciones químicas que acontecen en los sistemas biológicos. A 

pesar de la importancia de las enzimas, estas no pueden catalizar sus reacciones por sí 

solas debido a que requieren cofactores y co-enzimas para su funcionamiento (a 

excepción de las isomerasas) [25]. La co-enzima denominada dinucleótido de adenina y 

nicotinamida (NAD) junto con sus formas reducidas y fosforiladas (NADH, NADP, 

Amastigote		
intracelular	

Promastigote		
procíclico	

Promastigote		
metacíclico	

Hospedero	
Humano	Vector	
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NADPH), desempeña funciones esenciales en el metabolismo energético y en la defensa 

ante estrés oxidativo dadas sus propiedades de transferencia electrónica.  

Numerosas enzimas, particularmente deshidrogenasas, utilizan el NAD en reacciones 

catabólicas de oxido-reducción (glucólisis, oxidación de ácidos grasos y metabolismo del 

nitrógeno) y en procesos anabólicos como la gluconeogénesis, la síntesis de 

aminoácidos, nucleótidos y colesterol [26].  

 

El NAD y el NADP se componen de dos nucleótidos, la adenina monofosfato (AMP) y el 

mononucleótido 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 nucleótidos de piridina. Tanto el NAD como el NADP, 

son moléculas hidrosolubles y experimentan reacciones reversibles de oxido-reducción 

de su anillo de nicotinamida. Dichas reacciones son catalizadas por enzimas 

deshidrogenasas, las cuales oxidan una molécula sustrato mediante la liberación de dos 

de sus electrones a modo de dos átomos de hidrógeno. Las formas oxidadas de los 

dinucleótidos (NAD+ o NADP+) aceptan estos electrones en forma de ión hidruro y son 

transformadas en sus formas reducidas (NADH o NADPH, respectivamente), las cuales 

transportan los electrones entre diferentes enzimas. El protón restante se libera al medio 

(Figura 1-3). La participación del NAD en reacciones de oxido-reducción no genera un 

consumo neto del mismo, razón por la cual no se alteran sus concentraciones 

intracelulares fisiológicas (~ 250-350 µM NAD+ y 10 µM NADH) [27–29]. 

 

Por otra parte, el NAD participa de manera activa en procesos de regulación celular [30]. 

Específicamente, es utilizado como sustrato por enzimas involucradas en procesos de 

reparación del ADN y muerte celular [31, 32], silenciamiento genético [33, 34], moviliza-

ción de calcio [35] y control del ciclo circadiano [36, 37] en diversos modelos biológicos. 

Por ejemplo, se han reportado y caracterizado deacetilasas pertenecientes a la familia 

HST (Homologous of Sir Two), proteínas comúnmente 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 variación antigénica mediante el remodelamiento 

de la cromatina [38, 39]. En Leishmania, regulan procesos de diferenciación celular [7], 

proliferación [6] e infección [40, 41], mientras que en Trypanosoma cruzi y T. brucei, las 
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sirtuinas se relacionan con mecanismos de invasión celular [42] y reparación 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 glicosídico entre la nicotinamida y su ribosa 

adyacente. Por esta razón, la biosíntesis 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. El NAD se compone de dos nucleótidos unidos 

mediante sus grupos fosfato. Los nucleótidos se diferencian por las bases nitrogenadas 

que contienen: adenina y nicotinamida. En rojo se indica el grupo fosfato presente en el 

NADP. El recuadro azul indica la reducción 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.  

 

 

*Segundos mensajeros: ADP ribosa (ADPR), ADPR cíclica (ADPRc) y dinucleótido de 

adenina y ácido nicotínico fosfato (NAADP).  

 

1.4 Biosíntesis del NAD 
Existen dos rutas enzimáticas, conocidas como la vía de novo y la vía de reciclaje, que 

conducen a la biosíntesis del NAD. Estas vías se distinguen por los precursores que 

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

 

La vía de novo comienza con la degradación de un precursor aminoácido: aspartato en 

bacterias y plantas o triptófano en los demás organismos. Estos precursores son 

catabolizados enzimáticamente para generar ácido quinolínico (QA), sustrato de la 

enzima fosforibosil transferasa del QA (QAPRT). La QAPRT cataliza la decarboxilación y 

fosforibosilación del QA, empleando fosforibosil pirofosfato (PRPP) como co-sustrato 

para sintetizar el mononucleótido del ácido nicotínico (NAMN). La vitamina B3, también 

conocida como niacina o ácido nicotínico (NA), también puede ser empleada como 

precursor para obtener NAMN, gracias a la acción de la enzima fosforibosil transferasa 

del NA (NAPRT).  
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Deacetilación		
de	proteínas	

Glicohidrolasas	
	(CD38/CD157)	

Defensa	ante	
estrés	oxidativo	

Oxidoreductasas	

*	Síntesis	de	
segundos	mensajeros	

NAD(P)	
	

NAD(P)H	

NADP	
	

NADPH	

Oxidoreductasas	

Movilización	y	
señalización	por	Ca2+	

ARTs	 PARPs	

Mono	ADP	
ribosilación	

Poli	ADP	
ribosilación	

Reparación	del	
ADN	y	apoptosis	

Progresión	del	
ciclo	celular	

Transporte	de	
electrones	

Regeneración	de	compuestos	
(GSH,	Trx,	catalasa,	Cit	P450)	

Silenciamiento	genético,	ciclo	
circadiano,	envejecimiento	

FUNCIONES	

ENZIMAS	

REACCIONES	

PROCESOS	
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La vía de reciclaje depende de la reutilización de la nicotinamida (Nam), producto de 

degradación 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 mononucleótido de 

nicotinamida (NMN) [8, 45]. El ribósido de nicotinamida (NR) y el ribósido del ácido 

nicotínico (NAR) son dos precursores adicionales que, al ser fosforilados por enzimas 

quinasas (NRK), generan NMN y NAMN, respectivamente. De modo alternativo, el NR se 

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

 

El segundo paso en la biosíntesis del NAD es la generación de un dinucleótido utilizando 

los mononucleótidos generados a partir de QA, Nam, NA, NR o NAR. Esta conversión es 

catalizada por la enzima nicotinamida/nicotinato mononucleótido adenilil transferasa 

(NMNAT). Esta proteína transfiere la molécula de adenilato desde el ATP hacia el NMN o 

el NAMN para sintetizar NAD o el dinucleótido de adenina y ácido nicotínico (NAAD). El 

NAAD es amidado por la enzima NAD sintetasa generando NAD [8] (Figura 1-5).  

 

Figura 1-5: Biosíntesis del NAD. El NAD puede ser sintetizado a partir de 5 

precursores: NAR, QA, NA, NR y Nam. Las enzimas NamPRT y NAPRT catalizan la 

conversión de Nam y NA en los mononucleótidos NMN y NAMN. La transformación del 

QA por acción de la enzima QAPRT, también conduce a la síntesis de NAMN. Estas 3 

reacciones emplean el PRPP como fuente de fosforibosa. La enzima NRK genera NMN y 

NAMN mediante la fosforilación de NR y NAR. El único paso común de la vía de novo y 

la vía de reciclaje (síntesis 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 síntesis de NAAD a partir de NA 

se conoce como ruta Preiss-Handler. La síntesis de NAD a partir de QA corresponde a la 

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

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

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

presente trabajo de investigación, 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 desempeña tres 

funciones vitales: 1. Participa como donador electrónico universal en rutas de biosíntesis 

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

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

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

calcio [35, 46].  
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Fig. (1). Overview of NAD biosynthesis in humans. NAD biosynthesis initiates from different entry points. Nicotinamide phosphoribosyl-
transferase (NamPRT) and nicotinic acid phosphoribosyltransferase (NAPRT) catalyze the respective conversion of nicotinamide (Nam) and 
nicotinic acid (NA) to the intermediates nicotinamide mononucleotide (NMN) and nicotinic acid mononucleotide (NAMN). Transformation 
of quinolinic acid (QA) by quinolinic acid phosphoribosyltransferase (QAPRT) also yields NAMN. All three reactions use phosphoribosyl 
pyrophosphate (PRPP) as phosphoribosyl donor. Nicotinamide riboside kinase (NRK) activity transforms nicotinamide riboside (NR) or nico-
tinic acid riboside (NAR) to NMN and NAMN, respectively. Dinucleotide formation, the single common step in all routes, is catalyzed by 
nicotinamide adenylyltransferase (NMNAT) yielding nicotinic acid adenine dinucleotide (NAAD) from NAMN or nicotinamide adenine 
dinucleotide (NAD) from NMN. Finally, NAD synthetase (NADS) converts NAAD to NAD in an amidation reaction using glutamine as 
substrate. The amide group of nicotinamide related structures is highlighted in blue, the carboxyl group of nicotinic acid related structures is 
highlighted in red. 

nucleoside precursors. Nicotinamide (Nam) and its deami-
dated form nicotinic acid (NA) are converted to nicotinamide 
mononucleotide (NMN) and nicotinic acid mononucleotide 
(NAMN) by Nam- or NA phosphoribosyltransferases 
(NamPRT and NAPRT), respectively. Both enzymes utilize 
5-phosphoribosyl-1-pyrophosphate (PRPP) as co-substrate. 
Similarly, QA is converted to NAMN by QA phosphoribo-
syltransferase (QAPRT). Alternatively, nicotinamide ri-
boside (NR) and nicotinic acid riboside (NAR) are phos-
phorylated to the corresponding mononucleotide, NMN and 
NAMN, by nicotinamide riboside kinases (NRKs). The sub-
sequent dinucleotide formation is catalyzed by NMN 
adenylyltransferases (NMNATs) yielding NAD or its deami-
dated form, nicotinic acid adenine dinucleotide (NAAD). 
Finally, NAAD is converted to NAD by NAD synthetase 
(NADS).  

The use of different NAD biosynthetic routes varies 
among species. For example, several organisms such as flies 
and worms do not exhibit QAPRT activity and therefore 
have to rely on Nam or NA [9]. Moreover, while some or-
ganisms including humans use several alternatives to gener-
ate NAD, others, for example bacteria and yeast, depend on 
the route from NA via NAAD due to absence of NamPRT 
activity [9]. In the latter organisms, nicotinamidase (NADA) 
enables the utilization of Nam by deamidation to NA. It was 
speculated that these pathways could be mutually exclusive 
to avoid futile competition for Nam between NamPRT and 
NADA activities [9]. However, analyses of sequenced ge-
nomes suggest that at least some organisms exist in which 
both NamPRT and NADA are present [10], but the predicted 
gene functions still remain to be verified.  
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1.5 Nicotinamida/nicotinato mononucleótido adenilil 

transferasa (NMNAT, EC 2.7.7.1/18) 

 

La enzima NMNAT, clasificada como transferasa de nucleótidos (EC 2.7.7), cataliza el 

único paso común entre todas las rutas que conducen a la biosíntesis del NAD (Figura 1-

5), resultando esencial. De acuerdo con esta afirmación, modelos animales con 

deleciones en los genes codificantes para la NMNAT resultan letales [47], mientras que 

en modelos vegetales dichas deleciones interrumpen la reproducción y el crecimiento 

[48].  

 

La importancia de la NMNAT en la biosíntesis del NAD, ha constituido esta enzima como 

una diana terapéutica promisoria para el tratamiento de diversas patologías como las 

enfermedades infecciosas y el cáncer [49–51]. Por esta razón, la NMNAT ha sido sujeto 

de numerosos estudios enfocados en comprender sus mecanismos catalíticos y 

características estructurales. La existencia de la NMNAT se demostró por primera vez en 

levaduras [52] y se ha investigado en numerosos modelos como arqueobacterias, 

bacterias, parásitos, levaduras, insectos, plantas y mamíferos. En humanos se han 

descrito tres iso-enzimas (HsNMNAT1-3), las cuales exhiben una distribución subcelular 

específica. La HsNMNAT1 reside en el núcleo (al igual que las iso-enzimas 1 y 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 catalítica 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 proteínas 

globulares con pesos moleculares entre 20-50 kDa, puntos isoeléctricos (pI) teóricos 

entre pH 4 y 6.5, temperaturas óptimas de reacción entre 30 y 37°C (exceptuando las 

NMNATs de arqueobacterias) y un rango óptimo de pH entre 6 y 9. Todas las NMNATs 

requieren iones metálicos divalentes para su actividad enzimática, siendo el magnesio, el 

ion más utilizado [56] (Tabla 1-2).  
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Tabla 1-2: Propiedades bioquímicas de algunas NMNATs. Tabla adaptada de [56] 

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

 

* Valores teóricos calculados con la herramienta bioinformática ProtParam 

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

 

Un aspecto relevante de las NMNATs se refiere a la preferencia, especie-específica, por 

el precursor del NAD (NMN o NAMN). Aunque la mayoría 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 más rápida al catalizar la reacción empleando NAMN como 

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

 

Por su parte, las NMNATs de arqueobacterias como Methanocaldococcus jannaschii 

(MjNMNAT) [58], Methanobacterium thermoautotrophicus (MtNMNAT) [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].  

	HsNMNAT	 ScNMNAT	 EcNMNAT	 AtNMNAT	
	

MjNMNAT	
	

	
MtNMNAT	

	

	
SsNMNAT	

	

1	 2	 3	 1	 2	 NadD	 NadR	

Peso	Molecular	
(kDa)	 31,9	 34,4	 28,3	 28,3	 45,8	 24,5	 47,3	 26,9		 20	 20,5	 66	

pI	 4,7-4,8	 6,6	 *	9,3	 4,2	 5,6	 *	5,5	 *	5,4	 *	5,8	 *	8,1	 *	5,8	 5,4	
Estructura	
cuaternaria	 6-mer	 1-mer	 4-mer	 1-mer	 4-mer	 -	 6-mer	 -	

Localización	 Núcleo	 Aparato	de	
Golgi	 Mitocondria	 Núcleo	 -	

*	Citoplasma	
y	membrana	
plasmáFca	

*	Núcleo	 Citoplasma	 -	

Preferencia	 NMN	
NaMN	 NMN	 NMN	

NaMN	 NMN	 NaMN	 NMN	 NMN	
NaMN	 NMN	

Cofactores	

Mg2+	
Mn2+	
Co2+				
Ni2+		
Zn2+		

Mg2+	

Mg2+	
Mn2+	
Co2+			
	Ni2+		
Zn2+		

Mg2+/KCl		
Co2+/Ni2+	Mg2+/
Zn2+	Mn2+/Cd2+	

Cu2+/Ca2+	
CaFones	
divalentes	

Zn2+/Ni2+	
Mn2+/Mg2+	
Fe3+/Cu2+	
Co2+	

Mg2+	

	
Mg2+	
KCl	
SO4

2-	
	

pH	ópFmo	 6-9	 5,6-8,5	 7.5	 7,8	 7,5	 8	 8,6	 7,6	 6-8	 7,5	 6-8	
Temperatura	
ópFma	(°C)	 37	 -	 -	 90	 65	 97	

Km	(μM)	

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	 -	 -	 -	 -	 -	 -	
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En cuanto al mecanismo de reacción, la catálisis de las NMNATs procede a través de un 

mecanismo secuencial Bi-Bi ordenado, como ha sido descrito para las iso-enzimas 

HsNMNAT1-3 [62] o secuencial Bi-Bi aleatorio, como sucede con la NMNAT de Bacillus 

anthracis (BaNMNAT) [63]. Estos mecanismos se caracterizan por la unión secuencial de 

la enzima con dos (Bi) sustratos, antes de la liberación secuencial de dos (Bi) productos. 

La formación del complejo enzima-sustratos puede establecerse independiente del orden 

de unión 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 NMNATs. Entre estos, los 

más relevantes hacen referencia a motivos de unión a sustratos, organización 

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

 

1.5.1 Unión a sustratos por las NMNATs 

Mediante estudios de cristalografía 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 NMNATs, caracterizada por la presencia de un dominio α/β 

conformado por hojas β paralelas rodeadas por hélices α y giros aleatorios. Este dominio, 

denominado plegamiento Rossmann, contiene los elementos estructurales relacionados 

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

 

Para el ATP se han identificado dos motivos de unión altamente conservados, ubicados 

hacia los extremos amino ([H/T]xxH) y carboxilo terminales (SxxxxR) de las NMNATs. 

Los grupos fosfato del ATP interactúan con las histidinas del primer motivo mediante 

interacciones electrostáticas y con la serina y la arginina del segundo motivo mediante 

puentes de hidrógeno 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 triptófano que mediante apilamiento de anillos 

aromáticos interactúa con el anillo de piridina; un residuo de arginina o lisina que 

mediante interacciones electrostáticas 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 

característica principal de las NMNATs. Azul: hojas β paralelas. Rojo: hélices α. Verde: 

giros aleatorios. Entre paréntesis se indican los códigos del Banco de Datos de Proteínas 

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

 

  

M. thermoautotrophicus 
NMNAT (1EJ2) 

 
M. jannaschii 

NMNAT (1F9A) 
 

   
B. subtilis 

NMNAT (1KAM) 
E. coli NadR 

(1K4M) 
H. sapiens NMNAT1 

(1KQO) 

 

1.5.2 Organización oligomérica de las NMNATs	
Las NMNATs de diferentes organismos exhiben estructuras cuaternarias homo-

oligoméricas de 2 a 6 subunidades, siendo los únicos monómeros reportados la NMNAT 

de E. coli (EcNMNAT) [74], Pseudomonas aeruginosa (PaNMNAT) [75] y la iso-enzima 

HsNMNAT2 [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 HsNMNAT3. En la 

arqueobacteria M. jannaschii y en la iso-enzima HsNMNAT1 se ha observado la 

organización oligomérica más compleja entre todas las NMNATs: hexámeros (6-mer) 

cuyas subunidades forman un canal con una superficie cargada positivamente. Se ha 

planteado que esta distribución de cargas permite atraer sustratos con carga negativa 

hacia los sitios activos ubicados en dicho canal [55]. La organización cuaternaria de 

diferentes NMNATs se muestra en la Figura 1-7. 

 

1.5.3 Dominios exclusivos de las NMNATs 

 

Los genes codificantes para las iso-enzimas humanas HsNMNAT1-3 presentan exones 

únicos que codifican dominios proteicos específicos denominados ISTIDs (Isoform 

Specific Targeting and Interaction Domains). Dichos dominios median diferentes 

funciones. Por ejemplo, los ISTIDs de las proteínas HsNMNAT1 y 2 determinan la 

localización subcelular de estas enzimas. En el caso de la HsNMNAT1, su ISTID 

contiene la señal de localización nuclear (NLS) GRKRKW, mientras que el ISTID de la 

HsNMNAT2 contiene dos cisteínas (Cis164 y Cis165) relacionados con el anclaje de dicha 

proteína a la membrana del aparato de Golgi mediante palmitoilación. La HsNMNAT3 

también contiene un dominio exclusivo, sin embargo aún no se han establecido las 

funciones en las que participa [53]. 

 

Adicionalmente, el ISTID de la HsNMNAT1 contiene un residuo de serina sujeto a 

fosforilación (Ser136) por proteínas quinasa C. Se ha evidenciado que la HsNMNAT1 

interactúa y regula la actividad de la enzima PARP1 auto-modificada, proteína 

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

por la fosforilación del residuo Ser136. Esta evidencia representa un tipo de regulación 

post-traduccional para la HsNMNAT1 [77]. 
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Figura 1-7: Estructura cuaternaria de algunas NMNATs. El ensamblaje homo-

oligomérico es un rasgo distintivo de la mayoría de NMNATs. Las subunidades de cada 

proteína se muestran con colores diferentes. Entre paréntesis se indican los códigos del 

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

  

M. jannaschii                                              
NMNAT (1F9A), 6-mer 

 

H. sapiens                                                            
NMNAT1 (1KQO), 6-mer 

 

 
 

B. subtilis 
NMNAT (1KAM), 4-mer 

B. anthracis 
NMNAT (3MLA), 2-mer 

 

1.5.4 Funciones adicionales de las NMNATs	
La protección del sistema nervioso es un proceso biológico esencial en el que participan 

las NMNATs. En ratones se ha descrito una aberración cromosómica que genera la 

expresión de una proteína quimera, constituida por los primeros 70 residuos amino 

terminales del factor de ubiquitinación E4B (Ube4b) y la proteína NMNAT. Esta proteína 

quimera evita un fenotipo denominado degeneración Walleriana, caracterizado por la 

fragmentación y destrucción de los axones, fenotipo que se ha relacionado con la 



 19 

 

enfermedad de Parkinson y la esclerosis múltiple. El efecto protector ante dicha 

degeneración también se ha observado al sobre-expresar la NMNAT de ratón o al 

adicionar NAD exógeno en cultivos murinos neuronales [78], evidencia que soporta la 

siguiente idea: la síntesis de NAD en la región distal de los axones es necesaria para el 

mantenimiento de neuronas saludables [79]. Asimismo, en Drosophila melanogaster se 

ha reportado una función neuroprotectora de la NMNAT, que actúa como chaperona 

molecular (independiente de su actividad enzimática adenilil transferasa), evitando la 

agregación y precipitación de proteínas neuronales [80, 81].  

1.6 Metabolismo del NAD en Leishmania 

El NAD participa en tres funciones principales: metabolismo energético, señalización 

celular y defensa ante estrés oxidativo (Figura 1-4). En Leishmania, estas tres funciones 

han sido descritas. Con respecto al metabolismo energético, los Trypanosomátidos 

efectúan el ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA) [82] y la fosforilación oxidativa [83] de 

manera activa. Adicionalmente, estos parásitos poseen organelos especializados como 

los glicosomas en donde realizan glicólisis, ruta de las pentosa fosfato y oxidación de 

ácidos grasos [84, 85]. Todos estos procesos se caracterizan por la participación del 

NAD. 

 

En términos de regulación celular, el NAD resulta indispensable para la supervivencia y 

proliferación de diferentes especies del género Leishmania. En estos procesos celulares 

participan las sirtuinas. Investigaciones previas han reportado la existencia de estas 

proteínas en L. amazonensis (LaSIR2) [86], L. major (LmSIR2) [87, 88] y L. infantum 

(LiSIR2) [41]. Dichas enzimas presentan una distribución citoplasmática durante todo el 

ciclo de vida del parásito [88] y su sobre-expresión promueve la supervivencia de los 

mismos, al prevenir procesos de muerte celular programada. La interrupción genética del 

fragmento codificante para LiSIR2 altera los procesos de proliferación de amastigotes in 

vitro e in vivo, indicando el requerimiento específico de la proteína en esta etapa del ciclo 

de vida (Vergnes et al, 2005).  

 

Otros estudios han mostrado que la proteína LiSIR2 presenta actividad ART, capaz de 

modificar post-traduccionalmente diferentes blancos moleculares utilizando el NAD como 

sustrato. Entre estos blancos se incluyen proteínas asociadas al citoesqueleto, como la 



20 Caracterización bioquímica de la enzima LbNMNAT 

 
α-tubulina, lo cual sugiere que el NAD participa en los cambios morfológicos que 

experimenta Leishmania durante su ciclo biológico [7]. En cuanto a defensa ante estrés 

oxidativo, los Trypanosomátidos poseen sistemas de protección contra especies 

reactivas de oxígeno (ROS) y nitrógeno (RNS) compuestos por peroxiredoxinas, 

tripanotióna y tripanoredoxina, siendo el común denominador de estos sistemas el NADP 

[89–91]. 

 

Las funciones que desempeña el NAD en Leishmania permiten inferir que es de gran 

importancia en la biología del parásito. Por esta razón, resulta interesante estudiar la 

biosíntesis del NAD en este modelo biológico, enfocando las enzimas involucradas en 

dicho proceso, como potenciales blancos terapéuticos. Aunque la NMNAT se ha 

caracterizado en numerosos modelos de investigación, pocos estudios se han realizado 

en parásitos eucariotas. Tan sólo 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 caracterización funcional de estas enzimas no se ha realizado aún. En el 

2010, nuestro grupo de investigación demostró la existencia y expresión de la NMNAT en 

la fase móvil de tres especies de Leishmania [9]. Estos resultados constituyeron la 

primera evidencia experimental en aproximarse a los procesos de biosíntesis del NAD en 

este agente patogénico. 

 

En el presente trabajo se profundiza el estudio de la enzima NMNAT de L. braziliensis. 

Específicamente, se indicarán los aspectos concernientes con su cinética, localización 

subcelular, organización cuaternaria y presencia/función de dominios exclusivos, junto 

con el análisis de los niveles de expresión en el parásito.  



 

 
 

2. Justificación 

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 clínicas 

predominantes son la leishmaniasis cutánea y mucocutánea [95]. En la actualidad, no 

existen vacunas efectivas para humanos [3] y las medidas de control implementadas 

requieren el uso de fármacos que generan efectos secundarios adversos [2]. Con el 

propósito de desarrollar estrategias terapéuticas racionales y duraderas a partir del 

conocimiento de la biología del parásito, es indispensable realizar investigaciones 

enfocadas en la caracterización molecular y bioquímica del mismo.  

 

El metabolismo del NAD se relaciona con diversos procesos bioquímicos y fisiológicos 

esenciales, participando en mecanismos de transducción energética y de señales 

intracelulares, síntesis de agentes movilizadores de calcio y sistemas de oxido-reducción 

(REDOX) [4, 8]. En el contexto de los parásitos intracelulares, los sistemas REDOX 

permiten su adaptación a ambientes hostiles durante el transcurso de sus ciclos 

biológicos [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 diferenciación celular [7], proliferación [6] y muerte celular de Leishmania 

[40, 41].  

 

Por estas razones, la caracterización funcional de las enzimas involucradas en la síntesis 

del NAD, constituyen un punto crucial para el eventual desarrollo de nuevas estrategias 

de control del patógeno. En este sentido, el estudio de la proteína recombinante His-

LbNMNAT y la identificación de diferencias estructurales con respecto a los ortólogos 

humanos, resultan primordiales.  
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3. Objetivos 

3.1 Objetivo general 
 

Aproximarse al metabolismo del NAD en parásitos intracelulares, mediante la producción, 

obtención y caracterización bioquímica y funcional de la enzima recombinante 

nicotinamida/nicotinato mononucleótido adenilil transferasa de Leishmania braziliensis 

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

 

3.2  Objetivos específicos 

 

1. Optimizar las condiciones de expresión y purificación de la proteína recombinante 

His-LbNMNAT en el sistema de expresión heterólogo E. coli. 

 

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

establecimiento y análisis de sus parámetros enzimáticos. 

 

3. Determinar los patrones de localización subcelular de la proteína NMNAT en el 

parásito mediante ensayos de inmunolocalización in situ. 

 

4. Evaluar el efecto delecional de las secuencias exclusivas de la proteína 

recombinante His-LbNMNAT sobre su actividad enzimática y patrones de 

oligomerización. 
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5. Establecer los niveles de expresión, transcripcionales y traduccionales, de la 

NMNAT a través del ciclo de vida del parásito. 

 

6. Construir de manera hipotética, las rutas metabólicas de síntesis y degradación del 

NAD en Leishmania, mediante la búsqueda bioinformática de las enzimas 

correspondientes.  
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4. Preguntas de investigación 

Mediante herramientas bioinformáticas y metodologías experimentales, se pretende 

realizar un acercamiento funcional a la proteína LbNMNAT, dando respuesta a las 

siguientes inquietudes: 

 

¿Cómo se comporta cinéticamente la enzima recombinante His-LbNMNAT y qué 

diferencias presenta con respecto a las proteínas recombinantes humanas 

correspondientes?  

 

¿Qué efectos genera la alteración estructural de la proteína recombinante His-LbNMNAT 

sobre su actividad enzimática y organización oligomérica?  

 

¿Dónde se localiza la proteína LbNMNAT en el parásito? 

 

¿Cómo varían los niveles de expresión de la enzima LbNMNAT a través del ciclo biológico 

del parásito?  

 

¿Cómo es la red metabólica del NAD en L. braziliensis? 
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5. Materiales y métodos  

En el presente trabajo se estudiaron diferentes aspectos bioquímicos de la enzima 

recombinante His-LbNMNAT y la proteína LbNMNAT endógena de L. braziliensis. 

Respecto a la proteína recombinante His-LbNMNAT, se emprendió la caracterización 

enzimática y el estudio de sus secuencias exclusivas sobre la actividad catalítica y los 

patrones de oligomerización. En cuanto a la proteína endógena LbNMNAT, se determinó 

su localización intracelular y los niveles de expresión a través del ciclo de vida del 

parásito. De manera adicional, se construyeron, hipotéticamente, las rutas metabólicas de 

síntesis, modificación, degradación y transporte del NAD y sus precursores en L. 

braziliensis. 

 

Para abordar las actividades mencionadas, se diseñaron y aplicaron diversas estrategias 

metodológicas. Estas estrategias se presentarán del siguiente modo: inicialmente, se 

describirá la metodología general de cada una de las actividades experimentales y 

bioinformáticas. Luego, se describirá en detalle cada uno de los protocolos relacionados 

con las mismas. 

5.1. METODOLOGÍA GENERAL 

5.1.1. Obtención de la proteína recombinante His-LbNMNAT 

En estudios previos, se construyó el plásmido recombinante pET100-LbNMNAT, el cual 

permite la expresión de la proteína LbNMNAT fusionada a la etiqueta de hexa-histidinas 

(6xHis) en su extremo amino terminal, bajo el control del promotor T7. Este plásmido ha 

permitido obtener cantidades abundantes de la proteína recombinante en la fracción 

insoluble (cuerpos de inclusión) del sistema de expresión heterólogo E. coli BL21 (DE3) 
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[9]. Sin embargo, para caracterizar enzimáticamente una proteína, es necesario obtenerla 

soluble y nativa. 

 

Por esta razón, se implementaron diferentes estrategias experimentales para expresar la 

proteína His-LbNMNAT en fracciones solubles. Estas estrategias se eligieron teniendo en 

cuenta las recomendaciones de diversos centros de investigación alrededor del mundo 

[98] y de acuerdo con la disponibilidad de los materiales necesarios para su ejecución. La 

Figura 5-1 presenta las estrategias experimentales elegidas. 

 

Figura 5-1: Metodología general para obtener la proteína recombinante His-LbNMNAT 

en fracciones solubles. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Estrategia 1: Expresión de la proteína recombinante His-LbNMNAT en distintos sistemas 

de expresión. 

El plásmido recombinante pET100-LbNMNAT se empleó 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 

proteína His-LbNMNAT, bajo las condiciones de temperatura, tiempo y concentración del 

agente inductor isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (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-expresión de la proteína recombinante His-LbNMNAT junto con 

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

El plásmido pG-KJE8 que codifica un conjunto de cinco chaperonas moleculares (DnaK, 

DnaE, GrpE, GroES, GroEL) (Takara), se empleó para transformar mediante choque 

térmico células E. coli BL21 (DE3). Los clones obtenidos se utilizaron para preparar 

células químicamente competentes mediante métodos con CaCl2 [99]. Estas células se 

transformaron con el plásmido recombinante pET100-LbNMNAT y los clones resultantes 

se emplearon para sobre-expresar la proteína His-LbNMNAT con IPTG. Las muestras 

inducidas se analizaron mediante SDS-PAGE. 

Estrategia 3: Expresión de la proteína recombinante His-LbNMNAT desde el plásmido de 

expresión pQE30. 

El plásmido recombinante pQE30-LbNMNAT se construyó utilizando herramientas de 

biología molecular y estrategias de sub-clonación desde el plásmido pGEMT-Easy 

(Promega). El plásmido pQE30-LbNMNAT resultante permite la expresión de la proteína 

LbNMNAT fusionada a la etiqueta 6xHis en el extremo amino terminal, bajo el control del 

promotor T5. Este plásmido se empleó para estandarizar ensayos de inducción en el 

sistema de expresión E. coli BL21 (DE3) utilizando IPTG. Las muestras inducidas se 

analizaron mediante SDS-PAGE. La identidad del plásmido pQE30-LbNMNAT se 

confirmó mediante análisis de restricción y secuenciamiento. 

 

La solubilidad de la proteína His-LbNMNAT proveniente de las tres estrategias descritas, 

se evalúo de la siguiente manera: las células inducidas se lisaron mediante métodos 

químicos (lisozima) y físicos (ultrasonido), verificando la presencia de la proteína 

recombinante en las fracciones solubles e insolubles resultantes. Dicha verificación se 

realizó mediante SDS-PAGE y ensayos de inmunodetección (Western blot) utilizando 

anticuerpos comerciales contra la etiqueta 6xHis. La purificación de la proteína His-

LbNMNAT se realizó a partir de la fracción soluble proveniente de la estrategia 2 y 3, las 

cuales generaron la mayor cantidad de proteína soluble. 
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5.1.2. Purificación de la proteína recombinante His-LbNMNAT 

La proteína His-LbNMNAT se purificó mediante cromatografía de afinidad utilizando 

metales inmovilizados (IMAC) capaces de unirse a la etiqueta 6xHis a la cual se 

encuentra fusionada, específicamente, se empleó la resina de níquel y ácido 

nitrilotriacético (Ni-NTA) (Quiagen). La purificación se evalúo mediante SDS-PAGE y la 

cuantificación de las muestras se efectúo con el método de Bradford usando albúmina 

sérica bovina (BSA) como patrón [101]. 

5.1.3. Caracterización enzimática de la proteína recombinante His-
LbNMNAT 

La identidad funcional de la proteína His-LbNMNAT y su participación en las rutas de 

biosíntesis del NAD, se confirmó ejecutando ensayos enzimáticos acoplados y directos. 

Estos ensayos, cuyo fundamento se describe a continuación, se aplicaron para estudiar 

diferentes parámetros de la proteína de interés (Figura 5-2). 

 
Figura 5-2: Metodología general para caracterizar enzimáticamente la proteína 

recombinante His-LbNMNAT. 
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Ensayos enzimáticos acoplados: 

La actividad enzimática de la proteína His-LbNMNAT (síntesis de NAD) se determinó 

mediante ensayos enzimáticos acoplados con la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH 

EC: 1.1.1.1), monitoreando el incremento en la absorbancia a 340 nm, debido a la 

reducción del NAD+ a NADH, como ha sido descrito previamente [102, 103]. El sistema 

enzimático acoplado puede describirse mediante las siguientes ecuaciones químicas: 

 
 
 
 
 
 

 
Ensayos enzimáticos directos: 

La síntesis de NAD por parte de la proteína His-LbNMNAT también se verificó con 
ensayos enzimáticos directos, los cuales se analizaron mediante cromatografía líquida de 
alto rendimiento en fase reversa (RP-HPLC). El ensayo enzimático se describe del 
siguiente modo: 
 
 

 
5.1.4. Localización subcelular de la proteína LbNMNAT en el 
parásito 

Con el propósito de distinguir los compartimentos intracelulares donde ocurre la síntesis 

de NAD en L. braziliensis, se implementaron dos estrategias experimentales para 

determinar la localización de la proteína LbNMNAT: preparación de extractos diferenciales 

y ensayos de inmunolocalización in situ. A su vez, esta última estrategia se compone de 

dos metodologías: inmunodetección de la proteína endógena LbNMNAT y sobre-

expresión del transgen lbnmnat-gfp en el parásito. La proteína recombinante LbNMNAT-

GFP se observó directamente en el parásito gracias a la fluorescencia de la misma y 

mediante inmunofluorescencia (IF) indirecta empleando anticuerpos anti-GFP sobre 

parásitos fijados (Figura 5-3). 
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Figura 5-3: Metodología general para determinar la localización subcelular de la 

proteína LbNMNAT en el parásito. 

 
 
Para estudiar la localización intracelular de la proteína LbNMNAT, se hizo necesario 

producir anticuerpos policlonales contra la proteína recombinante His-LbNMNAT. Para 

ello, los patrones de insolubilidad de dicha proteína cuando es sobre-expresada desde el 

plásmido pET100-LbNMNAT, se aprovecharon para aislar y solubilizar cuerpos de 

inclusión, los cuales se purificaron desde SDS-PAGE preparativos y se utilizaron como 

antígeno en la producción de los anticuerpos policlonales anti His-LbNMNAT en modelos 

murinos. Los anticuerpos generados se evaluaron mediante ELISA y Western blot. La 

Figura 5-4 resume la metodología relacionada con la producción de estos anticuerpos. 

 
Figura 5-4: Producción y evaluación de anticuerpos policlonales anti His-LbNMNAT. 
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5.1.5. Estudio funcional de versiones truncadas de la proteína 
recombinante His-LbNMNAT 

A partir del análisis de las estructuras primarias de la proteína LbNMNAT y las proteínas 

humanas correspondientes (HsNMNAT1-3), se identificaron inserciones exclusivas en la 

enzima del parásito. Con el objetivo de evaluar funcional y estructuralmente las 

inserciones identificadas, se generaron proteínas truncadas en dichas inserciones y se 

procedió a estudiar la actividad enzimática y los patrones de oligomerización de las 

mismas. Específicamente, se generaron las proteínas His-LbNMNAT∆1-43 y His-

LbNMNAT∆241-249. La purificación de estas proteínas se realizó mediante IMAC 

empleando la resina Ni-NTA. 

 

El efecto delecional sobre la actividad enzimática se evalúo ejecutando ensayos 

enzimáticos acoplados y directos, mientras que el efecto sobre los patrones de 

oligomerización se investigó mediante electroforesis en geles de poliacrilamida nativos 

(PAGE) y gráficos de Ferguson. 

5.1.6. Análisis de los niveles de expresión de la NMNAT en el 
parásito 

Con el ánimo de comprender ampliamente el proceso biosintético del NAD en Leishmania, 

se estudiaron los niveles de expresión genética de la NMNAT a nivel transcripcional (ARN 

mensajero) y traduccional (proteína), en los estadios de diferenciación disponibles del 

parásito. 

 

Los niveles de expresión del transcrito lbnmnat en promastigotes y amastigotes 

(provenientes de macrófagos infectados), se determinaron mediante extracción de ARN, 

ensayos de amplificación por PCR acoplados a Transcripción Reversa (RT-PCR) y PCR 

cuantitativo en Tiempo Real (RT-qPCR). Por su parte, los niveles de expresión de la 

proteína LbNMNAT se analizaron en extractos proteicos del parásito (promastigotes y 

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

Las rutas de síntesis, modificación, degradación y transporte del NAD y sus precursores 

en el parásito se construyeron de manera bioinformática. 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 Ancestría Molecular (MANET) [106]. Esta información se utilizó como 

plantilla para construir las rutas de síntesis y degradación 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 Información Biotecnológica (NCBI) 

(http://ncbi.nlm.nih.gov) y del Centro de Recursos Bioinformáticos de Patógenos 

Eucariotas (EuPathDB, TriTrypDB) (http://tritrypdb.org). Dicha búsqueda se realizó del 

siguiente modo: en primer lugar se generaron alineamientos múltiples entre las enzimas 

de interés descritas en otros organismos. Seguidamente, las secuencias consenso 

obtenidas se emplearon para realizar TBLASTN dentro del genoma del parásito. Esta 

herramienta genera un alineamiento entre la secuencia de aminoácidos de interés y los 6 

marcos de lectura posibles para genes del parásito. La similaridad entre las secuencias se 

evalúo con los valores estadísticos e-value y score. 

 

Con el objetivo de validar la función de las secuencias candidato identificadas, se 

determinó la presencia de dominios conservados y la ontología genética de las mismas 

(NCBI, Conserved Domains; Kegg, Gene Onthology). Finalmente, las secuencias 

candidato validadas se utilizaron para construir las rutas de síntesis, modificación, 

degradación y transporte del NAD y sus precursores en Leishmania. 

5.2. METODOLOGÍA DETALLADA 

5.2.1. Expresión de la proteína recombinante His-LbNMNAT en 
distintos sistemas de expresión 

El plásmido recombinante pET100-LbNMNAT se utilizó 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 µg/ml de ampicilina (cepa BL21 (DE3)) 

y 50 µg/ml de cloranfenicol (cepas restantes). Los inóculos se incubaron 

aproximadamente 12 horas (h) (Overnight, ON) a 37ºC con agitación constante. 

Transcurrido este tiempo, se realizó una dilución (1:50) de los inóculos y se incubaron 

como se mencionó hasta alcanzar una densidad óptica (OD) a 600 nm de ~ 0.6. En este 

punto de crecimiento se indujo la expresión de la proteína recombinante utilizando IPTG 

(concentración final 0.5 mM). Los ensayos de inducción se realizaron durante 6 h a 24ºC 

con agitación constante. Las muestras inducidas se analizaron mediante (SDS-PAGE) en 

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

5.2.2. Co-expresión de la proteína recombinante His-LbNMNAT 
con chaperonas moleculares en el sistema de expresión BL21 
(DE3) 

El plásmido pG-KJE8 se utilizó para transformar mediante choque térmico células E. coli 

BL21 (DE3) químicamente competentes. Las células transformadas se seleccionaron 

sobre medios sólidos LB suplementados con 50 µg/ml de cloranfenicol y se utilizaron para 

preparar células químicamente competentes empleando métodos con CaCl2. Estas 

células competentes se transformaron con el plásmido recombinante pET100-LbNMNAT y 

los clones resultantes se inocularon individualmente en medios LB suplementados con 

100 µg/ml de ampicilina, 50 µg/ml de cloranfenicol y 1% (P/V) de glucosa. Los inóculos se 

incubaron ON a 37ºC con agitación constante, se realizó una dilución (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 expresión de chaperonas) y se incubaron hasta alcanzar una 

OD a 600 nm de ~ 0.6. En este punto de crecimiento se indujo la expresión de la proteína 

recombinante utilizando IPTG (concentración final 0.5 mM). Los ensayos de inducción se 

realizaron ON a 37ºC con agitación constante. Las muestras inducidas se analizaron 

mediante SDS-PAGE en geles discontinuos. 

5.2.3. Construcción del plásmido recombinante pQE30-LbNMNAT 

Amplificación y purificación del fragmento lbnmnat: 

El plásmido recombinante pET100-LbNMNAT se utilizó como plantilla para amplificar el 

fragmento lbnmnat mediante PCR. La reacción de amplificación se ejecutó en un volumen 
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final de 25 µl de buffer de PCR, el cual contenía 1 mM de MgSO4, 300 µM de dNTPs, 0.3 

µM de oligonucleótidos, 50 ng de plantilla y 0.6 Unidades (U) de Pfx Polimerasa (Invitro-

gen). La secuencia de los oligonucleótidos empleados se indica en la Tabla 5-1 

(Oligonucleótidos “lbnmnat”). Se utilizó el siguiente perfil térmico: desnaturalización inicial 

a 94°C, 2 minutos (min) y 30 ciclos de desnaturalización a 94°C, 15 segundos (s), anillaje 

a 55°C, 30 s y extensión a 68°C, 1 min. La extensión final se realizó durante 7 min a 68°C. 

Después de realizar la reacción de amplificación, se agregaron 5 U de Taq Polimerasa a 

la mezcla de reacción, la cual se incubó 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 purificó desde el gel mediante 

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

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

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

lbnmnat 
GCGGGGATCCATGTTATCCTCTACTGC
TGCC 

GCGGGGTACCTCAGGACGGAAGC
CCCTCTCC 

Deleción N-terminal CACCGTCGTTCTCGTCATCT TCAGGACGGAAGCCCCTCTCC 

Deleción C-terminal TCCGTGCCCGACGACACATCCTCG CAACATGTCGATCTCAATTCTCTC 

pSP72 GGCTCTAGAATGTTATCCTCTACTGCT GGCTCTAGAGGACGGAAGCCCCTC 

glutamil cisteina sintetasa CCATACAATCTGTCGGTGGA GCTGCCCTTTGAAGTATTGG 

antígeno de superficie TGGGGTAAACTTCGATTGCT AAGCGCATCTTACTCATGGA 

lbnmnat-RT-qPCR AGGACGGACAAGCTAAAGCC CGGCTGCAGTAAGGGTGTAA 

40s AGACGCTGGTGAAGAACTGC AAGTCGATGCCGTAATGCTT 

En negrilla se indican las secuencias sustrato para las enzimas de restricción BamHI 
(Directo) y KpnI (Reverso). En azul se indica la secuencia requerida para la ligación 
direccionada con el plásmido pET100/D-TOPO. La regiones subrayadas indican las 
secuencias sustrato para la enzima de restricción XbaI. 

Clonación del producto lbnmnat en el plásmido pGEMT-Easy: 

El producto lbnmnat purificado se ligó con el plásmido de clonación pGEMT-Easy 

(Promega) a una razón molar entre el producto y el plásmido de 3:1. La reacción de 

ligación se utilizó para transformar mediante choque térmico, células E. coli TOP 10 

químicamente competentes. Los clones resultantes se seleccionaron sobre medios 

sólidos LB suplementados con 100 µg/ml de ampicilina, 80 µg/ml de 5-bromo-4-cloro-3-

indoil-β-D-galactopiranosido (X-GAL) y 0.5 mM de IPTG. Las colonias obtenidas se 

rastrearon mediante amplificación por PCR, resuspendiendo cada una de éstas en 30 µl 

de H2O e incubándolas a 94ºC durante 10 min.  
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Esta resuspensión de bacterias se utilizó como plantilla en ensayos de PCR. La reacción 

de amplificación se ejecutó en un volumen final de 15 µl de buffer de PCR, el cual 

contenía 1.5 mM de MgCl2, 200 µM de dNTPs, 0.2 µM de oligonucleótidos 

(Oligonucleótidos “lbnmnat”, Tabla 3), 5 U de Taq Polimerasa y la plantilla necesaria para 

completar el volumen de reacción. Se aplicó el perfil térmico mencionado previamente, 

utilizando 72ºC como temperatura de extensión. 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). 

Purificación del plásmido recombinante pGEMT-LbNMNAT: 

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

LB suplementados con 100 µg/ml de ampicilina ON a 37ºC con agitación constante. Las 

células se recolectaron mediante centrifugación a 8000 rpm por 5 min a 4ºC. Los 

precipitados obtenidos se utilizaron para extraer el ADN plasmídico por lisis alcalina [107]. 

La pureza, concentración e integridad del plásmido purificado (denominado pGEMT-

LbNMNAT) se determinó a partir de medidas espectrofotométricas y electroforesis en 

geles de agarosa 0.8% (P/V) utilizando buffer TBE 0.5 X. 

Sub-clonación del producto lbnmnat en el plásmido pQE30: 

Los plásmidos pGEMT-LbNMNAT y pQE30 (Quiagen) se sometieron a ensayos de doble 

digestión con las enzimas BamHI y KpnI (Fermentas) ON a 37ºC. Los productos de la 

digestión 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 

mencionó previamente. Estos productos se ligaron ON a 22ºC empleando la enzima 

ligasa T4 (Promega). La reacción de ligación se utilizó para transformar mediante choque 

térmico, células E. coli JM109 químicamente competentes. Los clones resultantes se 

seleccionaron sobre medios sólidos LB suplementados con 100 µg/ml de ampicilina y se 

rastrearon mediante amplificación por PCR.  

 

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

LB suplementados con 100 µg/ml de ampicilina y se realizó extracción plasmídica 
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mediante lisis alcalina. Con el propósito de confirmar la identidad recombinante del 

plásmido purificado (denominado pQE30-LbNMNAT), éste se sometió a ensayos de doble 

digestión con las enzimas BamHI y KpnI para verificar la liberación del inserto de interés 

(fragmento lbnmnat). Adicionalmente, se analizó el plásmido mediante secuenciamiento 

(Anexo A, análisis y mapa del vector pQE30-LbNMNAT). 

5.2.4. Expresión de la proteína recombinante His-LbNMNAT desde 

el plásmido pQE30-LbNMNAT 

El plásmido recombinante pQE30-LbNMNAT se utilizó para transformar mediante choque 

térmico, células E. coli BL21 (DE3) químicamente competentes. Los clones resultantes se 

inocularon en medios LB suplementados con 100 µg/ml de ampicilina. La inducción de la 

proteína recombinante His-LbNMNAT se realizó con IPTG (concentración final 0.5 mM) 

ON a 37ºC con agitación constante. Las muestras inducidas se analizaron mediante SDS-

PAGE en geles discontinuos. 

5.2.5. Determinación de la solubilidad de la proteína recombinante 

His-LbNMNAT 

Las células provenientes de los ensayos de inducción anteriores, se recolectaron 

mediante centrifugación a 8000 rpm por 5 min a 4ºC. Los precipitados obtenidos se 

resuspendieron en buffer de lisis (1 mg/ml lisozima, 300 mM NaCl, 50 mM NaH2PO4 pH 

8.0/NaOH, 10 mM imidazol) utilizando 5 ml/gramo de peso húmedo celular. Esta 

resuspensión se incubó 30 min a 4ºC con agitación 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 4ºC 

y se separaron las fracciones solubles de las insolubles. Las fracciones obtenidas se 

analizaron mediante SDS-PAGE en geles discontinuos. 

5.2.6. Análisis de la proteína 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/HCl pH 8.0, 10% (V/V) metanol). La 

efectividad de las transferencias se evalúo con solución de tinción reversible Ponceau S. 

Posteriormente, las membranas se bloquearon 2 h con solución de leche descremada 5% 

(P/V) en TBS-Tween (150 mM NaCl, 20 mM Tris/HCl pH 7.5, 0.1% (V/V) Tween 20).  

 

La inmunodetección de la proteína recombinante se realizó con el anticuerpo primario 

anti-6xHis (1:5000) (Abcam) y el anticuerpo secundario anti-ratón conjugado a biotina 

(1:5000) (Sigma). La detección cromogénica de los complejos inmunológicos se realizó 

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 NaCl, 100 mM Tris/HCl pH 9.0, 1 mM 

MgCl2). La detección inmunológica 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 mencionó anteriormente con 

TBS-T. 

 

5.2.7. Purificación de las proteínas recombinantes His-LbNMNAT 

e His-HsNMNAT1 y 3: 

Expresión de las proteínas recombinantes His-HsNMNAT1 y 3: 

Para obtener controles positivos en los ensayos de actividad enzimática, se purificaron las 

proteínas recombinantes His-HsNMNAT1 y 3 mediante IMAC, partiendo de los plásmidos 

recombinantes pQE30-HsNMNAT1 y 3 [108]. Estos se utilizaron para transformar 

mediante choque térmico, células E. coli BL21 (DE3) químicamente competentes. Los 

clones de expresión obtenidos se inocularon en 500 ml de medio LB suplementado con 

ampicilina (100 µg/ml) y se realizó la inducción del mismo por 6 h a 24ºC utilizando IPTG 

(concentración final 0.5 mM). Finalmente, se recolectaron las células y se prepararon 

extractos solubles.  
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Purificación de las proteínas recombinantes His-LbNMNAT e His-HsNMNAT1 y 3 

mediante cromatografía de afinidad a níquel: 

Los extractos solubles enriquecidos con las proteínas His-LbNMNAT e His-HsNMNAT1 y 

3 (20 ml de extracto) se suplementaron con un coctel de inhibidores de proteasas (Sigma 

P8340) (relación volumétrica coctel:extracto 1:400). Los extractos se incubaron con la 

resina Ni-NTA (0.5 ml) previamente equilibrada con buffer de unión (300 mM NaCl, 50 mM 

NaH2PO4 pH 8.0/NaOH, 10 mM imidazol) durante 1 h sobre hielo con agitación constante. 

Esta mezcla se centrifugó a 4000 rpm por 3 min a 4°C y se separó el sobrenadante 

(proteínas no retenidas) del precipitado, el cual se lavó 3 veces con 10 ml de buffer de 

lavado (100 mM NaCl, 80 mM Tris/HCl pH 7.5, 30 mM imidazol). Los lavados realizados 

se monitorearon mediante espectrofotometría a 280 nm.  

 

Finalmente, se realizaron 4 eluciones con 0.5 ml de buffer de elución (300 mM NaCl, 50 

mM NaH2PO4 pH 7.5, 250 mM imidazol) durante 1 h sobre hielo con agitación constante. 

Cada eluido se dializó contra 1000 ml de buffer de lisis (sin lisozima y sin imidazol) ON a 

4ºC y se suplementaron con 1mM de DTT y 10 % (V/V) de glicerol. Los eluidos se 

almacenaron a -20ºC. Los pasos de la purificación se analizaron mediante SDS-PAGE en 

geles discontinuos. 

5.2.8. Ensayos enzimáticos acoplados 

Se realizó una mezcla de reacción que contenía 40 mM etanol, 25 mM HEPES/KOH pH 

7.4, 14 mM semicarbazida, 10 mM MgCl2, 1.25 mM ATP (Sigma), 1.25 mM NMN (Sigma) 

y 2U ADH (Sigma). Esta mezcla se alicuotó en placas de 96 pozos, se incubó a 37°C du-

rante 5 min y se inició la reacción al adicionar 2.5 µg de las muestras a evaluar. Los 

ensayos se realizaron en un volumen de 100 µl a 37°C con agitación constante en el 

lector de microplacas GENios (TECAN), registrando los valores de absorbancia a 340 nm 

durante 30 min. 

5.2.9. Ensayos enzimáticos directos 

Se realizó una mezcla de reacción que contenía 25 mM HEPES/KOH pH 7.4, 10 mM 

MgCl2, 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 mononucleótido. La reacción se inició al adicionar 2.5 µg de las 

muestras a evaluar. Las reacciones enzimáticas se incubaron a 37°C durante 5 min y se 

frenaron mediante filtración a través de un dispositivo Centricon (Millipore, MWCO 30 

kDa). El filtrado obtenido se analizó mediante RP-HPLC. 

5.2.10. Cromatografía líquida de alto rendimiento en fase reversa 

(RP-HPLC) 

Las separaciones cromatográficas se realizaron con una columna C18 de 25 cm de largo 

x 4.6 mm de diámetro interno, con un tamaño de partícula de 5 µm (Phenomenex) en el 

cromatógrafo Agilent 1200 Series. Se realizó un gradiente de elución 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 µl de muestra. La 

detección de los analitos se realizó a 254 nm. Para realizar análisis cuantitativos, se 

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

5.2.11. Determinación de la concentración óptima de trabajo de la 

proteína recombinante His-LbNMNAT 

Los eluidos obtenidos en la cromatografía de afinidad se reunieron en un único pool, el 

cual se diluyó de manera seriada con buffer de lisis (sin lisozima). La concentración del 

pool se determinó mediante el método de Bradford utilizando BSA como patrón. Las 

diluciones preparadas se emplearon para la ejecución de ensayos enzimáticos acoplados. 

La concentración optima determinada se empleó en los siguientes ensayos de actividad. 

5.2.12. Determinación de las condiciones óptimas de 

almacenamiento de la proteína recombinante His-LbNMNAT 

La proteína recombinante His-LbNMNAT se sometió a diferentes tratamientos, se 

almacenó a -20ºC durante dos semanas y se evalúo su actividad enzimática mediante 

ensayos enzimáticos acoplados. Se realizaron los siguientes tratamientos: 
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Tratamiento 1: suplementar proteína con 1mM de DTT. 

Tratamiento 2: suplementar proteína con 1mM de DTT y 10 % (V/V) de glicerol. 

Tratamiento 3: micro-diálisis de 100 µl proteína contra 100 ml de buffer de lisis (sin 
lisozima y sin imidazol). 
 
El tratamiento más efectivo en conservar la actividad enzimática, se aplicó para el 

almacenamiento de las proteínas recombinantes purificadas. Adicionalmente, se 

evaluaron diferentes temperaturas de almacenamiento (-80 y 4ºC). Es necesario 

mencionar que, no se realizaron ensayos de caracterización enzimática con 

preparaciones de proteína almacenadas por períodos superiores a 5 días, es decir, 

siempre se trabajó con preparaciones frescas de la proteína 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 70ºC) durante 5 min. Transcurrido este tiempo, la 

enzima se colocó sobre hielo durante 1 min y se utilizó para la ejecución de ensayos 

enzimáticos acoplados. 

5.2.14. Determinación del pH óptimo de reacción de la proteína 

recombinante His-LbNMNAT 

Se determinó el pH óptimo de reacción evaluando un rango de pH entre 5 y 9, para lo cual 

se empleó buffer citrato (pH 5-6.5), buffer HEPES (pH 7-7.5) y buffer borato (pH 8-9) en el 

buffer de reacción, evaluando la producción de NAD mediante ensayos enzimáticos 

directos. 

5.2.15. Determinación de la temperatura óptima de reacción de la 

proteína recombinante His-LbNMNAT 

La temperatura óptima de reacción se estableció ejecutando los ensayos enzimáticos 

directos a diferentes temperaturas (4-40ºC), las cuales se controlaron mediante el empleó 

de termocicladores (MyCycler, Bio-Rad). 
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5.2.16. Estudio del efecto de cofactores inorgánicos sobre la 

actividad enzimática de la proteína recombinante His-LbNMNAT 

Se ensayó el efecto de diferentes cationes divalentes (Ca2+, Cu2+, Mg2+, Mn2+, Ni2+, Zn2+) a 

una concentración de 10 mM en el buffer de reacción, sobre la actividad de la proteína 

recombinante His-LbNMNAT, mediante ensayos enzimáticos directos. 

5.2.17. Determinación de las constantes cinéticas (Km y Vmax) de la 

proteína recombinante His-LbNMNAT 

Establecidas las condiciones óptimas de actividad enzimática, se determinaron las 

constantes cinéticas de la proteína recombinante His-LbNMNAT, manteniendo 

concentraciones saturantes de uno de los sustratos y variando la concentración del otro. 

Las concentraciones exactas para cada sustrato se indican en los resultados 

correspondientes (Figura 6-20). Se empleó el ensayo enzimático acoplado para 

determinar las constantes por los sustratos NMN y ATP. El ensayo enzimático directo se 

empleó para determinar las constantes por los sustratos NAD y PPi. La velocidad inicial 

de reacción, expresada como µmol de NAD producidos/min x mg proteína, se determinó a 

partir de la región lineal de actividad enzimática. Los datos obtenidos se utilizaron para 

realizar curvas de regresión no lineal (Michaelis-Menten) y lineal (Hanes-Woolf), 

empleando los programas Prism6 y Excel, respectivamente. 

Determinación de la constante de equilibrio (KD) de la proteína recombinante His-

LbNMNAT: 

Se ejecutaron ensayos enzimáticos directos durante 2, 4 y 24 horas empleando 500 µM 

de los sustratos NMN y ATP ó 1 mM de los sustratos NAD y PPi. La cantidad respectiva 

de los productos sintetizados se determinó mediante curvas de calibración. La KD se 

calculó con la fórmula KD= [producto 1] x [producto 2] / [sustrato 1] x [sustrato 2]. 
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5.2.18. Producción de anticuerpos policlonales contra la proteína 

recombinante His-LbNMNAT 

Obtención de la proteína recombinante His-LbNMNAT a partir de cuerpos de 

inclusión: 

El clon de expresión BL21 (DE3)-LbNMNAT se inoculó en 100 ml de medio LB 

suplementado con ampicilina (100 µg/ml). El inoculo se indujo durante 6 h con IPTG 

(concentración final 0.5 mM). La fracción insoluble (cuerpos de inclusión, CI) proveniente 

de la lisis de este cultivo se homogenizó en 2 ml de buffer de lavado 1 (2 M urea, 100 mM 

Tris/HCl pH 7.0, 5 mM EDTA, 5 mM DTT, 2% (P/V) Tritón X-100) y se centrifugó a 12000 

rpm por 30 min a 4°C. Este lavado se realizó dos veces. Con el propósito de retirar el 

exceso de urea y Tritón X-100, el precipitado resultante se homogenizó como se 

mencionó pero en buffer de lavado 2 (100 mM Tris/HCl pH 7.0, 5 mM EDTA, 5 mM DTT).  

El precipitado obtenido se homogenizó en 800 µl de buffer de resuspensión (8 M 

hidrocloruro de guanidina, 50 mM Tris/HCl pH 7.0, 5 mM EDTA, 5 mM DTT), se centrifugó 

a 14000 rpm por 1 h a 4°C y se separaron las fracciones solubles (CI solubilizados) de las 

insolubles. 

 

Con el objetivo de retirar el exceso de hidrocloruro de guanidina, los CI solubilizados se 

sometieron a diálisis contra 2000 ml de buffer de diálisis (150 mM NaCl, 50 mM Tris/HCl 

pH 7.5) a 4ºC ON. Dado que se formó un precipitado dentro de la membrana de diálisis, la 

muestra se centrifugó a 12000 rpm por 30 min a 4ºC y se separó el sobrenadante del 

precipitado. El precipitado se resuspendió en buffer de carga para SDS-PAGE y se cargó 

en geles SDS-PAGE preparativos desde donde se extrajo la banda de interés (proteína 

His-LbNMNAT), la cual se eluyó con agua desde la matriz de poliacrilamida macerada. 

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

Esquema de inmunización de ratones y obtención de sueros sanguíneos: 

La obtención de anticuerpos policlonales contra la proteína recombinante His-LbNMNAT 

se realizó empleando protocolos estandarizados [109] y los CI 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 inoculación empleado se describe a continuación: 

 

Tabla 5-2: Esquema de inmunización utilizado para la producción de anticuerpos 

policlonales contra la proteína recombinante his-lbnmnat en ratones. 

 1ª Inoculación 2ª Inoculación 3ª Inoculación 4ª Inoculación 
Día 0 8 16 24 
Adyuvante de 
Freund 

Completo Incompleto Incompleto Incompleto 

Cantidad 
antígeno (µg) 

~ 50 ~ 50 ~ 50 ~ 50 

Volumen de 
inyección (µl) 

350 350 350 350 

 

Las emulsiones antigénicas se prepararon en el adyuvante correspondiente de la 

siguiente manera: según la concentración del antígeno, se mezcló el volumen apropiado 

del mismo con el adyuvante en cuestión, completando el volumen de inyección con buffer 

fosfato salino (PBS) pH 7,4. El adyuvante empleado representó la mitad del volumen total 

de la emulsión. Esta mezcla se homogenizó con vortex durante 10 min. Como control de 

inmunización (suero no relacionado) se inyectó PBS preparado en el adyuvante 

apropiado. 

 

Dos semanas después de la cuarta inoculación, se tomaron 100 µl de sangre periférica de 

cada individuo. Estas muestras se incubaron a 37ºC durante 20 min (coagulación) y se 

centrifugaron a 12000 rpm por 20 min a 4ºC. El suero obtenido (sobrenadante) se 

suplementó con glicerol 10% (V/V) y se almacenó a -80ºC. Este proceso se repitió una 

semana después. Finalmente, se obtuvo la sangre total de los ratones cuando se 

completaron cuatro semanas después de la última inoculación. 

 

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 

patógenos y se manipularon siguiendo protocolos aprobados por el Comité de Ética de 

Animales de Experimentación de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de 

Colombia.  
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Purificación de los anticuerpos anti His-LbNMNAT: 

La proteína His-LbNMNAT (200 µg) se separó mediante SDS-PAGE en geles 

discontinuos. La proteína se transfirió a membrana de nitrocelulosa, la banda de interés 

se visualizó con Ponceau S, se cortó la región de membrana correspondiente y se realizó 

un pre-eluido con glicina 100 mM pH 2.5 por 10 min con agitación constante. La 

membrana se lavó con TBS-T por 10 min y se bloqueó en TBS-T leche 5% (P/V) por 1 h. 

El exceso de leche se retiró mediante tres lavados con TBS-T de 10 min cada uno. La 

membrana se cortó en cuadros de 2 x 2 mm y se incubó ON con los sueros obtenidos en 

agitación constante. Los anticuerpos no unidos se almacenaron a -20ºC y las membranas 

se lavaron con TBS-T como se mencionó. Los lavados se monitorearon por 

espectrofotometría. Se lavó hasta obtener medidas de Abs a 280 nm inferiores a 0.1. 

Finalmente, se realizaron eluidos de la siguiente manera: se adicionaron 150 µl 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 µl de Tris/HCl 2 M pH 8.5 y se almacenaron a -

20ºC [110].  

Evaluación de diferentes diluciones de los anticuerpos anti His-LbNMNAT mediante 

ELISA: 

Se realizaron ELISAs indirectos en placas de 96 pozos preparando el antígeno empleado 

para inocular los ratones (proteína His-LbNMNAT) en buffer carbonato 50 mM pH 9,6 a 

una concentración de 100 µg/ml. De esta preparación se sembraron 100 µl por pozo. La 

placa se cubrió con plástico y papel aluminio, se incubó 1 h a 37°C y posteriormente 48 h 

a 4ºC. Se realizaron tres lavados con PBS pH 7.4, se adicionaron 200 µl de solución de 

leche descremada en PBS al 5% (P/V) durante 2 h a 37°C y se lavó nuevamente tres 

veces con PBS. Se adicionaron 100 µl 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 µl del anticuerpo secundario (anti-ratón acoplado a peroxidasa) 

(Sigma) en una dilución 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 realizó con  2,2'-azino-bis(3-

etilbenzotiazolina-6-ácido sulfónico)  (ABTS) (Sigma) y peróxido de hidrógeno en buffer 

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

Western blot: 

El antígeno empleado para realizar las inoculaciones de los ratones (proteína His-

LbNMNAT) se separó mediante SDS-PAGE en geles discontinuos, cargando 500 ng del 

mismo por carril. Las proteínas se transfirieron hacia membranas PVDF y la detección 

inmunológica del antígeno se realizó utilizando como anticuerpo primario diferentes 

diluciones (1:500, 1:1000, 1:2500, 1:5000, 1:10000) del anticuerpo anti His-LbNMNAT 

preparadas en TBS-T y el anticuerpo secundario anti-ratón conjugado a biotina (1:5000). 

La detección cromogénica de los complejos inmunológicos se realizó empleando 

estreptavidina A conjugada a fosfatasa alcalina. La detección cruzada de las NMNATs 

recombinantes de P. falciparum (His-PfNMNAT), G. lamblia (His-GlNMNAT) y H. sapiens 

(His-HsNMNAT3), se verificó utilizando el anticuerpo anti His-LbNMNAT en una dilución 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. Determinación de la localización intracelular de la proteína 

NMNAT en L. braziliensis 

 

Cultivo de promastigotes y ensayos de diferenciación 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 26ºC en flasks 

de 25 cm2 (T25), mientras que L. major se cultivó 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 monitoreó mediante la construcción de 

curvas de crecimiento empleando el hematocitómetro de Neubauer. Los cultivos se 

diluyeron al alcanzar la fase de crecimiento estacionaria, inoculando parásitos a una 

concentración inicial de 1 x 106 células/ml [111].  
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Para los ensayos de diferenciación 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 37ºC durante 48 h [112, 113]. El proceso de 

diferenciación se monitoreó mediante observaciones microscópicas. 

 

Preparación de extractos de proteínas: 

 

Aproximadamente 7,5 x 108 promastigotes se colectaron mediante centrifugación a 8000 

rpm por 10 min a 4ºC, se lavaron 2 veces con 10 ml de PBS pH 7.4, se resuspendieron en 

500 µl de buffer de lisis (0.1X PBS, coctel de inhibidores de proteasas (1:200), 0.1% (V/V) 

Tritón X-100) y se incubaron durante 30 min a 4ºC con agitación constante. Una alícuota 

de esta suspensión celular se almacenó a 4ºC (Extracto total Tritón X-100). La suspensión 

restante se centrifugó a 12000 rpm por 5 min a 4ºC y se almacenó el sobrenadante a 4ºC 

(Fracción soluble). El precipitado se resuspendió en buffer de carga 1X para SDS-PAGE 

(Fracción insoluble). Adicionalmente, se recolectaron parásitos y se lisaron en buffer de 

carga 1X para SDS-PAGE (1 x 105 células/µl) (Extracto total SDS). Todas las muestras se 

analizaron mediante SDS-PAGE en geles discontinuos.  

 

Inmunodetección de la proteína LbNMNAT endógena mediante Western blot: 

 

Los extractos de proteínas preparados (Extracto total Tritón X-100, Fracción soluble, 

Fracción insoluble y Extracto total SDS) se separaron mediante SDS-PAGE y se 

transfirieron hacia membranas de nitrocelulosa o PVDF. La inmunodetección de la 

proteína LbNMNAT se realizó empleando el anticuerpo primario anti His-LbNMNAT 

(1:3000 en TBS-T) ON y el anticuerpo secundario anti ratón IgG conjugado a peroxidasa 

(1:5000 en TBS-T) durante 2 h. El protocolo de Western blot se realizó como se mencionó 

previamente pero los complejos inmunológicos se revelaron con el sistema ImmunoCruz 

Luminol Reagent Kit (Santa Cruz Biotechnology). Adicionalmente, se empleó 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 ratón 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 utilizó una dilución 1:1000 en TBS-T y el anticuerpo 

secundario anti gallina IgY conjugado a peroxidasa (1:2000). 
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Inmunodetección de la proteína LbNMNAT endógena mediante 

inmunofluorescencia: 

 

Los parásitos provenientes de 1 ml de cultivo confluente, se lavaron tres veces con 1 ml 

de PBS, centrifugando a 5000 rpm por 5 min a 4ºC. El precipitado de parásitos se 

resuspendió en 0.5 ml de PBS y se aplicaron aproximadamente 2 x 105 promastigotes 

sobre láminas tratadas con poli-L-lisina. Las células se fijaron con paraformaldehido 4% 

(P/V) preparado en PBS durante 1 h a 4ºC, se incubaron con glicina 100 mM durante 15 

min y se permeabilizaron con acetona durante 10 min a 4ºC. Los montajes se bloquearon 

empleando BSA 1% (P/V) en PBS durante 1 h. El anticuerpo anti His-LbNMNAT (1:1000 

en solución de bloqueo) se aplicó sobre la lámina durante 1 h. Los anticuerpos 

secundarios anti ratón IgG acoplados a Cy2 o Alexa 488 (1:1000 en solución de bloqueo) 

(Invitrogen) se aplicaron sobre las láminas durante 1 h en oscuridad. La marcación del 

ADN se realizó con DAPI (1 µg/ml en PBS) durante 5 min. Para los estudios de 

colocalización, los parásitos se incubaron durante 30 min en PBS suplementado con 

glucosa (5 mM) y la sonda mitocondrial Mitotracker Red CMXRos (100 nM) (Invitrogen) a 

26ºC. Los parásitos se lavaron con PBS, se aplicaron sobre las láminas y se continúo con 

el protocolo mencionado. Las láminas se cubrieron con medio de montaje (Fluoromont-G) 

(Invitrogen) y se visualizaron empleando el microscopio Nikon Eclipse C1 Plus y el 

Software EZ-C1. 

 

Construcción del plásmido pSP72RαneoαLbNMNAT-GFP: 

 

La amplificación del fragmento lbnmnat se realizó mediante PCR empleando el plásmido 

recombinante pQE30-LbNMNAT como plantilla y los oligonucleótidos mostrados en la 

Tabla 5-1 (Oligonucleótidos “pSP72”). El protocolo de amplificación, purificación y ligación 

del producto con el plásmido pGEMT-Easy se realizó como se mencionó previamente 

(Sección 5.2.3). El fragmento lbnmnat se liberó desde el plásmido pGEMT-Easy 

empleando la endonucleasa XbaI (Fermentas) ON a 37ºC. El fragmento obtenido se ligó 

empleando la enzima ligasa T4, con en el vector de expresión para L. braziliensis 

pSP72RαneoαGFP [114] previamente digerido con la enzima de restricción XbaI y 

sometido a procesos de defosforilación con la enzima fosfatasa alcalina de intestino de 

ternero durante 2 h a 37ºC (Promega). El análisis de los clones se realizó mediante PCR 

de colonia y la identidad del plásmido recombinante se verificó por análisis de restricción, 
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PCR y secuenciamiento. El vector construido (pSP72RαneoαLbNMNAT-GFP) permite la 

expresión de la proteína LbNMNAT fusionada a GFP en el extremo carboxilo terminal 

(Anexo B, mapa del vector pSP72RαneoαLbNMNAT-GFP). 

 

Transfección de promastigotes: 

 

El plásmido recombinante pSP72RαneoαLbNMNAT-GFP se utilizó para transfectar 

promastigotes de L. braziliensis mediante electroporación siguiendo un protocolo de alto 

voltaje (1600 V), previamente estandarizado [114]. Los parásitos provenientes de 10 ml de 

cultivo confluente se lavaron 1 vez con 3 ml de Cytomix (120 mM KCl, 25 mM Hepes pH 

7.6, 10 mM K2HPO4, 5 mM MgCl2, 2 mM EDTA, 0.15 mM CaCl2) frío, centrifugando a 1000 

gravedades (rcf) durante 10 min a 4ºC. El precipitado de parásitos se resuspendió en 1 ml 

de Cytomix, de los cuales se transfirieron 450 µl a celdas de electroporación de 4 mm 

conteniendo 25 µg del plásmido recombinante.  

 

La celda se incubó sobre hielo durante 10 min y se aplicaron 3 pulsos de 1600 V, 25 µF 

de capacitancia y resistencia infinita dejando intervalos de 20 s entre los pulsos. Las 

células electroporadas se incubaron 24 h a 26ºC 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 

µg/ml. Los cultivos se monitorearon diariamente al microscopio. 15 días después se 

observaron parásitos vivos, los cuales se continuaron cultivando en medio Schneider 

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

 

Detección de la proteína LbNMNAT-GFP en promastigotes:  

 

La proteína LbNMNAT-GFP se detectó dentro del promastigote mediante dos estrategias: 

1. Observando la fluorescencia de GFP sobre células fijadas con paraformaldehído. 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 macrófagos infectados con parásitos transfectados con el 

plásmido recombinante pSP72RαneoαLbNMNAT-GFP, para lo cual se establecieron 

ensayos de infección in vitro, como se describe a continuación.  
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Cultivo de macrófagos: 

 

La línea celular de macrófagos 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% (V/V) (medio completo) en flasks T25 a 37ºC y atmosfera de CO2 5%. Se realizó 

cambio de medio aproximadamente cada 36-48 h, cuando el color del medio viró de 

rosado a amarillo (indicador de acidificación). 

 

Ensayo de infección in vitro: 

 

Promastigotes en fase tardía de crecimiento logarítmico (72 horas después de haber sido 

inoculados) se colectaron mediante centrifugación a 4000 rpm por 10 min a 10ºC. Los 

parásitos se resuspendieron en 2 ml de medio completo RPMI-1640. Paralelamente, se 

cambió el medio RPMI-1640 de los flasks donde se encontraban los macrófagos y se 

inocularon los parásitos, empleando una relación aproximada de 1:20 entre macrófagos y 

parásitos. Los cultivos se incubaron a 37ºC y atmosfera de CO2 5% durante 4 horas para 

permitir la infección.  

 

Con el propósito de retirar los promastigotes no infectivos, se retiró el medio por inversión, 

se adicionaron 5 ml de PBS pH 7.4 atemperado a 37ºC, se incubó alrededor de 30 

segundos y se retiró el PBS. En total, se realizaron tres lavados. Se agregaron 5 ml de 

medio completo RPMI-1640 y se incubaron los cultivos a 37ºC y atmosfera de CO2 5% 

durante 72 horas [115]. El ensayo de infección se monitoreó continuamente mediante 

observaciones al microscopio. Los promastigotes empleados para los ensayos de 

infección se encontraban en pase 4. 

 

Detección de la proteína LbNMNAT-GFP en amastigotes: 

 

La proteína LbNMNAT-GFP en los amastigotes se observó directamente mediante la 

fluorescencia de GFP en los cultivos de macrófagos infectados empleando el microscopio 

Nikon Eclipse C1. 
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5.2.20. Estudio de la estructura cuaternaria de la proteína 

recombinante His-LbNMNAT 

La organización oligomérica de la proteína His-LbNMNAT se estudió mediante dos 

técnicas experimentales: construcción de gráficos de Ferguson y cromatografía de 

exclusión molecular (SEC). 

Gráficos de Ferguson: 

La siguiente metodología se basó en protocolos estandarizados [116–118]. La proteína 

His-LbNMNAT purificada se analizó en geles de poliacrilamida bajo condiciones nativas 

(PAGE) [100] cargando 2 µg de la misma. Adicionalmente, se cargaron a modo de control, 

4 µg de proteínas cuya estructura cuaternaria ha sido descrita: lactoalbúmina, inhibidor de 

tripsina, anhidrasa carbónica, ovoalbúmina y BSA. Para la construcción de los gráficos, se 

corrieron 4 geles paralelos con diferentes concentraciones de acrilamida (6, 8, 10 y 12 %), 

a partir de los cuales se determinó la migración relativa de cada proteína (Rf). Estos datos 

se utilizaron para determinar los coeficientes de migración (Kr) de cada muestra y se 

procedió a graficar curvas de –Log Kr vs Log MW (Gráfico de Ferguson). Empleando la 

ecuación de la recta de las curvas graficadas, se determinó el peso molecular de las 

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

Cromatografía de exclusión molecular (SEC): 

La proteína His-LbNMNAT purificada mediante IMAC se analizó por SEC, inyectando 500 

µg 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)4, 300 mM 

NaCl y 0.5 mM DTT. La cromatografía se realizó empleando el sistema Äkta Purifier (GE 

Healthcare Life Sciences), a 4ºC con un flujo de 0.5 ml/min. Las fracciones recogidas se 

monitorearon mediante absorbancia a 280 nm, SDS-PAGE en geles discontinuos y 

ensayos de actividad acoplados. 

 

Una vez confirmada la actividad enzimática de la proteína His-LbNMNAT eluida, se 

aprovechó la información del cromatograma generado para calcular el peso de la  

proteína e inferir su organización cuaternaria. Para esto, se construyeron curvas de 

calibración empleando proteínas de peso molecular conocido, las cuales se sometieron al 
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mismo protocolo de separación. Se analizaron las proteínas lisozima (14 kDa), anhidrasa 

carbónica (29 kDa), BSA (66 kDa) y la proteína His-HsNMNAT1 (32 kDa) purificada en el 

presente trabajo.  

 

Las cuatro proteínas patrón se mezclaron y se aplicaron en la columna de SEC. 

Adicionalmente, se inyectó azul de dextrán para determinar el volumen muerto de la 

columna. La información contenida en el cromatograma de la mezcla de las proteínas 

patrón se utilizó para establecer el coeficiente de partición (Kav) de cada una de las 

mismas en la columna, con lo cual se generó la curva de calibración de peso molecular 

correspondiente (Kav vs Log MW). Empleando la ecuación de la recta de las curvas 

graficadas, se determinó el peso molecular de la proteína His-LbNMNAT eluida. 

5.2.21. Evaluación del efecto delecional de secuencias exclusivas 

de la proteína recombinante His-LbNMNAT sobre su actividad 

enzimática y patrones de oligomerización 

Identificación de secuencias exclusivas en la proteína LbNMNAT: 

Se realizó un alineamiento múltiple con las estructuras primarias de la proteína LbNMNAT 

y las isoenzimas humanas HsNMNAT1-3 (números de acceso en el NCBI: 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 unión a ATP en las secuencias analizadas y se 

buscaron inserciones específicas en la proteína del parásito. Luego, se produjeron las 

proteínas recombinantes delecionadas en las inserciones encontradas. Específicamente, 

se generaron las proteínas recombinantes His-LbNMNAT∆1-43 e His-LbNMNAT∆241-

249. 

Generación y estudio de la proteína recombinante His-LbNMNAT∆1-43: 

El plásmido pET100-LbNMNAT [9] se empleó como plantilla para amplificar el fragmento 

codificante para la proteína LbNMNAT∆1-43. La amplificación se realizó por PCR 

empleando oligonucleótidos que permiten eliminar los primeros 129 nucleótidos del 

fragmento lbnmnat original (Oligonucleótidos “Deleción N-terminal”, Tabla 5-1). El 
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producto amplificado se clonó de manera direccionada en el plásmido de expresión 

pET100/D-TOPO (Invitrogen). El plásmido recombinante resultante, denominado pET100-

LbNMNAT∆1-43 (Anexo C, mapa del vector pET100-LbNMNAT∆1-43), se analizó por 

secuenciamiento y se empleó para sobre-expresar la proteína recombinante de interés en 

el sistema de co-expresión con chaperonas. La purificación de la proteína His-

LbNMNAT∆1-43 se realizó como se mencionó anteriormente pero lavando la resina Ni-

NTA con 5 mM ATP [119]. 

 

La actividad enzimática de la proteína purificada se evaluó mediante ensayos enzimáticos 

acoplados y directos y su organización oligomérica se estudió construyendo gráficos de 

Ferguson. 

Generación y estudio de la proteína recombinante His-LbNMNAT∆241-249: 

El plásmido pQE30-LbNMNAT construido en este estudio se utilizó como plantilla para 

amplificar el fragmento codificante para la proteína LbNMNAT∆241-249. La amplificación 

se realizó mediante PCR empleando oligonucleótidos que permiten eliminar los 

nucleótidos 721-747 del fragmento lbnmnat original (Oligonucleótidos “Deleción C-

terminal”, Tabla 5-1). Para esto, se empleó el kit de mutagénesis Phusion Site Direct 

Mutagenesis (Finnzymes) que permite generar mutaciones puntuales, inserciones y 

deleciones sobre el plásmido inicial.  

 

El plásmido recombinante resultante, denominado pQE30-LbNMNAT∆241-249 (Anexo D, 

mapa vector pQE30-LbNMNAT∆241-249), se analizó por secuenciamiento y se empleó 

para sobre-expresar la proteína recombinante de interés en los sistemas E. coli BL21 

(DE3), Codon Plus y co-expresión con chaperonas.El estudio de la actividad enzimática y 

los patrones de oligomerización de la proteína His-LbNMNAT∆241-249 no se realizaron 

debido a que la proteína se acumuló en la fracción insoluble de los sistemas de expresión 

empleados. 



 53 

 

5.2.22. Estudio de los niveles de expresión de la NMNAT a través 

del ciclo de vida del parásito 

Recolección de cultivos de promastigotes: 

Los promastigotes en fase media de crecimiento logarítmico (48 h después de su dilución) 

se recolectaron mediante centrifugación a 4000 rpm por 10 min a 4ºC. Las células se 

lavaron dos veces con 10 ml de PBS pH 7.4, frío centrifugando a 4000 rpm por 5 min a 

4ºC. Las células se dividieron en dos alícuotas, las cuales se destinaron para extracción 

de ARN y preparación de extractos proteicos, respectivamente. 

Extracción de ARN de promastigotes: 

El precipitado celular proveniente de una de las alícuotas se resuspendió en 300 µl de 

TRIzol (Invitrogen) mediante pipeteo (30 veces), seguido de vortex. Se adicionaron 60 µl 

de cloroformo a la muestra y se agitó manualmente durante 15 s. Las muestras se 

incubaron a temperatura ambiente durante 3 min y se centrifugaron a 12000 rcf por 10 

min a 4ºC. La fase acuosa superior se transfirió a un tubo de 1.5 ml nuevo. Luego, se 

adicionaron 150 µl de isopropanol (100%) a la muestra, se mezcló 5 veces por inversión y 

se incubó a temperatura ambiente durante 10 min. Las muestras se centrifugaron a 12000 

rcf por 10 min a 4ºC. Al precipitado resultante de ARN se le adicionó 1 ml de etanol 75% 

(V/V), se agitó con vortex y se centrifugó a 7500 rcf por 5 min a 4ºC. El precipitado final se 

resuspendió en 32 µl de agua DEPC mediante pipeteo. Las muestras se almacenaron a -

70ºC. 

Extracción de ARN de macrófagos infectados: 

Los macrófagos infectados con promastigotes (72 h post-infección) se lavaron una vez 

con 10 ml de PBS pH 7.4 frío. Las células se lisaron por pipeteo al adicionar 700 µl de 

Trizol al flask y se continuó con el protocolo de extracción de ARN y síntesis de ADN 

complementario (ADNc). 
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Cuantificación del ARN: 

La cantidad y calidad del ARN se verificaron por medidas de espectrofotometría utilizando 

el equipo NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies).  

Tratamiento con DNasa I: 

Se emplearon 2 µg de ARN puro (A260/A280 mayor a 2.0), desde el cual se eliminaron 

trazas de ADN genómico, realizando tratamiento con 2 U de DNasa I (RQ1, Promega) a 

temperatura ambiente durante 20 min. 

Síntesis de ADNc: 

Se empleó el sistema de transcripción reversa ImProm-II (A3800, Promega) y oligo DT 

(0,5 µg/reacción). Las estructuras secundarias del ARN se desnaturalizaron incubando las 

muestras a 70ºC durante 5 min previo a la síntesis de ADNc. Se emplearon las siguientes 

condiciones: anillaje (ARN y Oligo DT) a 25ºC durante 5 min. Retro-transcripción a 42ºC 

durante 60 min. Desnaturalización de la retro-transcriptasa a 70ºC durante 15 min. Las 

muestras se almacenaron a -20ºC. 

Análisis de expresión genética mediante PCR convencional: 

Los experimentos de PCR convencional se realizaron empleando oligonucleótidos para 

amplificar los genes gamma glutamil cisteina sintetasa, proteína antígeno de superficie y 

lbnmnat (Oligonucleótidos “glutamil cisteina sintetasa”, “antígeno de superficie” y 

“lbnmnat”, respectivamente, Tabla 5-1). La especificidad del ensayo de amplificación se 

verificó mediante electroforesis en geles de agarosa y tinción con SYBR Green.  

 

Inicialmente, los ADNc se desnaturalizaron durante 5 min a 95ºC y se amplificaron a 

través de 30 ciclos que consistían de 30 s de desnaturalización a 95ºC, 45 s de anillaje a 

56ºC y 1 min de extensión a 72ºC. Luego, se realizó una extensión final de 10 min a 72ºC. 

Los niveles de expresión genética se determinaron mediante análisis de densitometría 

empleando el Programa Image J. Los experimentos se realizaron por triplicado biológico. 
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Análisis de expresión genética mediante PCR cuantitativo en Tiempo Real (RT-

qPCR): 

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 oligonucleótidos para amplificar el gen ribosomal 40s de L. braziliensis y el gen 

lbnmnat (Oligonucleótidos “40S” y “lbnmnat-RT-qPCR”, Tabla 5-1). Las condiciones de 

amplificación fueron optimizadas para ambos juegos de oligonucleótidos y la especificidad 

del ensayo se verificó mediante análisis de las correspondientes curvas de melting. Los 

ADNc se amplificaron a través de 40 ciclos que consistían de 10 s de desnaturalización a 

95ºC, 15 s de anillaje a 56ºC y 10 s de extensión a 72ºC. Los niveles de expresión 

genética se determinaron mediante el método Pfaffl. La linealidad del ensayo se verificó 

mediante la construcción de una curva de calibración para cada gen, utilizando como 

plantilla diluciones seriadas del pool de los ADNc de todas las muestras. La eficiencia de 

amplificación para cada gen se calculó a partir de la pendiente de dicha curva. Los 

resultados se presentan como la razón entre los niveles de expresión del gen de interés 

lbnmnat y el gen de referencia 40s. Los experimentos se realizaron por triplicado 

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

Análisis de expresión genética a nivel de proteína 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 105 células/µl) (Extracto total SDS), 

como se mencionó previamente. Las muestras se analizaron mediante SDS-PAGE en 

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

5.3. OTROS PROTOCOLOS  

5.3.1. Ensayo de estrés oxidativo 

Determinación IC50 de H2O2: 

Se preparó una solución de H2O2 50 mM en medio Schneider completo. En el pozo 1 de la 

placa, se adicionaron 24 µl de la solución de H2O2 50 mM y 176 µl de medio Schneider 

completo para completar un volumen final de 200 µl y una concentración de H2O2 6 mM. 
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En el pozo 2 de la placa, se adicionaron 16 µl de la solución de H2O2 50 mM y 184 µl de 

medio Schneider completo para completar un volumen final de 200 µl y una concentración 

de H2O2 4 mM. Se adicionaron 100 µl de medio Schneider completo desde el pozo 3 

hasta el pozo 12 y se realizó la dilución seriada de la solución del pozo 1 y 2 de la 

siguiente manera: 

 

 

 

 

 

Se eliminaron 100 µl de solución del pozo 11 y 12 para asegurar el mismo volumen en 

todos los pozos. Se preparó una solución de células en fase media de crecimiento 

logarítmico a una concentración de 1 x 107 parásitos/ml en medio Schneider completo. Se 

sembró un volumen de 100 µl de la solución celular en los pozos 1-12 con el fin de tener 1 

x 106 parásitos/pozo. La placa se incubó durante 2 h a 25ºC. Los parásitos se contaron en 

cámara de Neubauer, realizando una dilución 1:10 en PBS y se construyeron gráficos de 

IC50 (porcentaje de lisis celular vs concentración de H2O2). La presencia de flagelo móvil 

fue el criterio de viabilidad que se tuvo en cuenta.  

Tratamiento celular con H2O2: 

Una vez determinada la concentración IC50 por el H2O2, se procedió al cultivo de 

promastigotes en fase media de crecimiento logarítmico en medio Schneider completo y 

en presencia de la concentración IC50 determinada. La incubación se realizó durante 2 h a 

25ºC. Luego, los parásitos se recolectaron mediante centrifugación y se procedió con la 

extracción de ARN y la síntesis de ADNc. Extractos proteicos de parásitos tratados y sin 

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

5.3.2. Modelamiento predictivo 

Las secuencias primarias de las proteínas 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 generación de 

100#µl## 100#µl## 100#µl## 100#µl## 100#µl##

100#µl## 100#µl## 100#µl## 100#µl## 100#µl##

2#1# 4#3# 6#5# 8#7# 10#9# 12#11#
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imágenes se realizó con el programa UCSF Chimera [73]. Los modelos se validaron 

construyendo gráficos de Ramachandran [123]. 

5.3.3. Inmunoprecipitación (IP) de la proteína LbNMNAT 

Se prepararon extractos solubles de promastigotes transfectados con el plásmido 

recombinante pSP72RαneoαLbNMNAT-GFP y se realizó la desnaturalización del mismo 

del siguiente modo: el extracto se suplementó con SDS 0.2% (P/V) y se incubó en agua a 

ebullición por 10 min. Se adicionó Tritón X-100 0.5% (V/V) y se adicionó un volumen de 

buffer IP (Tris/HCL 50 mM, pH 7.5, NaCl 150 mM, MgCl2 5 mM, glicerol 5% (V/V)). El 

extracto se aclaró por 1h a 4ºC con agitación constante, empleando 50 µl de proteína A 

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

 

El extracto aclarado se incubó ON con 20 µl del anticuerpo anti His-LbNMNAT purificado a 

4ºC con agitación constante. Se adicionaron 80 µl de proteína A acoplada a sefarosa, 

previamente equilibrada en buffer IP y se incubó por 2h a 4ºC con agitación constante. El 

inmunoprecipitado se obtuvo al centrifugar las muestras a 3000 rpm por 3 min a 4ºC. El 

precipitado obtenido se lavó 3 veces con 500 µl de buffer IP, 10 min cada uno. El 

precipitado final se resuspendió en 80 µl de buffer de carga para SDS-PAGE 1X y se 

incubó en agua a ebullición por 6 min. Las muestras obtenidas se analizaron mediante 

SDS-PAGE y tinciones con azul Coomassie coloidal (G-250) ((NH4)2SO4 10% (P/V), 

Coomassie G-250 0,1% (P/V), ácido ortofosfórico 3% (V/V), etanol 20% (V/V)) ON. 

Paralelamente, se realizó Western blot con los anticuerpos anti His-LbNMNAT. 

5.3.4. Análisis de proteínas mediante espectrometría de masas 

(MS) 

La banda inmunoprecipitada de ~22 kDa se extrajo desde el gel de poliacrilamida teñido 

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

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

A continuación, se presentarán las evidencias experimentales y bioinformáticas 

relacionadas con los objetivos específicos propuestos en este trabajo. La secuencia en la 

que se expondrán los resultados corresponde al orden en que se propusieron los 

objetivos. La discusión de los resultados se desarrollará en un capítulo aparte.  

 

6.1. La proteína recombinante His-LbNMNAT se obtuvo en 

fracciones solubles 
En un trabajo previo, se construyó el plásmido pET100-LbNMNAT, que permite expresar 

la proteína His-LbNMNAT (37.8 kDa) en la fracción insoluble del sistema de expresión E. 

coli BL21 (DE3) (Figura 6-1). Con el propósito de aumentar la solubilidad de la proteína 

His-LbNMNAT, en dicho trabajo se modificaron las condiciones del ensayo de expresión. 

Específicamente, se expresó la proteína de interés a bajas temperaturas (20-24°C), se 

incrementó la fuerza iónica del buffer de lisis (1.0 M NaCl) y se activaron las chaperonas 

endógenas de E. coli adicionando solventes orgánicos (etanol) en el medio de inducción. 

Ninguna de las condiciones ensayadas favorecieron la solubilidad de la proteína bajo 

estudio [9].  

 

Por esta razón, en el presente trabajo se aplicaron tres estrategias experimentales con el 

propósito de solubilizar la proteína His-LbNMNAT: 1. Expresión en diferentes sistemas 

bacterianos. 2. Co-expresión con chaperonas moleculares. 3. Expresión desde el 

plásmido pQE30. Solubilizar la proteína His-LbNMNAT es un requisito previo a su 

caracterización enzimática, uno de los objetivos experimentales de este estudio. 
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En relación con los sistemas de expresión, se evaluaron tres cepas de E. coli: 1-BL21 

Codon Plus (DE3) RIL. 2-BL21 (DE3) pLysS. 3-Rosetta (DE3) pLysS. La proteína His-

LbNMNAT se logró expresar únicamente en la cepa BL21 Codon Plus (DE3) RIL. Al 

comparar la fracción soluble de dicha cepa con aquella de la cepa original (BL21 (DE3)), 

no se observó aumento de la solubilidad de la proteína recombinante de interés (Anexo 

E).  

 

Los resultados obtenidos con el sistema de co-expresión con chaperonas moleculares, 

indicaron que la proteína His-LbNMNAT se acumula tanto en la fracción insoluble como 

soluble del sistema empleado (Figura 6-2 A). Resultados similares se observaron al 

expresar la proteína recombinante desde el plásmido pQE30-LbNMNAT, cuando se 

induce la expresión a 24°C en el sistema E. coli BL21 (DE3) (Figura 6-2 B). El peso 

molecular teórico de la proteína His-LbNMNAT expresada desde el plásmido pQE30-

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

 

Figura 6-1: La proteína recombinante His-LbNMNAT expresada desde el plásmido 

pET100 se acumula en la fracción insoluble del sistema de expresión E. coli BL21 (DE3). 

Las fracciones insolubles (Ins) y solubles (Sol) provenientes de células E. coli BL21 (DE3) 

transformadas con el plásmido 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 acumulación de la proteína His-LbNMNAT en la fracción insoluble. Las proteínas 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 proteína His-LbNMNAT resultaron exitosas: co-expresión de la proteína 

de interés desde el plásmido pET100 junto con chaperonas moleculares y expresión 

desde el plásmido pQE30 a 24°C. 

 

Figura 6-2: Solubilización parcial de la proteína 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 plásmido recombinante 

pET100-LbNMNAT (1 y 3) o co-transformadas con el plásmido 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 proteína His-LbNMNAT en la fracción soluble del sistema de 

co-expresión. 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 plásmido 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 proteína His-LbNMNAT en la 

fracción soluble de la inducción realizada a 24°C. Las proteínas se visualizaron con azul 

Coomassie. M, marcador de peso molecular en kDa.  
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Figura 6-3: Construcción del plásmido recombinante pQE30-LbNMNAT y expresión de 

la proteína His-LbNMNAT. A. Amplificación del fragmento lbnmnat (936 pb) (1) mediante 

PCR empleando el plásmido pET100-LbNMNAT como plantilla. El producto amplificado se 

purificó desde el gel y se ligó con el vector de clonación pGEMT-Easy. La reacción de 

ligación se empleó 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. Análisis mediante PCR de colonia (11 colonias TOP 10) 

(1-11). +: control positivo (vector pET100-LbNMNAT como plantilla), -: control negativo 

(agua como plantilla). C. Los plásmidos recombinantes pGEMT-Easy-LbNMNAT de 2 de 

las colonias obtenidas se sometieron a ensayos de doble digestión con las enzimas de 

restricción KpnI y BamHI. Plásmidos sin digerir (1 y 3) y digeridos (2 y 4). El fragmento 

lbnmnat liberado se purificó desde el gel. D. Fragmento lbnmnat purificado (1) y plásmido 

pQE30 previamente digerido con las enzimas de restricción KpnI y BamHI (2). Estas 

muestras se ligaron y la reacción de ligación se empleó para transformar células E. coli 

JM109. E. Análisis mediante PCR de colonia (4 colonias JM109) (1-4). +: control positivo 

(vector pGEMT-Easy-LbNMNAT como plantilla), -: control negativo (agua como plantilla). 

F. Doble digestión teórica del plásmido recombinante pQE30-LbNMNAT con las enzimas 

de restricción KpnI y BamHI (1). Simulación generada con el programa NEBcutter V2.0 

(http://nc2.neb.com/NEBcutter2/) [124]. G. Los plásmidos recombinantes pQE30-

LbNMNAT de 2 de las colonias JM109 obtenidas se sometieron a ensayos de doble 

digestión con las enzimas de restricción KpnI y BamHI. Plásmidos sin digerir (1 y 3) y 

digeridos (2 y 4). Los plásmidos se analizaron mediante secuenciamiento y su mapa se 

indica en el Anexo A. H. Las fracciones totales de células de expresión E. coli M15 

transformadas con el plásmido recombinante pQE30-LbNMNAT no inducidas (1) e 

inducidas (2) se analizaron mediante SDS-PAGE 10%. La flecha azul indica la sobre-

expresión de la proteína His-LbNMNAT. Las proteínas se visualizaron con azul 

Coomassie. M, marcador de peso molecular en kDa.  
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6.2. Purificación de la proteína recombinante His-

LbNMNAT  
 

La proteína His-LbNMNAT se purificó mediante cromatografía de afinidad a metales 

inmovilizados (IMAC) empleando la resina de níquel y ácido nitrilotriacético (Ni-NTA). 

Dicha resina se caracteriza por enlazar, mediante complejos de coordinación de níquel, la 

etiqueta de histidinas (6xHis) fusionada a las proteínas recombinantes de interés [125, 
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126]. El protocolo de purificación se realizó en solución utilizando como muestras de 

partida, las fracciones solubles provenientes de las estrategias de solubilización 2 y 3 

mencionadas con anterioridad. La proteína His-LbNMNAT se purificó de manera parcial 

desde las dos muestras empleadas. La purificación realizada a partir de la fracción soluble 

del sistema de co-expresión, generó 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 purificación desde la fracción soluble proveniente de la 

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

 

Con el propósito de optimizar la purificación de la proteína His-LbNMNAT desde la 

fracción soluble de la estrategia 3, se modificaron las condiciones del protocolo 

cromatográfico. Dichas modificaciones incluyeron la ejecución de la purificación en 

columna y el lavado de la misma con 75 mM de imidazol, previo a los pasos de elución. 

Las nuevas condiciones experimentales permitieron obtener una mayor cantidad de la 

proteína recombinante parcialmente pura. La banda contaminante entre 25 y 37 kDa 

observada en el eluido obtenido, corresponde a un producto de degradación de la 

proteína His-LbNMNAT, según los análisis de Western blot empleando el anticuerpo anti-

6xHis (Figura 6-5).  

 

El eluido proveniente de la cromatografía de afinidad optimizada, se empleó para efectuar 

el estudio de la organización cuaternaria de la proteína His-LbNMNAT y para  realizar su 

caracterización enzimática, como se describirá más adelante. Dada la necesidad de 

emplear controles positivos apropiados en los experimentos recién mencionados, en el 

presente trabajo se realizó la purificación, mediante IMAC, de las proteínas His-

HsNMNAT1 y 3 (33 y 29 kDa, respectivamente). Estas proteínas se expresaron en el 

sistema E. coli BL21 (DE3) a partir de vectores de expresión pQE30 construidos en 

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

 

La actividad enzimática de las proteínas purificadas (His-LbNMNAT e His-HsNMNAT1 y 3) 

se confirmó mediante ensayos enzimáticos acoplados y directos (Figura 6-7 y 6-8). 

Adicionalmente, la Tabla 6-1 indica los factores de purificación alcanzados para las 

proteínas estudiadas en el presente trabajo. En conjunto, los protocolos de purificación 

implementados hasta este punto del trabajo, permitieron purificar de manera parcial la 

proteína His-LbNMNAT y a homogeneidad las proteínas control His-HsNMNAT1 y 3. 
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Todas las proteínas purificadas presentaron actividad enzimática de acuerdo con los 

ensayos enzimáticos ejecutados. 

Figura 6-4: Purificación parcial de la proteína recombinante His-LbNMNAT mediante 

IMAC. A. La proteína His-LbNMNAT se co-expresó desde el vector pET100 junto con 

chaperonas moleculares y se purificó a partir de la fracción soluble resultante. La flecha 

roja indica la chaperona GroEL. La flecha azul indica la proteína His-LbNMNAT. B. 

Purificación de la proteína His-LbNMNAT a partir de la fracción soluble del sistema de 

expresión con el plásmido pQE30. La flecha azul indica la proteína His-LbNMNAT. 

Fracciones solubles de partida (1), proteínas no enlazadas (2), lavados 1 (3) y 10 (4), 

eluidos 1-4 (5-8). SDS-PAGE 10%. Las proteínas se visualizaron con azul Coomassie. M, 

marcador de peso molecular en kDa.  
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Figura 6-5: Optimización de la purificación de la proteína recombinante His-LbNMNAT 

mediante IMAC. A. Purificación de la proteína His-LbNMNAT a partir de la fracción soluble 

del sistema de expresión con el plásmido pQE30. Fracción soluble de partida (1), 

proteínas no enlazadas (2), lavado con 75 mM imidazol (3), eluido con 250 mM imidazol 

(4). SDS-PAGE 10%. Las proteínas se visualizaron con azul Coomassie. B. 

Adicionalmente, la fracción 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 proteína His-LbNMNAT. La flechas rojas indican un producto de 

degradación de la proteína His-LbNMNAT. 
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Figura 6-6: Purificación de las proteínas recombinantes control His-HsNMNAT1 y 3 

mediante IMAC. A. Purificación de la proteína His-HsNMNAT1. Fracción soluble de 

partida (1), proteínas no enlazadas (2), lavado con 75 mM imidazol (3), eluido con 250 

mM imidazol (4). B. Purificación de la proteína His-HsNMNAT3. Fracción soluble de 

partida (1), proteínas no enlazadas (2), lavados 1 (3) y 10 (4), eluidos con 250 mM 

imidazol 1-4 (5-8). SDS-PAGE 12%. Las proteínas se visualizaron con azul Coomassie. 

M, marcador de peso molecular en kDa. 
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Tabla 6-1: Rendimiento de la purificación de algunas de las proteínas empleadas en el 

presente estudio 

Proteína Fracción 
Concentración 

(mg/ml) 

Volumen 

(ml) 

Proteína 

total 

(mg) 

Actividad 

total (U) 

Actividad 

específica 

(U/mg) 

Rendimiento 

(%) 

Factor de 

purificación 

(x-veces) 

His-

LbNMNAT 

Lisado 8,9 28 249,2 33,0 0,13 100 - 

Eluido 6,4 1,2 7,68 1,8 0,26 5,43 1,96 

His-

HsNMNAT-1 

Lisado 10,9 23,8 259,42 149,2 0,58 100 - 

Eluido 13,18 1,6 21,08 62,1 2,95 41,61 5,12 

His-

LbNMNATΔ1-

43 

Lisado 3 13,5 40,5 - - 100 - 

Eluido 0,3 2 0,6 - - *NC 90-100 

* NC: No calculado 

Figura 6-7: La proteína recombinante His-LbNMNAT purificada de manera parcial es 

catalíticamente activa. La actividad enzimática de la proteína His-LbNMNAT se verificó 

mediante ensayos enzimáticos acoplados, registrando la absorbancia a 340 nm. Como 
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control positivo de actividad enzimática se utilizó la proteína His-HsNMNAT1. Para la 

ejecución del ensayo se emplearon 50 µg de cada enzima. 

 

Figura 6-8: Confirmación de la actividad enzimática de la proteína recombinante His-

LbNMNAT parcialmente purificada. La síntesis de NAD+ se verificó mediante RP-HPLC 

empleando las siguientes muestras: A. Buffer de reacción. B. Proteína His-HsNMNAT3 

(control positivo de actividad enzimática). C. Proteína His-LbNMNAT. Para la ejecución 

del ensayo se utilizaron 2,5 µg de cada enzima. Se indican los picos correspondientes 

para los sustratos NMN y ATP, así como para el producto NAD+.  
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6.3 Análisis de la estructura cuaternaria de la proteína 

recombinante His-LbNMNAT 
Con el objetivo de estudiar experimentalmente la estructura cuaternaria de la proteína His-

LbNMNAT, se aplicaron dos estrategias metodológicas: cromatografía de exclusión 

molecular (SEC) y construcción de gráficos de Ferguson.  

6.3.1. La proteína recombinante His-LbNMNAT es monomérica 

según SEC 

El eluido enriquecido con la proteína His-LbNMNAT proveniente del protocolo IMAC 

(Figura 6-5) se sometió a SEC. El cromatograma correspondiente indicó un pico principal 

con un volumen de elución de 16,01 ml. El análisis de las fracciones de dicho pico 

(fracciones 49-51) mediante SDS-PAGE y ensayos de actividad enzimática, confirmaron 

la identidad de la proteína His-LbNMNAT (Figura 6-9). Es importante señalar que el 

acople de las técnicas IMAC y SEC permitió purificar homogéneamente la proteína His-

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

cristalografía de rayos X.  

 

Para calcular el peso molecular de la  proteína His-LbNMNAT e inferir su organización 

cuaternaria, se construyó una curva de calibración empleando proteínas patrón de peso 

molecular conocido, las cuales se sometieron a SEC. Se emplearon las proteínas lisozima 

(14 kDa), anhidrasa carbónica (29 kDa), BSA (66 kDa) y la proteína recombinante His-

HsNMNAT1 (33 kDa) purificada en el presente estudio (Figura 6-6). Esta última proteína 

eluyó de la columna de exclusión en un volumen de elución de 12,31 ml, correspondiente 

a la fracción 9, cuya funcionalidad catalítica se confirmó mediante ensayos enzimáticos 

acoplados (Figura 6-10). 

 

La proteína HsNMNAT1, tanto endógena como recombinante, exhibe una organización 

homo-tetramérica según ensayos SEC [128, 129]. Adicionalmente, estudios de 

cristalografía de rayos X han indicado un ensamblaje homo-hexamérico para la misma 

[72]. Por esta razón, en la construcción de la curva de calibración se asumieron las dos 

posibles estructuras cuaternarias para esta proteína patrón (4-mer: 132 kDa, 6-mer: 198 

kDa). Las cuatro proteínas patrón se mezclaron y se aplicaron en la columna de 

exclusión. A partir del cromatograma obtenido para dicha mezcla (Figura 6-11 A), se 

determinaron los coeficientes de partición (Kav) de cada una de las proteínas en la 

columna (Tabla 6-2), datos con los cuales se generó la curva de calibración de peso 

molecular correspondiente (Kav vs Log MW) (Figura 6-11 B y C). La inyección individual de 

las cuatro proteínas patrón en la columna, generó resultados idénticos a los obtenidos con 

la mezcla de patrones (Anexo F). 

 

Al interpolar en las curvas de calibración el volumen de elución obtenido para la proteína 

His-LbNMNAT (16,01 ml), se obtuvieron valores de 46 y 42 kDa, cercanos al peso 

molecular de la proteína recombinante monomérica (36 kDa). Estos resultados indican 

que, bajo las condiciones experimentales empleadas en este estudio, la proteína His-

LbNMNAT no presenta estructura cuaternaria. Se recomienda realizar ensayos de SEC 

en presencia de los sustratos NMN y ATP con el propósito de evaluar el efecto de los 

mismos sobre la estructura cuaternaria de la proteína His-LbNMNAT. Mediante 

cristalografía de rayos X se ha observado que la NMNAT de Pseudomonas aeruginosa 

establece dímeros y tetrámeros 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: Análisis de la proteína recombinante His-LbNMNAT mediante SEC. A. La 

proteína His-LbNMNAT eluyó de la columna de exclusión en un pico principal con un 

volumen de elución de 16,01 ml. B. La fracción soluble de partida (1), el eluido 

proveniente de la purificación IMAC que se inyectó en la columna SEC (2) y la fracción 50 

de la purificación SEC (3) se analizaron mediante SDS-PAGE 12%. Las proteínas se 

visualizaron con azul Coomassie. M, marcador de peso molecular en kDa. C. La actividad 

enzimática de la proteína His-LbNMNAT contenida en el pico principal del cromatograma 

de la Figura A (fracciones 49-50), se verificó mediante ensayos enzimáticos acoplados. 
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Figura 6-10: Análisis de la proteína recombinante His-HsNMNAT1 mediante SEC. A. La 

proteína His-HsNMNAT1 eluyó de la columna de exclusión en un pico principal con un 

volumen de elución de 12,31 ml. B. La fracción soluble de partida (1), el eluido 
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proveniente de la purificación IMAC que se inyectó en la columna SEC (2) y la fracción 9 

de la purificación SEC (3) se analizaron mediante SDS-PAGE 12%. Las proteínas se 

visualizaron con azul Coomassie. M, marcador de peso molecular en kDa. C. La actividad 

enzimática de la proteína His-HsNMNAT1 contenida en el pico principal del cromatograma 

de la Figura A (fracción 9), se verificó mediante ensayos enzimáticos acoplados. 
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Figura 6-11:    Análisis de proteínas patrón mediante SEC. A. Cromatograma obtenido 

para la separación por cromatografía de exclusión molecular de la mezcla de patrones. B. 

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

mer y 6-mer para la proteína patrón His-HsNMNAT1, respectivamente. 
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Tabla 6-2: Coeficientes de partición (Kav) de las proteínas patrón empleadas en SEC. 

Proteína patrón 

Peso 

molecular en 

Da (MW) 

Log MW 

 

Volumen de 

elución (Ve) (ml) 

Coeficiente de 

partición (Kav)= Ve-

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 carbónica 29000 4,462397 16,85 0,546894 

Lisozima 14307 4,155548 19,76 0,731305 

Otros datos 

Azul de dextrán Volumen muerto (Vo): 8,22 ml 

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

6.3.2. La proteína recombinante His-LbNMNAT puede establecer 

diferentes organizaciones cuaternarias según gráficos de 

Ferguson  

Enfocados en obtener información sobre la organización cuaternaria de la proteína His-

LbNMNAT mediante técnicas experimentales adicionales, se procedió a su análisis 

mediante electroforesis en geles de poliacrilamida bajo condiciones nativas (PAGE). Esta 

estrategia permitió observar distintas organizaciones de la proteína His-LbNMNAT, en 4 

bandas de distinto peso molecular. La identidad de estas bandas se confirmó mediante 

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

  

La construcción y análisis de gráficos de Ferguson, metodología ampliamente utilizada 

para la determinación de estructuras cuaternarias [116–118], requiere el empleo de 



 75 

 

proteínas patrón cuya organización oligomérica ha sido determinada. En el presente 

trabajo se emplearon las proteínas lactoalbúmina (14 kDa), inhibidor de tripsina (20 kDa), 

anhidrasa carbónica, ovoalbúmina (43 kDa) y BSA, las cuales se analizaron en PAGEs de 

diferentes concentraciones de acrilamida (Figura 6-13). La migración relativa (Rf) de las 

proteínas patrón en los distintos geles (Tabla 6-3) se empleó para determinar el 

coeficiente de retardo (Kr) para las mismas (Figura 6-14 y Tabla 6-4). Los valores de Kr, 

que corresponden a la pendiente de cada una de las rectas mostradas en la Figura 6-14, 

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

 

Una vez calculados los Kr de los patrones, se determinó el Kr de las cuatro bandas 

observadas para la proteína His-LbNMNAT, valores que se interpolaron en el gráfico 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 proteína His-LbNMNAT monomérica (36 kDa), indicaron que las cuatro 

bandas corresponden a diferentes organizaciones oligoméricas. Los valores se ajustan al 

peso molecular esperado para monómeros (en concordancia con los resultados obtenidos 

por SEC), dímeros, trímeros y hexámeros (Tabla 6-5).  

 

Los gráficos de Ferguson aportan información sobre la estructura cuaternaria de las 

proteínas analizadas. Sin embargo, en el caso de las 4 bandas observadas para la 

proteína His-LbNMNAT, se sugiere evaluar su actividad enzimática, verificando la 

funcionalidad catalítica de estas posibles organizaciones oligoméricas. La zimografía 

representa una alternativa experimental para tal fin. 

 

Conjuntamente, los experimentos implementados para el estudio de la estructura 

cuaternaria de la proteína His-LbNMNAT, aportaron información estructural novedosa: los 

ensayos de SEC revelaron que dicha proteína eluye como un monómero enzimáticamente 

activo, mientras que el gráfico de Ferguson indicó diferentes organizaciones oligoméricas 

de la misma (dímeros, trímeros y hexámeros). 
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Figura 6-12: Análisis de la proteína recombinante His-LbNMNAT nativa mediante PAGE. 

A. La proteína His-LbNMNAT proveniente de la purificación mediante IMAC se separó 

electroforéticamente en geles de poliacrilamida nativos 12 % (2). Como control, se cargó 

la proteína anhidrasa carbónica que establece estructuras cuaternarias (1). Las flechas 

negras indican las 4 bandas observadas para la muestra His-LbNMNAT. Las proteínas se 

visualizaron con azul Coomassie. B. Adicionalmente, la proteína His-LbNMNAT se analizó 

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:  Análisis de proteínas nativas mediante PAGE. Las proteínas patrón 

lactoalbúmina (1), inhibidor de tripsina (2), anhidrasa carbónica (3), ovoalbúmina (4), BSA 

(5) y la proteína His-LbNMNAT proveniente de la purificación mediante IMAC (6) se 

separaron en PAGEs de diferentes porcentajes de acrilamida. Las flechas rojas indican 

las bandas utilizadas de cada patrón para construir el gráfico de Ferguson. Las flechas 

negras indican las 4 bandas observadas para la proteína His-LbNMNAT junto con su 

nomenclatura. Las proteínas se visualizaron con azul Coomassie.  

 

 

Tabla 6-3: Migración relativa (Rf) de las proteínas patrón analizadas mediante page. 

 
Lactoalbúmina 

(14 kDa) 

Inhibidor 
de tripsina 

(20 kDa) 

Anhidrasa 
carbónica 
(29 kDa) 

*BSA  

(66 kDa) 

BSA  

(132 kDa) 

BSA  

(198 kDa) 

% 
acrilamida 

Log Rf Log Rf Log Rf Log Rf Log Rf Log Rf 

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 gráfico de Ferguson. 

 

 

Figura 6-14: Determinación de los coeficientes de retardo (Kr) de las proteínas patrón 

analizadas mediante PAGE. El Kr de las proteínas lactoalbúmina (14 kDa), inhibidor de 

tripsina (20 kDa), anhidrasa carbónica (29 kDa) y BSA (66, 132 y 198 kDa) se determinó a 

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

 

 

 

Tabla 6-4: Coeficiente de retardo (Kr) de las proteínas patrón analizadas mediante 

PAGE. 

Muestra Ecuación de la recta R2 Kr 
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: Gráfico de Ferguson. Los coeficientes de retardo (Kr) y el peso molecular 

de las proteínas patrón analizadas mediante PAGE, se emplearon para construir el gráfico 

de Ferguson. La ecuación de la recta obtenida se utilizó para calcular el peso molecular 

de las 4 bandas observadas para la proteína His-LbNMNAT en los geles nativos. Los 

pesos calculados se indican en la Tabla 6-5. 

 

 

Figura 6-16: Determinación de los coeficientes de retardo (Kr) de las 4 bandas de la 

proteína His-LbNMNAT analizada mediante PAGE. El Kr de las bandas A-C y 1 se tomó a 

partir de la ecuación de las rectas indicadas. 
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Tabla 6-5: Determinación del tipo de oligómero para la proteína His-LbNMNAT a partir del 

gráfico de Ferguson. 

 
Proteína  
His-LbNMNAT 

Kr -Log Kr Log MW MW (kDa) MW/36 Oligómero 

Banda 1 0,0635 1,20 0,0635 39,92 1,11 Monómero 
Banda A 0,0906 1,04 0,0906 73,08 2,03 Dímero 
Banda B 0,1219 0,91 0,1219 121,07 3,36 Trímero 
Banda C 0,1729 0,76 0,1729 219,41 6,09 Hexámero 
 

6.4 Caracterización enzimática de la proteína 

recombinante His-LbNMNAT  
 

Como se indicó con anterioridad, la proteína His-LbNMNAT purificada mediante IMAC, 

exhibe actividad catalítica (Figuras 6-7 y 6-8). Teniendo en cuenta que la proteína se 

purificó de manera parcial, entonces la síntesis de NAD observada puede deberse no solo 

a la proteína de interés, sino también a la actividad de las NMNATs propias del sistema de 

expresión.  

 

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

transformar e inducidas, se sometió al protocolo de purificación mediante IMAC. Los 
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eluidos resultantes se utilizaron para ejecutar ensayos enzimáticos acoplados, los cuales 

no evidenciaron síntesis de NAD (Figura 6-17). Este resultado permite concluir que la 

actividad enzimática observada para la proteína His-LbNMNAT parcialmente purificada, 

proviene de si misma. 

 

 

 

 

 

Figura 6-17: El sistema de expresión E. coli BL21 (DE3) no exhibe actividad enzimática 

de NMNAT. A. Purificación mediante IMAC de proteínas de la fracción soluble del sistema 

de expresión E. coli BL21 (DE3) sin transformar e inducido. Fracción soluble de partida 

(1), proteínas no enlazadas (2), lavados 1 (3) y 10 (4), eluidos 1-4 (5-8). SDS-PAGE 10%. 

Las proteínas se visualizaron con azul Coomassie. M, marcador de peso molecular en 

kDa. B. El eluido 1 (20 µl) obtenido en el ensayo de purificación mostrado en la Figura A 

se empleó para realizar ensayos enzimáticos acoplados. Como control positivo de 

reacción se empleó el eluido 1 (20 µl) obtenido en el ensayo IMAC de la proteína His-

LbNMNAT (Figura 6-4 B). 
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La caracterización enzimática de la proteína His-LbNMNAT incluyó el estudio de aspectos 

como: concentración de trabajo, medios de almacenamiento y termo-estabilidad. 

Adicionalmente, se establecieron las condiciones experimentales óptimas de actividad 

catalítica (sistemas de amortiguación, pH, temperatura y cofactores enzimáticos), bajo las 

cuales se determinaron los siguientes parámetros cinéticos: constante de Michaelis-

Menten (Km), velocidad máxima (Vmax) y número de recambio (Kcat). Finalmente, se 

determinó la constante de equilibrio (KD) y se evalúo la capacidad de la proteína His-

LbNMNAT para sintetizar NAAD a partir de los sustratos NAMN y ATP. 

 

Inicialmente, se evaluaron diferentes cantidades de la proteína His-LbNMNAT en ensayos 

enzimáticos acoplados (1.5-10 µg de enzima/reacción). Estos ensayos, cuyas curvas de 

progreso se mantuvieron lineales durante el tiempo de reacción, indicaron  que es posible 

trabajar hasta con 10 µg de la enzima sin agotar los sustratos de la reacción (Figura 6-18 

A). De acuerdo con estos resultados, los siguientes ensayos de actividad se ejecutaron 

empleando 2,5 µg de enzima/reacción. Luego, se ensayaron dos sistemas de 

amortiguación en la mezcla de reacción: Tris/HCl (pKa 8.1) y HEPES/KOH (pKa 7.5). 

Aunque con ambos sistemas se observó actividad enzimática, los datos obtenidos con el 

buffer HEPES presentaron una menor desviación estándar entre sí con respecto al buffer 

Tris (Figura 6-18 B), razón por la cual se eligió el sistema de amortiguación HEPES para 

el estudio de la proteína His-LbNMNAT. 

 

Con el propósito de establecer condiciones apropiadas de almacenamiento de la proteína 

His-LbNMNAT, se aplicaron las condiciones empleadas para otras NMNATs, evaluando 3 

tratamientos: almacenamiento de la enzima a -20ºC suplementada con 1. DTT 1 mM. 2. 

DTT 1 mM y glicerol 10% (V/V). 3. Enzima en buffer de lisis (300 mM NaCl, 50 mM 

NaH2PO4 pH 8.0/NaOH). Al cabo de dos semanas de almacenamiento, se ejecutaron 

ensayos enzimáticos acoplados, los cuales revelaron que únicamente el tratamiento 2 

conserva la actividad de la enzima (Figura 6-18 C). Resultados similares se obtuvieron al 

almacenar la enzima a -80ºC con DTT y glicerol (Figura 6-18  D). Respecto a los ensayos 

de termo-estabilidad, se observó que a partir de 40ºC la actividad de la proteína His-

LbNMNAT es abolida por completo (Figura 6-18  E). 

 

Figura 6-18: Estudio enzimático de la proteína His-LbNMNAT. Mediante ensayos 

enzimáticos acoplados se realizó la evaluación de: A. Concentración de proteína. (El R2 
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para cada ensayo indica la linealidad de los mismos). B. Sistemas de amortiguación. 

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

almacenamiento. D. Temperatura de almacenamiento. E. Termo-estabilidad. 

  

A B 

  

C D 

 

E 

En relación con las condiciones óptimas de temperatura y pH de reacción, se obtuvieron 

valores respectivos de 37ºC y un pH óptimo entre 6,5 y 7,5 (Figura 6-19). La evaluación 

de diferentes cationes divalentes sobre la actividad enzimática de la proteína His-
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LbNMNAT indicó que la enzima cataliza su reacción preferentemente en presencia de 

Mg2+, tal como se ha reportado para las iso-enzimas humanas HsNMNAT2 y 3 [62] y de 

levadura ScNMNAT1 [131]. La actividad enzimática de la proteína His-LbNMNAT en 

presencia de níquel (87%), manganeso (42%) y zinc (9%) se calculó con respecto a la 

actividad registrada con magnesio (100%). En presencia de Ca2+ y Cu2+ no se observó 

actividad enzimática (Figura 6-19 C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6-19: Condiciones óptimas de actividad enzimática de la proteína His-LbNMNAT. 

Mediante ensayos enzimáticos directos se determinaron las condiciones óptimas de: A. 

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

proteína His-LbNMNAT. Los datos se presentan como el promedio + la desviación 

estándar (n=3). 
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C D 

Una vez determinadas las condiciones óptimas de actividad enzimática de la proteína His-

LbNMNAT, se procedió al estudio de sus parámetros cinéticos. Para lograr este objetivo, 

se debe calcular la velocidad inicial de reacción de la enzima dentro del rango lineal de 

actividad [64]. Por esta razón, se ejecutaron ensayos enzimáticos a diferentes tiempos y 

se determinó la cantidad de NAD+ producido mediante análisis por RP-HPLC. Estos 

ensayos indicaron que la actividad enzimática de la proteína His-LbNMNAT es lineal, al 

menos, durante los 25 min iniciales de la reacción, bajo las condiciones óptimas de 

actividad (Figura 6-19 D). Con base en este resultado, se determinaron los parámetros 

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

 

La determinación de las constantes de afinidad (Km) por los sustratos NMN y ATP se 

realizó mediante ensayos enzimáticos acoplados mientras que para los sustratos NAD y 

PPi se empleó el ensayo enzimático directo y el análisis correspondiente mediante RP-

HPLC. La elección del tipo de ensayo se realizó teniendo en cuenta que la determinación 

de los parámetros cinéticos de las iso-enzimas humanas His-HsNMNAT1-3 se ha 

efectuado del mismo modo [62, 108]. La cantidad de productos sintetizados por la 

proteína His-LbNMNAT se cuantificó empleando curvas de calibración (Anexo G). El 

análisis de datos se basó en métodos de regresión no lineal (Michaelis-Menten) y lineal 

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

 

Tabla 6-6: Parámetros cinéticos de la proteína His-LbNMNAT. 
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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: Determinación de los parámetros cinéticos de la proteína His-LbNMNAT. 

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

(programa Prism6), se determinaron los valores de Km y 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 desviación 

estándar (n=3). 



 87 

 
A 

 

B 

 

C 

 

0 500 1000 1500
0.0

0.1

0.2

0.3

Michaelis-Menten 

NMN (µM)

V
 o

 (µ
m

ol
/m

in
.m

g)
y	=	3,478x	+	621,326	

R²	=	0,997	

0	

2000	

4000	

6000	

8000	

0	 500	 1000	 1500	

N
M
N
	(µ
M
)/
V o
	(µ
m
ol
/m

in
.m
g)
	

NMN	(µM)	

Hanes-Woolf	

y	=	4,095x	+	14,148	
R²	=	1,000	

0	

200	

400	

600	

800	

0	 50	 100	 150	

AT
P	
(µ
M
)/
V o
	(µ
m
ol
/m

in
.m
g)
	

ATP	(µM)	

Hanes-Woolf	

0 50 100 150 200
0.0

0.1

0.2

0.3

Michaelis-Menten

ATP (µM)

V
o 

(µ
m

ol
/m

in
.m

g)

y	=	0,0362x	+	14,92	
R²	=	0,997	

0	

40	

80	

120	

160	

200	

0	 1000	 2000	 3000	 4000	

NA
D	
(µ
M
)/
V o
	(µ
m
ol
/m

in
.m
g)
	

NAD	(µM)	

Hanes-Woolf	

0 1000 2000 3000 4000 5000
0

10

20

30

Michaelis-Menten 

NAD (µM)

V
 o

 (µ
m

ol
/m

in
.m

g)



88 Caracterización bioquímica de la enzima LbNMNAT 

 
D 

 

 

Con relación a los 4 sustratos evaluados, la proteína His-LbNMNAT exhibe la mayor 

afinidad por el ATP y la menor afinidad por el NAD. Para el NMN y PPi se determinaron 

valores de Km dentro del rango reportado para otras NMNATs (Tabla 1-2). Al comparar los 

sustratos de la reacción directa (NMN y ATP), se observó que la proteína His-LbNMNAT 

es ∼ 57 veces (166,7/2,9) más afín 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 

comparación con la afinidad por el NMN. A pesar de esta semejanza, la alta afinidad por 

el ATP observada en estas proteínas resulta ser una excepción, en comparación con el 

resto de las NMNATs caracterizadas hasta el momento.    

 

El análisis de la velocidad máxima, reveló que la proteína His-LbNMNAT es más rápida 

catalizando la degradación del NAD, en contraste con su capacidad para sintetizarlo. 

Específicamente, se obtuvieron valores cercanos a 20 µmol/min.mg para la degradación 

del NAD con respecto a 0,2 µmol/min.mg para la síntesis del mismo (Tabla 6-6). Los 

números de recambio (Kcat) calculados confirmaron este resultado, dado que la enzima 

consume ~ 16 moléculas de NAD/s en la reacción reversa, en comparación con 0,2 

moléculas de NMN/s en la reacción directa. Una tendencia similar se ha reportado para 

las iso-enzimas His-HsNMNAT1-3, las cuales son tres veces más eficientes degradando 

NAD in vitro [108]. 

  

En vista de que la proteína His-LbNMNAT puede catalizar tanto la reacción directa 

(síntesis de NAD y PPi) como reversa (síntesis de ATP y NMN), se determinó la constante 

de equilibrio (KD) para ambas reacciones. Para esto, se ejecutaron ensayos enzimáticos 
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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 cuantificó el producto 

sintetizado. Las constantes calculadas indicaron que la reacción reversa se favorece in 

vitro (Tabla 6-7). Ziegler y colaboradores han propuesto que la baja disponibilidad 

fisiológica de PPi limita la reacción reversa de la NMNAT, razón por la que la actividad 

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

 

Tabla 6-7: Constante de equilibrio (KD) de la proteína His-LbNMNAT. 

 

REACCIÓN DIRECTA (NMN+ATP ) 

Tiempo (h) 
NAD 
(µM) 

PPi 
(µM) 

ATP 
(µM) 

NMN 
(µM) 

KD= [NAD]*[PPi]/[NMN]*[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 

REACCIÓN REVERSA (NAD+PPi) 

Tiempo (h) 
NAD 
(µM) 

PPi 
(µM) 

ATP 
(µM) 

NMN 
(µM) 

KD= [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 mayoría de NMNATs pueden emplear el NAMN como sustrato 

para sintetizar NAAD (Tabla 1-2), se evalúo la capacidad de la proteína His-LbNMNAT 

para catalizar esta reacción. El análisis de ensayos enzimáticos directos por RP-HPLC, 

indicó la síntesis del producto NAAD por parte de la proteína His-LbNMNAT, tal como 

sucedió con el control positivo (proteína His-HsNMNAT3) (Figura 6-21). Los resultados 

reportados en el presente trabajo, algunos de los cuales hemos publicado previamente 

[132], aportan información funcional sobre la proteína recombinante His-LbNMNAT. De 

manera adicional, dichos resultados ofrecen nuevas rutas de exploración científica, como 

por ejemplo, la determinación de los parámetros cinéticos por el sustrato NAMN y la 

evaluación de inhibidores basados en la estructura del ATP (dada la alta afinidad que 
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exhibe la proteína His-LbNMNAT por el mismo), que sirvan como punto de partida para el 

desarrollo de posibles estrategias de control del patógeno. 

Figura 6-21: La proteína recombinante His-LbNMNAT sintetiza NAAD. La síntesis de 

NAAD se verificó mediante RP-HPLC empleando las siguientes muestras: A. Buffer de 

reacción. B. Proteína His-HsNMNAT3 (control positivo de actividad enzimática). C. 

Proteína His-LbNMNAT. Para la ejecución del ensayo se utilizaron 2,5 µg de cada enzima. 

Se indican los picos y tiempos de retención correspondientes para los sustratos NAMN y 

ATP, así como para el producto NAAD. 
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6.5 Localización celular de la proteína LbNMNAT en L. 

braziliensis 

Con el propósito de identificar, a nivel celular, donde ocurre la síntesis del NAD en el 

parásito L. braziliensis, se aprovecharon diversas herramientas computacionales. Los 3 

predictores empleados sugirieron una localización mitocondrial para la proteína 

LbNMNAT. Sin embargo, uno de los servidores (Euk-mPLoc) predijo, adicionalmente, 

localización nuclear y citosólica para la proteína bajo estudio (Tabla 6-8).  

Por su parte, las herramientas MitoProtII [133], iPSORT [134] y SignalP [135], no 

detectaron señales de localización celular en la proteína mencionada. La ausencia de este 

tipo de señales, permite suponer una localización citosólica para la proteína LbNMNAT.  

Tabla 6-8: Predicción de la localización celular de la proteína LbNMNAT.  

 

Para corroborar las observaciones computacionales indicadas, se aplicaron diferentes 

estrategias experimentales, basadas en la detección de la proteína LbNMNAT del parásito 

por técnicas de Western blot e inmunolocalización in situ, específicamente, 

inmunofluorescencia. Teniendo en cuenta que estas técnicas requieren la utilización de 

anticuerpos contra la proteína 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 proteína His-LbNMNAT. Esta herramienta inmunológica se 

empleó para detectar la NMNAT endógena de L. braziliensis. 

PREDICTOR LOCALIZACIÓN SUGERIDA REFERENCIA 

SubLoc Mitocondria [136] 

ESLpred Mitocondria [137] 

Euk-mPLoc  Mitocondria, citoplasma y núcleo [138] 
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6.5.1. Producción de anticuerpos policlonales anti His-LbNMNAT  

Como se mencionó, la proteína His-LbNMNAT se acumula en la fracción insoluble del 

sistema de expresión E. coli BL21 (DE3) cuando se expresa desde el vector pET100-

LbNMNAT (Figura 6-1). Esta propiedad se aprovechó para obtener fracciones 

enriquecidas con la proteína de interés, mediante la implementación de técnicas de 

aislamiento y solubilización de cuerpos de inclusión (CI) [139]. Estas técnicas, basadas en 

el uso de agentes caotrópicos como urea e hidrocloruro de guanidina, permitieron obtener 

abundantes cantidades de la proteína His-LbNMNAT en fracciones solubles e insolubles 

(Figura 6-22). 

La fracción soluble enriquecida con la proteína His-LbNMNAT se cuantificó mediante 

densitometría (10 µg de antígeno/ml de inóculo inducido) (Figura 6-22 B) y se utilizó como 

antígeno para la producción de anticuerpos policlonales en modelos murinos, siguiendo el 

esquema de inoculación descrito en la metodología. Una vez cumplido el programa de 

inmunización de los ratones, se extrajeron sangrías y se obtuvieron sueros sanguíneos, 

los cuales se denominaron “anticuerpos anti His-LbNMNAT”, cuyo volumen y 

concentración de proteínas se indica en la Tabla 6-9.  

Figura 6-22: Aislamiento y cuantificación del antígeno His-LbNMNAT a partir de CI. A. 

Las fracciones solubles (1) e insolubles (2) resultantes del aislamiento, solubilización y 

diálisis de los CI de la proteína recombinante His-LbNMNAT se analizaron mediante SDS-

PAGE 8%. B. La fracción soluble (Sol) se cuantificó mediante densitometría empleando 

como patrón diferentes cantidades (µg) de BSA (0,5; 1; 2; 4). SDS-PAGE 12%. Las 

flechas rojas y azules indican la proteína His-LbNMNAT y el producto de degradación de 

la misma, respectivamente. Las proteínas se visualizaron con azul Coomassie. M, 

marcador de peso molecular en kDa. 
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Tabla 6-9:     Concentración de proteínas en los sueros sanguíneos de los ratones 

inmunizados.  

RATÓN SUERO VOLUMEN (µL) OD 280 nm *CONCENTRACIÓN (mg/ml) 

1 

1 100 1,1 29,7 

2 100 1,4 37,8 

3 200 1,4 37,8 

2 
1 100 1,3 35,1 

2 100 1,2 32,4 

Control 

1 100 1,3 35,1 

2 100 1,4 37,8 

3 200 1,3 35,1 

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

Evaluación de los anticuerpos anti His-LbNMNAT 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 proteína His-LbNMNAT empleada para la inoculación de los ratones (10 µg/pozo). Se 
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evaluaron los anticuerpos anti His-LbNMNAT de los dos ratones inmunizados junto con 

uno de los sueros control (ratón inoculado con PBS) (Figura 6-23). Los valores de 

densidad óptica (OD) registrados para cada muestra, se aprovecharon para calcular el 

título correspondiente de los anticuerpos evaluados. El título se calculó teniendo en 

cuenta definiciones previas [140] de la siguiente manera: 

Se calcula el valor promedio de OD obtenida para cada dilución de anticuerpo y para el 

control negativo (suero sanguíneo 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 desviación estándar 

El valor del punto de corte permite determinar el título de cada anticuerpo evaluado según 

la siguiente definición: el título corresponde a la mayor dilución del anticuerpo cuyos 

valores promedio de OD superen el valor del punto de corte. La dilución que se tuvo en 

cuenta del suero no relacionado para calcular punto de corte fue 1:1000. Con base en 

esta definición, se calculó el título de los anticuerpos evaluados, el cual resultó ser 1:9000 

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

Figura 6-23: Evaluación de los sueros anti His-LbNMNAT 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 realizó empleando 

ABTS y peróxido de hidrógeno. Los datos se presentan como el promedio + la desviación 

estándar (n=3). La sangría 3 del ratón 2 no se evalúo debido a que el ratón murió antes de 

la sangría final. 
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Empleando el suero 3 del ratón 1 se realizaron ensayos de Western blot sobre la proteína 

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

reconocieron de manera específica la proteína His-LbNMNAT, evidenciando la utilidad del 

protocolo de solubilización de CI para la producción de anticuerpos policlonales en 

modelos murinos (Figura 6-24).  

Tabla 6-10: Valores promedio de OD obtenidos para los anticuerpos anti His-LbNMNAT 

en ELISA 

 

DILUCIONES DE LOS ANTICUERPOS 

RATÓN INMUNIZADO SANGRÍA 1:1000 1:3000 1:6000 1:9000 

1 

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 

2 

1ª  0,39 0,26 0,18 0,14 

2ª  0,36 0,23 0,15 0,12 

3ª  - - - - 

Valores de punto de corte calculados con las sangrías de los ratones no inmunizados:Sangrías: 
1ª= 0,1; 2ª = 0,09; 3ª= 0,16. Resaltado en naranja se indica el título obtenido para los sueros 
evaluados. 

Figura 6-24: Evaluación de los anticuerpos anti His-LbNMNAT mediante Western blot. 

Diferentes diluciones del suero 3 del ratón 1 se emplearon para inmunodetectar la 
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proteína His-LbNMNAT (500 ng/carril) transferida a membranas PVDF. Como control 

positivo se empleó el anticuerpo primario anti 6xHis (1). Como control negativo se empleó 

el suero no relacionado en dilución 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.   

 

Con el propósito 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-GlNMNAT, ~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-HsNMNAT3 (~29 kDa, 28% de identidad con 

His-LbNMNAT). El reconocimiento inmunológico de estas proteínas se realizó con la 

dilución 1:5000 del suero 3 del ratón 1.  

Este experimento reveló el reconocimiento cruzado de las proteínas His-GlNMNAT e His-

PfNMNAT, mientras que las proteínas His-HsNMNAT3 y BSA no se reconocieron en el 

ensayo (Figura 6-25). Todas las proteínas evaluadas, a excepción de BSA, poseen la 

etiqueta 6xHis en su extremo amino terminal. Teniendo en cuenta que los anticuerpos anti 

His-LbNMNAT no reconocieron la proteína His-HsNMNAT3, se puede señalar que dicho 

anticuerpo reconoce epítopes propios de las NMNATs y no de la etiqueta 6xHis.  
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Figura 6-25: Inmunodetección cruzada de diferentes NMNATs con los anticuerpos anti 

His-LbNMNAT. A. Muestras evaluadas: extracto proteico del clon E. coli BL21 Rosetta 

His-GlNMNAT (1), CI His-LbNMNAT (2), CI His-PfNMNAT (3), His-HsNMNAT3 (4), BSA 

(5). Las muestras se separaron mediante SDS-PAGE 12%. Las proteínas 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. Inmunodetección de la proteína “LbNMNAT” endógena de L. 

braziliensis 

En seguida se presentarán experimentos de Western blot e inmunofluorescencia sobre 

muestras de parásitos del género Leishmania. Estos experimentos se realizaron 

empleando los anticuerpos anti His-LbNMNAT, específicamente, el suero 3 del ratón 1. 

En primer lugar, se prepararon extractos de proteínas totales, solubles e insolubles de 

promastigotes de L. braziliensis. Los extractos totales se prepararon de 2 maneras: 1- 

Resuspensión de parásitos en buffer de carga 1X para SDS-PAGE (Extracto total SDS). 

2- Resuspensión de parásitos en buffer de lisis con Tritón X-100 (Extracto total Tritón X-

100). Los extractos solubles se obtuvieron al centrifugar (12000 rpm por 5 min a 4ºC) la 

resuspensión celular de parásitos en buffer de lisis con Tritón X-100. El sobrenadante y 

precipitado obtenidos se denominaron Fracción 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 detectó 

de manera específica una señal intensa de ∼ 22 kDa (Figura 6-26), 12 kDa menos que el 

peso molecular teórico de la proteína LbNMNAT (33,7 kDa). La señal de ∼ 22 kDa se 

observó tanto en fracciones solubles como insolubles del parásito (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 señal de ∼ 22 kDa (Figura 6-28).  

Con el objetivo de validar la señal detectada con los anticuerpos anti His-LbNMNAT 

generados en ratón, se ejecutaron ensayos de Western blot utilizando otros anticuerpos 

producidos en nuestro grupo de investigación: 1. Anticuerpos policlonales anti His-

LbNMNAT generados en modelos aviares (IgYs). 2. Anticuerpos policlonales contra la 

proteína recombinante NMNAT de Trypanosoma cruzi (His-TcNMNAT). 

Al emplear los anticuerpos anti His-LbNMNAT aviares sobre Extractos totales SDS de 

promastigotes de L. braziliensis, se observó la misma señal de ∼ 22 kDa detectada con 

los anticuerpos de ratón (Figura 6-29). Por su parte, los anticuerpos anti His-TcNMNAT 

reconocieron tanto la proteína recombinante control His-LbNMNAT así como la señal de ∼ 

22 kDa en el extracto de proteínas del parásito (Figura 6-30). Teniendo en cuenta el alto 

porcentaje de identidad entre las proteínas LbNMNAT y TcNMNAT (40%), este último 

resultado sugiere que la señal detectada de ∼ 22 kDa, podría corresponder a la NMNAT 

endógena de L. braziliensis. 

Figura 6-26: Evaluación de diferentes extractos proteicos totales de promastigotes de L. 

braziliensis. Carriles 1 y 2: Extracto total SDS (1x107 parásitos) y Extracto total Tritón X-

100 (1x107 parásitos), respectivamente. A. SDS-PAGE 10%. Proteínas 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. Las flechas azules indican productos de degradación o reconocimientos 

inespecíficos. 
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Figura 6-27: Evaluación de fracciones proteicas solubles e insolubles de promastigotes 

de L. braziliensis. Carriles 1 y 2: Fracción soluble (10 µg) y Fracción insoluble, 

respectivamente. A. SDS-PAGE 10%. Proteínas 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 inmunodetección sobre promastigotes de diferentes especies 

del género Leishmania. Carriles 1-3: Fracciones solubles (10 µg) de L. braziliensis, L. 

major y L. mexicana, respectivamente. A. SDS-PAGE 10%. Proteínas visualizadas con 

azul Coomassie. B. La inmunodetección se realizó sobre membranas de nitrocelulosa 

empleando los anticuerpos anti His-LbNMNAT (1:3000). El revelado de las membranas se 

realizó empleando Luminol. M, marcador de peso molecular en kDa. Las flechas azules 

indican productos de degradación o reconocimientos inespecíficos. 
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Figura 6-29: Ensayos de inmunodetección utilizando diferentes anticuerpos sobre 

extractos totales de promastigotes de L. braziliensis. Carriles 1 y 2: Extracto total SDS 

(2x107 parásitos) y proteína His-LbNMNAT (1 µg), respectivamente. A. SDS-PAGE 12%. 

Proteínas 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 ratón (1:2000). D. Suero no relacionado de ratón (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 degradación o un reconocimiento inespecífico. 
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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 ratón. Esta nueva estrategia electroforética permitió reconocer, una vez más, la señal 

de ~ 22 kDa y brindó información sobre el pI de la misma, que se ubicó hacia la zona de 

valores de pH ácidos (Figura 6-31). 

 

 

 

 

Figura 6-30: Detección de la proteína “LbNMNAT” empleando anticuerpos anti His-

TcNMNAT. Carriles 1-3: Fracción soluble (∼20-40 µg), proteínas His-LbNMNAT (37 kDa, 

200 ng) e His-TcNMNAT (36 kDa, 200 ng), respectivamente. A. SDS-PAGE 12%. 

Proteínas 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. 

    

A B C D 

 

Figura 6-31: Evaluación del extracto soluble de proteínas de promastigotes de L. 

braziliensis mediante electroforesis 2D y Western blot. Aproximadamente 30 µg del 

extracto soluble de proteínas de L. braziliensis se separaron mediante punto isoeléctrico 

en un gradiente no lineal de pH (3-10) y SDS-PAGE 12%. A. Proteínas visualizadas con 

nitrato de plata. B. Detección paralela mediante Western blot con los anticuerpos anti His-

LbNMNAT sobre membranas de nitrocelulosa. Sistema de revelado con Luminol. M, mar-

cador preteñido de peso molecular en kDa.  
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En vista de los resultados de inmunodetección de una señal persistente de ~ 22 kDa, se 

realizó un ensayo adicional: la generación de un nuevo anticuerpo anti His-LbNMNAT en 

ratones. En esta ocasión, se utilizó como antígeno la proteína His-LbNMNAT proveniente 
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de procesos de solubilización de CI y purificación desde SDS-PAGE preparativo (Figura 

6-32). En términos generales, se empleó un antígeno más puro en comparación con el 

antígeno empleado para la generación de los anticuerpos anti His-LbNMNAT iniciales 

(Figura 6-22). 

Figura 6-32: Aislamiento del antígeno His-LbNMNAT a partir de CI y SDS-PAGE 

preparativo. La fracción insoluble resultante del aislamiento, solubilización y diálisis de los 

CI de la proteína recombinante His-LbNMNAT se separó mediante SDS-PAGE 

preparativo. Desde este gel se cortaron 3 bandas alrededor del tamaño molecular de la 

proteína His-LbNMNAT, las cuales se utilizaron para eluir las proteínas que contenían. 

Los eluidos obtenidos de las 3 bandas (carriles 1-3) se analizaron mediante SDS-PAGE 

10%. La estrella roja indica productos de degradación de la proteína His-LbNMNAT en los 

eluidos provenientes de la banda 3. Esta última muestra se empleó para la inoculación de 

nuevos ratones BALB/C. Las proteínas se visualizaron con azul Coomassie. M, marcador 

de peso molecular en kDa. a purificación de este nuevo antígeno se realizó como parte de 

las actividades de entrenamiento en el Laboratorio, del estudiante de maestría Andrés 

Herrera. 

 

 

El nuevo anticuerpo generado se purificó mediante métodos de afinidad [110] empleando 

la proteína His-LbNMNAT inmovilizada en membranas de nitrocelulosa. El anticuerpo 

purificado se utilizó para realizar ensayos de Western blot sobre Extractos totales SDS de 
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promastigotes de L. braziliensis, en los cuales se detectó la señal de ~ 22 kDa, tal como 

se observó con los anticuerpos anti His-LbNMNAT iniciales. Adicionalmente, se detectó 

una banda inespecífica de 66 kDa en este nuevo experimento (Figura 6-33). Atribuimos 

esta inespecificidad al sistema de revelado, dado que el análisis de una membrana control 

en la que se empleó únicamente anticuerpo secundario, generó la misma señal. 

En conjunto y de manera recurrente, los experimentos de inmunodetección 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 proteína NMNAT. 

 

Figura 6-33: Detección de la proteína “LbNMNAT” empleando los nuevos anticuerpos 

anti His-LbNMNAT. Carril 1: Extracto total SDS (2x107 parásitos) de promastigotes de L. 

braziliensis. A. SDS-PAGE 12%. Proteínas visualizadas con azul Coomassie. Las 

inmunodetecciones se realizaron sobre membranas PVDF empleando los siguientes 

anticuerpos: B. Anti His-LbNMNAT nuevos (1:4000). C. Suero no relacionado (1:1000). D. 

Sin anticuerpo primario. Esté último ensayo indica que la proteína de 66 kDa corresponde 

a un producto inespecífico detectado por el anticuerpo secundario anti ratón biotinilado. 

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

análisis por espectrometría de masas (MS) 

Con el ánimo de confirmar definitivamente la identidad de la señal de ~ 22 kDa, se 

realizaron ensayos de inmunoprecipitación utilizando los nuevos anticuerpos anti His-

LbNMNAT. La estandarización de este experimento permitió la inmunoprecipitación de 

bandas de ~ 22 y 37 kDa (Figura 6-34). Esta última banda corresponde, probablemente, a 

la proteína His-LbNMNAT empleada para la purificación 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 análisis 

mediante MALDI-TOF MS/MS. Actualmente, dicho estudio está en curso y de ser posible, 

los resultados generados se describirán en la sustentación oral del presente trabajo de 

investigación. 

Figura 6-34: Inmuno-precipitación de la proteína “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 

análisis de MS. B. SDS-PAGE 15% después de la extracción de las bandas de interés. 

Proteínas visualizadas con azul Coomassie coloidal (G-250). M, marcador de peso 

molecular en kDa. 
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6.5.4. Inmunodetección de la proteína “LbNMNAT” mediante 

inmunofluorescencia 

La localización subcelular de la proteína “LbNMNAT” se estudió mediante 

inmunofluorescencia indirecta utilizando los anticuerpos anti His-LbNMNAT iniciales y el 

anticuerpo secundario anti ratón acoplado a Alexa 488, sobre promastigotes de L. 

braziliensis. Este ensayo reveló un patrón de localización citosólica de la proteína 

“LbNMNAT”. Evidentemente, dicha proteína exhibe una localización extra-nuclear y 

algunas zonas del citoplasma presentan una fluorescencia más intensa que otras, 

indicando la acumulación de la proteína “LbNMNAT” en sitios particulares del citoplasma 

(Figura 6-35). Ninguna señal se detectó con los anticuerpos no relacionados (Figura 6-

36). 

Figura 6-35: Localización subcelular de la proteína LbNMNAT en promastigotes de L. 

braziliensis. A. Para la detección de la proteína LbNMNAT se emplearon los anticuerpos 

anti His-LbNMNAT (1:1000) y el anticuerpo secundario anti ratón conjugado a Alexa 488 

(1:1000). Se muestran tres campos ópticos diferentes. DAPI indica la localización del ADN 

en el núcleo y la mitocondria (cinetoplasto). Imágenes DIC, escala= 10 µm. B. Campo 

ampliado de muestras tratadas con los anticuerpos anti His-LbNMNAT (1:1000). Las 

imágenes se obtuvieron empleando el microscopio Nikon Eclipse C1 Plus y el Software 

EZ-C1. 
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Figura 6-36: Ensayo de inmunofluorescencia sobre promastigotes de L. braziliensis 

empleando el suero no relacionado. A. Inmunodetección realizada con el suero no 

relacionado (1:1000) y el anticuerpo secundario anti ratón conjugado a Alexa 488 

(1:1000). Se muestran tres campos ópticos diferentes. DAPI indica la localización del ADN 

en el núcleo y la mitocondria (cinetoplasto). Imágenes DIC, escala= 10 µm. B. Campo 

ampliado de muestras tratadas con el suero no relacionado (1:1000). Las imágenes se 

obtuvieron empleando el microscopio Nikon Eclipse C1 Plus y el Software EZ-C1. 
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Como se describió 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 antígeno empleado para inocular los ratones. Inicialmente, se inoculó 

la proteína His-LbNMNAT proveniente de CI. Luego, la misma proteína se aisló no sólo 

desde CI sino desde SDS-PAGE preparativo, lo cual generó un antígeno aún más puro. 

En ambos casos, la proteína inoculada se encontraba desnaturalizada. Teniendo en 

cuenta que en los ensayos de inmunofluorescencia se aplica un paso de fijación con 

paraformaldehído, el cual conserva la estructura molecular de las componentes proteicos 

celulares, se generó un anticuerpo adicional. Específicamente, se inocularon ratones con 

la proteína His-LbNMNAT nativa y purificada de manera parcial mediante el protocolo 

IMAC (Figura 6-5 A).   
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La implementación de este nuevo anticuerpo (denominado “anti His-LbNMNAT nativo”) en 

ensayos de Western blot sobre extractos de proteínas del parásito, no reveló señal alguna 

(datos no mostrados). No obstante, al utilizar este anticuerpo en ensayos de 

inmunofluorescencia indirecta sobre promastigotes de L. braziliensis, se observó el mismo 

patrón de localización citosólica detectado por el anticuerpo anti His-LbNMNAT inicial 

(Figura 6-37). Este resultado sugiere que los anticuerpos anti His-LbNMNAT nativos 

reconocen epítopes estructurales presentes en la proteína “LbNMNAT” fijada en el ensayo 

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

Figura 6-37: Localización subcelular de la proteína LbNMNAT en promastigotes de L. 

braziliensis empleando los anticuerpos anti His-LbNMNAT nativos. A. Para la detección 

de la proteína LbNMNAT se emplearon los anticuerpos anti His-LbNMNAT nativos (1:250) 

y el anticuerpo secundario anti ratón conjugado a Alexa 488 (1:1000). Se muestran tres 

campos ópticos diferentes. DAPI indica la localización del ADN en el núcleo y la 

mitocondria (cinetoplasto). Imágenes DIC, escala= 10 µm. B. Campo ampliado de 

muestras tratadas con los anticuerpos anti His-LbNMNAT nativos (1:250). Las imágenes 

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

Por otra parte, los anticuerpos policlonales anti His-TcNMNAT, que detectaron la proteína 

“LbNMNAT” en ensayos de Western blot, confirmaron la localización citosólica de la 

proteína bajo estudio (Figura 6-38).  

 

Figura 6-38: Localización subcelular de la proteína LbNMNAT en promastigotes de L. 

braziliensis empleando los anticuerpos anti His-TcNMNAT. A. Para la detección de la 

proteína LbNMNAT se emplearon los anticuerpos anti His-TcNMNAT (1:250) y el 

anticuerpo secundario anti ratón conjugado a Alexa 488 (1:1000). Se muestran tres 

campos ópticos diferentes. DAPI indica la localización del ADN en el núcleo y la 

mitocondria (cinetoplasto). Imágenes DIC, escala= 10 µm. B. Campo ampliado de 

muestras tratadas con los anticuerpos anti His-TcNMNAT nativos (1:250). Las imágenes 

se obtuvieron empleando el microscopio Nikon Eclipse C1 Plus y el Software EZ-C1. 
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Como se indicó en la Tabla 6-8, las tres herramientas bioinformáticas utilizadas para 

predecir la localización subcelular de la proteína LbNMNAT, sugirieron una localización 

mitocondrial de la misma. Para confirmar estas observaciones computacionales, se 

realizaron estudios de co-localización empleando la sonda mitocondrial Mitotracker. 

Dichos estudios no revelaron sobrelapamiento entre la proteína “NMNAT” y la mitocondria 

en diferentes especies del parásito (Figura 6-39). En resumen, la estrategia experimental 

implementada para determinar la localización subcelular de la proteína LbNMNAT 

endógena, reveló una localización citosólica de la proteína bajo estudio en la fase móvil 

del parásito.  

Figura 6-39:  Localización subcelular de la proteína LbNMNAT en promastigotes de 

Leishmania del Viejo y Nuevo Mundo. Para la detección de la proteína LbNMNAT se 

emplearon los anticuerpos anti His-LbNMNAT (1:1000) y el anticuerpo secundario anti 

ratón conjugado a Cy2 (1:1000). DAPI indica la localización del ADN en el núcleo y la 

mitocondria (cinetoplasto). Mitotracker indica la disposición de la mitocondria de los 

parásitos. Las imágenes se obtuvieron empleando el microscopio Nikon Eclipse C1 Plus y 

el Software EZ-C1. 
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6.5.5. Detección de la proteína recombinante LbNMNAT-GFP en 

promastigotes 

Para confirmar la localización subcelular de la proteína LbNMNAT en el parásito, se 

realizó la expresión del transgen lbnmnat-gfp en promastigotes de L. braziliensis. Esta 

aproximación experimental implicó la construcción de un plásmido recombinante para la 

expresión del transgen mencionado en el parásito (Figura 6-40). El plásmido construido, 

denominado pSP72RαneoαLbNMNAT-GFP (Anexo B), se utilizó para transfectar 

promastigotes de L. braziliensis, los cuales se seleccionaron en medios suplementados 

con geneticina G418. 

Figura 6-40: Construcción del vector recombinante pSP72RαneoαLbNMNAT-GFP. A. 

Amplificación del fragmento lbnmnat (936 pb) (1) mediante PCR empleando el plásmido 

pQE30-LbNMNAT como plantilla y los oligonucleótidos pSP72 (Tabla 5-1). El producto 

amplificado se purificó desde el gel y se ligó con el vector de clonación pGEMT-Easy. La 

reacción de ligación se empleó 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. Análisis mediante PCR de colonia (9 colonias 

TOP 10) (1-9). +: control positivo (vector pQE30-LbNMNAT como plantilla), -: control 

negativo (agua como plantilla). C. El plásmido recombinante pGEMT-Easy-LbNMNAT de 

1 de las colonias obtenidas se extrajo mediante lisis alcalina y se sometió a ensayos de 

digestión con la enzima de restricción XbaI. Plásmido sin digerir (1) y digerido (2). El 

fragmento lbnmnat liberado se purificó desde el gel. D. Fragmento lbnmnat purificado (1) y 

plásmido pSP72 previamente digerido con la enzima de restricción XbaI (2). Estas 

muestras se ligaron y la reacción de ligación se empleó para transformar células E. coli 

TOP 10. E. Análisis 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 digestión teórica del plásmido recombinante pSP72RαneoαLbNMNAT-

GFP con las enzimas de restricción HinDIII y BamHI (1). Se muestra la digestión teórica 

del vector pSP72 vacío o con el inserto lbnmnat en la dirección incorrecta y correcta (dado 

que se empleó únicamente la enzima XbaI en la estrategia de clonación, el inserto puede 

ligarse en cualquiera de las dos posiciones posibles). Simulación generada con el 

programa NEBcutter V2.0 [124]. G. Los plásmidos recombinantes 

pSP72RαneoαLbNMNAT-GFP de 2 de las colonias TOP 10 obtenidas se extrajeron 

mediante lisis alcalina y se sometieron a ensayos de doble digestión con las enzimas de 

restricción HinDIII y BamHI. Plásmido vacío sin digerir (1) y digerido (2). Plásmido 

recombinante 1 digerido (3), plásmido recombinante 2 digerido (4). Estos resultados 

indican que el plásmido recombinante 1 contiene el inserto en la dirección incorrecta a 

diferencia del plásmido recombinante 2. Este último plásmido se analizó mediante 

secuenciamiento y su mapa se indica en el Anexo B.  
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Los extractos de proteínas de los parásitos seleccionados se analizaron mediante 

Western blot empleando el sistema de revelado con peroxidasa. Estos análisis permitieron 

verificar la expresión de la proteína recombinante LbNMNAT-GFP en las líneas 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 análisis anteriores empleando un sistema de revelado más sensible 

(anticuerpos secundarios conjugados con biotina y estreptavidina conjugada con fosfatasa 

alcalina), se observó la banda de ∼ 22 y 60 kDa en la línea celular transfectada con el 

vector recombinante, junto con bandas adicionales de menor peso molecular (Figura 6-41 

D y E). Probablemente, estas señales proceden de la proteína recombinante LbNMNAT-

GFP y GFP, que pueden ser blanco de mecanismos de procesamiento o degradación 

proteica. 

Figura 6-41:   Expresión de la proteína LbNMNAT-GFP en promastigotes de L. 

braziliensis. Carriles 1-3: Fracción soluble (∼120 µg) de promastigotes de L. braziliensis no 

transfectados, transfectados con el vector vacío pSP72 o el vector 

pSP72RαneoαLbNMNAT-GFP, respectivamente. A. SDS-PAGE 12%. Proteínas 

visualizadas con azul Coomassie. M, marcador de peso molecular en kDa. Las muestras 

se transfirieron hacia membranas PVDF y se realizaron inmunodetecciones con los 

750	
1000	

500	

M		1		2		3		4		5		6		7		8		9							-							+	
M							1	 M							1	 M							1	

Vector	vacío	 Dirección	
incorrecta	

Dirección	
correcta	

23130	

6557	
4361	

2322	2027	

564	

M							1									2								3								4								5	

9416	



118 Caracterización bioquímica de la enzima LbNMNAT 

 
siguientes anticuerpos primarios: B y D. Anti GFP (1:1000). C y E. Anti His-LbNMNAT 

(1:2000). Sistema de revelado con peroxidasa: B y C. Sistema de revelado con fosfatasa 

alcalina: D y E. Los rombos (w) y la cruz (✚) indican posibles productos de procesamiento 

o degradación de la proteína recombinante LbNMNAT-GFP y GFP, respectivamente. La 

estrella (� ) indica reconocimientos inespecíficos debidos al sistema de detección 

empleado. 
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En términos de localización subcelular, la observación directa de la fluorescencia de la 

proteína recombinante LbNMNAT-GFP en los parásitos transfectados, indicó el mismo 

patrón de localización citosólico observado para la proteína endógena LbNMNAT (Figura 

6-42 A). Sin embargo, la zona correspondiente al núcleo no se distingue con facilidad. 

Este resultado se debe, posiblemente, a la expresión constitutiva de la proteína 

recombinante LbNMNAT-GFP desde el vector recombinante empleado.  
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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 localización citosólica para la proteína LbNMNAT-GFP y una 

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

 

Figura 6-42:  Localización subcelular de la proteína LbNMNAT-GFP en promastigotes de 

L. braziliensis. A. La localización de la proteína LbNMNAT-GFP se visualizó observando 

directamente la fluorescencia de GFP en las distintas líneas celulares. Se muestran dos 

campos ópticos diferentes por cada línea celular. B. Adicionalmente, se realizó 

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 

localización del ADN en el núcleo y la mitocondria (cinetoplasto). Las imágenes se 

obtuvieron empleando el microscopio Nikon Eclipse C1 Plus y el Software EZ-C1. 
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6.5.6. Detección de la proteína recombinante LbNMNAT-GFP en 

amastigotes  

Con el propósito de realizar una aproximación al estudio de la localización subcelular de la 

proteína LbNMNAT en amastigotes del parásito, se establecieron ensayos de infección in 

vitro de macrófagos murinos (J774) con promastigotes transfectados. La observación 

directa de la fluorescencia de la proteína recombinante LbNMNAT-GFP en los cultivos 

celulares indicó lo siguiente:  

1. La infección efectiva de los macrófagos debido a que los parásitos se encontraban 

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

 

2. La diferenciación morfológica de los parásitos dado que presentaban la morfología 

típica, redondeada y de flagelo retraído, de amastigotes (Figura 6-43  B). 

 

3. Probablemente, un patrón de localización citosólico de la proteína endógena 

LbNMNAT, tal como se observó en los promastigotes (Figura 6-43  B). 
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Tomados en conjunto, los resultados de expresión de la proteína recombinante 

LbNMNAT-GFP en el parásito, indicaron una localización citosólica de la misma en la fase 

móvil e intracelular de L. braziliensis. 

Figura 6-43:  Localización subcelular de la proteína LbNMNAT-GFP en amastigotes 

intracelulares de L. braziliensis. A. Se establecieron ensayos de infección in vitro de 

macrófagos murinos con promastigotes de L. braziliensis. Se utilizaron parásitos sin 

transfectar y transfectados con el vector pSP72 vacío o el vector recombinante 

pSP72RαneoαLbNMNAT-GFP. La localización de la proteína LbNMNAT-GFP se visualizó 

observando la fluorescencia directa de GFP en las distintas líneas celulares a las 30 horas 

post-infección. B. Se muestran diferentes campos ampliados de la infección realizada con 

los parásitos que expresan la proteína LbNMNAT-GFP. Las imágenes se obtuvieron 

empleando el microscopio Nikon Eclipse C1 Plus. C. Se indica el patrón de localización de 

proteínas 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 posición del núcleo. Imagen tomada de [141]. 
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I. Lysis was performed by one pass through a continuous flow
French Press at 20 kPSi and 4uC. The crude lysate was cleared by
centrifugation at 50,000 g for 40 min at 4uC followed by filtration
of the supernatant through a 0.8 mm membrane. All purification
steps were carried out on an AKTA100 (GE) fitted with a direct
loading pump. The lysate was loaded directly onto an equilibrated
1 ml HisTrap column (GE) at a flow rate of 1 ml/min. Following
a 10 column volume (CV) wash with buffer A (300 mM NaCl,
20 mM sodium phosphate pH 7.4, 20 mM imidazole), bound
proteins were eluted with buffer B (300 mM NaCl, 20 mM sodium
phosphate pH 7.4, 0.5 M imidazole) using a gradient of 0–100%
B over 10 CV. Fractions of 1 ml were collected and analysed by
SDS-PAGE; peak fractions were pooled and concentrated to
,2 ml. Gel filtration was then performed using a Superdex 75 16/
60 column (GE) and PBS buffer at a flow rate of 1 ml/min,
collecting 1 ml fractions for SDS-PAGE analysis. Purified protein
(final yield, ,4 mg/L cells) was concentrated, stored at 220uC in
PBS containing 25% glycerol and used for polyclonal antibody
production in rabbits (Eurogentech).
Antibodies were purified using a 1 ml NHS-activated HP

column (GE) coupled with 1 mg recombinant Lbr1110 protein.
Following column equilibration with 10 ml binding buffer (20 mM
sodium phosphate pH7, 150 mM NaCl), 15 ml rabbit serum was
loaded onto the column at 0.3 ml/min. Unbound sample was
removed with 5 ml binding buffer and antibody eluted at low pH
(in 0.1 M glycine pH2.7, 0.5 M NaCl) in 0.5 ml fractions directly
into tubes containing 50 ml 1 M Tris-HCl pH9 for neutralisation
and storage.
For immunoblotting, total protein lysates from 26106 parasites

were separated by SDS-PAGE prior to transfer on to PVDF
Immobilon P membrane (Millipore), as described [14]. The
resulting blots were probed with rabbit anti-Lb1110 (1:1000), anti-
Lmex HASPB (1:500) and mouse anti-EF1-a (1:1000; Millipore).
Immune complexes were detected by ECL reagents (Amersham
Biosciences), with 30 sec exposure times. To detect immune
recognition by clinical sera, similar blots were probed with sera
from CL patients (1:300 to 1:500) and control healthy individuals

(also Brazilian), prior to detection with anti-human HRP (1:5000;
Sigma).
For detection by confocal microscopy, antibody-labelling was

performed on live parasites, to detect surface Lb1110, and on
permeabilised cells, to detect total Lb1110 localisation. 26107

parasites were collected by centrifugation at 800 g for 10 min,
washed and resuspended in 100 ml of 1% fatty acid-free BSA
blocking solution (BB International) for 20 min. Live parasites
were labelled with rabbit anti-Lb1110 (1:100) for 30 min at
20uC, then fixed in 4% paraformaldehyde (PFA) before
secondary detection with AlexaFluor-488-conjugated goat
anti-rabbit IgG (1:250 in blocking solution; Invitrogen).
Labelling was also carried out on permeabilised cells which
were first fixed in 4% PFA, washed, then incubated with 0.1%
Triton-X100 (Sigma) for 10 min, washed and then incubated in
1% BSA blocking solution for 20 min at 20uC before labelling
as above. Parasites were allowed to adhere to polylysine slides
(Sigma) for 20 min and coverslips mounted with Vectashield
containing DAPI (Vector Laboratories), prior to imaging using
a Ziess LSM 510 meta with a Plan-Apochromat 63X/1.4 oil
DIC I objective lens. Images were acquired using LSM510
version 3.5 software.
For detection by epifluorescence microscopy (Figure 1C, lower

panel), axenic amastigotes of L. mexicana were fixed and
permeabilised as described above before labelling with anti-
LmexHASPB (1:100) and detection with goat-anti-rabbit-FITC
secondary antibody (Sigma). Fluorescent parasites were viewed
using a Nikon Microphot FX epifuorescent microscope, images
captured with a Photometrics CH350 CCD camera and data
analysed via IPLab Spectrum software (Scanalytics). Intrama-
crophage L. mexicana amastigote infections were carried out as
described above for L. braziliensis, except that macrophages were
grown on glass coverslips. Infected macrophages were fixed and
permeabilised as described above. HASPB localisation (Figure 1C,
upper panel) was determined using anti-Lmex HASPB, with
detection by AlexaFluor-488-conjugated goat anti-rabbit IgG
(1:250; Invitrogen).

Figure 1. Expression of HASPB genes in L. (L.) mexicana and L. (L.) amazonensis. A. RNA expression: total RNAs from were size separated in the
presence of formaldehyde, blotted and hybridised sequentially with probes specific for the HASPB gene repeat regions (NREP) and the ribosomal S8
gene (S8). The filters were also stained with methylene blue (MB) before hybridisation. The size of the HASPB transcript is shown on the left of the
blots. B. Protein expression: total parasite lysates (using 26106 parasite-equivalents per track) from procyclic (P), metacyclic (M) and axenic
amastigotes (A) of L. (L.) amazonensis and L. (L.) mexicana were analysed by SDS-PAGE, prior to blotting with antibodies raised against recombinant
L.(L.) mexicana HASPB (top panel). Bottom panel: Coomassie-stained gels prior to blotting; molecular mass markers are shown on the left (kDa). C.
Detection of L. (L.) mexicana HASPB expression in fixed amastigotes within a macrophage (top panel) and from axenic culture (bottom panel).
Immunofluorescence microscopy using the LmxHASPB antibody from B (green) and counterstaining with DAPI (blue) reveals the large macrophage
nucleus (top panel) and smaller parasite nuclei and kinetoplasts (in both panels). Size bar: 5 mm.
doi:10.1371/journal.pntd.0000829.g001
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6.6. Efecto delecional de inserciones exclusivas de la 

proteína LbNMNAT. 
 

Con el propósito de identificar dominios exclusivos en la proteína LbNMNAT, se analizó su 

estructura primaria mediante un alineamiento múltiple generado con los ORFs de las 

NMNATs hipotéticas de diferentes especies de Leishmania y de las iso-enzimas humanas 

(Figura 6-44). 

 

El análisis de este alineamiento múltiple confirmó la presencia de los motivos conservados 

de unión a ATP y la existencia de 5 inserciones exclusivas en las NMNATs de los 

parásitos (Inserción 1: residuos 9-43, inserción 2: residuos 206-213, inserción 3: residuos 

241-249, inserción 4: residuos 267-271, inserción 5: residuos 278-284). Análisis 

adicionales empleando la herramienta BLASTP, indicaron que las inserciones exclusivas 

identificadas, no se encuentran en ninguna de las proteínas humanas depositadas en el 

GeneBank. Al realizar los alineamientos múltiples con los algoritmos MUSCLE, ClustalW y 

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

 

La existencia de inserciones exclusivas en las NMNATs de los parásitos, se podría 

relacionar con procesos de regulación funcional. En concordancia, el análisis 

bioinformático de dichas inserciones con los predictores de fosforilación NetPhos 2.0 y 

GPS 2.0 [142, 143], sugirió la posible fosforilación 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 inserción 1, dos (S210, 212) en la inserción 2 y 

uno (S250) adyacente a la inserción 3 de la proteína LbNMNAT (Figura 6-44). 

 

Experimentalmente, se estudió el efecto delecional de las inserciones 1 y 3 sobre la 

actividad enzimática de las respectivas proteínas recombinantes His-LbNMNAT∆1-43 e 

His-LbNMNAT∆241-249. Se eligieron estas inserciones porque presentan la mayor 

longitud (número de residuos). La obtención de estas proteínas se logró mediante 

herramientas de biología molecular que permitieron construir los plásmidos de expresión 

pET100-LbNMNAT∆1-43 y pQE30LbNMNAT∆241-249 (Anexos C y D). 
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Figura 6-44:  Alineamiento múltiple de proteínas de la NMNAT de diferentes especies de 

Leishmania y las iso-enzimas humanas HsNMNAT1-3. En naranja se indican las 5 

inserciones exclusivas en las NMNATs de Leishmania. En azul se indican los motivos 

conservados de unión a ATP previamente reportados [55]. Las P rojas indican posibles 

residuos sujetos a fosforilación. El porcentaje de identidad entre las secuencias es 

proporcional a la altura de las barras grises. El alineamiento se generó con el programa 

CLC Sequence Viewer 7. 

 

 

 

 

A continuación, se describirán los resultados del estudio de las proteínas delecionadas 

generadas. Con relación a la proteína His-LbNMNAT∆1-43 (35,3 kDa), su expresión se 

indujo en el sistema de co-expresión con chaperonas desde el vector pET100. Este 

sistema generó la proteína recombinante de interés en la fracción soluble, a partir de la 

cual se realizó la purificación correspondiente mediante IMAC (Figura 6-45). 

 

De manera interesante, los ensayos enzimáticos acoplados y directos, indicaron una 

reducción drástica de la actividad catalítica de la proteína His-LbNMNAT∆1-43 con 

respecto a la proteína completa His-LbNMNAT (Figura 6-46). Esta evidencia revela que la 
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inserción exclusiva de la región amino terminal de la NMNAT de L. braziliensis es 

necesaria para la función enzimática in vitro de la misma. Con el propósito de identificar 

las regiones exactas indispensables para la actividad enzimática de la proteína LbNMNAT 

en la inserción mencionada, actualmente se están generando deleciones cortas dentro de 

la misma. 

 

Figura 6-45:  Purificación de la proteína recombinante His-LbNMNAT∆1-43 mediante 

IMAC. A. Esquema de la proteína His-LbNMNAT completa (Wild Type, WT) e His-

LbNMNAT∆1-43. B. La purificación de la proteína His-LbNMNAT∆1-43 se realizó a partir 

de la fracción soluble del sistema de co-expresión con chaperonas moleculares. Fracción 

soluble de partida (1), proteínas no enlazadas (2), eluido (3). SDS-PAGE 12%. Las 

proteínas se visualizaron con azul Coomassie. M, marcador de peso molecular en kDa. 

 

 
A B 

Figura 6-46:  La inserción amino terminal de la proteína His-LbNMNAT∆1-43 es 

necesaria para su actividad enzimática in vitro. A. La síntesis de NAD+ por parte de la 

proteína  His-LbNMNAT∆1-43 se analizó mediante ensayos enzimáticos acoplados, 

utilizando como control positivo la proteína completa His-LbNMNAT. Los datos se 

presentan como el promedio + la desviación estándar (n=3). B. Adicionalmente, se 

ejecutaron ensayos enzimáticos directos cuyos resultados se analizaron mediante RP-

HPLC. Los paneles 1 y 2 indican las reacciones respectivas ejecutadas con las proteínas 

His-LbNMNAT Wt e His-LbNMNAT∆1-43. Se utilizaron cantidades similares de las 

proteínas en los ensayos enzimáticos (Inserto del panel 1). Las proteínas 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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A 
 

 
 

B 
La deleción ∆1-43 se generó cerca del motivo de unión a ATP localizado en los residuos 

56-59 (Figura 6-44). Probablemente, la proximidad de esta deleción afecta el plegamiento 

de dicho motivo, explicando la reducción de la actividad enzimática de la proteína His-

LbNMNAT∆1-43. Por esta razón, se generaron modelos tridimensionales predictivos de 

las proteínas LbNMNAT y LbNMNAT∆1-43, examinando el efecto de la deleción generada 

sobre el plegamiento del motivo de unión a ATP. Estos modelos no solo presentan 

diferencias estructurales entre sí, sino que las cadenas laterales de los residuos 

involucrados en la interacción con el ATP (H56, 59, S256, R261) varían su disposición 

espacial con la deleción generada (Figura 6-47).  
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Figura 6-47:  Modelos predictivos generados mediante el método de hilvanado para las 

proteínas His-LbNMNAT e His-LbNMNAT∆1-43. A. Sobre-posición de los modelos His-

LbNMNAT (ocre) e His-LbNMNAT∆1-43 (azul). En azul oscuro se indican los motivos de 

unión a ATP. B. Las cadenas laterales de los residuos involucrados en la interacción 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 mención de la 

proteína His-LbNMNAT e His-LbNMNAT∆1-43, respectivamente. La nomenclatura de los 

residuos se realizó tomando como referencia la proteína His-LbNMNAT. Imágenes 

generadas con el programa UCSF Chimera [73]. 

  
A B 

 

Con el objetivo de evaluar el efecto de la deleción ∆1-43  sobre la organización 

oligomérica de la proteína recombinante respectiva, se realizó una aproximación al 

estudio de la estructura cuaternaria de la proteína His-LbNMNAT∆1-43 por gráficos de 

Ferguson. Inicialmente, se observaron 4 bandas de diferente peso molecular para la 

proteína delecionada mediante electroforesis bajo condiciones nativas y Western blot, 

empleando el anticuerpo primario anti-6xHis (Figura 6-48). La proteína completa His-

LbNMNAT también presentó 4 bandas de diferente peso molecular. Al comparar los 

patrones observados para ambas proteínas (His-LbNMNAT vs His-LbNMNAT∆1-43), es 

evidente que las bandas de la proteína delecionada presentan una mayor migración en el 

gel, lo que puede relacionarse con el menor número de aminoácidos en esta proteína (43 

residuos menos en comparación con la proteína completa).  
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Figura 6-48:  Análisis de las proteínas recombinantes His-LbNMNAT e His-LbNMNAT∆1-

43 nativas mediante PAGE y Western blot. A. Las proteínas His-LbNMNAT (2) e His-

LbNMNAT∆1-43 (3) provenientes de purificación IMAC se separaron electroforéticamente 

en geles de poliacrilamida nativos 12 %. Como control, se cargó la proteína anhidrasa 

carbónica que establece estructuras cuaternarias (1). Las flechas negras y rojas indican 

las 4 bandas observadas para la muestra His-LbNMNAT e His-LbNMNAT∆1-43, 

respectivamente. Las proteínas 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.  

  
 

A 
 

B 
Los gráficos de Ferguson generados para la proteína His-LbNMNAT∆1-43 revelaron 

posibles organizaciones diméricas y triméricas, resultados similares a los observados para 

la proteína His-LbNMNAT (Figura 6-49 y Tabla 6-11). En general, el estudio de la deleción 

∆1-43 indicó que la inserción amino terminal observada en la NMNAT de L. braziliensis es 

necesaria para la actividad catalítica in vitro de la misma. Adicionalmente, la deleción 

generada parece no alterar la capacidad de la proteína recombinante His-LbNMNAT∆1-43 

para establecer organizaciones oligoméricas. 

 

Figura 6-49:  Análisis de las proteínas recombinantes His-LbNMNAT e His-LbNMNAT∆1-

43 nativas mediante PAGE. A. Las proteínas patrón lactoalbúmina (1), inhibidor de 
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tripsina (2), anhidrasa carbónica (3), ovoalbúmina (4), BSA (5) y las proteínas His-

LbNMNAT (WT) e His-LbNMNAT∆1-43 (MUT) provenientes de la purificación IMAC se 

separaron en PAGEs de diferentes porcentajes de acrilamida. Se muestra únicamente el 

gel del 12%. Las flechas indican las 3 bandas estudiadas para la proteína His-

LbNMNAT∆1-43 junto con su nomenclatura. Las proteínas se visualizaron con azul 

Coomassie. B. Determinación de los coeficientes de retardo (Kr) de las 3 bandas de la 

proteína His-LbNMNAT∆1-43. El valor de Kr se determinó a partir de la ecuación de las 

rectas indicadas. 

 

 

 

A B 

 

Tabla 6-11: Determinación del tipo de oligómero para la proteína His-LbNMNAT∆1-43 a 

partir del gráfico de Ferguson (figura 6-15). 

 

Proteína  
His-LbNMNAT∆1-43 

Kr -Log Kr Log MW MW MW/36 OLIGÓMERO 

Banda 1 0,0746 1,13 1,72 52,51 1,49 Monómero  
Banda 2 0,0876 1,06 1,84 69,01 1,95 Dímero 
Banda 3 0,1171 0,93 2,05 113,07 3,20 Trímero 

 

Con relación a la proteína His-LbNMNAT∆241-249 (37 kDa), su expresión se indujo en el 

sistema de expresión E. coli BL21 (DE3) desde el vector pQE30. Este sistema promovió la 

acumulación de la proteína recombinante en la fracción insoluble (datos no mostrados). 
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La alteración de las condiciones de expresión como temperatura y sistemas bacterianos 

de expresión (co-expresión con chaperonas moleculares y sistema Codon Plus (DE3) 

RIL), no aumentaron la solubilidad de la proteína His-LbNMNAT∆241-249 (Figura 6-50). 

Eventualmente, podría evaluarse la solubilidad de la proteína de interés cuando se 

expresa desde otros vectores, tales como el vector pMAL, el cual genera proteínas 

recombinantes fusionadas a la proteína soluble de unión a maltosa. 

 

Figura 6-50:  Expresión de la proteína recombinante His-LbNMNAT∆241-249 bajo 

distintas condiciones experimentales. A. Mediante SDS-PAGE 10%, se analizaron las 

fracciones solubles e insolubles de diferentes sistemas de expresión no transformados (-) 

o transformados (+) con el plásmido pQE30-LbNMNAT∆241-249 e inducidos con IPTG a 

24ºC por distintos tiempos. Sistemas de expresión utilizados: Codon Plus (CP), co-

expresión con chaperonas (Ch). Las flechas rojas indican la acumulación de la proteína 

His-LbNMNAT∆241-249 en las fracciones insolubles de los distintos sistemas de 

expresión. Las proteínas 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. 

  
 B 

La insolubilidad de la proteína His-LbNMNAT∆241-249 observada en el presente estudio, 

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

proteína completa His-LbNMNAT. El carácter hidrofóbico de los residuos de los modelos 
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LbNMNAT y LbNMNAT∆241-249 se indica en la Figura 6-51, mientras que los índices de 

hidrofobicidad calculados con la herramienta ProtParam para ambas proteínas son:  

His-LbNMNAT∆241-249= -0,07 y  His-LbNMNAT= -0,15 

 

El valor del índice de hidrofobicidad es directamente proporcional a la hidrofobicidad de la 

proteína (proteínas hidrofóbicas presentan índices más positivos). Según los valores 

obtenidos, la proteína delecionada es 2 veces más hidrofóbica con relación a la proteína 

completa. En este punto es necesario recordar que esta última proteína se obtuvo en la 

fracción soluble del sistema E. coli BL21 (DE3) cuando se expresó desde el vector pQE30 

a 24ºC (Figura 6-2 B). Como referencia, la proteína His-HsNMNAT1 expresada desde el 

plásmido pQE30 es altamente soluble y su índice de hidrofobicidad es -0.647. Por su 

parte, una proteína transmembranal insoluble (regulador transmembranal de 

conductancia, NCBI: NP_000483.3) exhibe un índice de 0.024. 

 

Figura 6-51:  Carácter hidrofóbico de los modelos LbNMNAT y LbNMNAT∆241-249. La 

hidrofobicidad de los residuos de aminoácidos en los modelos se asignó empleando la 

escala de Kyte-Doolittle, en la cual: Residuos de color azul: residuos hidrofílicos. Residuos 

de color rojo: residuos hidrofóbicos. 
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6.7 Análisis de los niveles de expresión genética de la 

LbNMNAT 

Con el ánimo de abordar un aspecto adicional del proceso biosintético del NAD en 

Leishmania, se emprendieron experimentos para cuantificar el ARN mensajero (ARNm) 

del gen lbnmnat y la proteína correspondiente en el parásito. La medición de los niveles 

de transcripción del ARNm se efectúo implementando protocolos de extracción de ARN 

total, ensayos de amplificación por PCR acoplados a Transcripción Reversa (RT-PCR) y 

PCR cuantitativo en Tiempo Real (RT-qPCR).  

 

Por su parte, los niveles de la proteína LbNMNAT se analizaron en extractos proteicos del 

parásito 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 

planteó en los objetivos específicos del presente estudio. Adicionalmente, teniendo en 

cuenta que el proceso de infección se caracteriza, entre otras cosas, por la exposición 

continua del parásito a estrés oxidativo, se analizaron los niveles de expresión genética 

de la NMNAT en promastigotes tratados con peróxido de hidrógeno (H2O2).  

 

Inicialmente, se realizó una aproximación al estudio de los niveles de ARNm en 

promastigotes mediante RT-PCR. La estrategia utilizada se basó en la comparación del 

área del producto de PCR del fragmento lbnmnat con respecto al área correspondiente de 

genes de referencia. Para esto, los productos de PCR se sometieron a electroforesis en 

geles de agarosa y se cuantificaron por densitometría.  

 

Como genes de referencia se utilizaron los genes γ glutamil cisteina sintetasa (gsh1), de 

expresión constitutiva a lo largo del ciclo de vida de L. braziliensis e involucrado en la 

síntesis de glutatión, y el gen proteína antígeno de superficie (sap) que se expresa de 

manera mayoritaria en amastigotes [144]. Los genes lbnmnat y sap presentaron valores 

respectivos de área del producto de PCR del 45 y 29%, en relación con el gen de 

expresión constitutiva gsh1 (Tabla 6-12 y Figura 6-52). 
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Tabla 6-12:  Cuantificación por densitometría de los productos de PCR de diferentes 

genes en promastigotes de L. braziliensis. 

TRANSCRITO 
TRIPLICADO 
BIOLÓGICO 

ÁREA (UA*) PROMEDIO 
DESVIACIÓN 
ESTÁNDAR  

gamma glutamil 
cisteina sintetasa 
(gsh1) 

1 42083560 
 

41725486 

 

3603087 
2 45136167 

3 37956731 

proteína antígeno 
de superficie 
(sap) 

1 10850468 

11895087 1633265 2 13777225 

3 11057569 

lbnmnat 

1 21745125 
 

18968620 

 

4372020 
2 21231782 

3 13928953 

 

Figura 6-52:     Expresión relativa del gen lbnmnat con respecto a genes de referencia en 

promastigotes de L. braziliensis. A. Los valores de área 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 desviación estándar (n=3). B. Porcentaje relativo del 

área del producto de PCR de cada gen con respecto al gen gsh1, cuya área se fijó en 

100%. 

  

A B 
Extendiendo el análisis de expresión a amastigotes de L. braziliensis, se realizaron 

ensayos de infección in vitro, empleando el modelo de macrófagos murinos J744. El ARN 
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total de los macrófagos infectados se utilizó para sintetizar ADNc y ejecutar experimentos 

de RT-PCR. Los genes bajo estudio (gsh1, sap y lbnmnat) no se lograron amplificar 

mediante esta estrategia. Por este motivo se implementó una técnica más sensible, RT-

qPCR, para cuantificar el transcrito lbnmnat. Como gen referencia se empleó el gen de 

expresión constitutiva 40s. Esta aproximación permitió amplificar únicamente el gen de 

referencia (Anexo H). De modo consecuente, se modificaron las condiciones del ensayo 

para favorecer la amplificación del fragmento de interés. Específicamente, se cambió la 

cantidad de plantilla, la temperatura de anillamiento, la enzima de retro-transcripción y el 

tiempo post-infección en que se extrae el ARN total de los macrófagos infectados. A pesar 

de estas variaciones, no se logró amplificar el fragmento lbnmnat 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 tecnológicas como RNA-Seq y 

microarreglos de ADN para determinar el nivel de expresión transcripcional del gen nmnat 

en diferentes especies del parásito 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 infección in vitro 

implementado en el presente trabajo. En todos los casos estudiados, se observaron 

niveles de expresión similares del gen nmnat entre amastigotes (axénicos o derivados de 

lesiones) y promastigotes (Figura 6-53).  

 

Figura 6-53:          Expresión del transcrito nmnat en L. infantum y L. major a través de 

sus ciclos de vida. Comparación mediante microarreglos de ADN de los perfiles de 

expresión del ARNm de la nmnat entre: A. Amastigotes (AMA) intracelulares o axénicos 

vs promastigotes (PRO) de L. infantum. B. Promastigotes procíclicos (P) vs amastigotes 

derivados de lesiones de ratón (A) o promastigotes metacíclicos (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 expresión de la proteína LbNMNAT se realizó 

en promastigotes y amastigotes axénicos [113] de L. braziliensis. La obtención de los 

amastigotes axénicos se logró modificando las condiciones de temperatura y pH del 

cultivo celular de los promastigotes. Estas modificaciones promovieron la diferenciación in 

vitro de los parásitos, generando formas celulares redondeadas y de flagelo retraído, 

morfología típica del amastigote (Figura 6-54 A) [112].  

 

El análisis de extractos proteicos totales por Western blot utilizando los anticuerpos anti 

His-LbNMNAT, no reveló cambios drásticos en los niveles de la proteína LbNMNAT (señal 

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 investigación estudiado por numerosos grupos 

alrededor del mundo, no existe un consenso acerca de las proteínas que puedan ser 

empleadas como control de carga en las distintas especies y estadios del parásito. 

Adicionalmente, no se dispone de anticuerpos comerciales para tal fin. Por esta razón, la 

tinción del SDS-PAGE con azul Coomassie, se utilizó 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 tinción de las membranas para Western blot con Ponceau S [147]. 

 

Figura 6-54:  Los niveles de expresión de la proteína LbNMNAT no varía drásticamente 

entre promastigotes y amastigotes axénicos de L. braziliensis. A. Morfología celular de los 

promastigotes y amastigotes axénicos empleados en el experimento. Las imágenes se 
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obtuvieron empleando el celular Samsung Galaxy S4. B. Extractos totales de proteínas de 

~ 1x107 promastigotes (Pro) y amastigotes axénicos (A. Ax) de L. braziliensis se 

analizaron por SDS-PAGE 12%. Proteínas 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 ratón acoplado a HRP (1:1000). Sistema de revelado con peroxidasa.   

 

 

A 

  

 

B 

 

C 

 proceso de infección celular supone condiciones adversas, hostiles o desfavorables para 

el desarrollo de Leishmania al interior de la vacuola parasitófora de la célula infectada 

[97]. Estas condiciones incluyen un pH ligeramente ácido (4.7-5.2), un aumento de la 

temperatura (37ºC) y la presencia de especies reactivas de oxígeno y nitrógeno [148]. 

Ante estas condiciones el parásito despliega diversos mecanismos de defensa como la 

regulación del pH, la expresión de proteínas de choque térmico (Hsp70 y Hsp83) [149] y 

la sobre-expresión de enzimas anti-oxidantes como la triparedoxina peroxidasa [150] y la 

tripanotiona reductasa [151]. 

Promastigotes	 Amastigotes	axénicos	

M						Pro			A.	Ax	

25	

35	

45	

66	

18	

M				Pro			A.	Ax	

25	

35	

45	

66	

18	



 137 

 

 

Con el objetivo de evaluar el efecto del estrés oxidativo sobre la expresión de la proteína 

LbNMNAT, se expusieron promastigotes de L. braziliensis a peróxido de hidrógeno 

(H2O2). Para esto, en primer lugar, se determinó el IC50 del H2O2 en promastigotes de L. 

braziliensis, obteniéndose un valor de 1,3 mM (Figura 6-55). Una vez determinada dicha 

concentración de H2O2, se cultivaron los promastigotes bajo esta condición de estrés 

oxidativo por 2h y se evaluaron los niveles de expresión de la NMNAT en el parásito. 

Figura 6-55:  Determinación del IC50 para H2O2 sobre promastigotes de L. braziliensis. 

1x106 parásitos se inocularon en medio Schneider completo suplementado con diferentes 

concentraciones de H2O2 por 2h a 25ºC. Luego, las células de cada tratamiento se 

cuantificaron empleando cámaras de Neubauer y se determinó el % de muerte celular con 

respecto al control. 

 

Las mediciones registradas por RT-qPCR no evidenciaron variaciones del gen lbnmnat 

entre los parásitos cultivados bajo estrés oxidativo y aquellos cultivados en condiciones 

normales (Figura 6-56). Al evaluar el nivel de expresión de la proteína LbNMNAT 

mediante Western blot, se observó una disminución drástica en la cantidad de proteína en 

los promastigotes expuestos a H2O2 (Figura 6-57). En resumen, el estrés oxidativo 

promovió cambios en los perfiles de expresión de la NMNAT únicamente a nivel 

traduccional en la fase móvil del parásito. 

 

Figura 6-56:  El estrés oxidativo no altera los niveles transcripcionales de expresión del 

gen lbnmnat en promastigotes de L. braziliensis. Los niveles de ARNm del gen lbnmnat se 
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midieron mediante RT-qPCR en parásitos no tratados y tratados con concentraciones IC50 

(1,3 mM) de H2O2. Los valores corresponden a la razón entre los niveles de expresión del 

gen de interés lbnmnat y el gen de referencia 40s. Los datos se presentan como el 

promedio + la desviación estándar (n=3). 

 

 
 

 

Figura 6-57:  El estrés oxidativo altera los niveles de expresión de la proteína LbNMNAT 

en promastigotes de L. braziliensis. Extracto total de proteínas de promastigotes de L. 

braziliensis no tratados (1-3) y tratados (4-6) con concentraciones IC50 (1,3 mM) de H2O2. 

A. SDS-PAGE 12%. Proteínas 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 ratón acoplado a HRP (1:2500). Revelado con SuperSignal West Pico 

Chemiluminescent Substrate (ThermoScientific). 
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6.8 Reconstrucción 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 sólo 7 enzimas con base 

en datos experimentales o bioinformáticos. Dos de las 7 proteínas han sido caracterizadas 

de manera experimental (sirtuina y nicotinamidasa), mientras que las 5 proteínas 

restantes han sido anotadas como hipotéticas o putativas.  Dichas enzimas son: NMNAT, 

NAD sintasa, NAD quinasa, quinureninasa (Qasa) y adenosina nucleósido hidrolasa 

(A.Nasa). 

 

Con el propósito de ampliar la red metabólica mencionada, se analizaron las rutas de 

síntesis, degradación y modificación del NAD y sus precursores en otros organismos. 

Estos análisis permitieron identificar enzimas de las vías de novo y de reciclaje, junto con 

enzimas que emplean el NAD como sustrato. Específicamente, se analizaron las rutas 

metabólicas 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. 

 

50	
40	

30	
25	
20	

15	

M						1							2						3																4							5						6							

50	
40	

30	
25	
20	

15	

M								1						2						3															4					5						6							



140 Caracterización bioquímica de la enzima LbNMNAT 

 
De manera adicional, se han reportado 5 genes que codifican para transportadores de NA 

o 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 bioinformática 

(TBLASTN). En total, se encontraron 13 de las 24 proteínas investigadas. Los candidatos 

hallados, a excepción de los candidatos para PARPs, presentaron valores estadísticos (e-

value y score) confiables y porcentajes de identidad variables con las secuencias 

empleadas en su búsqueda (Tabla 6-14). El análisis de dominios conservados y ontología 

genética (GO) para cada uno de los candidatos, corroboró la función correspondiente para 

los mismos (Tabla 6-15). 

 

Tabla 6-13:  Enzimas del metabolismo del NAD. 

PROCESO ENZIMA *E.C.  COMENTARIO 

SÍNTESIS 

NamPRT, visfatina 2.4.2.12 Sintetiza NMN a partir de Nam 

NaPRT 2.4.2.11 Sintetiza NAMN a partir de NA 

o QA QAPRT 2.4.2.19 

NRK1 2.7.1.22 Sintetiza NMN a partir de NR 

NRK2 2.7.1.22 
Sintetiza NAMN a partir de 

NaR 

N/NAMNAT 2.7.7.1/18 Sintetiza NAD/NAAD  

NAD sintasa (hidroliza 

glutamina) 
6.3.5.1 

Sintetiza NAD a partir de 

NAAD 

TDO 1.13.11.11 Primer paso en la síntesis de 

QA (vía de novo) IDO 1.13.11.17 

Quinurenina formamidasa 3.5.1.9 

Pasos intermedios en la 

síntesis de QA (vía de novo) 

Quinurenina 3-hidroxilasa (Q3H) 1.14.13.9 

Quinureninasa (Qasa) 3.7.1.3 

3-Hidroxiantranilato 3,4-

dioxigenasa 
1.13.11.6 

DEGRADACIÓN 

PARPs 2.4.2.30 Poli ADP ribosilación 

ARTs 2.4.2.31 Mono ADP ribosilación 

ADPRcyc, NAD glicohidrolasa 3.2.2.5 Síntesis de segundos 

mensajeros CD38, NADP nucleosidasa 3.2.2.6 

Sirtuinas (adicionalmente exhibe 

actividad ART [7]) 
3.5.1- Deacetilación de proteínas 
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NAD pirofosfatasa (NUDIX) 3.6.1.22 Degrada NAD en AMP y NMN 

MODIFICACION 

NAD quinasa (NADK) 2.7.1.23 Fosforila NAD 

Adenosina nucleósido hidrolasa 

(A.Nasa) 
3.2.2.1 Sintetiza Nam a partir de NR 

Nicotinamidasa [6] 3.5.1.19 Hidroliza Nam a NA 

* E.C.: número de clasificación 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 análisis del metabolismo del NAD en 

otros organismos.   

 



 

 
 

Tabla 6-14:  Proteínas candidato del metabolismo del NAD de L. braziliensis. 
 

* Porcentaje de identidad y cobertura con la secuencia empleada para la búsqueda bioinformática. La procedencia y código de identificación de 

dicha secuencia en el NCBI se indica entre paréntesis.  

PROCESO PROTEÍNA 

NÚMERO DE ACCESO PARÁMETROS ESTADÍSTICOS 

TriTrypDB 
Proteínas de 
referencia 
(refseq) 

e-value score *% de identidad  *% de 
cobertura 

SÍNTESIS 

NaPRT LbrM.33.1160 XP_001567885.1 4e-156 451 56 (E. coli, 
WP_021550551.1) 

98 

NAD sintasa  LbrM.32.1840 XP_001567539.1 4e-06 46.2 
24 (S. cerevisiae, 
NP_011941.1) 78 

Quinurenina 3-hidroxilasa 
(Q3H) 

LbrM2903_3300209
00 XP_001567928.1 9e-89 284 

39 (D. 
melanogaster, 
NP_650121.1) 

98 

Quinureninasa (Qasa) LbrM.26.2160 XP_001562446.1 5e-81 266 35 (H. sapiens, 
NP_003928.1) 

95 

DEGRADACIÓN 

NAD pirofosfatasa (NUDIX) LbrM.31.3320 XP_001567321.1 1e-24 104 29 (H. sapiens, 
NP_001287670.1) 

73 

PARPs 
LbrM.35.1460 

XP_001568767.1 
0.022 

37.7 39 (H. sapiens, 
NP_001609.2) 

19 
LbrM2903_3500206
00 0.018 21 

MODIFICACION 

NADK LbrM.06.0470 XP_001561981.2 6e-05 52.8 22 (S. cerevisiae, 
NP_010873.1) 

13 

Adenosina nucleósido 
hidrolasa (A.Nasa) 

LbrM.29.2850 XP_001566627.2 4e-11 67.8 

28 
(Enterobacteriacea
e 
WP_032608859.1) 

67 

TRANSPORTE 

Transportador de NA 
(LbNATr) 

LbrM2903_2400126
00 XP_001565336.1 2e-81 268 

34 (H. sapiens, 
XP_011536149.1) 80 

Transportador de NAD 
(LbNADTr1-3) 

LbrM2903_3400411
00 XP_001568430.1 5e-24 102 

26 (H. sapiens, 
NP_006349.1) 77 

LbrM.32.1220 XP_001567479.1 4e-21 90.5 
25 (S. cerevisiae, 
NP_010910.1) 

96 

LbrM2903_3200179
00 XP_001567478.2 1e-24 100 

26 (S. cerevisiae, 
NP_012132.3) 

77 



 

 
 

Tabla 6-15:  Características funcionales de las proteínas candidato del  metabolismo del 

NAD de L. braziliensis. 

 

Las proteínas 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 metabólica del NAD para el parásito 

en mención (Figura 6-58). El análisis de la red construida, indica que la síntesis del NAD 

en Leishmania puede ser efectuada a través de las vías de novo y de reciclaje. Esta 

observación se soporta en la existencia de los genes codificantes para las enzimas Q3H, 

Qasa, NaPRT y NAD sintasa en el genoma del parásito. Experimentalmente, se demostró 

la capacidad catalítica de la proteína His-LbNMNAT para sintetizar NAD y NAAD (Figuras 

6-8 y 6-21). La síntesis de NAAD por parte de la proteína His-LbNMNAT respalda la 

presencia de la enzima NAD sintasa en el parásito, la cual podría sintetizar NAD a partir 

de NAAD. La identificación de un candidato para la enzima A.Nasa, permite suponer que 

el parásito emplea NR para sintetizar Nam, que gracias a la actividad de la nicotinamidasa 

entra en la vía Preiss-Handler [6].  

 ONTOLOGÍA GENÉTICA (GO) 

PROCESO PROTEÍNA 
DOMINIO 
CONSERVADO 

Proceso biológico Función molecular 

SÍNTESIS 

NaPRT 
Nicotinato 
fosforibosiltransferasa 

Biosíntesis del nucleótido 
de nicotinato 

Actividad nicotinato 
fosforibosiltransferasa 

NAD sintasa  NAD sintasa Biosíntesis de NAD 
Actividad NAD sintasa 
(hidroliza glutamina), 
unión a ATP 

Quinurenina 3-
hidroxilasa  

Aminotransferasa Biosíntesis Unión a piridoxal fosfato 

Quinureninasa Quinureninasa 
Catabolismo del triptófano, 
biosíntesis de NAD 

Actividad quinureninasa 

DEGRADACIÓN 

NAD 
pirofosfatasa 
(NUDIX) 

Superfamilia 
Nudix_hidrolasa, NADH 
pirofosfatasa 

Actividad hidrolasa  

PARPs 
Poli(ADP-ribosa) 
polimerasa y ADN ligasa 
(dedo de Zinc)  

 
Unión a ADN, unión al ión 
zinc 

MODIFICACION 

NADK 
Dominio catalítico 
diacilglicerol quinasa  

Biosíntesis de NADP  Actividad NAD quinasa 

Adenosina 
nucleósido 
hidrolasa 

Nucleósido hidrolasa 
Reciclaje ribonucleósido 
de purina 

Actividad hidrolasa de 
enlace carbono-nitrógeno 
(no enlace peptídico) 

TRANSPORTE 

Transportador 
de NA 

Transportador de la 
Superfamilia Facilitadora 
Mayor (MFS) 

Transporte 
transmembranal 

Actividad transporte 
transmebranal sustrato 
específico 

Transportador 
de NAD  

Proteína transportadora 
mitocondrial 

Transporte 
transmembranal 

 

Proteína transportadora 
mitocondrial 

Transporte 
transmembranal 
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En relación con las enzimas que podrían utilizar el NAD como sustrato, la presencia de 

genes codificantes para PARPs y NAD pirofosfatasa en Leishmania, sugiere la 

participación del NAD en diversos procesos biológicos esenciales. Por ejemplo, las 

enzimas PARPs regulan procesos de reparación de ADN, muerte y división celular en 

mamíferos, aves, anfibios, insectos y bacterias mediante procesos de poli ADP 

ribosilación [155]. Por su parte, la enzima NAD pirofosfatasa perteneciente a la familia de 

proteínas denominada hidrolasas NUDIX (hidrolasas de Nucleósidos Difosfatos enlazados 

a otras moléculas (X)) [156], controla la disponibilidad de numerosos intermediarios 

metabólicos relacionados con el procesamiento del ARN y la apertura de canales de 

calcio [157].    

 

La identificación de los genes codificantes para transportadores de NA (LbNATr) y NAD 

(LbNADTr1-3) en el genoma de L. braziliensis, aportan información sobre el tránsito o 

circulación del NAD y sus precursores en el parásito. Los transportadores de NA y NAD 

identificados presentan una localización 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 razón, es posible que algunos de los 

transportadores de NAD identificados se localicen en la membrana de estos últimos 

organelos. De manera adicional, cabe mencionar que Leishmania podría aprovechar su 

condición de parásito, importando NAD desde la célula hospedera mediante la expresión 

de los transportadores LbNADTr1-3 en su membrana plasmática. 

 

Diversas reacciones propias de la oxidación de ácidos grasos, son catalizadas por 

enzimas NAD-dependientes al interior del peroxisoma. Por su parte, el glicosoma es un 

organelo especializado en metabolismo glucolítico en el que participa la enzima NAD-

dependiente gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa. Como se demostró en este estudio, 

la proteína LbNMNAT exhibe una localización citosólica en Leishmania. Por esta razón, es 

probable que el NAD sintetizado en el citosol sea transportado hacia diferentes organelos 

del parásito 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 parásito para emplear precursores provenientes de la célula hospedera. 

 

Con relación a la enzima NAD quinasa, su existencia en el parásito se sustenta 

indirectamente, por los sistemas de defensa ante estrés oxidativo que despliegan los 
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Trypanosomátidos. Se han descrito sistemas basados en glutatión y tripanotión en 

Leishmania [96], los cuales dependen en última instancia del NADP, producto de la 

actividad catalítica 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 numerosas enzimas e 

intermediarios químicos, todos ellos implicados en eventos celulares esenciales. En este 

sentido, el metabolismo del NAD y las enzimas involucradas con su síntesis, constituyen 

blancos farmacológicos promisorios contra este agente patogénico. Las diferencias 

estructurales reportadas en el presente trabajo entre la proteína LbNMNAT y las iso-

enzimas humanas HsNMNAT1-3 fortalecen esta observación. 

 

Figura 6-58:  Reconstrucción del metabolismo del NAD en Leishmania. Todas las 

enzimas involucradas en la vía de reciclaje de síntesis del NAD, se han identificado de 

manera experimental o bioinformática en L. braziliensis. En relación con la vía de novo, 

hasta el momento se han identificado 2 posibles candidatos (Q3H y Qasa). Una vez 

sintetizado, el NAD participa en eventos de señalización mediados por proteínas sirtuina, 

ART y PARPs. La Nam resultante de estas reacciones de deacetilación, mono y poli ADP 

ribosilación, entra en la vía de reciclaje por acción de la enzima nicotinamidasa. El NA 

generado es modificado por las enzimas NaPRT y LbNMNAT, dando lugar al NAAD, el 

cual es convertido a NAD+ por la enzima NAD sintasa. La fosforilación 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 biosíntesis reductivas. 

La concentración intracelular del NAD+ se ajusta mediante degradación enzimática 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 parásito a través 

de la proteína LbNaTr, integrándose a la vía de reciclaje. Aunque no se han identificado 

transportadores de NR en Leishmania, dicho precursor es metabolizado en Nam por 

acción de la enzima A.Nasa. Por su parte, el NAD ingresa en el peroxisoma/glicosoma por 

medio de las proteínas de membrana LbNADTr1-3, las cuales se sugiere que también 

podrían localizarse en la membrana plasmática. Abreviaciones: NA: ácido nicotínico, NR: 

nicotinamida ribósido, Nam: nicotinamida, Trp: triptófano, QA: ácido quinolínico. 
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7. Discusión 

El NAD es una molécula indispensable para todos los seres vivos cuyo descubrimiento y 

caracterización involucró 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 óxido-reducción, 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 regulación celular fundamentales [5, 46, 159]. 

 

La trascendencia funcional del NAD sugiere que su biosíntesis es indispensable. De este 

modo, la enzima NMNAT resulta esencial dado que en ella convergen todas las vías de 

síntesis del NAD [8, 45, 56, 160]. En la actualidad, la biosíntesis del NAD se enfoca como 

blanco terapéutico contra el cáncer, enfermedades neurodegenerativas y organismos 

patogénicos [49–51, 79, 161, 162]. En este contexto, la importancia de la proteína 

NMNAT ha impulsado el desarrollo e implementación de inhibidores enzimáticos 

específicos, capaces de afectar negativamente el crecimiento in vivo de otros parásitos 

de importancia mundial como P. falciparum [92]. 

 

Orientados en comprender el metabolismo del NAD en el parásito L. braziliensis e 

identificar posibles dianas farmacológicas, en el presente estudio se emprendió la 

caracterización bioquímica in vitro e in vivo de la enzima LbNMNAT. Los resultados 

derivados de dicha caracterización, se discutirán en seguida.  
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7.1 Solubilización de la proteína recombinante His-
LbNMNAT 
 
Numerosos grupos de investigación especializados en producción y purificación de 

proteínas recombinantes, han sugerido que los principales factores que afectan la 

solubilidad de estas proteínas incluyen: los sistemas de expresión, los promotores 

presentes en los vectores de expresión, las etiquetas de fusión y las condiciones de 

cultivo e inducción de la proteína recombinante [98, 163–165]. 

 

Atendiendo estas observaciones, en el presente estudio se implementaron diferentes 

estrategias experimentales para solubilizar la proteína 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-expresión con chaperonas 

moleculares y promotores tales como el T5, sobre la solubilidad de la proteína 

recombinante de interés. 

 

En relación con los sistemas de expresión bacterianos, se utilizaron las cepas de E. coli 

Codon Plus (DE3) RIL, BL21 (DE3) pLysS y Rosetta (DE3) pLysS. Todas estas cepas 

presentan diversas características como ARN de transferencia únicos que optimizan la 

traducción de codones raros (Codon Plus y Rosetta) e inactivación de la ARN polimerasa 

T7 encargada de transcribir el gen de interés que se encuentra bajo el control del 

promotor T7 (pLysS). En este último caso, la probabilidad de solubilizar la proteína de 

interés aumenta, al reducir su tasa de transcripción/traducción, permitiendo su 

plegamiento lento y correcto [165]. 

 

En el caso de la proteína His-LbNMNAT expresada desde el vector pET100, ninguna de 

las tres cepas de expresión evaluadas favorecieron su solubilidad (Anexo E). Al analizar 

la composición de aminoácidos de la proteína en mención, se verificó la presencia de 10 

residuos de cisteína. Esta evidencia permite suponer que la proteína His-LbNMNAT 

establece puentes disulfuro, principalmente entre la cisteína 22 y 26 que se encuentran 

próximas en el modelo 3D de la proteína LbNMNAT. Cuando las proteínas 

recombinantes a sobre-expresar contienen uno o más puentes disulfuro, es posible 

favorecer su plegamiento correcto y solubilidad, empleando cepas de expresión con 

ambientes citoplasmáticos 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 glutatión reductasa (gor), inhibiendo reacciones reductivas [166]. 

Teóricamente, estas cepas favorecerían la solubilidad de la proteína His-LbNMNAT en 

comparación con las cepas empleadas en el presente trabajo. 

 

Por otra parte, el uso de chaperonas moleculares favorece el correcto plegamiento de las 

proteínas recombinantes, permitiendo su acumulación en la fracción soluble de sistemas 

de expresión bacterianos. Esta estrategia experimental ha sido utilizada para la obtención 

de proteínas recombinantes solubles [167]. En nuestro caso, la co-expresion de la 

proteína His-LbNMNAT desde el vector pET100 junto con las chaperonas moleculares 

DnaK, DnaE, GrpE, GroES y GroEL, aumentó su solubilidad en comparación con el 

sistema libre de chaperonas (Figura 6-2 A). Sin embargo, esta estrategia de co-expresión 

presenta una desventaja: la contaminación de la proteína de interés en los eluidos con la 

chaperona GroEL cuando se aplican protocolos de purificación por IMAC, tal como se 

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

 

La expresión de la proteína His-LbNMNAT desde el plásmido pQE30 favoreció su 

acumulación en la fracción soluble del sistema E. coli BL21 (DE3). Este plásmido 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 proteína muy activa que transcribe el 

gen de interés de manera abundante. Esta propiedad genera una alta tasa de 

transcripción/traducción de la proteína recombinante correspondiente, afectando su 

plegamiento y promoviendo su precipitación como cuerpos de inclusión [139]. La 

utilización del plásmido pQE30 cuyo promotor T5 es débil en comparación con el 

promotor T7, podría relacionarse con la solubilidad de la proteína His-LbNMNAT. Otras 

NMNATs se han expresado de manera soluble desde el plásmido pQE30, como es el 

caso de las proteínas His-HsNMNAT1 y 3 [108]. 

 

Aunque la proteína His-LbNMNAT se logró solubilizar parcialmente implementando 

diferentes estrategias experimentales, en todos los casos se observó la formación de 

cuerpos de inclusión (Figura 6-2 y Anexo E). Estos agregados de la proteína His-

LbNMNAT, representaron un producto útil que se utilizó para la generación de 

anticuerpos policlonales anti His-LbNMNAT, como se discutirá más adelante. 
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La proteína His-LbNMNAT se purificó de manera parcial mediante IMAC. Aunque dicho 

método ofrece numerosas ventajas (bajo costo, fácil manipulación, alta afinidad y 

escalabilidad), también presenta desventajas como la co-purificación de proteínas no 

deseadas. Para el caso particular de proteínas recombinantes fusionadas a la etiqueta 

6xHis expresadas en E. coli, se han descrito 4 grupos de proteínas que la pueden 

contaminar: 1. Proteínas con motivos de unión a metales (como el níquel). 2. Proteínas 

con agrupaciones de residuos de histidina en su superficie. 3. Proteínas capaces de 

unirse a la proteína recombinante de interés. 4. Proteínas capaces de unirse a las perlas 

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

 

Con el propósito de asegurar que la actividad enzimática registrada con los eluidos de la 

proteína His-LbNMNAT provenía de dicha proteína y no de los contaminantes presentes 

en la muestra, se realizó un ensayo de purificación por IMAC empleando la fracción 

soluble de E. coli sin transformar. Los eluidos obtenidos se utilizaron para ejecutar 

ensayos enzimáticos acoplados, los cuales confirmaron que la síntesis de NAD 

observada proviene de la proteína His-LbNMNAT purificada. 

 

7.2 Organización oligomérica de la proteína 
recombinante His-LbNMNAT 
 
La estructura cuaternaria de la proteína His-LbNMNAT se analizó mediante experimentos 

estructurales y funcionales implementando dos técnicas: construcción de gráficos de 

Ferguson y SEC. El primer método indicó que la proteína His-LbNMNAT puede 

establecer diferentes oligómeros (2-mer, 3-mer y 6-mer) (Tabla 6-5). Por su parte, el 

ensayo SEC reveló que la proteína de interés eluye como un monómero activo desde la 

columna de exclusión (Figura 6-11). Las propiedades relacionadas con los sistemas 

amortiguadores, las matrices (poliacrilamida o Sephadex) y el principio de separación 

(electroforesis o filtración) de las técnicas utilizadas, pueden explicar las diferencias en 

los resultados obtenidos. De acuerdo con esta idea, se ha observado que la proteína 

HsNMNAT1, tanto endógena como recombinante, se comporta como un tetrámero en 

ensayos SEC [128, 129]. Sin embargo, todos los estudios estructurales realizados 

mediante cristalografía de rayos X indican que dicha proteína 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 NMNATs de otros organismos se ha evaluado por SEC 

y/o cristalografía de rayos X. De este modo, los resultados derivados de los gráficos de 

Ferguson reportados en este trabajo, constituyen una aproximación metodológica 

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

 

Los gráficos de Ferguson y la SEC ofrecen información estructural. Adicionalmente, esta 

última técnica brinda información funcional dada la posibilidad de evaluar la actividad 

enzimática de las proteínas eluidas. Para el caso de los gráficos de Ferguson, no es 

posible concluir con certeza que todas las organizaciones oligoméricas observadas para 

la proteína His-LbNMNAT son activas. En este punto, podemos suponer dos escenarios: 

los ensamblajes oligoméricos observados para la proteína His-LbNMNAT en los geles 

nativos son enzimáticamente activos o inactivos.  

 

La validez de estas suposiciones se soporta por diversas evidencias experimentales. En 

el primer caso (oligómeros activos), se han reportado numerosos estudios de NMNATs 

diméricas, tetraméricas y hexaméricas catalíticamente activas. Las revisiones sobre 

estructura/función escritas por autores especializados en NMNATs resultan ilustrativas 

[55, 56]. En el segundo caso (oligómeros inactivos), existe la posibilidad de que la 

proteína LbNMNAT ejerza otras funciones independientes de su actividad NMNAT. En 

concordancia con esta posibilidad, se ha reportado que la NMNAT de D. melanogaster 

desempeña funciones de chaperona molecular independiente de su actividad de síntesis 

de NAD [81, 168]. 

 

La proteína His-LbNMNAT eluyó como un monómero catalíticamente activo desde la 

columna SEC. Este resultado coincide con observaciones realizadas para las NMNATs 

de E. coli (NadD) y P. aeruginosa, las cuales son monómeros 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 

enzimático de la NMNATs. 

 

El ensayo SEC de la proteína His-LbNMNAT se efectuó en ausencia de los sustratos y 

cofactores de la enzima. Por esta razón, sería apropiado repetir el ensayo en presencia 

de dichas moléculas y evaluar posibles cambios en la organización oligomérica de la 

proteína. Otros investigadores han observado, mediante cristalografía de rayos X, que la 
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NMNAT de B. subtilis establece tetrámeros en ausencia de sustratos y dímeros cuando 

esta unida a NAAD [130]. 

 

Todas las NMNATs que establecen estructuras cuaternarias presentan un elemento 

estructural implicado en la interacción entre las subunidades que constituyen los 

oligómeros. Dicho elemento estructural, constituido por un giro o un giro unido a una hoja 

β, conecta el plegamiento Rossmann con el dominio carboxilo terminal de estas 

NMNATs. El análisis estructural del modelo tridimensional de la proteína LbNMNAT, 

reveló la presencia de un elemento estructural similar al mencionado (Figura 7-1). Esta 

evidencia bioinformática fortalece los resultados obtenidos con los gráficos de Ferguson 

que indicaron posibles formas oligoméricas de la proteína His-LbNMNAT. 

 

Figura 7-1: El modelo tridimensional de la proteína LbNMNAT contiene el elemento 

estructural necesario para establecer oligómeros. Las NMNATs que presentan estructura 

cuaternaria, sea 2-mer, 4-mer o 6-mer, exhiben un elemento estructural común (naranja) 

que 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 cristalografía de rayos X. Figuras tomadas de [55]. E. Modelo 

predictivo de la proteína LbNMNAT generado por el método de homología. Imagen 

generada con el programa UCSF Chimera [73]. 
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‘‘mini-NMNAT’’ containing all the essential structural

elements capable of sustaining fold stability and catalysis

in the family of NMN adenylyltranferases. It therefore
appears that a five-stranded parallel b-sheet flanked by five

a-helices and connecting loops together with two a-helices

containing a C-terminal small domain, as observed in

MjNMNAT, possibly represent a minimal structural
requirement to build up the NMNAT fold (Figs. 1 and 2).

Substrate recognition

Structural comparison together with sequence analysis

allows inclusion of NMNAT in the super family of nucleo-
tidyltransferase a/b phosphodiesterases, characterized by a

conserved (H/T)XXH sequence fingerprint involved in
nucleotide binding [13, 36]. NMNATs share two strictly

conserved sequence fingerprints: the (H/T)XXH motif in

the N-terminal region of the protein and the SXXXXR
motif in the C-terminal region [22]. Interestingly, all

strictly conserved residues in both signatures are involved

in ATP recognition, whose binding site is a pocket located
at the a/b topological switch point between the first and the

fourth parallel b strand of the central b sheet (Figs. 1 and

3). As observed in the structure of the ATP complex with
the prototypical MjNMNAT [13], the first histidine in the

(H/T)XXH motif interacts with the ATP b-phosphate
whereas the second conserved histidine in the signature
binds to the a-phosphate and is an essential residue for

catalysis as demonstrated by site-directed mutagenesis

experiments in both archaeal and human enzymes [15, 37].

Fig. 1 Structural architecture of archaea NMNAT, considered the
prototype of the family. M. jannaschii NMNAT in complex with ATP
(left panel) and M. thermoautotrophicum NMNAT in complex with
NAD (right panel) are shown in a ribbon representation. The ATP and
NAD are shown as ball-and-sticks and the magnesium ion as a green
sphere. The loop playing an important role in the oligomeric assembly
and the small C-terminal domain, are colored in blue. All figures were
generated by PyMol (http://www.pymol.org)

Fig. 2 Ribbon representation of NMNAT from different sources with
the small C-terminal domain colored in blue. The structural element,
either a long loop or a loop and a small b strand that connects the a/b
domain to the C-terminal domain is depicted in orange. Such a

structural element is subjected to conformational changes that
accompany catalysis and also provides a key contribution to the
oligomeric assembly stabilization in all the NMNATs featured with a
quaternary structure, either dimers, tetramers or hexamers
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7.3 Propiedades enzimáticas de la proteína recombinante 
His-LbNMNAT 
 
Todas las vías de síntesis del NAD convergen en el paso catalizado por la enzima 

NMNAT. Por esta razón y enfocados en identificar diferencias entre la proteína 

LbNMNAT y los homólogos humanos (HsNMNAT1-3), se realizó la caracterización 

enzimática de la proteína recombinante His-LbNMNAT.  

 

Inicialmente, se analizaron diferentes sistemas de amortiguación, condiciones de 

almacenamiento y termo-estabilidad. Entre estos aspectos, resultó interesante el 

requerimiento de DTT en el medio de almacenamiento para preservar la actividad de la 

proteína His-LbNMNAT (Figura 6-18 C). La proteína His-LbNMNAT contiene 10 residuos 

de cisteína cuyos grupos tiol pueden ser oxidados, conllevando a la inactivación de la 

enzima. La presencia de DTT ofrece un ambiente reductor que protege los grupos tiol de 

procesos de oxidación. En este sentido, la proteína His-LbNMNAT es similar a la iso-

enzima humana HsNMNAT2 que contiene 9 residuos de cisteína y que requiere DTT 

para su funcionamiento. En contraste, la proteína HsNMNAT1 posee 4 cisteínas y no 

requiere DTT [76].  

 

En cuanto a los datos de termo-estabilidad y temperatura óptima, se observó que la 

proteína His-LbNMNAT se inactiva a partir de 40ºC, exhibiendo un rango óptimo de 

actividad entre 36-37.5ºC (Figuras 6-18 E y 6-19 A). A través de su ciclo biológico, 

Leishmania soporta cambios de temperatura drásticos. Al interior del vector, el parásito 

experimenta temperaturas entre 22-28ºC, mientras que en el hospedero vertebrado la 

temperatura varía entre 31-35ºC (lesiones cutáneas) hasta 37ºC (invasión visceral). Ante 

estos cambios, Leishmania ha generado sistemas de termo-tolerancia basados en 

proteínas de choque térmico. Dichos sistemas fallan por encima de 39ºC, temperatura 

que resulta mortal para diferentes especies del parásito [149]. Esta observación 

concuerda con lo observado para la proteína His-LbNMNAT, que pierde su actividad 

enzimática a partir de 40ºC. 

 

El rango de pH óptimo de reacción de la proteína His-LbNMNAT presenta valores 

cercanos (6.5-7.5) (Figura 6-19 B) al pH intracelular medido tanto en amastigotes como 



156 Caracterización bioquímica de la enzima LbNMNAT 

 
en promastigotes de L. mexicana, 6.4 y 6.8, respectivamente [169]. El pH óptimo 

reportado para las NMNATs humanas (Tabla 1-2) son similares a los determinados en el 

presente trabajo para la proteína His-LbNMNAT. 

 

Todas las NMNATs caracterizadas hasta el momento requieren cationes divalentes para 

su actividad catalítica, tal como se observó para la proteína His-LbNMNAT. Las especies 

iónicas evaluadas (Mg2+, Ni2+, Zn2+ y Mn2+), a excepción de Ca2+ y Cu2+, estimularon la 

actividad de la enzima en mención (Figura 6-19 C), siendo el magnesio y el níquel los 

cationes más efectivos.  

 

En comparación con otras NMNATs, como la enzima NadR de E. coli, se ha observado 

que el níquel y el cobalto incrementan hasta 4 veces la actividad catalítica 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 proteína His-LbNMNAT, la cual registra 

apenas 9% de actividad en presencia de zinc. Notablemente, en presencia de níquel la 

proteína His-LbNMNAT exhibe 87% de actividad en relación con el magnesio. 

 

En Leishmania, el níquel es un elemento de relevancia biológica involucrado en sistemas 

de defensa ante agentes tóxicos como el metilglioxal. En L. major el primer paso en la 

detoxificación de este agente es catalizado por la enzima glioxalasa I (GLO1) que emplea 

níquel como cofactor [171, 172]. El empleo de níquel en Leishmania es excepcional, 

dado que las glioxalasas de todos los demás 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 proteína His-LbNMNAT se relaciona con sus constantes 

cinéticas, especialmente con el Km determinado para el ATP (~ 3 µM) (Tabla 6-6). Dicha 

constante es hasta 3 ordenes de magnitud menor con respecto al resto de NMNATs 

caracterizadas hasta el momento a excepción de las NMNATs 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 µM, respectivamente) [60, 170]. 
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Respecto al Km 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 (Km: 59, 70 y 

130 vs 470 µM para el parásito) mientras que la afinidad por el PPi es mayor en L. 

braziliensis (Km: 196 vs 937, 1119 y 309 µM para el humano) (Tabla 6-6). En términos 

generales, las constantes de afinidad para NMN, ATP, NAD y PPi de la proteína His-

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

 

Suponiendo una disponibilidad limitada de ATP en el parásito, la alta afinidad de la 

proteína His-LbNMNAT por este sustrato resultaría razonable. Sin embargo, el 

metabolismo energético de los Trypanosomátidos emplea diversas rutas y procesos para 

producir ATP (glicólisis, oxidación de ácidos grasos, ciclo de los TCA, fosforilación 

oxidativa y fosforilación a nivel de sustrato) [82, 97, 174]. Adicionalmente, diferentes 

enzimas de Leishmania que emplean ATP como sustrato exhiben valores variables de Km 

para dicha molécula (hexoquinasa 300 µM, fosfoenolpiruvato carboxiquinasa 54 µM, 

ecto-ATPasa 980 µM y adenilato quinasa 2 104 µM) [175–178]. De este modo, una alta 

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

 

Las afinidades de la proteína His-LbNMNAT por diferentes sustratos podría 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 crónica (CML) 

en humanos [179, 180]. Contra Leishmania, aún no se han reportado este tipo de 

inhibidores [181]. 

 

El análisis de la velocidad máxima, los números de recambio (Kcat) y la constante de 

equilibrio de la proteína His-LbNMNAT, indicaron que la proteína en mención es más 

rápida, eficiente y favorece la catálisis de la reacción reversa en condiciones in vitro 

(Tablas 6-6 y 6-7). Es decir, la síntesis de ATP y NMN a partir de NAD+ y PPi, es la 

reacción que prevalece bajo las condiciones experimentales reportadas en el presente 

trabajo. En términos fisiológicos, es difícil sugerir una explicación racional para este 

resultado debido al requerimiento esencial de NAD+. Sin embargo, es tentativo suponer 
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que la reacción reversa podría 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 observó para la proteína His-LbNMNAT (Figuras 6-8 y 6-21).  

 

En concordancia con este último resultado, la síntesis de NAD en el parásito se puede 

explicar del siguiente modo:  

1. La enzima nicotinamidasa, cuya caracterización experimental ha sido reportada, 

sintetiza ácido nicotínico (Na) a partir de nicotinamida (Nam) [6]. La Nam puede 

obtenerse por dos rutas: 1. Gracias a la acción de las enzimas que utilizan el NAD 

como sustrato (sirtuinas/ARTs, PARPs). 2. Mediante la degradación del ribósido 

de Nam por la enzima adenosina nucleósido hidrolasa.  

2. El Na obtenido es transformado en el mononucleótido correspondiente (NAMN) 

por acción de la enzima NaPRT, cuyo candidato se identificó en el presente 

estudio (Tabla 6-14).  

3. El NAMN es convertido en el dinucleótido NAAD por la enzima LbNMNAT, tal 

como lo demostraron nuestros resultados.  

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

transformado en NAD.  

 

La síntesis de NAD a partir del precursor Na, vía conocida como ruta Preiss-Handler, 

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

 

7.4. Detección de la proteína LbNMNAT 

El presente trabajo señala, por primera vez, la localización intracelular de la proteína 

NMNAT en promastigotes de distintas especies del género Leishmania. Empleando 

anticuerpos anti His-LbNMNAT generados en modelos murinos y aviares, se detectó 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 NMNATs. Específicamente, se usó el anticuerpo anti 

His-TcNMNAT debido al alto porcentaje de identidad (40%) entre las proteínas LbNMNAT 

y TcNMNAT.  

 

El peso molecular de la señal detectada (∼ 22 kDa) es menor al peso molecular teórico 

de la proteína LbNMNAT (33.7 kDa). En estudios previos, realizados en nuestro grupo, 

se amplificó el fragmento codificante para la proteína en mención a partir de ADNc, 

obteniéndose un transcrito completo de 924 pb, el cual codifica una proteína de 33.7 kDa 

[132]. Por tal razón, sugerimos que el bajo peso molecular observado para la proteína 

LbNMNAT se debe a procesos de regulación postranscripcional. Bajo esta perspectiva, el 

peso molecular de la proteína LbNMNAT puede relacionarse con dos procesos: 1. 

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

 

En el primer caso, se han reportado diversas PTM en otras NMNATs como palmitoilación 

(HsNMNAT-2) [53, 182], fosforilación (HsNMNAT-1) [183] y ADP-ribosilación (S. 

cerevisiae NMNAT) [184]. Sin embargo, ninguna de estas PTM genera un menor peso 

molecular en las proteínas 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 proteolítico potenciales en la proteína LbNMNAT, se 

verificó con la herramienta bioinformática PROSPER [185]. Se identificaron sitios de corte 

para metalo, aspártico, serina y cisteína proteasas, capaces de generar productos entre 

20-25 kDa. A nivel experimental, se observó de manera recurrente un producto de 

degradación de la proteína His-LbNMNAT expresada en E. coli (Figuras 6-5 y 6-22). 

Adicionalmente, se detectaron productos de degradación de la proteína LbNMNAT-GFP 

expresada en L. braziliensis (Figura 6-41). Estas observaciones, permiten sugerir que la 

proteína LbNMNAT endógena del parásito sufre algún tipo de procesamiento 

postraduccional. El punto de fragmentación exacto y el mecanismo asociado a este 

proceso debe ser determinado.  

 

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

ARNm, es la piedra angular del mecanismo molecular que inicia la traducción. 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 traducción. Entre estos mecanismos, se destacan 

los Sitios de Entrada Ribosomales Internos (IRES), localizados en las regiones 5’UTR 

que generan la traducción de distintos polipéptidos desde una única unidad 

transcripcional o ARNm [186]. Este mecanismo podría explicar el bajo peso molecular de 

la proteína LbNMNAT, no obstante, no se han descrito elementos IRES en los ARNm de 

Leishmania. 

 

Un mecanismo adicional que podría explicar el bajo peso molecular de la proteína 

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 traducción [187]. Mediante perfiles 

ribosomales se han identificado isoformas truncadas de proteínas provenientes de 

procesos independientes de splicing. Dichas isoformas resultan al iniciar la traducción 

corriente abajo del sitio canónico de iniciación, lo cual genera “deleciones en marco” que 

dan lugar a proteínas funcionales [188]. Recientemente, se ha comenzado el estudio de 

perfiles ribosomales en  Trypanosomátidos [189, 190]. El análisis mediante MS de la 

banda de 22 kDa (experimento en curso), podría generar información adicional para 

explicar el peso molecular de la proteína LbNMNAT. 

 
7.5 Localización intracelular de la proteína LbNMNAT 
 
La utilización de los anticuerpos anti His-LbNMNAT en ensayos de inmunodetección in 

situ y la expresión de la proteína LbNMNAT-GFP en L. braziliensis, permitieron observar 

un patrón de localización primordialmente citosólico de la NMNAT en promastigotes y 

amastigotes del parásito. Este patrón de localización se ha reportado para las NMNATs 

de otros organismos eucariotas como el ratón [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 cíclica (cADPR) y dinucleótido de adenina y ácido nicotínico fosfato 

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

 

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

también en eventos de regulación celular mediados por diversas clases de proteínas 
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como sirtuinas, ARTs y PARPs [45]. Previas investigaciones han reportado ortólogos 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 vía 

de reciclaje del NAD, se localiza en el citoplasma del parásito [6]. Las anteriores 

evidencias, aunadas al hecho de que no se han reportado enzimas capaces de emplear 

el NAD como sustrato en el núcleo del parásito, se ajustan con la distribución reportada 

para la NMNAT de Leishmania. Sin embargo, es necesario mencionar que los 2 

candidatos identificados en el presente trabajo para proteínas PARPs de L. braziliensis 

(Tabla 6-14), presentan una localización nuclear según las predicciones realizadas con la 

herramienta Euk-mPLoc 2.0. 

 

Esta observación sugiere que el NAD sintetizado en el citoplasma por la proteína 

LbNMNAT debería ser transportado hacia otros compartimentos celulares. Los 

Trypanosomátidos presentan distintos organelos donde se efectúan procesos 

metabólicos que requieren NAD. Tal es el caso de la mitocondria en la que se realiza la 

fosforilación oxidativa y el glicosoma, organelo relacionado con la glucolisis, la ruta de las 

pentosas fosfato y la oxidación de ácidos 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 localización 

peroxisomal/glicosomal predicha debe confirmarse experimentalmente. El estudio de la 

enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH), la cual oxida el NADH a NAD+, 

demostró una localización glicosomal para la misma en L. mexicana, reforzando la 

hipótesis sobre la existencia de transportadores de NAD en dicho organelo [192]. De 

manera adicional, se ha demostrado la existencia de transportadores de nucleótidos 

(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 

localización 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 localización nuclear del NAD, se ha sugerido que la concentración 

nuclear y citosólica de NAD se encuentra en equilibrio por mecanismos de difusión entre 

estos dos compartimentos celulares [108]. 

 

En resumen, los resultados obtenidos en el presente estudio sugieren una localización 

citosólica de la proteína LbNMNAT, indicando el sitio de síntesis del NAD en el parásito 

L. braziliensis. Una vez sintetizado, el NAD puede transportarse hacia diferentes 

organelos del parásito empleando diversos mecanismos.  

 

7.6 Relevancia funcional de las inserciones exclusivas de 
la proteína LbNMNAT 
 
El análisis de la estructura primaria de las NMNATs de eucariotas superiores, ha 

revelado que estas proteínas han adquirido inserciones específicas relacionadas con su 

regulación funcional mediante PTM y localización intracelular. Este tipo de inserciones se 

han identificado y estudiado en las iso-enzimas humanas HsNMNAT1-3 [53].   

 

Con el ánimo de identificar este tipo de elementos en la proteína LbNMNAT, se analizó 

su estructura primaria generando alineamientos múltiples. Dicho análisis reveló la 

existencia de 5 inserciones exclusivas y de tamaño variable a lo largo de la proteína 

LbNMNAT. Estas inserciones son altamente conservadas entre las NMNATs del género 

Leishmania y algunas de ellas podrían experimentar fosforilación (Figura 6-44). 

  

Entre las inserciones identificadas se destacó aquella localizada hacia el extremo amino 

terminal, la cual presenta 35 residuos de longitud. El impacto funcional que ejerce dicha 

inserción sobre la actividad catalítica de la proteína LbNMNAT, se investigó mediante la 

producción de una proteína recombinante truncada en el extremo amino terminal (His-

LbNMNAT∆1-43). La actividad catalítica de dicha proteína se evalúo por ensayos 

enzimáticos acoplados y directos, los cuales revelaron que la inserción amino terminal es 

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

 

El efecto funcional generado por la inserción amino terminal de la proteína LbNMNAT es 

diferente del efecto generado por las inserciones propias de las iso-enzimas humanas 
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HsNMNAT1-3. En estas últimas proteínas, la remoción de sus inserciones exclusivas no 

afecta la actividad catalítica sino la localización de las mismas [53, 196]. 

 

La deleción ∆1-43 afectó la disposición espacial de las cadenas laterales de los residuos 

de la proteína LbNMNAT involucrados en la interacción con el ATP (Figura 6-47). Este 

cambio estructural explicaría la pérdida de la actividad enzimática de la proteína His-

LbNMNAT∆1-43. Debido a que el elemento estructural requerido para el establecimiento 

de estructuras cuaternarias no se afectó en dicha proteína (Figura 7-2), su capacidad 

para establecer ensamblajes oligoméricos se conservó. 

 
 
Figura 7-2: El modelo tridimensional de la proteína LbNMNAT∆1-43 conserva el 

elemento estructural necesario para establecer oligómeros. En naranja se indica el 

elemento estructural requerido para establecer estructuras cuaternarias en los modelos 

predictivos de la proteína LbNMNAT y LbNMNAT∆1-43 generados por el método de 

homología. Imágenes generadas con el programa UCSF Chimera [73]. 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La relevancia funcional de la inserción amino terminal de la proteína LbNMNAT, permite 

sugerirla como un potencial blanco farmacológico. En este sentido, podrían diseñarse 

inhibidores específicos capaces de afectar la actividad enzimática de la proteína 

LbNMNAT sin interferir con la actividad de las iso-enzimas humanas HsNMNAT1-3. Por 

 
 

LbNMNAT LbNMNAT∆1-43 
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otro lado, las inserciones exclusivas de la proteína LbNMNAT permiten su 

implementación como marcador molecular.  

 

La participación de las 5 inserciones exclusivas de la proteína LbNMNAT en procesos de 

localización intracelular y PTM, se puede investigar aprovechando el plásmido de 

expresión pSP72RαneoαLbNMNAT-GFP construido en este trabajo. Puntualmente, se 

podrían delecionar las inserciones exclusivas de la LbNMNAT contenida en dicho 

plásmido, evaluando el efecto in vivo de las mismas en el parásito. 

 

7.7 Expresión genética de la NMNAT en L. braziliensis 
 

Los organismos pertenecientes al género Leishmania exhiben complejos ciclos de vida 

en los que el parásito experimenta procesos de diferenciación celular regulados por 

cambios en sus perfiles de expresión genética [197]. A diferencia de la mayoría de 

organismos, los mecanismos que regulan la expresión genética en Trypanosomátidos no 

operan a nivel transcripcional.  

 

Estos organismos transcriben, gracias a la acción de la ARN polimerasa II, los genes 

codificantes para proteínas en unidades poli-cistrónicas, desde las cuales se obtienen 

ARNm independientes mediante procesos de trans-splicing. Este proceso se realiza entre 

los genes del policistrón y un mini-exón, denominado “splice leader”, que conlleva la 

estructura cap. Por su parte, la ARN polimerasa I transcribe mayoritariamente ARNs 

ribosomales, mientras que la ARN polimerasa III sintetiza ARNs nucleares pequeños 

(ARNsn) y ARNs de transferencia (ARNt) [198].  

 

La maquinaria de transcripción de los Trypanosomátidos es reducida, siendo la proteína 

de unión a la caja TATA (TBP) y el complejo proteico activador nuclear pequeño 

(SNAPc), los únicos factores de transcripción caracterizados en detalle. Aunque no se 

han identificado promotores clásicos como los elementos iniciadores (Inr) o la caja TATA, 

se ha observado que los factores de transcripción TBP y SNAPc se asocian a regiones 

cromosómicas 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 transcripción policistronica en los Trypanosomátidos [198, 199].  
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La acetilación de histonas es una reacción catalizada por histona acetil transferasas 

(HAT), enzimas que se han descrito en T. cruzi [200–202]. Por el contrario, la 

deacetilación de estas proteínas es una reacción catalizada por histona acetil 

deacetilasas (HDAC) como las sirtuinas, enzimas que se han descrito en diversas 

especies de Trypanosomátidos [7, 40, 44, 88]. Teniendo en cuenta que los estados de 

acetilación de H3 dependen de la actividad de las enzimas HAT y HDAC, se ha 

propuesto que la remodelación de la cromatina representa un mecanismo de regulación 

transcripcional de la expresión genética en estos organismos. 

 

Adicionalmente, se han descrito mecanismos de regulación post-transcripcional que 

modifican la estabilidad de los ARNm y, por lo tanto, los niveles proteicos 

correspondientes en Trypanosomátidos [198]. De este modo, es posible detectar 

cantidades variables de un ARNm específico y de la proteína codificante respectiva, entre 

diferentes condiciones fisiológicas del parásito [203]. 

 

Los mecanismos que determinan la estabilidad de los ARNm en los Trypanosomátidos 

son similares a los que poseen levaduras y mamíferos. Estos mecanismos comienzan en 

las regiones 3’UTR, en donde proteínas reguladoras promueven la deadenilación de los 

transcritos. La transición de una cola poli A larga hacia una cola oligo A corta, promueve 

la remoción de la estructura cap. Luego, los ARNm son degradados en sentido 5’-3’ y 3’-

5’ por exonucleasas citoplasmáticas y el exosoma, respectivamente [204]. La 

intervención de ARNs no codificantes (ncRNAs) es un mecanismo de regulación post-

transcripcional adicional que regula la abundancia de diferentes ARNm a lo largo del ciclo 

de vida de los Trypanosomátidos [205, 206]. 

 

Con el objetivo de estudiar los niveles de expresión genética de la LbNMNAT a lo largo 

del ciclo de vida de L. braziliensis, se usaron diferentes técnicas experimentales. 

Inicialmente, se analizó el transcrito lbnmnat mediante RT-PCR en promastigotes, 

comparando su nivel de expresión con aquellos de genes estudiados con anterioridad 

(gsh1 y sap). A nivel de ARNm y en comparación con los genes gsh1 y sap, el gen de 

interés lbnmnat exhibió diferencias (Figura 6-52). La aproximación por RT-PCR para el 

estudio del transcrito lbnmnat, también se implementó en amastigotes derivados de 

macrófagos murinos infectados in vitro. Sin embargo, no se logró la amplificación de los 

genes del amastigote. Por esta razón, se intentó cuantificar el transcrito lbnmnat 
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mediante una técnica más sensible: RT-qPCR, estrategia que resultó igualmente 

infructuosa. Porcentajes bajos de infección podrían explicar estos resultados. 

 

El modelo de infección in vitro impone una dificultad técnica que impide obtener el ARNm 

del macrófago y del amastigote por separado. Aunque este modelo permite la 

cuantificación confiable de transcritos propios del macrófago, resulta difícil para la 

cuantificación de los ARNm del parásito. Por esta razón, numerosos autores han 

empleado amastigotes axénicos y/o amastigotes provenientes de lesiones generadas en 

modelos mamíferos para cuantificar transcritos del parásito [145].  

 

Aunque en nuestro caso resultaría apropiado cuantificar el transcrito lbnmnat en este tipo 

de amastigotes, en la actualidad se dispone de datos de expresión transcripcional para 

dicho gen en los distintos estadios de diferenciación del parásito (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 proteína (Figura 6-54), reflejan la importancia de la NMNAT a lo largo del ciclo 

de vida del parásito.  

 

El empleó de azúcares, aminoácidos y ácidos grasos como fuente de carbono por parte 

de Leishmania, independientemente de su estadio de diferenciación, requiere la 

activación de diversas rutas bioquímicas como la glucolisis, el ciclo de los TCA y la β-

oxidación, en las cuales participa el NAD [97]. Adicionalmente, el estrés oxidativo al que 

se somete el parásito a lo largo de su ciclo de vida, requiere la regeneración continua del 

tripanotión, proceso que depende del NADP [96].  

 

Los Trypanosomátidos emplean mecanismos de defensa ante el estrés oxidativo. Estos 

sistemas, basados en la oxido-reducción continúa del tripanotión, se caracterizan por ser 

NADP-dependientes. Teniendo en cuenta esta evidencia, planteamos la siguiente 

hipótesis: el estrés oxidativo genera una alta demanda de NAD en el parásito. Para 

comprobar esta idea, analizamos la expresión de la NMNAT en promastigotes de L. 

braziliensis expuestos a concentraciones IC50 de H2O2 (1.3 mM). Los experimentos 

efectuados demostraron que los niveles de expresión del transcrito lbnmnat no varían 
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ante el estrés oxidativo. No obstante, a nivel traduccional se observó una reducción de la 

cantidad de proteína LbNMNAT ante el tratamiento con H2O2 (Figuras 6-56 y 6-57).  

 

De acuerdo con estos resultados, no es posible rechazar o aceptar la hipótesis 

planteada. En este sentido el NAD requerido por el parásito sometido a estrés oxidativo, 

podría obtenerse por vías diferentes a la sobre-expresión de la proteína LbNMNAT, por 

ejemplo, importándolo desde la célula hospedera. Adicionalmente, dado que los sistemas 

de defensa ante el estrés oxidativo dependen del NADP, sería interesante analizar los 

niveles de expresión de la enzima NAD quinasa en los parásitos tratados con H2O2. En la 

actualidad se emplean diversos métodos para cuantificar el NAD(P) intracelular, como la 

cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas (LC-MS) [29], técnica que 

podría implementarse para cuantificar el NAD(P) en Leishmania bajo distintas 

condiciones experimentales. 

 

Finalmente, con el propósito de evaluar el efecto que genera la sobre-expresión de la 

proteína LbNMNAT sobre la viabilidad celular del parásito ante el estrés oxidativo, se 

podrían utilizar las líneas celulares de L. braziliensis transfectadas con el plásmido de 

expresión pSP72RαneoαLbNMNAT-GFP, obtenidas en el presente trabajo. 

 

7.8 Reconstrucción del metabolismo del NAD en 

Leishmania 

Las rutas de síntesis, degradación y transporte del NAD y sus precursores en 

Leishmania, se reconstruyeron empleando herramientas bioinformáticas (BLASTP y 

TBLASTN). Esta aproximación permitió identificar proteínas involucradas en las vías de 

reciclaje y de novo de síntesis del NAD, junto con proteínas implicadas en su 

degradación, modificación y transporte. Sin embargo, algunas de las proteínas buscadas 

no pudieron ser identificadas. Con respecto a este resultado, se pueden sugerir dos 

posibilidades: 1. El parásito realmente no posee las proteínas en mención. 2. La 

aproximación bioinformática aplicada es incapaz de identificar dichas proteínas. En este 

último caso podrían implementarse búsquedas minuciosas empleando herramientas de 

identificación más sofisticadas [207].  
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La red metabólica propuesta en el presente estudio, reveló que la biosíntesis del NAD en 

Leishmania es un proceso complejo que ofrece múltiples puntos de regulación (Figura 6-

58). La alteración del metabolismo del NAD en otros organismos patogénicos, afecta de 

manera negativa diversos aspectos del proceso de infección. 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 utilización de NR como precursor de NAD para establecer infecciones sistémicas [209]. 

Estas evidencias junto con las múltiples funciones descritas para el NAD [5], han 

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

 

Mediante el análisis de la estructura primaria de la proteína NMNAT de diversas especies 

del género Leishmania, se identificaron inserciones altamente conservadas que no se 

encuentran en las iso-enzimas humanas HsNMNAT1-3. La deleción de la inserción 

ubicada en el extremo amino terminal de la proteína LbNMNAT, afectó negativamente su 

capacidad catalítica (Figura 6-46). Dos observaciones adicionales fortalecen la idea de 

enfocar la biosíntesis del NAD como un blanco potencial en Leishmania: 1. Hasta el 

momento hemos identificado una única NMNAT, razón por la que se atacaría un solo 

blanco molecular. 2. La proteína LbNMNAT se expresa tanto en promastigotes como 

amastigotes (Figura 6-53), siendo un blanco vulnerable en cualquier momento del ciclo 

biológico del parásito. 

 

Igualmente, en otros parásitos eucariotas intracelulares como T. cruzi y P. falciparum se 

ha reportado la existencia de una única NMNAT [92, 93]. En este ultimo caso, la 

inhibición de la NMNAT reduce la capacidad del parásito para multiplicarse y proseguir 

con su ciclo biológico, reforzando la noción sobre la NMNAT como un excelente blanco 

farmacológico. 

 

 

 

 



 

 
 

 

8. Conclusiones y recomendaciones 

8.1 Conclusiones 

Se estudió el metabolismo del NAD en el parásito L. braziliensis, enfocando nuestra 

atención en la enzima central implicada en su biosíntesis, la proteína NMNAT. Las 

evidencias bioinformáticas y experimentales obtenidas, indicaron diferencias notables 

entre la NMNAT del parásito y los homólogos humanos HsNMNAT1-3. Dichas diferencias 

se relacionan con la organización oligomérica, los parámetros cinéticos, las inserciones 

exclusivas y la localización intracelular de las proteínas en mención. En conjunto, 

nuestros resultados revelaron que el proceso de biosíntesis del NAD en Leishmania es 

un blanco farmacológico promisorio. 

8.1.2 Conclusiones específicas 

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

A. Expresión en diferentes sistemas bacterianos.  

B. Co-expresión con chaperonas moleculares.  

C. Expresión desde el plásmido pQE30.  

 

Las dos últimas estrategias resultaron exitosas. 

 

Se purificó la proteína His-LbNMNAT mediante diversas técnicas bajo condiciones 
nativas o desnaturalizantes:Purificación parcial por IMAC. 

A. Purificación a homogeneidad por acople IMAC/SEC. 

B. Purificación parcial por solubilización de CI. 

C. Purificación por acople solubilización de CI/SDS-PAGE preparativo. 
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Se determinó la organización estructural de la proteína His-LbNMNAT utilizando 
diferentes métodos: 

A. Organización monomérica según SEC. 

B. Organización oligomérica según gráficos de Ferguson (2, 3 y 6-mer). 

 

Se caracterizó enzimáticamente la proteína His-LbNMNAT, incluyendo diversos 
aspectos: 

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

B. Sistemas de amortiguación, pH óptimo y temperatura óptima de actividad. 

C. Cofactores enzimáticos requeridos para la catálisis. 

D. Constante de Michaelis-Menten (Km), velocidad máxima (Vmax), número de recambio 

(Kcat) y constante de equilibrio (KD).  

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

Se inmunodetectó la proteína LbNMNAT en diferentes extractos proteicos preparados 
con promastigotes de diversas especies de Leishmania. En todos los casos se observó 
una banda de menor peso molecular al esperado (∼22 vs 33,7 kDa). 
  

Se estableció la localización intracelular de la proteína LbNMNAT (proteína de ∼22 kDa) 
en parásitos de L. braziliensis: 

A. Localización citosólica de la proteína endógena LbNMNAT en promastigotes. 

B. Localización citosólica de la proteína recombinante LbNMNAT-GFP en promastigotes 

y amastigotes intracelulares. 

 

Se identificaron 5 inserciones exclusivas y conservadas en la proteína NMNAT del 
género Leishmania. La inserción amino terminal es indispensable para la actividad 
enzimática de la proteína recombinante His-LbNMNAT. 
 
Se observó que la abundancia del transcrito lbnmnat y la proteína correspondiente, no 
varían a lo largo del ciclo biológico del parásito. En contraste, la cantidad de proteína 
LbNMNAT disminuye en promastigotes sometidos a estrés oxidativo. 
 

Se reconstruyó la red metabólica del NAD en Leishmania, la cual indicó que la síntesis, 
degradación y transporte del NAD y sus precursores, son procesos complejos en los que 
participan numerosas enzimas e intermediarios químicos. 
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8.2 Recomendaciones 

Indudablemente, los resultados presentados en esta disertación no solo ampliaron el 

conocimiento sobre el metabolismo del NAD en el contexto del parásito L. braziliensis, 

sino que también generaron preguntas interesantes que guiarán futuros estudios. 

 

En términos estructurales, se observó que la proteína His-LbNMNAT establece diferentes 

organizaciones oligoméricas según PAGE y gráficos de Ferguson. Con el objetivo de 

corroborar la funcionalidad catalítica de dichas organizaciones, sería interesante 

implementar otras técnicas analíticas. Por esto, se iniciaron ensayos de dispersión 

dinámica de la luz (DLS) empleando la proteína His-LbNMNAT en ausencia o presencia 

de los sustratos ATP y NMN. Resultados preliminares han mostrado que el radio 

hidrodinámico de la proteína recombinante varía cuando es analizada en presencia de 

ATP. Experimentos de cromatografía de exclusión molecular en presencia de dicho 

sustrato, complementarían el estudio de la estructura cuaternaria de la proteína His-

LbNMNAT. 

 

En cuanto a las propiedades cinéticas de la proteína His-LbNMNAT, se requerirá trabajo 

adicional para determinar sus parámetros enzimáticos por el sustrato NAMN, realizando 

comparaciones con aquellos obtenidos para el NMN. El diseño y evaluación de 

inhibidores de la proteína His-LbNMNAT basados en la estructura del ATP (dada la alta 

afinidad que exhibe la proteína por el mismo), será el mayor desafío que dará inicio al 

desarrollo de posibles nuevas estrategias de control del patógeno. 

 

De acuerdo con las observaciones realizadas en el presente trabajo, la proteína 

LbNMNAT endógena 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 proteína mediante espectrometría de masas (huella peptídica), representa el primer 

paso para comprender los mecanismos de procesamiento que operan sobre la proteína 

de interés. Actualmente, se están adelantando los análisis correspondientes de la 

proteína de ∼ 22 kDa inmunoprecipitada desde el extracto proteico soluble del parásito. 

 

El análisis de la estructura primaria de la proteína LbNMNAT reveló la existencia de 5 

inserciones exclusivas. La deleción completa de la inserción amino terminal abolió la 
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actividad enzimática de la proteína His-LbNMNAT∆1-43. La generación de deleciones 

cortas al interior de dicha inserción permitirá la identificación de la secuencia exacta 

necesaria para la actividad catalítica de la proteína LbNMNAT. Adicionalmente, el vector 

de expresión pSP72RαneoαLbNMNAT-GFP construido en este trabajo servirá como 

material de partida para generar deleciones de las inserciones exclusivas mencionadas y 

estudiar su relevancia funcional in vivo en líneas celulares transfectadas del parásito. 

Similarmente, el efecto que ofrece la sobre-expresión de la proteína LbNMNAT-GFP en 

las líneas celulares transfectadas, puede ser investigado en promastigotes sometidos a 

estrés oxidativo. 

La identificación de las proteínas candidato involucradas en diversos procesos del 

metabolismo del NAD de Leishmania, tales como transporte, biosíntesis, degradación y 

modificación, indica numerosas rutas de exploración científica a recorrer.  

 

A modo de recomendación, se sugiere la utilización de amastigotes axénicos para la 

cuantificación de transcritos del parásito mediante las técnicas RT-PCR y RT-qPCR. 

 

 



 

 
 

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

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

 

 

	

	

	

En seguida se presenta el análisis de la secuencia del plásmido pQE30-LbNMNAT (LC 
1): 
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Letras azules: codón de inicio, Letras rosadas: etiqueta 6xHis, Letras rojas: sitio de 
múltiple clonación, Letras naranjadas: fragmento lbnmnat, Resaltado en verde: en 
la base de datos del NCBI se reportó una G en esta posición, Subrayado: secuencia 
verificada mediante secuenciamiento de ADN. 

 

CTCGAGAAATCATAAAAAATTTATTTGCTTTGTGAGCGGATAACAATTATAATAGATTC
AATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGAATTCATTAAAGAGGAGAAATTAACTATG
AGAGGATCGCATCACCATCACCATCACGGATCCATGTTATCCTCTACTGCTGCCCC
CTATGCATTGAGGACGGACAAGCTAAAGCCACTTGAGGGCTGCGCAGCTAGTTGC
CCCACCTCAACTGCAGAAGCGGCATCACAAGTTACACCCTTACTGCAGCCGGTCG
TTCTCGTCATCTGCGGCAGTTTTAACCCCATCCACAACGCGCATCTAAAGCTTTAC
GACGCCGCGAAACGATCCATAGAGGGCGTTGATGGCCGTGTGGTTCTTGGCGGCT
TCCTTTCACCTGTCGGTGACGCCTACGGCAAACCGGGATTGCGCTGTGCGGCTGA
TCGTGTGCAGGTCATGGAGAAGGCACTTTGTCACCACCCTGAACTCAATGTCGACA
CGTGGGAGTGCCAGCAGCCCACGTACACGCGCACCTTCTTTGTGCTGCGCGCGCT
GGAGGAGCACGTCAACGCTTGGTATGCTCAATCGGAGCCAGCGGCCATGGAGTG
GCTTACCTCGCATGGACGCCACGTGCGCGTTGTTTTCGCATGTGGCGCCGATCTCT
TCTTCTCCTTTTGGCGCCCAGGCTGCTGGTCGCTGTGCCTGCTGCGACAACTCCTC
GACTCCTTCCCGCTGGTTGTTGTCCAACGCGGCGGTGCTCGAGGCAACATCAGCG
ACTCCGATGACTTCGCGCGTGTGTGCCAGACGGCTCCGCTTCTGTGGGAGACGGC
GGAGGATGGAGAGAGAATTGAGATCGACATGTTGCGATATACCTTTACTTTCGCGG
CCTTTTCCGTGCCCGACGACACATCCTCGACAGCAGTGCGGAATGCGGTGATGGA
ACTTGCAAAGATGCCGGTAGACGAAGTGACGGCGCGCACAGCGCTGCAGTCGCG
TCTCCGCACCATGCTCCCCGAGGCGACAATCCAGCTGGTGGTGGATCTCTACGGA
GAGGGGCTTCCGTCCTGAGGTACCCCGGGTCGACCTGCAGCCAAGCTTAATTAGC
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 teórico de la proteína His-LbNMNAT: 37007.9 Da 
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Letra azul: primer aminoácido, Letras rosadas: etiqueta 6xHis, Letras naranjadas: 
proteína LbNMNAT, Letras negras: residuos adicionales resultantes de la 
estrategia de clonación. 

 

MRGSHHHH HHGSMLSS TAAPYALRTD KLKPLEGCAA SCPTSTAEAA 
SQVTPLLQPV 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 plásmido 
recombinante pSP72RαneoαLbNMNAT-
GFP (LC 2). 

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

	

Peso molecular teórico de la proteína LbNMNAT-GFP: 60938.3 Da 
 
Letras azules: primer aminoácido, Letras naranjadas: proteína LbNMNAT, Letras verdes: 
proteína GFP. 

MLSSTAAPYALRTDKLKPLEGCAASCPTSTAEAASQVTPLLQPVVLVICGSFNPIHNAHLKLYDA
AKRSIEGVDGRVVLGGFLSPVGDAYGKPGLRCAADRVQVMEKALCHHPELNVDTWECQQPTY
TRTFFVLRALEEHVNAWYAQSEPAAMEWLTSHGRHVRVVFACGADLFFSFWRPGCWSLCLLR
QLLDSFPLVVVQRGGARGNISDSDDFARVCQTAPLLWETAEDGERIEIDMLRYTFTFAAFSVPDD
TSSTAVRNAVMELAKMPVDEVTARTALQSRLRTMLPEAAIQLVVDLYGEGLPSSRMVSKGEELF
TGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTTFTYGVQCFSR
YPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILG
HKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLST
QSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYK* 

 

pSP72RαneoαLbNMNAT-GFP	(LC	2)
6650	bp





 

 
 

Anexo C: Mapa del plásmido 
recombinante  pET100-LbNMNAT∆1-43. 

Figura generada con el programa SnapGene Viewer. 

 

 
Peso molecular teórico de la proteína His-LbNMNAT∆1-43: 33490.0 Da 
 
Letra azul: primer aminoácido, Letras naranjadas: proteína LbNMNAT∆1-43, Letras 
negras: aminoácidos adicionales resultantes de la estrategia de clonación. 

HHHHHH: etiqueta 6xHis 
V: primer aminoácido proteína LbNMNAT∆1-43 
MRGSHHHHHHGMASMTGGQQMGRDLYDDDDKDHPFTVVLVICGSFNPIHNAHLKLYD
AAKRSIEGVDGRVVLGGFLSPVGDAYGKPGLRCAADRVQVMEKALCHHPELNVDTWE
CQQPTYTRTFFVLRALEEHVNAWYAQSEPAAMEWLTSHGRHVRVVFACGADLFFSFW
RPGCWSLCLLRQLLDSFPLVVVQRGGARGNISDSDDFARVCQTAPLLWETAEDGERIE
IDMLRYTFTFAAFSVPDDTSSTAVRNAVMELAKMPVDEVTARTALQSRLRTMLPEAAIQ
LVVDLYGEGLPS* 

T7	promoter

pET100-LbNMNATΔ1-43
6559	bp
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Anexo D: Mapa del plásmido 
recombinante pQE30-LbNMNAT∆241-
249. 

Figura generada con el programa SnapGene Viewer. 

 

 

 
Peso molecular teórico de la proteína His-LbNMNAT∆241-249: 34261.0Da 
 
Letra azul: primer aminoácido, Letras naranjadas: proteína LbNMNAT∆306-43, 
Letras negras: aminoácidos adicionales resultantes de la estrategia de clonación. 

HHHHHH: etiqueta 6xHis 
M: primer aminoácido proteína LbNMNAT∆241-249 

 

MRGSHHHHHHGSMLSSTAAPYALRTDKLKPLEGCAASCPTSTAEAASQVTPLLQPVV
LVICGSFNPIHNAHLKLYDAAKRSIEGVDGRVVLGGFLSPVGDAYGKPGLRCAADRVQ
VMEKALCHHPELNVDTWECQQPTYTRTFFVLRALEEHVNAWYAQSEPAAMEWLTSH
GRHVRVVFACGADLFFSFWRPGCWSLCLLRQLLDSFPLVVVQRGGARGNISDSDDFA
RVCQTAPLLWETAEDGERIEIDMLSVPDDTSSTAVRNAVMELAKMPVDEVTARTALQS
RLRTMLPEAAIQLVVDLYGEGLPS* 

 

lac	operator

pQE30-LbNMNATΔ241-249
4352	bp
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Anexo E: Expresión de la proteína 
recombinante His-LbNMNAT en 
diferentes sistemas de expresión 
bacterianos.  

A. El plásmido recombinante pET100-LbNMNAT se utilizó para transformar distintas 

cepas de expresión. Las fracciones no inducidas (-) e inducidas (+) de los clones 

obtenidos se analizaron mediante SDS-PAGE 12%. Las flechas rojas indican la 

expresión de la proteína His-LbNMNAT en el sistema Codon Plus. Las proteínas 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 plásmido 

recombinante pET100-LbNMNAT e inducidas se analizaron mediante SDS-PAGE 12%. 

Las proteínas 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 degradación de la proteína His-LbNMNAT. Sistema de revelado con 

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

 
 

A B C 
 

66	

45	
36	
29	
25	

20	

1					2						3				4						1					2					3					4	
Ins	 Sol	

M	
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-						+							-						+						-						+	 IPTG	
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Codon		
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66	

45	
36	
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Anexo F: Cromatogramas de proteínas 
patrón, inyectadas por separado, en la 
columna de exclusión molecular. 

 

 
His-HsNMNAT-1 (33 kDa, 6-mer: 198 
kDa) 
 
Cantidad inyectada: 200 µg 
 
Volumen de elución: 12,31 ml 
 

 

 
BSA (66 kDa) 
 
Cantidad inyectada: 550 µg 
 
Volumen de elución: 14,68 ml 
 

 

 
Anhidrasa carbónica (29 kDa) 
 
Cantidad inyectada: 122 µg 
 
Volumen de elución: 16,85 ml 
 

 

 
Lisozima (14 kDa) 
 
Cantidad inyectada: 500 µg 
 
Volumen de elución: 19,69 ml 
 

 

 
Azul dextrán 
 
Cantidad inyectada: 500 µg 
 
Volumen de elución: 8,22 ml 
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Anexo G: Curvas de calibración de 
ATP y NAD. 

Estas curvas se utilizaron para cuantificar el ATP y el NAD producidos en los ensayos 

enzimáticos ejecutados para determinar los parámetros cinéticos y la constante de 

equilibrio de la proteína His-LbNMNAT.  

 

Las curvas de calibración se construyeron analizando por RP-HPLC diferentes 

cantidades de:  

 

A. ATP.  

B. NAD. 

 

  
 

A 
 

B 
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Anexo H: Curvas de calibración para 
los genes 40s y lbnmnat. 

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

tratados con concentraciones IC50 (1,3 mM) de H2O2, los transcritos de los siguientes 

genes : 

A. 40s  

B. lbnmnat 

Los datos se presentan como el promedio + la desviación estándar (n=3). 

 

  
 

A 
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