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Resumen 

Los parásitos del género Leishmania son los agentes causales de la leishmaniasis, enfermedad 

endémica en regiones tropicales y subtropicales, que afecta a miles de personas en el mundo. Las 

estrategias farmacológicas actuales generan numerosos efectos secundarios, por lo que es necesario 

desarrollar tratamientos que controlen el parásito sin afectar al hospedero. La enzima NMNAT (EC: 

2.7.7.1/18) representa una diana terapéutica promisoria, dado que cataliza el paso final en la 

biosíntesis del dinucleótido de adenina y nicotinamida (NAD) y/o del dinucleótido de adenina y ácido 

nicotínico (NaAD), metabolitos esenciales en múltiples procesos celulares.  

Como parte de la caracterización e identificación de la NMNAT de L. braziliensis (LbNMNAT), se 

realizó un análisis bioinformático, comparando NMNATs del género Leishmania con las tres isoformas 

humanas, con lo cual se logró determinar la existencia de inserciones exclusivas en la secuencia de 

aminoácidos de la enzima del parásito. Dada la importancia de estas inserciones como componentes 

estructurales propios de la LbNMNAT, se realizó el estudio in vitro de los mutante Δ8-42LbNMNAT y 

Δ241-249LbNMNAT, al igual que del mutante Δ1-104LbNMNAT. Se diseñaron las respectivas 

recombinantes a partir de análisis de modelos estructurales predictivos, tecnologías de ADN 

recombinante y estrategias de mutagénesis delecional. La expresión de las proteínas se efectúo en la 

cepa E. coli SHuffle T7 express y su purificación se realizó mediante cromatografía de afinidad a 

níquel. La actividad catalítica de las proteínas parcialmente purificadas se evaluó tanto por ensayos 

enzimáticos acoplados como directos. Se encontró que la deleción 1-104 afecta uno de los motivos 

de unión a ATP, modificando la arquitectura del plegamiento Rossmann de la proteína conllevando a 

la inactivación de la enzima. Por su parte, la deleción 241-249, elimina un elemento estructural clave 

que conecta los dominios α/β y C-terminal disminuyendo drásticamente la solubilidad y actividad 

enzimática de la proteína recombinante correspondiente.  

Por otro lado, para ampliar el conocimiento funcional de la LbNMNAT por interacción con otras 

proteínas, a partir de fracciones soluble de promastigotes de L. braziliensis transfectados con el 

vector pSP72αneoαLbNMNAT-GFP, se realizaron ensayos de co-inmunoprecipitación acoplada a 

espectrometría de masas (Co-IP-MS/MS), identificando 38 proteínas que fueron clasificadas según su 

función celular. Se analizaron candidatos relacionadas con plegamiento de proteínas, homeóstasis 

redox y traducción, sugiriendo nuevas funciones celulares en las que puede participar la enzima. A 

nivel in silico, empleando STRING, se construyó una red de interacción proteína-proteína conformada 

por 11 nodos y 16 conexiones. La red fue enriquecida funcionalmente con las bases de datos KEGG, 

PFAM e INTERPRO, en donde 5 de las proteínas están relacionadas con la ruta metabólica del 

nicotinato y la nicotinamida, y cuatro con motivos de unión a ARN, en este caso, se adjudica que la 

mayoría de las interacciones son de tipo funcional. Con estas herramientas se da el paso inicial en la 

construcción de un modelo de interacción de proteínas con la LbNMNAT para establecer nuevas rutas 

funcionales.  

Palabras claves: Leishmania braziliensis, Dinucleótido de Adenina y Nicotinamida (NAD+), 

Nicotinamida/Nicotinato Mononucleótido Adenililtransferasa (NMNAT), mutagénesis, interacción de 

proteínas, red de interacción de proteínas.  
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NADH Dinucleótido de adenina y nicotinamida reducido 
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NADK NAD+ Quinasa  

NADP+ NAD fosfato 

Nam Nicotinamida 

NaMN Mononucleótido de ácido nicotínico  

NamPRT Fosforibosil transferasa de la Nam  

NAPRT Fosforibosil transferasa del NA  

NBT Nitro-azul de tetrazolio  

NCBI National Center for Biotechnology Information 

NMN Mononucleótido de nicotinamida  

NR Ribósido de nicotinamida 

NRK Enzimas quinasas  

NTA Ácido nitriloacético 

OMS Organización mundial de la salud 

OPS Orgnazación Panamericana de la Salud 

ORF  Marco abierto de lectura 

PAGE polyacrylamide gel electrophoresis 

PDB Protein Data Bank 

PDI Proteína disulfuro isomerasa 

PIN Redes de interacción de proteínas 

PKC Protein Kinase C 

PPI Protein-protein interactions  

PRPP Fosforibosil pirofosfato 

QA Ácido quinolínico 

QAPRT Fosforibosil transferasa del QA 

RNAP II ARN polimerasa II  

ROS Especies reactivas de oxígeno 

RP-HPLC Cromatografía líquida de alto rendimiento en fase reversa  

SDS Dodecil sulfato de sodio 

snRNPs Ribonucleoproteínas nucleares pequeñas 

STRING Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins 

TAP  Purificación por afinidad en tándem  

TCP1 El complejo-T proteína-1  

TR Tripanotión reductasa  

TrxB Tiorredoxin reductasa  

TXNPx Triparedoxin peroxidasa  

USP Universal Strees Protein  

WB Western blot  

X-Gal 5-bromo-4-cloro-3-indoil-β-D-galactopiranosido  
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1.  Introducción 
 

La mayoría de países latinoamericanos son afectados por enfermedades tropicales infecciosas, 

muchas de ellas parasitarias, clasificadas por la Organización Mundial de la Salud (OMS) como 

enfermedades desatendidas. Entre estas enfermedades encontramos la leishmaniasis, una patología 

causada por parásitos del género Leishmania, y considerada como un problema significativo en salud 

pública, debido a su magnitud y complejidad clínica, biológica y epidemiológica [1].  

Anualmente, presenta una incidencia de aproximadamente 1.3 millones de nuevos casos clínicos, 

prevalentes en 98 países, incluido Colombia. En el territorio nacional, se presentan las tres formas 

clínicas de la enfermedad: la leishmaniasis cutánea, mucosa y visceral [2]. Para el control y 

tratamiento de la leishmaniasis, los fármacos más utilizados son costosos, tóxicos y frecuentemente 

requieren largos períodos de terapia supervisada [3]. Entre dichos tratamientos se destacan las sales 

de antimonio pentavalente (Sb5+), sin embargo, causan graves y numerosos efectos secundarios 

como cardiotoxicidad, deterioro de la función hepática y renal, dolor abdominal, entre otros [4]. 

Adicional a ello, varias publicaciones resaltan resistencia por parte de los parásitos [5]–[7], y  en la 

actualidad no existen vacunas eficaces frente a esta enfermedad [8].  

Dada la inexistencia de fármacos específicos y menos agresivos, se requiere descubrir nuevas dianas 

moleculares y nuevos agentes terapéuticos que ayuden a prevenir y tratar la leishmaniasis. Para el 

diseño de fármacos es necesario desarrollar estudios integrales que permitan conocer la biología del 

parásito y la estructura de su maquinaria bioquímica, con el fin de establecer blancos potenciales y 

posibles inhibidores. Las enzimas son consideradas una de las clases más importantes de dianas 

farmacológicas debido a sus funciones catalíticas, esenciales  en muchos procesos fisiológicos [9]. En 

nuestro grupo de investigación se estudia enzimas involucradas en el metabolismo del  dinucleótido 

de adenina y nicotinamida (NAD+), dado que esta molécula tiene un papel central en el metabolismo 

celular, en la producción de energía , en numerosas reacciones redox en la célula, al igual que en 

mecanismos de reparación del ADN y en funciones de señalización de calcio [10].  

Diversas investigaciones señalan que las enzimas implicadas en el metabolismo de NAD+ son dianas 

atractivas para el desarrollo de fármacos contra una variedad de enfermedades humanas [11]. Por 

ello, nuestro trabajo se enfoca en la Nicotinamida/Nicotinato mononucleótido adenililtransferasa 

(NMNAT); enzima que cataliza la condensación del mononucleótido de nicotinamida (NMN) o 

mononucleótido de ácido nicotínico (NaMN) con el grupo adenilil del ATP para formar NAD+ o NaAD 

(dinucleótido  de adenina y ácido nicotínico) [12]. 

En el parásito Leishmania braziliensis, nuestro laboratorio, ha llevado a cabo la caracterización 

bioquímica de la única NMNAT encontrada [13]; el estudio se ha centrado en aspectos tanto 

estructurales como funcionales de la enzima que evidencian diferencias notables entre la proteína y 

sus homólogas humanas. Por lo que en este proyecto de investigación se hace hincapié en diferencias 

a nivel de estructura primaria de la proteína del parásito con respecto a las isoenzimas humanas que 

se han identificado a través de análisis bioinformáticos. Actualmente, se desconoce la relevancia 
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funcional de estos dominios estructurales propios de la LbNMNAT y su intervención en la actividad 

enzimática y/o la localización intracelular en el parásito. Es por ello, que el análisis comparativo a 

nivel estructural de la NMNAT y las NMNATs humanas (hNMNAT), se convierte en un paso necesario 

hacia su caracterización funcional y la búsqueda de potenciales inhibidores selectivos contra la 

enzima del parásito o moduladores del metabolismo del NAD+.  

Por otro lado, se conoce que las proteínas llevan a cabo sus funciones celulares a través de 

interacciones concertadas con otras proteínas, por lo que es importante conocer la naturaleza 

específica de estas relaciones. En el caso de la NMNAT de L. braziliensis no se han explorado las 

interacciones que presenta, favoreciendo el uso de herramientas experimentales y teóricas para su 

estudio.  El poder construir una red de interacción de la enzima con otras proteínas, puede ofrecer 

nuevos conocimientos sobre la función de las proteínas identificadas y ayudar a la creación de un 

modelo metabólico en el que se contextualicen sus funciones.  
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2. Marco Teórico 

 
2.1 Modelo de estudio : Leishmania braziliensis 

 
Los parásitos del género Leishmania son protozoarios flagelados pertenecientes al orden 

Tripanosomátida y son considerados agentes etiológicos de la leishmaniasis, enfermedad endémica 

en regiones tropicales y subtropicales que pone en riesgo a cerca de 350 millones de personas en el 

mundo [8]. Esta enfermedad se conoce por diversas manifestaciones clínicas como lesiones en la piel, 

inflamación de las mucosas e infección visceral, conocidas como leishmaniasis cutánea, mucocutánea 

y kala-azar respectivamente [4]. En Colombia, se presentan las tres formas clínicas de la patología, 

siendo la leishmaniasis cutánea (95% de los casos) la más frecuente, además es endémica en casi 

todo el territorio y se estima que existen alrededor de 10 millones de personas en riesgo [14]. Según 

el último reporte de la Organización Panamericana de la Salud - OPS/OMS de abril del 2017, nuestro 

país presentó una incidencia de 33.6 por cada 100.000 habitantes y una ocurrencia de 7541 nuevos 

casos [1].  

Se sabe que Leishmania presenta cerca de 30 especies, de las cuales 20 son patógenas para el 

humano; estas se clasifican en función de su biología, bioquímica, inmunología y filogenia   

molecular[15]. De igual forma, Leishmania está dividido en dos subgéneros: el subgénero Leishmania 

encontrado tanto en el viejo mundo (África, Asia, el Mediterráneo y el sur de Europa) como en el 

nuevo mundo (centro y sur América); y el subgénero Viannia, característico de sur América [16]. La 

especie Leishmania braziliensis es del género Leishmania y subgénero Viannia, como se muestra en 

la figura 2.1. En cuanto a los cuadros clínicos presentados por el hospedero, se registra que varían 

según la especie que infecta (tabla 2.1) [4].  

Figura 2.1.  Clasificación taxonómica de Leishmania braziliensis. Adaptado de Shoemaker et al. [17] 

 

 

 

 

http://www.unal.edu.co/ins-libbiqUN/modelo3.html#null
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 Tabla 2.1 Cuadros clínicos presentados por el hospedero según especies de Leishmania distribuidas 

en el viejo y nuevo mundo [4].  

Cuadro clínico Especies 

(viejo mundo) 

Especies 

(nuevo mundo) 

Leishmaniasis visceral L. donovani y L. infantum L. chagasi 

Leishmaniasis 

cutánea 

L. tropica, L. aethiopica, 

L. major, L. infantum y L. 

donovani 

L. mexicana, L. guyanensis, L. 

amazonensis, L. peruviana  y 

L. braziliensis 

Leishmaniasis 

mucocutanea 

L. major, L. infantum, L. 

tropica 

L. mexicana, L. guyanensis, L. 

amazonensis y L. braziliensis 

 

Hay 30 diferentes especies de vectores involucrados en el proceso de transmisión de la enfermedad, 

son insectos hembras hematófagas pertenecientes a la subfamilia Phlebotominae, a la cual pertenece 

el género Lutzomyia que es predominante en sur América [16]. La transmisión de los parásitos 

Leishmania es antroponótica (de humano a humano a través del vector) en Asia y la India, mientras 

que en África, Europa y las Américas, es zoonótica (transmitida de animal a humano a través del 

vector), donde los perros y roedores actúan como principales reservorios (figura 2.2).  

 

Figura 2.2. Ciclo de vida y transmisión antroponótica y zoonótica de Leishmania. El ciclo de vida del parásito 

es dimórfico, dividido entre el estado promastigote en el vector y el estado amastigote en el hospedero. El ciclo inicia con 

parásitos en el estado promastigote que se inyectan cuando los flebótomos hembra infectados ingieren sangre (1), luego 

son absorbidos por las células dendríticas y los macrófagos, ya sea a través de fagocitosis de los parásitos libres o de 

neutrófilos infectados (2). De manera seguida, los promastigotes se convierten en amastigotes (forma no flagelada) en el 

interior del fagolisosoma del macrófago (3) y se divide por fisión binaria (4). Los amastigotes son liberados por la ruptura 

de los macrófagos (5) para posteriormente ser absorbidos por otro flebótomo durante otra picadura y succión de sangre. 

De esta manera, del estadio amastigote se pasa a la forma promastigotes en el intestino medio de la mosca, y así se 

transmite a otro hospedero (6) [4], [15]. 
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Las medidas actuales para contrarrestar la leishmaniasis involucran tratamientos quimioterapéuticos, 

al igual que el uso de fármacos derivados de antimonio pentavalente (Sb5+), como el antimoniato de 

meglumina, el estibogluconato de sodio (Pentostam), la anfotericina B (AmB), entre otros. Sin 

embargo, el empleo de estos fármacos se asocia a problemas de costos elevados, tratamientos de 

alta duración, efectos secundarios tóxicos y sobre todo desarrollo de resistencia por parte del 

parásito ante los medicamentos, debido a la variación en la sensibilidad de las especies de Leishmania 

a las drogas, la variación en la farmacocinética, y la variación en la interacción de las drogas con la 

respuesta inmune del hospedero [7]. Por esta razón, las investigaciones se enfocan en el desarrollo 

de nuevas medidas de control, prevención y tratamiento de la patología. Entre estas nuevas 

estrategias se encuentran las enzimas, consideradas como dianas farmacológicas debido a sus 

funciones catalíticas en numerosos procesos celulares. En el caso de este proyecto investigativo, se 

estudia la NMNAT como un potencial blanco farmacológico en la leishmaniasis.  

 

2.2 Nicotinamida/Nicotinato Mononucleótido Adenilil Transferasa (NMNAT)  

 

Como ya se mencionó, la NMNAT (EC: 2.7.7.1/18) es una enzima clave en el metabolismo del NAD+,  

puesto que cataliza la conversión del mononucleótido de nicotinamida (NMN) o su forma de 

mononucleótido de ácido nicotínico (NaMN), en nicotinamida adenina dinucleótido (NAD+) o 

nicotinato adenina dinucleótido (NaAD),  respectivamente (figura 2.3) [18].  La anterior reacción 

transcurre a través de un ataque nucleofílico del fosfato 5´ del mononucleótido al fosfato α del ATP, 

liberando así el dinucleótido y pirofosfato. Es de resaltar que la reacción es catalizada por la enzima 

de manera reversible, dado que también presenta actividad NAD+ pirofosforilasa; sin embargo, 

fisiológicamente está regulada hacia la síntesis del NAD+, principalmente, por la concentración  de 

sustratos [19].  

Figura 2.3. Esquema general de la reacción catalizada por la NMNAT [18] 

 

Las NMNATs son proteínas globulares, constituidas generalmente por homo oligomeros de 2 a 6 

cadenas polipeptídicas idénticas, con masas moleculares que varían entre 20 y 50kDa;  presentan 

temperaturas óptimas de reacción entre 30 y 37°C, puntos isoeléctricos entre 5 y 6.5 (cálculos 

teóricos) y un rango óptimo de pH que varía entre 6 y 9. De igual forma, se ha establecido que todas 

las NMNATs estudiadas, dependen de concentraciones milimolares de iones metálicos divalentes, 

predominando el uso del Mg2+ [20]. A nivel de estructura terciaria presentan el plegamiento tipo 

Rossmann, motivo estructural de proteínas de unión a nucleótidos, estructura compuesta por tres o 

más láminas beta paralelas unidas por dos hélices alfa en el orden topológico beta-alfa-beta-alfa-

https://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
https://es.wikipedia.org/wiki/Nucle%C3%B3tido
https://es.wikipedia.org/wiki/L%C3%A1mina_beta
https://es.wikipedia.org/wiki/H%C3%A9lice_alfa
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beta. En cuanto al motivo catalítico y de unión al sustrato, se conoce que el motivo GxFxPx [H/T] xxH 

se puede encontrar en el N-terminal de los enzimas, al igual que un segundo motivo C-terminal, 

ISSTxxR que está implicado en la unión del sustrato [21].  

La NMNAT se ha caracterizado cinética y estructuralmente en varios organismos, que van desde 

archea [12], eubacterias [22], hasta los seres humanos [23]. En los seres humanos, se han identificado 

tres isoformas conocidas como: hNMNAT-1 (homohexámero) localizada en el núcleo, hNMNAT-2 

(homodímero) en el complejo de Golgi y la hNMNAT-3 (homotetrámero) en las mitocondrias; como 

se observa, estas isoformas presentan diferente distribución tejido específica, localización subcelular,  

al igual que presentan diferente tamaño lo que sugiere que estas isoenzimas tienen funciones 

específicas distintivas, y no son únicamente redundantes en su función [9]. 

 

2.3 ¿Por qué es importante el estudio del metabolismo del Dinucleótido de Adenina y 

Nicotinamida (NAD+)? 

 

Al hablar del nucleótido de adenina y nicotinamida se hace una asociación directa con su función 

como transportador de electrones y co-sustrato de varias reacciones redox, sin embargo, diversas 

investigaciones han demostrado que este nucleótido de piridina tiene un rol importante en el 

metabolismo energético, la reparación del ADN y las vías de protección celular, así como las vías de 

muerte celular [18], [24]. El NAD+ y sus derivados, tales como el NADH y NADP(H), son coenzimas 

esenciales que participan en reacciones celulares tanto del catabolismo como del anabolismo: el 

NAD(H) participa principalmente en la producción de ATP, mientras que el NADP(H) se utiliza en el 

anabolismo para modular el estado redox celular [25].  

Se conoce que para el mantenimiento de los niveles celulares NAD+/NADP+, existe una enzima crucial 

denominada NAD+ Quinasa (NADK), la cual cataliza la síntesis de NADP+, llevando a cabo la 

fosforilación del NAD+ empleando ATP o un polifosfato inorgánico como grupo fosforil donor [26]. 

Hay varias enzimas conocidas que emplean el NAD+ tanto en su forma reducida como oxidada, al igual 

que el NADP+ para llevar a cabo diferente funciones celulares (figura 2.4). Entre dichas enzimas 

encontramos i) las mono- y poli ADP ribosiItransferasas (ARTs (EC: 2.4.2.31)) que transfieren el grupo 

ADP-Ribosa del NAD(P) a proteínas diana, generando una modificación covalente y modulación de su 

función.  El proceso de ADP ribosilación está implicado en una amplia gama de procesos celulares, 

incluyendo la respuesta al daño del ADN, el mantenimiento de los telómeros, la regulación 

transcripcional, el control de la respuesta inmune y muerte celular [27], [28]. ii) Las NAD+ 

glicohidrolasas (EC: 3.2.2.5), que generan derivados del NAD+ como el dinucleótido fosforilado de 

adenina y ácido nicotínico (NAADP), el ADPR Y ADPR-cíclico, todos ellos con un papel bien reconocido 

en la señalización de calcio [29]. iii) Las sirtuinas (EC: 2.3.1.-), enzimas NAD-dependientes que actúan 

como desacetilasas de histonas, factores transcripcionales y enzimas metabólicas. Se ha determinado 

que afectan el metabolismo energético, la proliferación, la reparación del ADN, la apoptosis, la 

senescencia, la señalización endocrina, y la vida media celular ante diversos tipos de estrés [30]. 

https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Desacetilasa&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/wiki/Histona
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Figura 2.4.  Importancia del NAD(P) en el metabolismo redox y la señalización [31]. 

 

En cuanto a la biosíntesis del NAD+ (figura 2-5), se han identificado ciertas moléculas precursoras, las 

cuales están presentes en algunas de las dos rutas de síntesis conocidas: la síntesis de novo en la cual 

se utiliza el aminoácido triptófano, en especial para organismos eucariotas, y la vía de reciclaje, en 

dónde participan metabolitos como la nicotinamida (Nam), el ácido nicotínico (NA) y el ribósido de 

nicotinamida (NR). Ambas rutas convergen en el punto enzimático catalizado por la NMNAT, proteína 

encargada del paso central en la síntesis del NAD+  [19]. 

En el caso de la síntesis de novo, los aminoácidos como precursores son catabolizados 

enzimáticamente para generar ácido quinolínico (QA), sustrato de la enzima fosforibosil transferasa 

del QA (QAPRT). Esta enzima cataliza la decarboxilación y fosforibosilación del QA, empleando 

fosforibosil pirofosfato (PRPP) como co-sustrato para sintetizar el mononucleótido del ácido 

nicotínico (NAMN). El NA, también puede ser empleada como precursor para obtener NAMN, gracias 

a la acción de la enzima fosforibosil transferasa del NA (NAPRT). Para la vía de reciclaje, La Nam es 

modificada por la enzima fosforibosil transferasa de la Nam (NamPRT) para generar el 

mononucleótido de nicotinamida (NMN). 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 [13].  

Figura 2.5. Representación de la biosíntesis de NAD+ por la vía de novo y la vía de reciclaje [31]. Tanto 

los precursores de la vía de reciclaje, como el quinolinato (QA), producto de la degradación del triptófano, son transferidos 

al fosforibosil pirofosfato por fosforibosil transferasas específicas que producen el NMN o el NaMN. Adicionalmente, el 

ribósido de nicotinamida puede ser fosforilado para dar lugar al NMN. Estas moléculas son convertidas en los 

correspondientes dinucleótidos por una reacción de adenilación catalizada por la NMNAT [31]. 
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2.4 Metabolismo del NAD+ en Leishmania  

 

Las rutas metabólicas son claves para la supervivencia y desarrollo de los organismos patogénicos a 

lo largo de todo su ciclo de vida, por lo que dichos procesos son dependientes de moléculas ricas 

energéticamente como es el caso del NAD+. En Leishmania, este metabolito participa en varios 

procesos bioquímicos y fisiológicos, pues resulta primordial para el correcto desarrollo, proliferación 

y supervivencia del parásito [32], participa en el control del fenómeno apoptótico del protozoo [33], 

y le ayuda en la protección contra radicales libres mediante un balance redox intracelular [34].  

En estos parásitos intervienen proteínas pertenecientes a la familia HST (por Homologous of Sir Two), 

las cuales utilizan el NAD+ como sustrato para catalizar reacciones de deacetilación de proteínas. 

Previas investigaciones han reportado la existencia de HSTs en Leishmania major (LmSIR2) [35] y 

Leishmania infantum (LiSIR2) [36], proteínas que se distribuyen citoplasmáticamente a lo largo del 

ciclo de vida del parásito. Sin embargo, y a pesar que se ha estudiado los procesos bioquímicos y 

fisiológicos en los que participa el NAD+ en parásitos intracelulares como Leishmania, no se ha 

identificado a plenitud la maquinaria enzimática involucrada en dichos procesos, por lo que es 

necesario incursionar en el estudio de estas proteínas, como es el caso de la NMNAT. 

 

2.5 Estudio de mutantes de la NMNAT  

 

El estudio de mutantes es una herramienta clave para la comprensión de procesos biológicos 

importantes. Investigadores como Brunetti et al. [37] mediante la creación de mutantes delecionales 

lograron estudiar el dominio central de la hNMNAT-2, postulando que dicha región puede ser 

prescindible para la actividad catalítica, de hecho, confirmaron experimentalmente que la 

eliminación de fragmentos de longitud diferente de este dominio central no comprometía la actividad 

catalítica de la enzima o la estructura tridimensional global del sitio activo, sin embargo, sí 

establecieron que representa un dominio de control isoenzima-específica dentro de la arquitectura 

general de la hNMNAT2. 

 

Por otro lado, análisis realizados por Lau, C. et al. [38] han demostrado que los tres genes para las 

NMNATs humanas contienen exones que codifican isoformas de inserciones únicas de secuencias 

específicas, denominadas ISTIDs (Isoform Specific Targeting and Interaction Domains) que se vinculan 

en la localización subcelular, en funciones regulatorias y como sitios de modificaciones 

postraduccionales.  La presencia de ISTIDs en regiones catalíticas, los ubican como mediadores de 

funciones reguladoras. Por ejemplo el ISTID de la hNMNAT1 participa en la regulación de la actividad 

de PARP1 en el núcleo [39], y la palmitoilación transitoria del ISTID2 puede tener un papel crítico en 

el mantenimiento de la homeostasis citosólica del NAD+ mediante el control del estado activo de 

hNMNAT2. La identificación de ISTIDs como unidades funcionales en las NMNATs de mamíferos, 

proporciona una base molecular para funciones importantes no catalíticas. Por tanto, es válido 

plantear que la creación de mutantes delecionales de la NMNAT de L. braziliensis, servirán para 

determinar la importancia de sus inserciones exclusivas.   
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2.6 Interacciones proteína-proteína: métodos experimentales y métodos bioinformáticos 

 

Las interacciones proteína-proteína son eventos críticos para muchos procesos celulares que se 

extienden desde la formación de estructuras macromoleculares y complejos enzimáticos, hasta la 

regulación y la transducción de señales. Se ha revelado que más del 80% de las proteínas no trabajan 

solas sino en complejos, por lo que comprender estas interacciones en detalle, permite inferir la 

función de las proteínas dentro de la célula, pues la funcionalidad de las proteínas no identificadas se 

puede predecir con evidencia de su interacción con una proteína cuya función ya está revelada. El 

conocimiento de interacciones  entre proteínas también da información útil sobre el mecanismo 

molecular del funcionamiento celular, y ayuda en el diseño de fármacos más específicos [40] [41].   

A nivel experimental, los métodos para detectar interacciones entre las proteínas presentan 

diferencias en resolución y pueden clasificarse en cuatro categorías [40]. La primera categoría 

comprende el análisis atómico, donde la interacción es detectada por métodos muy sensibles como 

la difracción de rayos-X (DRX) que aporta información específica sobre los átomos y residuos que 

participan en la interacción. La segunda categoría agrupa los métodos que detectan la interacción de 

forma directa, por ejemplo, experimentos de doble-híbrido. La tercera categoría agrupa métodos de 

detección de complejos mediante técnicas de inmunoprecipitación o de espectrometría de masas, 

los cuales se manejan en este trabajo. Y en la cuarta categoría encontramos bioensayos realizados a 

escala celular, por ejemplo, la proliferación celular estimulada por la interacción ligando-receptor. 

A nivel teórico, conocemos que el rápido avance y mejoramiento de las tecnologías proteómicas, 

incluyendo el desarrollo de la espectrometría de masas, están dando como resultado un amplio 

conjunto de información acerca del comportamiento de las proteínas durante los procesos celulares. 

Para la búsqueda, extracción automatizada y análisis de los datos, especialmente para interpretar y 

predecir funciones de proteínas en rutas intracelulares, existen herramientas como el análisis de 

redes [42].  

El análisis de redes direccionado específicamente al estudio de interacciones de proteínas, se debe 

principalmente a que gran parte las de los mecanismos fundamentales de casi todos los procesos 

biológicos están relacionados con interacciones proteína-proteína, es por ello, que se requiere la 

caracterización de todas las posibles interacciones que unen las proteínas identificadas en dichos 

procesos [42].  La generación de estas redes de interacción de proteínas (PIN), mejora claramente la 

interpretación de los datos proteómicos, en particular respecto a los análisis estadísticos [43]. Existen 

múltiples aproximaciones y paquetes de software comerciales disponibles para el estudio de 

interacciones hipotéticas proteína- proteína [44], [45]. La mayoría de ellas se representan como un 

gráfico donde las proteínas son los nodos y las interacciones las conexiones. De acuerdo con la teoría 

de redes complejas, las PIN son redes de escala libre, que se caracterizan por un grado de distribución 

que sigue la ley de potencias [42].  

Las PIN generadas pueden contener relaciones ''directas'' y/o ''indirectas'' de proteínas. Interacciones 

directas se definen como aquellas en las que dos proteínas hacen contacto físico directo entre sí, sin 

paso intermedio. Estas interacciones pueden incluir modificaciones químicas, por ejemplo 
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fosforilaciones. Las interacciones indirectas se definen como una relación entre dos proteínas donde 

no hay contacto físico ,por ejemplo, donde la expresión de una proteína puede aumentar la expresión 

de otra [42]. 

Una de las aplicaciones de las PIN es el estudio de la biología de organismos patógenos humanos 

como los parásitos protozoarios Leishmania spp, Plasmodium spp, y Trypanosoma spp, que requieren 

el continuo descubrimiento de blancos y dianas farmacológicas, pues es común encontrar en función 

del tiempo, resistencia a los medicamentos. La identificación de blancos fármacológicos es el primer 

paso en el desarrollo de tratamientos. Este paso es complicado debido a que los medicamentos 

deben satisfacer una variedad de criterios [46]. Principalmente, deben cumplir dos requisitos; (1) ser 

esencial para la supervivencia del parásito y (2) ser específico y no dar lugar  a efectos tóxicos para el 

hospedero humano [47]. Por lo tanto, el análisis topológico y funcional de las PIN en patógenos de 

enfermedades humanas ofrece una estrategia potencialmente efectiva para identificar y priorizar 

nuevos objetivos farmacológicos [46]. 

 

3. Antecedentes 
 

3.1 Estudio de la NMNAT en Leishmania braziliensis 

 

Nuestro laboratorio de investigación, se ha enfocado en el estudio de enzimas claves en el 

metabolismo del NAD+ de los parásitos Giardia lamblia, Plasmodium falciparum, Trypanosoma cruzi 

y Leishmania braziliensis. En el caso de este último,  se demostró la existencia y expresión de la 

NMNAT en la fase móvil del parásito, mediante análisis bioinformáticos y herramientas bioquímicas 

y moleculares [48].  

La NMNAT de L. braziliensis fue clonada y expresada en Escherichia coli, permitiendo así su sobre-

expresión y posterior purificación, dando paso a la determinación de sus propiedades catalíticas a 

través de ensayos enzimáticos acoplados y directos. Por otro lado, se llevó a cabo la producción de 

anticuerpos policlonales (anti-LbNMNAT) en modelos murinos y aviares convirtiéndose en 

herramientas importantes en ensayos de localización subcelular, en los cuales se ha revelado una 

distribución citoplasmática de la enzima en el parásito [13]. 

A través de procedimientos bioinformáticos como modelamiento predictivo de proteínas, búsquedas 

cruzadas mediante blastp y blastn y alineamientos múltiples entre la estructura primaria de las 

NMNATs de diferentes especies del género Leishmania y las tres isoformas humanas, se hallaron 

regiones exclusivas y conservadas en los extremos amino y carboxilo terminales de las proteínas de 

los parásitos. Experimentalmente, se encontró una inserción amino terminal Leishmania específica 

en la NMNAT, cuya eliminación genera pérdida de la actividad enzimática de la proteína 

recombinante [49]. 
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4. Preguntas de investigación 

Teniendo en cuenta las investigaciones y estudios previos desarrollados sobre la NMNAT de 

Leishmania braziliensis [13], [48], [49], y en busca de continuar con la caracterización estructural de 

la enzima y su interacción con otras proteínas, se plantean para este trabajo, las siguientes preguntas 

de investigación: 

 ¿Las diferencias estructurales de la LbNMNAT con respecto a los ortólogos humanos puede 

relacionarse con mecanismos de regulación enzimática y/o localización intracelular? 

 

 ¿Hay proteínas que presentan interacciones con la NMNAT de Leishmania braziliensis? 

¿Cuáles y qué tipo de interacción presentan?  

 
5. Objetivos 

5.1 General 

Estudiar estructural y funcionalmente la NMNAT de Leishmania braziliensis, mediante el análisis de 

secuencias específicas y potenciales interacciones con otras proteínas. 

5.2 Específicos 

 Evaluar a nivel de proteína recombinante, la participación de las inserciones exclusivas de la 

LbNMNAT en su actividad enzimática, mediante el diseño y estudio de mutantes. 

 

 Estudiar in vivo el efecto de modificaciones estructurales exclusivas de la LbNMNAT en la 

localización subcelular, empleando parásitos transgénicos. 

 

 Explorar experimentalmente posibles interacciones de la LbNMNAT con otras proteínas, 

utilizando técnicas de inmunoprecipitación y espectrometría de masas.  

 

 Identificar posibles interacciones de la LbNMNAT con otras proteínas implementando análisis de 

redes. 
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6. Materiales y métodos 

 
La estrategia metodológica esta direccionada, en primera instancia, hacia la creación de mutantes 

delecionales de la NMNAT de L. braziliensis, como herramienta clave para determinar la función de 

regiones específicas en la actividad enzimática (ensayos in vitro) y la localización intracelular en el 

parásito (ensayos in vivo). Para estas versiones de la enzima, se realizaron estudios bioinformáticos y 

la creación de los respectivos vectores de expresión, con el objeto de obtener, purificar y evaluar la 

actividad enzimática de las proteínas mutadas.  Por otro lado, para el estudio de la función contextual 

de la LbNMNAT se hizo un análisis combinado de datos experimentales obtenidos de técnicas de co-

inmunoprecipitación y espectrometría de masas, con datos de Interacciones proteína-proteína 

obtenidos a partir de bases de datos y métodos teóricos de predicción (redes de interacción).  

A continuación, se describe la metodología implementada para estos dos componentes, divididos en 

dos capítulos: 

CAPÍTULO 1 

6.1 Evaluar a nivel de proteína recombinante, la participación de las inserciones exclusivas de la 

LbNMNAT en su actividad enzimática, mediante el diseño y estudio de mutantes.  

 

 Estudio de mutantes delecionales de la NMNAT de Leishmania braziliensis: Para abordar este 

objetivo se realizaron acercamientos computacionales y experimentales. En el primero, se 

emplearon herramientas bioinformáticas útiles para la identificación de inserciones específicas 

en la proteína del parásito con respecto a las homólogas humanas, así como para el análisis de 

los diferentes niveles estructurales de las proteínas. En el caso experimental, para estudiar el 

significado funcional de algunas de las regiones específicas encontradas in silico, se usaron 

técnicas tanto de biología molecular como de bioquímica que permitieron obtener proteínas 

recombinantes de las versiones delecionales 6xHis-Δ8-42LbNMNAT y 6xHis-Δ1-104LbNMNAT, y 

además,  permitieron continuar con el estudio de la proteína 6xHis-Δ241-249LbNMNAT obtenida en 

un trabajo anterior [13]. 

 

6.1.1. Acercamiento computacional 

 

6.1.1.1. Comparación de secuencias de la proteína LbNMNAT con las isoenzimas humanas. 

 

Para la comparación, a nivel de estructura primaria, de las secuencias de las NMNATs de Homo 

sapiens y especies del género Leishmania, se realizó un alineamiento múltiple con los algoritmos 

ClustalW y Muscle incorporados en el programa CLC Sequence Viewer 7.8.1 (QIAGEN), se 

contrastaron las secuencias de las tres isoenzimas humanas (códigos de acceso en NCBI: 

NP_001284707.1, NP_055854.1 y NP_001307440.1), con las secuencias de las NMNATs 

hipotéticas de las especies L. braziliensis, L. infantum, L. major,  L. donovani y L. mexicana (códigos 
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de acceso en NCBI: XP_001563913.1, XP_001464802.1, XP_001682392.1, XP_003860000.1, 

XP_003874000.1, respectivamente). Adicionalmente, se localizaron los residuos del motivo de 

unión a ATP.  

 

6.1.1.2. Predicción de estructura secundaria, características fisicoquímicas y modificaciones 

postraduccionales.  

 

Los análisis bioinformáticos para la LbNMNAT se basaron en la secuencia CAM37960.1 (código 

de acceso en el GenBank). La determinación de los parámetros fisicoquímicos se realizó 

empleando la herramienta bioinformática ProtParam [50] disponible en el servidor ExPASy [51] 

(http://web.expasy.org/protparam/). Para la búsqueda de posibles modificaciones 

postraduccionales como fosforilación, se empleó la herramienta bioinformáticas NetPhos 3.0 

[52]. Para la predicción de estructura secundaria se utilizaron las herramientas GOR–IV [53], 

PHD [54] y PREDATOR [55], disponibles en el servidor Network Protein Sequence Analysis 

(NPS@)[56]. De igual forma,  para predecir puentes disulfuros se usó el programa DIpro 

presente en el servidor SCRATCH Protein Predictor (http://scratch.proteomics.ics.uci.edu/) 

[57].  

 

6.1.1.3. Predicción de estructura 3D, validación de modelos y superposición estructural 

 

Los modelos estructurales predictivos se generaron empleando los servidores I–TASSER [58] 

(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) y ROBETTA [59], 

(http://robetta.bakerlab.org/). Se minimizaron energéticamente utilizando el servidor de 

refinamiento de estructura de proteínas 3D Refine [60], y se  validaron con el plot 

Ramachandran en el servidor RAMPAGE [61]. La visualización y superposición de los modelos 

se efectuó con el programa UCSF Chimera versión 1.11.2 [62].    

 

6.1.2. Acercamiento experimental 

 

6.1.2.1. Obtención del vector pQE30 -∆8-42LbNMNAT mediante mutagénesis dirigida.   

 

El vector pQE30-∆8-42LbNMNAT fue generado por la técnica de mutagénesis dirigida 

mediante PCR, empleando el kit QuikChange II Site-Directed Mutagenesis (Agilent 

Technologies). En esta estrategia, los cebadores diseñados (Directo: 5’ CCG GTC GTT CTC GTC 

ATC TGC GGC AGT 3´. Reverso: 5´- GGC AGC AGT AGA GGA TAA CAT GCA TGC -3´), se ubican 

a ambos lados del sitio de la deleción, de manera que la región delimitada no está incluida 

en el amplicón (anexo 1). El mutante fue construido a partir del plásmido recombinante 

pQE30-LbNMNAT [49], un vector con promotor T5, diseñado para la expresión de la proteína 

recombinante 6xHis-LbNMNAT; este vector permite la inmunodetección y purificación de la 

proteína mediante protocolos de cromatografía de afinidad a metales, dado que la 

http://web.expasy.org/protparam/
http://scratch.proteomics.ics.uci.edu/
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
http://robetta.bakerlab.org/
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recombinante se expresa fusionada a una etiqueta de seis histidinas en su extremo amino 

terminal.  

La reacción de PCR se realizó con 1,0 µL de la enzima PfuUltra High-Fidelity (2.5 U/µL) a un 

volumen final de 50 µL; se empleó 50 ng de DNA plantilla y una concentración final de cada 

uno de los cebadores de 125 ng. El perfil térmico tuvo un ciclo inicial de desnaturalización a 

95°C por 30 s, seguido de 18 ciclos con tiempos y temperaturas de desnaturalización, anillaje 

y extensión de 95°C (30 s), 55°C (1 min) y 68°C (3.5 min), respectivamente. La amplificación 

fue seguida mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) en buffer TBE 0.5X (44.5 

mM Tris, 44.5 mM Borato, 0.025 mM de ácido etilendiaminotetraacético (EDTA)) y tinción 

con bromuro de etidio 0.05% (v/v). A 45 µL de reacción de amplificación se adicionó 1,0 µL 

de la enzima de restricción DpnI (10 U/uL) y se incubó a 37°C por una hora con el fin de digerir 

el ADN parental. Posteriormente, células químicamente competentes XL1-Blue fueron 

transformadas con 5 µL de reacción mediante choque térmico [63] e incubadas por 16 h a 

37°C. Los clones resultantes se seleccionaron sobre medio sólido Luria Bertani (LB) 

suplementados con 100 µg/ml de ampicilina, 80 µg/ml de 5-bromo-4-cloro-3-indoil-β-D-

galactopiranosido (X-gal) y 10 mM de IPTG (isopropil β-D-1-tiogalactopiranósido). 

La identificación de colonias transformadas con el nuevo plásmido recombinante se realizó 

mediante PCR de colonia. En este caso, se emplearon los cebadores diseñados para la 

amplificación del gen de la LbNMNAT (Directo: 5’ GCGGGGATCCATGTTATCCTCTACTGC 3´. 

Reverso: 5´GCGGGGTACCTCAGGACGGAAGCCCCTCTCC 3´) bajo las condiciones establecidas 

por Contreras L, E. [13].  

 

6.1.2.2. Extracción e identificación del vector pQE30-∆8-42LbNMNAT mediante PCR y digestión 

enzimática con KpnI y BamHI 

 

El vector de interés presente en las colonias evaluadas, fue extraído mediante lisis alcalina 

[64]. Para ello, un inóculo bacteriano en 10 mL de medio LB suplementado con ampicilina 

(100 µg/mL) fue incubado durante 12 h a 37°C, con agitación constante. Las células fueron 

obtenidas por centrifugación a 6000 rpm por 10 min (centrífuga Heraeus Megafuge 16R de 

Thermo) y resuspendidas en 300 μL de una solución de glucosa 50 mM, Tris-HCl 25mM, EDTA 

10 mM pH 8.0, posteriormente, se adicionó 300 μL de solución de lisis (NaOH 0.2 N, SDS 1%) 

y 300 μL de solución de neutralización (acetato de potasio 3 M pH 4.8). La mezcla obtenida 

se centrifugó a 10000 rpm por 10 min. El sobrenadante fue tratado con 2μL RNAsa 

(10mg/mL) e incubado por 30 min a 37°C. Seguidamente, se adicionó un volumen de mezcla 

fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (25:24:1), se incubó a 4°C por 10 min y se centrifugó a 

11000 rpm por 5 min. Al sobrenadante se adicionó 2,5 volúmenes de etanol (96%) frío y un 

décimo del volúmen de acetato de sodio (3 M; pH: 5,2). La mezcla se incubó por 2 h a -80°C. 

Una vez trascurrido el tiempo, se centrifugó 10 min a 12000 rpm a 4°C. Al precipitado se le 

realizó dos lavados con 1.0 mL de etanol (96%). De nuevo se centrifugó a 12000 rpm por 5 

min y el precipitado se secó a 37°C por 10min. Finalmente, el pellet se resuspendió en 50 µL 

agua DEPC (dietil pirocarbonato). 
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El producto de la extracción se evaluó por PCR empleando Taq polimerasa, bajo las 

condiciones de amplificación citadas anteriormente. Adicionalmente, el vector (200ng) fue 

sometido a digestión enzimática por 16 h a 37°C con las enzimas KpnI (3U; Fermentas) y 

BamHI (1U; Fermentas), en buffer 10 mM Tris-HCl (pH 8.0), 5 mM MgCl2, 100 mM KCl, 0.02% 

Triton X-100 y 0.1 mg/mL de albúmina sérica bovina (BSA). Tanto el amplificado como los 

productos de digestión se siguieron mediante electroforesis horizontal en gel de agarosa al 

1,0 % (p/v) en buffer TBE 0,5X y tinción con bromuro de etidio 0.05% (v/v). 

 

6.1.2.3 Obtención del vector pQE30 ∆-1-104LbNMNAT mediante sub-clonación.  Este mutante amino 

terminal fue generado por la técnica de sub-clonación (figura 6.1), cuya fase inicial implica la 

clonación en un vector TA, del cual se libera la secuencia de interés y se traslada a un vector 

de destino.  

 

Figura 6.1.  Técnica de sub-clonación para el vector pQE30-∆-1-104LbNMNAT. A. El inserto Δ1-

104lbnmnat es clonado en el vector pGEMT-easy. B. Mediante corte con enzimas de restricción (BamHI y KpnI) 

se libera la secuencia de interés. C. las mismas enzimas son usadas para digerir el vector pQE3O. D. Se liga el 

inserto con el vector de expresión. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El fragmento Δ1-104lbnmnat fue amplificado mediante PCR utilizando como plantilla ADN 

genómico. La reacción se realizó con 2,5 U de taq polimerasa, 2,5 mM de MgSO4 y 0.2 µM de 

cada uno de los cebadores diseñados (directo: 5’ GCGGGGATCCATGGAGAAGGCACTTTGTCAC 

3’; reverso: 5’ GCGGGGTACCTCAGGACGGAAGCCCCTCTCC 3’). El perfil térmico presentó un 

ciclo inicial de desnaturalización a 94°C por 2min y 30 ciclos de desnaturalización a 94°C (15 

s), anillaje a 56°C (30 s) y extensión a 72°C (1 min). La extensión final se realizó durante 7 min 

a 72°C. El producto de amplificación (  ̴632pb) se separó mediante electroforesis en gel de 

agarosa 1% (p/v) utilizando buffer TBE 0.5 X, en tinción con bromuro de etidio 0.05% (v/v). El 

producto se ligó con el plásmido de clonación pGEMT-Easy (Promega) a una razón molar 

entre el producto y el plásmido (3:1). La reacción de ligación se utilizó para transformar 

mediante choque térmico células de mantenimiento E. coli TOP10, químicamente 

competentes [63]. Los clones resultantes se seleccionaron sobre medios sólidos LB 

suplementados con 100 µg/ml de ampicilina, 80 μg/ml de X-gal y 0.5mM de IPTG y se 

rastrearon mediante PCR (condiciones descritas anteriormente). A las colonias positivas se 

les extrajo el ADN plasmídico por lisis alcalina [64].  
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Como paso seguido, los vectores pGEMT-Δ1-104LbNMNAT y pQE30 se sometieron a ensayos 

de doble digestión con las enzimas BamHI y KpnI (Fermentas) en un tiempo de 16h a 37°C. 

Los productos obtenidos se evaluaron mediante electroforesis en geles de agarosa 1% (p/v) 

utilizando buffer TAE1X (40 mM Tris Acetato, 1 mM EDTA), con tinciones de bromuro de 

etidio 0.05% (v/v). A partir de estos geles, el fragmento de interés y el vector pQE30 se 

purificaron mediante el método de filtración (montage DNA Gel Extraction Kit, Millipore).  

 

Posteriormente, estos productos se ligaron durante 12 h a 22°C empleando la enzima T4 

ligasa (Promega). La reacción se empleó para transformar mediante choque térmico células 

E. coli JM109 químicamente competentes. Los clones se seleccionaron sobre medios sólidos 

LB suplementados con 100 µg/ml de ampicilina. Las colonias positivas se identificaron 

mediante PCR. El vector se extrajo por lisis alcalina y se comprobó la identidad del mismo 

mediante PCR y ensayos de doble digestión con las enzimas BamHI y KpnI (Fermentas) en un 

tiempo de 16 h a 37°C. Los productos obtenidos se evaluaron mediante electroforesis en 

geles de agarosa 1% (p/v) utilizando buffer TBE 0.5X. 

 

6.1.2.4 Expresión de la proteína recombinante 6xHis-Δ1-104LbNMNAT.  

 

Las cepas de expresión Escherichia coli BL21 (DE3) y SHuffle T7 Express (New England Biolabs) 

fueron transformadas mediante choque térmico [63], con el plásmido pQE30-∆-1-104LbNMNAT 

construido previamente (sección 6.1.2.3). Un volumen de 200 mL de medio líquido LB fue 

inoculado con bacterias transformadas hasta alcanzar una densidad óptica (OD600nm) de ~0.65, 

en ese momento, se adicionó el inductor IPTG en una concentración final de 1,0 mM. El 

inóculo se incubó a 24°C durante toda la noche con agitación constante. Este cultivo se 

centrifugó a 4000 g por 10 min a 4°C. El pellet de células obtenido fue resuspendido en buffer 

de lisis (NaH2PO4 50 mM, NaCl 500 mM, Imidazol 15 mM pH 7.5), en presencia de coctel de 

inhibidores de proteasas 1:300 (sigma) y lisozima (Thermo) a una concentración final de 

1mg/mL e incubando a 4°C por 45min. Posteriormente, la muestra fue sometida a sonicación 

(pulsos de 15 s con pausas de 15 s y amplitud del 50%) durante 5 min, empleando el equipo 

Ultrasonic Processor, VCX130, 130 Watt, con sonda de 6 mm de diámetro. El paso final fue la 

centrifugación a 10000 g por 20 min a 4°C para separar el sobrenadante y el precipitado 

(fracción insoluble y soluble, respectivamente). En el caso del proceso de estandarización de 

las condiciones de expresión, con la cepa E. coli SHuffle se realizó la inducción de la proteína 

a diferentes concentraciones de inductor (0.5 y 1mM), diferentes temperaturas de inducción 

(20° y 25°C) y de manera adicional como agentes estabilizadores del plegamiento, se adicionó 

en el cultivo glicerol (0.6M) y etanol al 3% [65] . 
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6.1.2.5 Detección de la recombinante 6xHis-Δ1-104LbNMNAT 

 

La proteína fusión 6xHis-Δ1-104LbNMNAT (Proteínas totales y fracciones solubles e insolubles) 

se observaron por SDS-PAGE y western blot [63]. Para la electroforesis se usaron geles 

discontinuos al 12% y se corrieron a una diferencia de potencial de 100 V por 2h. Se empleó 

buffer de carga 1X (Tris-HCl 50 mM pH 6.8, Glicerol 10% (v/v), SDS 2% (p/v), azul de 

bromofenol 0,1% (p/v) y β-mercaptoetanol 100 mM). Para la visualización de las bandas se 

utilizó azul de Coomassie 0,25% (p/v) en ácido acético: metanol: H2O (50:33:1). 

Para el western blot, se efectuó una electrotransferencia a una membrana de PVDF (floruro 

de polivinilideno) con un tamaño de poro de 0.45µm (Merck) a 200 mA por 2h en buffer  de 

transferencia (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 0.2 M glicina, 10% (v/v) metanol). La membrana se 

bloqueó por 2 h en buffer TBS-T leche descremada 5% (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 

0.1% (v/v) Tween 20). Se realizaron tres lavados con TBS-T cada uno por 10 min. 

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 (1:10000) 

(Sigma). La detección cromogénica de los complejos inmunológicos se realizó con 

estreptavidina A conjugada a fosfatasa alcalina (1:3000) (Promega) y los sustratos nitro-azul 

de tetrazolio (NBT) (50 mg/ml) y 5-bromo-4-cloro-3’-indoilfosfato (BCIP) (50 mg/ml) 

(Promega) en buffer sustrato (100 mM Tris-HCl pH 9.0, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl2). La 

detección inmunológica se detuvo con agua destilada al evidenciar productos coloreados 

sobre la membrana [13]. 

 

6.1.2.6 Purificación de la proteína recombinante 6xHis-Δ1-104LbNMNAT mediante cromatografía de 

afinidad a metales (IMAC). 

 

La purificación se realizó por medio de cromatografía de afinidad a níquel, de acuerdo con las 

instrucciones del fabricante (Quiagen). El extracto soluble obtenido después de la lisis celular 

se incubó 1 h sobre hielo, en agitación constante con la resina Ni-NTA (Ácido nitrilotriacético) 

previamente equilibrada con buffer de diálisis (NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM e imidazol 15 

mM, pH 7.5), por cada mL de fracción soluble a purificar se tomó 100 μl de resina. Para 

recolectar las proteínas no unidas se centrifugó a 4000 rpm durante 5 min. Posteriormente, 

se realizaron lavados hasta alcanzar una OD280nm cercana a cero con buffers suplementados 

con concentraciones crecientes de imidazol (NaH2PO4 50 mM, NaCl 500mM e imidazol 35 mM 

y 75 mM, pH 8.0). Finalmente, se realizaron eluciones aumentando la concentración de 

Imidazol a 300 mM. La purificación se observó mediante SDS-PAGE 12% (según sección 

6.1.2.5) y la cuantificación de los eluídos se efectúo con el método de Bradford midiendo 

espectrofotométricamente a 595 nm [66] usando BSA como patrón. 

 

Para efectuar ensayos posteriores de actividad enzimática de la recombinante, fue necesario 

someter los eluídos a diálisis durante 12 h a 4°C, empleando una membrana con peso 

molecular nominal límite (MWCO, Molecular Weight Cut-Off) de 10kDa, con agitación 
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constante contra 500 mL de buffer de lisis. Se realizó un recambio del buffer (300 mL) cada 

dos durante otras 6 horas. 

 

6.1.2.7 Estandarización de las condiciones óptimas de solubilización de la proteína recombinante 

6xHis-Δ241-249LbNMNAT 

 

En un trabajo previo desarrollado por Contreras L. E. [13], se construyó el vector pQE30-Δ241-

249LbNMNAT; plásmido que permitió la expresión de la proteína recombinante en diferentes 

sistemas bacterianos. Sin embargo, no se pudo llevar a cabo la evaluación del efecto 

delecional de la secuencia exclusiva de la proteína recombinante sobre su actividad 

enzimática, dado que no se logró la obtención de la misma de manera soluble.  En este 

trabajo se retoma este estudio con el fin de solubilizar la proteína y evaluar su actividad 

enzimática. Para ello, se efectuó la siguiente metodología, en donde se hace uso de una cepa 

diferente de expresión y se somete el cultivo a diferentes temperaturas de inducción. 

 

Células químicamente competentes de Escherichia coli SHuffle T7 Express (New England 

Biolabs) fueron transformadas mediante choque térmico [63] con el vector pQE30-Δ241-

249LbNMNAT. Las condiciones de inducción y lisis celular fueron realizadas como se describen 

en el numeral 6.1.2.4. Se evaluó el efecto de la temperatura de inducción, por lo que a una 

concentración de inductor de 1.0 mM de IPTG y a un tiempo de inducción de 16h, se 

sometieron los cultivos bacterianos a temperaturas de 16, 25 y 37°C. La expresión y 

detección de la proteína fusión se realizó por SDS-PAGE 12% y mediante western blot 

(metodología descrita en 6.2.1.5). 

 

 Ensayos enzimáticos de las proteínas delecionales de la NMNAT de L. braziliensis. La evaluación de 

la actividad enzimática de las proteínas recombinantes se llevó a cabo mediante dos 

metodologías: por un ensayo acoplado con medida indirecta de la actividad y por ensayo directo 

mediante cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC). A continuación, se describe de manera 

detallada los métodos: 

 

6.1.2.8 Evaluación de la actividad enzimática de las proteínas recombinantes mediante ensayos 

acoplados.  

La actividad enzimática de las proteínas se determinó a través de un ensayo 

espectrofotométrico acoplado, basado en la reducción del NAD+ por acción de la enzima 

alcohol deshidrogenasa (ADH). En este ensayo la actividad de la enzima se mide con el 

incremento en la absorbancia a 340 nm, debido a la reducción del NAD+ a NADH, según 

muestra las siguientes reacciones [67]. 
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Para llevar a cabo estas reacciones, se realizó una mezcla inicial que contenía 40 mM etanol, 

25 mM buffer HEPES-KOH pH 7.5, 20 mM MgCl2, 2 mM de NMN (Sigma), 0.2 U de ADH 

(Sigma) y 2.5 μg de las muestras a evaluar. La reacción se inició al adicionar 1,0 mM de ATP 

(Sigma) registrando los valores de absorbancia cada 10 s a 340 nm durante 30 min. Las 

medidas se realizaron en el espectrofotómetro Jenway 7315. 

 

6.1.2.9 Evaluación de la actividad enzimática de la NMNAT mediante ensayos directos.   

 

 En los ensayos directos, la síntesis de NAD+ por parte de la enzima a evaluar se analiza 

 mediante cromatografía líquida de alto rendimiento en fase reversa (RP-HPLC), cuantificando 

 los productos de la siguiente reacción: 

𝑁𝑀𝑁 + 𝐴𝑇𝑃
𝑁𝑀𝑁𝐴𝑇
→      𝑁𝐴𝐷+ + 𝑃𝑃𝑖 

En este caso, la enzima se incubó a 37°C durante 30 min, con una mezcla de reacción que 

contenía 40 mM HEPES pH 7.8, 10 mM MgCl2 y 1.25 mM ATP. La reacción fue detenida con 

HClO4 1.2 M y se neutralizó con K2CO3 1M. El dinucleótido obtenido como producto de la 

reacción se analizó mediante RP-HPLC, empleando el cromatógrafo Agilent 1200 Series y una 

columna en fase reversa C18 (100 cm de longitud x 4.6 mm de diámetro interno y 5 µm de 

tamaño de partícula, Phenomenex), a temperatura ambiente con un flujo de 1.0 ml/min, 

aplicando el buffer A (10 mM de NaH2PO4 pH 6.0) y buffer B (metanol), en el siguiente 

gradiente de elución: 2 min de buffer A (100%), 4 min de buffer A:B (80%-20%), 11 min de 

buffer A:B (75%:25%) y 10 min de buffer B (100%). La absorbancia de los analitos fue 

monitoreada a 260 nm.  

 

6.2 Estudiar in vivo el efecto de modificaciones estructurales exclusivas de la LbNMNAT en la 

localización sub-celular, empleando parásitos transgénicos. 

 

Con el propósito de conocer si la inserción presente en el extremo amino terminal de la 

enzima LbNMNAT es determinante en la localización intracelular, se buscó la expresión de la 

proteína delecionada en el parásito (en su fase móvil) para determinar los patrones de 

distribución subcelular, mediante técnicas de transfección e inmunofluorescencia. Para sobre 

expresar el mutante en el parásito, se hizo uso del vector de expresión para Leishmania 

pSP72RneoGFP, un vector que presenta un fragmento de 1,2 kb que contiene el promotor 

ribosomal de L. braziliensis y que permite la expresión de la proteína de interés fusionada a 

una etiqueta de GFP en el extremo carboxilo terminal [68], la cual se aprovecha para visualizar 

los patrones de localización mediante fluorescencia. 

 

6.2.1 Construcción del vector pSP72αneoα-Δ1-43LbNMNAT-GFP  

 

El fragmento Δ1-43lbnmnat fue amplificado mediante PCR, empleando como plantilla el 

plásmido pSP72RαneoαLbNMNAT-GFP [13] en una concentración final de 3,0 ng/µL. La 
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reacción se realizó con 2,5 U de taq polimerasa, 2,5 mM de MgSO4 y 0,2 µM de los cebadores 

diseñados (directo: 5´-GGCTCTAGAATGGTCGTTCTCGTCATCTGC-3´ y reverso:-5´ 

GGCTCTAGAGGACGGAAGCCCCTC-3´). En este caso, se empleó la técnica de subclonación, 

por lo que se siguió el protocolo de amplificación, purificación y ligación del producto con el 

plásmido pGEMT-Easy como se describió en la sección 6.1.2.3. Para la liberación del 

fragmento Δ1-43lbnmnat desde el plásmido pGEMT, se utilizó la endonucleasa XbaI (0,25 U; 

Fermentas), con un tiempo de digestión de 16 h a 37°C. Con la enzima T4 ligasa, se unió el 

fragmento obtenido con el vector de expresión pSP72RαneoαGFP [69] previamente digerido 

con la enzima XbaI y sometido a procesos de defosforilación con la enzima fosfatasa alcalina 

de intestino de ternero CIAP (Promega),atendiendo las instrucciones del fabricante. El 

análisis de los clones se realizó mediante PCR de colonia y la identidad del plásmido 

recombinante se verificó por análisis de restricción y PCR.  

 
6.2.2 Cultivo de promastigotes de Leishmania braziliensis 

 
El cultivo celular se realizó con promastigotes de Leishmania braziliensis (M2904 

MHOM/BR/75M2904), cultivados en medio Schneider pH 7.4 (Sigma) suplementado con 

suero fetal bovino (SFB) al 10% (v/v) a una temperatura de 26°C, en flasks de 25 cm2 (T25), 

sin agitación. Cada vez que el cultivo llegó a la fase de crecimiento estacionaria de los 

parásitos, se diluyó a una concentración inicial de 1 x 106 células/mL [70]. 

 
6.2.3 Transfección de promastigotes de Leishmania braziliensis 

 

Para la transfección de los parásitos se empleó el vector previamente construido (sección 

6.2.1) que expresa la versión delecional Δ1-43LbNMNAT-GFP. Se siguió un protocolo de 

electroporación previamente estandarizado [68]. Los parásitos provenientes de 10 mL de 

cultivo confluente se lavaron con 3 mL de Cytomix (25 mM HEPES pH 7.6, 120 mM KCl, 10 

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

durante 10 min a 4°C. 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 26°C en un volumen final de 5 ml de 

medio Schneider suplementado con SFB 20% (v/v). Luego, se adicionaron 5 ml adicionales 

del medio mencionado suplementado con 120 μg/ml de geneticina G418 (Gibco-BRL). 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  [13]. 

Los parásitos transgénicos cultivados, fueron empleados en los ensayos de inmunodetección 

(western blot empleando anticuerpos anti-GFP) y microscopía de fluorescencia. 
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CAPITULO 2 

 

 Interacciones proteína-proteína de la LbNMNAT: A continuación, se describe la metodología de 

dos de los objetivos planteados anteriormente, los cuales tienen como fin identificar posibles 

interacciones de la LbNMNAT con otras proteínas. Para ello, se abordaron dos estrategias 

complementarias que aportan un conocimiento tanto experimental como bioinformático. 

 

6.3 Explorar experimentalmente posibles interacciones de la LbNMNAT con otras proteínas, 

utilizando técnicas de inmunoprecipitación y espectrometría de masas.  

 

Entre los métodos experimentales disponibles para detectar interacciones entre proteínas, en 

este estudio se plantea el uso de métodos de detección de complejos mediante técnicas de 

co-inmunoprecipitación y de espectrometría de masas (MS). La co-inmunoprecipitación es una 

técnica para capturar indirectamente proteínas que están unidas a una proteína diana 

específica; aquí el antígeno proteico es precipitado de una solución usando un anticuerpo que 

se une específicamente a esa proteína. Para el análisis del complejo proteico, se usa la MS, que 

es un poderoso método para estudiar las interacciones macromoleculares in vitro. El principio 

del método es producir iones que pueden ser detectados con base en la relación masa/carga, 

lo que permite la identificación de secuencias polipeptídicas [71]. A continuación, se describe 

la metodología desarrollada para cumplir con este objetivo: 

 

6.3.1 Preparación de extracto de proteínas.  

 

Se trabajaron dos líneas celulares: parásitos transgénicos de Leishmania braziliensis (M2904 

MHOM/BR/75M2904) transfectados tanto con el vector pSP72RαneoαGFP [68] (empleado 

como control), como con el vector pSP72RαneoαLbNMNAT-GFP [13], (empleado para la 

sobre expresión de la proteína de interés), obtenidos en trabajos anteriores.   

Para cada línea celular, mediante centrifugación a 8000 rpm por 10 min a 4° C, se colectaron 

promastigotes provenientes de 100 mL de cultivo. 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 4°C con agitación 

constante. La suspensión se centrifugó a 12000 rpm por 5 min a 4°C y se almacenó el 

sobrenadante a -20°C (Fracción soluble)[13]. 

 

6.3.2 Co-inmunoprecipitación de las proteínas asociadas a LbNMNAT-GFP.  

 

Con aras de inmunoprecipitar la LbNMNAT-GFP se empleó el anticuerpo comercial anti GFP, 

un anticuerpo policlonal producido en conejo de la marca molecular probes. Para la co-

inmunoprecipitación, una vez se obtuvieron los extractos como se describe en la sección 

anterior, se realizó un proceso de aclarado incubando por cada 900 µL de extracto, 100 µL 

de perlas de proteína A unida a sefarosa de Staphylococccus aureus (Sigma) por 1 h a 4°C con 
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agitación constante. Luego, se centrifugó a 3000 rpm por 3 minutos a 4°C. Al sobrenadante 

aclarado obtenido, se adicionó el anticuerpo anti-GFP, a una concentración final de 0.2 

µg/mL, dejando incubar por 16 h a 4°C con agitación constante. Posteriormente, se 

agregaron perlas proteína A-sefarosa, incubándolas por 2 h con agitación constante a 4°C. 

Para obtener el inmunoprecipitado (IP) se centrifugó a 3000 rpm a 4°C. Las perlas se lavaron 

tres veces con buffer IP (Tris-HCl 50 mM, pH 7.5, NaCl 150 mM, MgCl2 5 mM, glicerol 5% 

(v/v)), y el IP se resuspendió en buffer de carga 1X (Tris-HCl 50 mM pH 6.8, Glicerol 10% (v/v), 

SDS 2% (p/v), azul de bromofenol 0,1% (p/v) y β-mercaptoetanol 100 mM), finalmente fue 

sometido a calentamiento a 96°C por 10 minutos.  

 
Para evaluar el proceso de inmunoprecipitación, se miraron los diferentes pasos a través de 

SDS-PAGE y western blot. En la inmunodetección se empleó como anticuerpo primario, anti-

LbNMNAT (1:5000) o anti-GFP (1:500) en TBS y como anticuerpo secundario se usó anti ratón 

ó anti-conejo IgG conjugado a peroxidasa (1:5000). Como sistema de revelado se empleó 4-

Cloronaftol y H2O2, según el protocolo descrito en la sección 6.1.2.5. Se contrastaron los 

resultados obtenidos tanto para extractos proteicos provenientes de parásitos que expresan 

la LbNMNAT fusionada a GFP, como aquellos que sólo expresan la proteína GFP, como 

control.  

 

6.3.3 Análisis de proteínas mediante espectrometría de masas.  

 

La identificación de potenciales interacciones de proteínas con la LbNMNAT, se realizó a 

partir de los extractos proteicos obtenidos de los experimentos de inmunoprecipitación 

señalados en el apartado 6.4.2 y su análisis mediante espectrometría de masas. 

Para ello, 60 µL del inmunoprecipitado, se corrieron en un SDS-PAGE al 12% con una 

diferencia de potencial de 200 V por 5 min, la tinción se realizó con 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)) durante 16 h. 

Las bandas de las proteínas inmunoprecipitadas se cortaron del gel de poliacrilamida y se 

enviaron a identificación por nano LC-MS/MS a la empresa ALPHALYSETM [72] 

(https://www.alphalyse.com/). Nano-LC-MS/MS es una técnica lenta, delicada y muy sensible 

donde la mezcla de péptidos se separa mediante HPLC y cada péptido se analiza en solución 

mediante ionización por electroespray o ESI-MS/MS en un espectrómetro de masas QTOF. 

 

6.4 Identificar posibles interacciones de la LbNMNAT con otras proteínas implementando análisis de 

redes. 

 

Para la creación de la red de interacción proteína-proteína de la NMNAT en el parásito 

Leishmania braziliensis, se empleó la plataforma STRING V. 10.5 (Search Tool for the Retrieval 

of Interacting Genes/Proteins) [73], que emplea un enfoque integrador y proporciona una red 

interactiva de proteínas y sus socios funcionales. Se utilizó la información de las fuentes: 
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neighborhood, gene-fusion, text-mining, co-expresión, co-ocurrencia, bases de datos y 

resultados experimentales, estableciendo un valor de 0.400 como puntuación de interacción 

mínima. Para las proteínas de la red se realizó un enriquecimiento funcional de las proteínas, 

usando sistemas de clasificación funcionales en GO (Gene Ontology); posteriormente, se hizo 

la predicción de módulos funcionales y conservados empleando las bases de datos InterPRO 

(https://www.ebi.ac.uk/interpro/), Pfam (https://pfam.xfam.org/) y KEGG 

(http://www.genome.jp/kegg/). Se efectuó un análisis topológico teniendo en cuenta algunos 

parámetros calculados. Finalmente, se analizaron las proteínas hipotéticas y las interacciones 

de interés. Para contrastar los resultados con interacciones físicas proteína-proteína 

confirmadas experimentalmente, se hizo búsqueda de interacciones físicas de la NMNAT en 

organismos como homo sapiens, E. coli, Saccharomyces cerevisiae y Arabidopsis thaliana,  en 

las bases de datos en línea: DIP (Database of Interacting Proteins)  http://dip.doe-

mbi.ucla.edu/dip/Main.cgi, BioGRID  (Database of Protein, Chemical, and Genetic Interactions) 

https://thebiogrid.org/ e IntAct (Molecular Interaction Database) 

https://www.ebi.ac.uk/intact/.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://dip.doe-mbi.ucla.edu/dip/Main.cgi
http://dip.doe-mbi.ucla.edu/dip/Main.cgi
https://thebiogrid.org/
https://www.ebi.ac.uk/intact/
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7 Resultados y discusión  
 

El NAD+ desempeña un papel vital en el metabolismo energético dentro de las células eucariotas, 

pues vincula el metabolismo celular con cambios en eventos de señalización y transcripción. Esta 

molécula no solo desempeña su función como coenzima, sino que ella y sus metabolitos son sustratos 

de numerosas enzimas [74]. Al hablar del NAD+ y su biosíntesis, se vincula de manera directa a la 

NMNAT, ya que es una enzima clave en este proceso. Por ende, se resalta la importancia de ampliar 

su estudio y caracterización, en especial en organismos patógenos como Leishmania, que son objeto 

de continua investigación. Este trabajo hace parte de un proyecto más amplio que busca caracterizar 

tanto bioquímica como funcionalmente la enzima del parásito; aquí el enfoque comprende dos 

componentes principales: el estudio de regiones específicas de la enzima a través del diseño y 

creación de mutantes; y la exploración de potenciales interacciones proteína–proteína en las que 

esté involucrada la LbNMNAT. A continuación, se muestran los resultados obtenidos al abordar los 

componentes mencionados:  

 

CAPÍTULO 1. 

 

Estudio de regiones específicas de la enzima a través del diseño y creación de mutantes 

 

 Acercamiento computacional 

 
7.1 Existen regiones específicas en la NMNAT de Leishmania braziliensis con respecto a las isoenzimas 

humanas.  

 

En una investigación previa [49], como parte de la caracterización y evaluación funcional de la 

LbNMNAT, se identificaron regiones presentes exclusivamente en las secuencias del parásito en 

contraste con las NMNATs humanas. Ampliando este análisis, en este trabajo, se actualizó y se 

profundizó en el análisis bioinformático, en especial de las proteínas producto de las deleciones de 

las regiones génicas identificadas.  

 

Para este estudio, de manera inicial se realizó un alineamiento múltiple entre las secuencias de 

aminoácidos de la NMNAT de cinco especies del género Leishmania con las NMNATs tanto de 

procariotas como eucariotas. Se involucraron miembros de bacterias, protozoos, plantas y animales, 

específicamente los organismos: Escherichia coli, Caenorhabditis elegans, Trypanosoma cruzi, 

Arabidopsis thaliana, Mus musculus, Bos taurus, y Homo sapiens. Este alineamiento se realizó 

empleando los algoritmos T-Coffe [75], MUSCLE [76] y ClustalO [77].  

 

Bajo los parámetros de cada método de análisis se observó una inserción en el extremo amino 

terminal en las especies de Leishmania con respecto a dichos organismos (Figura 7.1). Este hecho se 

presentó también en Arabidopsis thaliana y Trypanosoma cruzi; en este último, un análisis previo 

mostró también que la NMNAT de diferentes cepas presentan una región de 19 aminoácidos en el 
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extremo amino terminal, ausente en las isoenzimas humanas [78]. Al direccionar el análisis 

específicamente hacia organismos pertenecientes al orden Trypanosomatida (Anexo 2), la 

comparación de estas adenilil transferasas con las humanas permitió observar una clara inserción en 

el extremo N-terminal, lo que abre el estudio para determinar si esta región puede ser 

estructuralmente característica de tripanosomátidos, muchos de ellos agentes causales de 

enfermedades de alta incidencia en la salud pública. 

 

Figura 7.1. Comparación de la secuencia primaria de la LbNMNAT, en el extremo amino terminal, con 
NMNATs de diferentes organismos. Alineamiento múltiple de NMNATs de varias especies de Leishmania (LbNMNAT: 

L. braziliensis MHOM/BR/75/M2904, Ld: L. donovani, Li: L. infantum JPCM5, Lm: L. major Friendlin, Lmx: L. mexicana), con 
ortólogas de otros organismos: Hs1-3: Homo sapiens Bt: Bos taurus, Mm: Mus musculus, Ce: C. elegans, Ec: E. coli, At: 
Arabidopsis thaliana, Tc: Trypanosoma cruzi. El porcentaje de identidad entre las secuencias es proporcional a la altura de 
las barras amarillas. El alineamiento se generó con el programa CLC Sequence Viewer 7.8.1 (QIAGEN) 
 

 
 

Focalizando la comparación de las NMNATs de Leishmania con las humanas, se realizó un 

alineamiento múltiple que permitió identificar adicionalmente cuatro regiones específicas en la 

enzima del parásito, cuyos aminoácidos se ubican en las posiciones: 8-43, 205-212, 241-249 y 264-

276; estas regiones son inserciones y son componentes estructurales particulares del género (Figura 

7.2).  

 

A partir del análisis in silico, se estudia dichas regiones y su papel en la conformación estructural de 

la enzima pues generan una diferencia substancial con sus ortólogas humanas, ubicándolas como 

potenciales sitios de bloqueo funcional; para ello, se realiza una aproximación experimental 

recurriendo al diseño y creación de mutantes. Este tipo de análisis bioinformáticos y experimentales 

ya se han realizado con otras NMNATs, en donde al gen de interés se le realizan mutaciones 

puntuales, inserciones y/o deleciones. Por ejemplo, las NMNATs humanas tienen un C-terminal más 

largo que la NaMNAT de E. coli (EcNaMNAT), específicamente en 24 aminoácidos. La enzima de la 

bacteria fue modificada con 17 residuos adicionales, estableciendo que la extensión puede interferir 

con la unión al sustrato causando disminución en la actividad. Otros mutantes para la EcNaMNAT 

fueron creados realizando modificaciones puntuales en sitios conservados cercanos al motivo de 

unión de ATP, resultados que permitieron establecer que el extremo C-terminal  es importante para 

la estabilidad de la proteína [79].  

Para la NMNAT-2 humana también se realizaron mutaciones delecionales con el fin de investigar la 

importancia del dominio central en las propiedades catalíticas de la proteína. Brunetti, L. et al. 
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generaron cuatro mutantes con deleciones de diferentes longitudes, eliminando desde 32 hasta 82 

residuos, encontrando que los mutantes conservan la capacidad de sintetizar NAD+ a partir de NMN 

y ATP, demostrando que el dominio central no es esencial para el plegamiento funcional del núcleo 

catalítico [37].  

 

Figura 7.2. Identificación de regiones específicas de la NMNAT de Leishmania braziliensis. Alineamiento 

múltiple de proteínas NMNATs de diferentes especies de Leishmania y las iso-enzimas humanas HsNMNAT1-3.  (LbNMNAT: 
L. braziliensis MHOM/BR/75/M2904, Ld: L. donovani, Li: L. infantum JPCM5, Lm: L. major Friendlin, Lmx: L. mexicana). En 
los recuadros verdes se señala las cuatro regiones específicas cuyas posiciones corresponden a los aminoácidos: 8-43, 205-
212, 241-249 y 264-276. En los recuadros naranjas se señalan los dos motivos reportados de unión a ATP: [H/T]xxH y SxxxxR 
[80]. El porcentaje de identidad entre las secuencias es proporcional a la altura de las barras amarillas. El alineamiento se 
generó con el programa CLC Sequence Viewer 7.8.1. 

 

 

Si la comparación se hace a nivel de estructura terciaria entre el modelo de la LbNMNAT (obtenido 

mediante threading con el servidor I- TASSER) con las estructuras resueltas mediante cristalografía 

de rayos X de las iso-enzimas 1 y 3 humanas (Figura 7.3), se confirma que la similitud estructural es 

interrumpida particularmente en el extremo amino terminal, dada la adición de aproximadamente 

35 residuos. Con análisis similares entre las HsNMNATs y la ortóloga de E. coli la comparación 

estructural reveló que pese a su similitud existe una región variable que precede la cuarta lámina β 

del plegamiento común tipo Rossmann, y que son propias de las enzimas humanas, son dominios que 

median la localización subcelular de estas enzimas [38].  
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 Figura 7.3. Comparación estructural de las isoenzimas humanas 1 y 3 con la LbNMNAT. (A y B) 
superposición estructural de la HsNMNAT1 (código PDB 1KQN/ color naranja) con el modelo predicho de la LbNMNAT (azul), 

presentan un RMSD entre 188 pares de átomos de 0.832Å. En (A) se resalta la inserción N.terminal, en (B) se señalan las 

cuatro inserciones determinadas por alineamiento múltiple en color verde. (C) Superposición estructural de la HsNMNAT3 

(código PDB 1NUP/color magenta) con el modelo predicho de la LbNMNAT, presentan un RMSD entre 176 pares de átomos 

de 0.725 Å. Visualización en el programa UCSF Chimera 1.11.2. 

 

 

7.2 Las regiones específicas de la NMNAT de Leishmania braziliensis identificadas in silico, pueden 

presentar modificaciones postraduccionales. 

 

Las modificaciones postraduccionales afectan la función y estabilidad de las proteínas, y contribuyen 

en la modulación de la expresión génica, en especial, en organismos como los tripanosomátidos. Se 

ha demostrado que modificaciones como la fosforilación, metilación, acetilación y glicosilación de 

proteínas regulan su función y estabilidad [81]. Por ello, la secuencia LbNMNAT se analizó con 

NetPhos 3.0, que a partir de redes neuronales detecta sitios de fosforilación en serinas, treoninas y 

tirosinas de proteínas eucariotas con una sensibilidad en el rango del 69 al 96% [52]; con esta 

herramienta bioinformática, se encontraron trece potenciales sitios de fosforilación, de los cuales 

cinco serinas y dos treoninas se encuentran en tres de las inserciones identificadas (Tabla 6.1). La 

presencia de posibles sitios de fosforilación en estas regiones, sugiere que podrían estar involucradas 

en mecanismos celulares habituales de regulación y control del estado de funcionamiento de la 

enzima, al igual que en la mediación de funciones de localización intracelular.  

En este tripanosomátido, varias proteínas quinasas y fosfatasas se han clonado y caracterizado, y se 

ha demostrado que participan en la regulación del ciclo celular y el desarrollo del parásito [82]–[84].  

Entre las predicciones de quinasas específicas dadas por el programa se encontró de manera 

recurrente la PKC (Protein Kinase C), ya caracterizada en Leishmania y asociada por su papel crítico 

en la adhesión y en los pasos de internalización involucrados en el proceso de invasión [85]. 

 

En NMNATs de organismos como Trypanosoma cruzi eventos de fosforilación fueron analizados 

experimentalmente, estableciendo que la enzima es potencial blanco de serin-quinasas [86]. Para el 

caso de la NMNAT-1 de Homo sapiens se encontró que también es sustrato de fosforilación, con tres 

residuos de serina con alta probabilidad de presentar esta modificación (predicciones in silico). De 

los roles de otras modificaciones post-traduccionales como metilaciones, acetilaciones y 

glicosilaciones,  se dispone de información limitada en el parásito [81]. 

N-terminal 
N-terminal 

A 
 

C B 
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Tabla 7.1. Predicción de potenciales sitios de fosforilación de la LbNMNAT con NetPhos 3.0 [52].   

 

Residuo Secuencia  Puntaje/0,500 

S4 MLSSTAAP 0.663 

T13 YALRTDKLK 0.865 

S29 SCPTSTAEA 0,975 

S35 AEAASQVTP 0,603 

S69 AAKRSIEGV 0,946 

Y90 VGDAYGKPG 0.807 

S158 EWLTSHGRH 0,884 

S210  RGNISDSDD 0,991 

S212  NISDSDDFA 0,923 

T245 RYTFTFAAF 0.892 

S250  FAAFSVPDD 0,987 

T255  VPDDTSSTA 0,665 

T287  SRLRTMLPE 0,632 

 

Con el propósito de conocer la importancia de las secuencias específicas a nivel estructural y 

funcional en la enzima, se propuso el diseño de mutantes carentes de estas regiones. Para la selección 

y diseño de las proteínas, inicialmente se determinaron características de tamaño, longitud y punto 

isoeléctrico (datos registrados en la tabla 7.2). Para la proteína silvestre se determinó la composición 

porcentual de aminoácidos, predominando los residuos con carácter hidrofóbico (figura 7.4). El 

mismo análisis se realizó para las cuatro inserciones estudiadas, con un porcentaje mayor de 

aminoácidos polares en tres de ellas (Tabla 7.3).  

 

Posteriormente, se realizaron predicciones de estructura terciaria a través del servidor I-TASSER 

(Figura 7.5), las cuales fueron refinadas con 3Drefine y validadas con el gráfico de Ramachandran 

(Anexo 3). Con este diagrama se hizo un análisis de la calidad estereoquímica de cada modelo, pues 

permite visualizar todas las combinaciones posibles de los ángulos diédricos Ψ (Psi) y Φ (phi) en los 

aminoácidos que conforman la estructura de la proteína. Para todos los modelos más del 90% de los 

residuos presentan combinaciones de los ángulos phi y psi dentro de las regiones favorecidas y 

permitidas. Según las estructuras 3D, las deleciones de los residuos 205-212 y 264-276 muestran 

pérdida de giros aleatorios y parte de aminoácidos componentes de hélices alfa; por su parte, en la 

región 8-43 se elimina la estructura no resuelta del extremo amino terminal , mientras que en la 241-

249 una lámina β.  

Aunque todos los componentes estructurales son interesantes de estudio, a nivel in vitro se trabajó 

la inserción amino terminal, siendo la de mayor longitud y sobresaliente en la comparación 

tridimensional con las ortólogas humanas. También se estudió la región 241-249 cercana al motivo 

C-terminal de unión a ATP. Para los mutantes producto de la remoción de los aminoácidos 205-212 

y 264-276, se realizó una superposición estructural entre la proteína silvestre y la correspondiente 

versión delecional, comparando específicamente los posibles cambios espaciales de los residuos 

conservados involucrados en la unión con el adenosín trifosfato (H56, H59, S256 y R261).  En el caso 

Inserción 8-43 

Inserción 205-212 

Inserción 241-249 
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de la proteína Δ264-276LbNMNAT las cadenas laterales de los aminoácidos señalados no sufren un 

cambio significativo (figura 7.6 B), situación diferente para la proteína Δ205-212LbNMNAT en donde hay 

notorias diferencias espaciales (figura 7.6 A). Aunque la unión con este sustrato es relevante en la 

actividad enzimática, es necesario determinar otros factores estructurales para determinar si pueden 

o no ser catalíticamente activos.  

 

Tabla 7.2. Parámetros fisicoquímicos de la NMNAT de Leishmania braziliensis y los mutantes 
delecionales.  
 

Proteína Número de 

residuos 

Peso Molecular 

teórico (Da) 

Punto Isoeléctrico 

teórico (pI) 

LbNMNAT 307 33737.6 5.41 

Δ8-43LbNMNAT 272 30123.5 5.38 

Δ205-212LbNMNAT 299 32936.8 5.40 

Δ241-249LbNMNAT 298 32632.4 5.29 

Δ264-276LbNMNAT 291 31965.5 5.51 

 

 

Figura 7.4. La secuencia de la LbNMNAT contiene mayoritariamente aminoácidos no polares. (A) 

Composición porcentual de aminoácidos no polares, polares cargados y polares no cargados. (B). Composición porcentual 
de cada uno de los 20 aminoácidos que constituyen la proteína. 

 

 

 
Tabla 7.3. Composición porcentual de aminoácidos no polares, polares cargados y polares no 
cargados de las inserciones identificadas.  

 

 

 

 

 

Aminoácidos Región Δ8-43 Región 205-121 Región 241-249 Región264-276 

No polares o hidrofóbicos 47.3% 25% 55.5% 61.5% 

Polares no cargados 16.5% 25% 11.1% 30.8% 

Polares cargados 36.2% 50% 33.3% 7.7% 

A B 
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Figura 7.5. Modelos de estructura terciaria de la proteína silvestre y las versiones mutadas. (A) LbNMNAT 

(en color magenta, verde, naranja y amarillo están las regiones específicas ausentes en los mutantes delecionales 
correspondientes), C-score= -1,46, TM-score= 0,53 ± -0.15 (B) ∆8-43LbNMNAT, C-score= -0,30, TM-score= 0,67±-0,12. (C) 
∆205-212LbNMNAT, C-score= -1,25, TM-score= 0,56±-0,15 (D)  ∆264-276LbNMNAT C-score= -1,41, TM-score= 0,54±-0,15 
(E) ∆241-249LbNMNAT, C-score= -1,20, TM-score= 0,56±-0,15. Generados en el servidor I-TASSER y visualizados en el 
programa UCSF Chimera 1.10.1.  
 

 

 

 

 

Figura 7.6. Modelos de estructura terciaria de la LbNMNAT silvestre con las proteínas Δ205-212LbNMNAT 
y Δ264-276LbNMNAT en unión con ATP. (A y B) superposición estructural de las proteínas LbNMNAT (azul), Δ205-

212LbNMNAT (gris) y Δ264-276LbNMNAT (naranja) en presencia de ATP, respectivamente. Los residuos involucrados en la 
interacción con el sustrato (H56, H59, S256 y R261) se resaltan en el recuadro. Visualización en UCSF Chimera 1.10.1. 

 

 

 

 

 

 

 

A B 

Δ264-276LbNMNAT Δ205-212LbNMNAT 
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 Acercamiento experimental 

 

A nivel experimental este trabajo aborda dos las versiones truncadas de la proteína LbNMNAT: la Δ8-

43 y la Δ241-249, ahora denominadas deleciones amino y carboxilo terminales, respectivamente. 

Adicionalmente, se trabajó con un tercer mutante que representa una versión corta de la proteína 

(Δ1-104LbNMNAT) como herramienta para el estudio funcional del extremo amino terminal. 

Para la deleción 8-43, fue necesario realizar la construcción del vector de expresión empleando la 

técnica de mutagénesis dirigida por PCR (en la sección 7.4 se describe los resultados obtenidos a 

partir de la técnica). En cuanto al extremo carboxilo terminal, se buscó la solubilización de la 

recombinante con el fin de determinar su actividad enzimática. Las proteínas trabajadas se 

esquematizan en la figura 7.7. 

 

Figura 7.7. Esquema de la proteína 6xHis-LbNMNAT completa, al igual que las proteínas 6xHis-∆8-

42LbNMNAT, 6xHis-∆241-249LbNMNAT y 6xHis-∆1-104LbNMNAT. (Los recuadros blancos representan las regiones 

delecionadas). 
 

 

 

 

 

 

 

 
 6.26 
7.3 La remoción de los residuos 241-249 de la proteína LbNMNAT afecta su solubilidad y su actividad 

enzimática in vitro.  

 

La proteína 6xHisΔ241-249LbNMNAT fue expresada en E. coli BL21 (DE3) en forma de agregados 

insolubles, a partir del vector recombinante pQE30-Δ241-249LbNMNAT, construido previamente en 

nuestro laboratorio [13]. Pese a que se realizaron modificaciones en condiciones de expresión como  

temperatura y sistemas bacterianos, no se logró la obtención de la proteína de manera soluble, hecho 

que imposibilitó la determinación del papel de esta inserción en la actividad enzimática [13].  

 

Usualmente, altos niveles de expresión de proteínas recombinantes en E. coli producen proteínas 

mal plegadas que se acumulan como agregados intracelulares conocidos como cuerpos de inclusión 

[87]. Por lo general, cuando el nivel de expresión de la recombinante supera el 2% de las proteínas 

totales de la célula, se conduce a la formación de cuerpos de inclusión, probablemente por alcanzar 

concentraciones no fisiológicas que generan estrés celular y saturación de la maquinaria encargada 

del plegamiento celular [88]. Entre los factores que promueven la formación de estos agregados 

encontramos: las altas temperaturas de inducción, elevadas concentraciones de inductor y expresión 

en sistemas de promotores fuertes que favorecen la expresión a una tasa alta de trascripción. Pese a 

que estos factores fueron evaluados en un estudio previo con la proteína mutante, no se obtuvieron 

resultados satisfactorios. Entre las estrategias propuestas para contrarrestar esta situación, se incluyó 
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la clonación de chaperonas y foldasas que promuevan el plegamiento de las proteínas. Siguiendo este 

método, se co-expresó la 6xHisΔ241-249LbNMNAT con chaperonas moleculares (DnaK, DnaE, GrpE, 

GroES y GroEL), sin lograr obtener la proteína de manera soluble. Esta estrategia pudo no ser exitosa, 

dado que no es posible predecir qué chaperona facilita el plegamiento de esta proteína en particular, 

o si se requiere más de una chaperona o cofactor [89].  

 

Retomando este trabajo, se buscó una alternativa experimental que permitiera obtener proteína 

activa y plegada correctamente para su evaluación como adenilil transferasa. Por lo cual, se estudió 

otro factor que afecta la formación de cuerpos de inclusión en E. coli: alteraciones estructurales de 

las proteínas por ausencia de puentes disulfuro. Se conoce que la ubicación de los agregados es 

principalmente en uno o ambos polos de las células, debido al apilamiento macromolecular en el 

citoplasma [90], hecho que establece que la agregación también puede ser el resultado de la falta o 

incorrecta formación de enlaces disulfuro debido al entorno reductor del citoplasma bacteriano [89]. 

Esto se debe principalmente a que en la mayoría de los sistemas de sobre-expresión, la proteína 

recombinante producida se expresa en el citoplasma, pero la formación del enlace disulfuro se lleva 

a cabo por la oxidasa DsbA en el periplasma, donde E. coli está poco adaptada para producir con altos 

rendimientos proteínas unidas por múltiples puentes disulfuro [91]. Dado que todas las células vivas 

estudiadas hasta la fecha tienen enzimas dedicadas a reducir los enlaces disulfuro en su citoplasma, 

la formación de estos enlaces se ha dividido en compartimentos extra citoplasmáticos, como el 

periplasma en bacterias Gram negativas [92] o retículo endoplasmático en eucariotas [93].  

 

Teniendo en cuenta este aspecto, se realizó una predicción de los posibles enlaces disulfuro que se 

pueden presentar en la proteína, empleando el programa DIpro del servidor SCRATCH, que permiten 

predecir la existencia o no de enlaces entre cisteínas, estimando el número de enlaces entre ellas[57]. 

Como resultado, se obtuvo que la recombinante tiene en total diez residuos de cisteína, entre los 

cuales se predice la formación de cuatro enlaces, descritos en la tabla 7.4. Dado que estos enlaces 

sirven principalmente para estabilizar la estructura de la proteína, se extiende el análisis a nivel de 

estructura terciaria, en donde se observa cercanía espacial de los aminoácidos, es especial entre las 

cisteínas 22 y 26, al igual que entre la 182 y 186, siendo las más probables para la formación del 

enlace (Figura 7.8).  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Enlace 

disulfuro 

Posición  

Cys-1 

Posición  

Cys-2 

1 22 26 

2 182 186 

3 97 110 

4 122 169 

Figura 7.8. Cisteinas presentes en el modelo 
tridimensional de la proteína LbΔ241-
249NMNAT. En naranja se señalan las Cys que participan 

en los enlaces disulfuros predichos, en verdes aquellas que 
no participan.  

Tabla 7.4. Enlaces disulfuro predichos para 
la proteína LbΔ241-249NMNAT empleando 
DIpro. Pares de cisteínas ordenados por probabilidad 

en orden descendente. 
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Teniendo en cuenta que la proteína 6xHisΔ241-249LbNMNAT podría estar siendo expresada en el 

sistema heterólogo sin presentar de manera correcta sus puentes disulfuro, y sabiendo que estos son 

críticos para el correcto plegamiento, estabilidad y/o actividad, se buscó una alternativa enfocada en 

el uso de una cepa de expresión modificada en su ambiente redox citoplasmático.  

A nivel comercial, existen pocas cepas de expresión en E. coli dedicadas a modificaciones 

postraduccionales [91]. En el caso de los puentes disulfuro encontramos cepas como: Origami, 

AD494, BL21trxB, Rosetta-gami™ y SHuffle, caracterizadas por presentar mutaciones en los genes de 

la tiorredoxin reductasa (trxB) y la glutatión reductasa (gor). Estas mutaciones se hacen ya que la 

presencia de numerosas tiol reductasas (Grx1, Grx2, Grx3, Trx1, Trx2), de glutatión y otros reductores 

del grupo tiol mantienen reducidas las cisteínas en el citoplasma [91].  

 

Experimentalmente, se empleó la cepa SHuffle T7 Express, una cepa que carece de las reductasas 

trxB y gor (la letalidad conferida por estas mutaciones se suprime por una mutación en la peroxidasa 

AhpC*, que no tiene la capacidad de reducir los peróxidos, pero tiene la capacidad de reducir Grx1); 

además, también expresa la DsbC, una disulfuro isomerasa que convierte los enlaces disulfuros 

anómalos en correctos. El esquema de la ruta redox en el citoplasma de SHuffle se muestra en la 

figura 7.9 [91].  

 

Figura 7.9. Representación esquemática de las rutas redox implicadas en la formación de enlaces 
disulfuro en el citoplasma de SHuffle. Las líneas punteadas representan interacciones proteicas deshabilitadas 

debido a la eliminación de trxB y gor. Se indica el estado redox de las cisteínas (esferas amarillas) (oxidado = esfera + barra, 
reducido = esfera). (A) La proteína se reduce por Grx1 o se oxida por Trx1. (B) La proteína parcialmente oxidada se isomeriza 
a su estado nativo plegado correctamente (C) por DsbC. Figura tomada de [91]. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para evaluar si este sistema favorecía la obtención de la proteína en su forma soluble, se 

transformaron las células mediante choque térmico con el plásmido pQE30-Δ241-249LbNMNAT (Figura 

7.10-A). Se realizó la expresión de la proteína (~36.5kDa), analizando mediante SDS-PAGE y western 

blot proteínas totales y fracciones soluble e insoluble (Figura 7.10-B y C). Bajo las condiciones 

experimentales utilizadas se observa que la proteína se expresa de manera mayoritaria en la fracción 

insoluble; sin embargo, en esta cepa de expresión se logra obtener parte de la recombinante de 

manera soluble. Aprovechando la expresión de proteína solubilizada, se evaluó el efecto de la 

temperatura de inducción en el plegamiento de la misma ya que ha sido bien documentado y es uno 

de los factores más comunes para optimizar durante la producción de proteínas [65].  
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Se sometieron los cultivos bacterianos a temperaturas de 16°C, 25°C y 37°C, a una concentración de 

inductor de 1.0 mM y a un tiempo de inducción de 16 h. Como se detalla en la figura 7.10-D y E, la 

mayor producción de proteína tanto en fracción soluble como insoluble se registra a 37°C; esta es la 

temperatura óptima de crecimiento de E. coli, que coincide con la temperatura de máxima actividad 

de la T7 RNA polimerasa, aunque no es necesariamente la temperatura óptima de producción de 

proteínas heterólogas [94].  En células SHuffle, otros investigadores han determinado el papel de la 

temperatura en la expresión. Siete diferentes proteínas se indujeron con IPTG 1.0mM, con 

modificación de la temperatura de crecimiento a 16 °C, 25°C y 37°C, encontrando que la temperatura 

óptima varió entre ellas, permitiendo concluir que el efecto de la temperatura es específico de cada 

proteína [91].  

En este caso, el uso de la cepa SHuffle permitió obtener parte de la proteína en la fracción soluble, 

dando a conocer que para su plegamiento y estabilidad es altamente probable la formación de 

puentes disulfuro. Una vez solubilizada, y empleando la cola de histidinas adicionada en el extremo 

amino terminal de la enzima, se realizó una cromatografía de afinidad a metales, específicamente 

níquel, obteniendo la proteína parcialmente purificada (figura 7.10-F).  

 

Para determinar la importancia de la inserción carboxi-terminal en las propiedades catalíticas de la 

LbNMNAT, la proteína truncada presente tanto en la fracción soluble de SHuffle, como parcialmente 

purificada, fue sometida a ensayos de actividad determinados espectrofotométricamente. En este 

ensayo el NAD+ producto de la síntesis de la NMNAT es reducido a NADH por acción de la enzima 

alcohol deshidrogenasa, registrando el incremento en la absorbancia a 340 nm. Se empleó como 

control de actividad la proteína silvestre (LbNMNAT) presente tanto en fracción soluble de SHuffle 

como purificada (los resultados de expresión, purificación y actividad se registran en el Anexo 4), de 

igual forma se empleó fracción soluble de la cepa sin transformar y buffer de elución como controles 

negativos.  

 

En la figura 7.11 (A-B) se compara la actividad enzimática entre la 6xHisLbNMNAT y la 6xHisΔ241-

249LbNMNAT, observando pérdida de la actividad por parte de la proteína mutada. En el caso de las 

fracciones solubles, se ratifica que ninguna proteína del sistema bacteriano presenta actividad 

adenililtransferasa y que pese a que se empleó 10 veces más de proteína total con presencia de la 

proteína mutante con respecto a la proteína silvestre, esta no presentó aumento significativo en la 

absorbancia. Resultado similar se obtuvo al comparar la actividad de las proteínas parcialmente 

purificadas, en ensayos independientes.  
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Figura 7.10. Evaluación de la expresión de la proteína recombinante 6xHisΔ241-249LbNMNAT en las 
fracciones solubles e insolubles de la cepas de expresión E. coli SHuffle y su purificación parcial 
mediante IMAC. (A) Mapa del plásmido recombinante pQE30Δ241-249LbNMNAT, figura generada con el programa 

SnapGene Viewer. (B), (D) y (F) SDS-PAGE 12%, tinción en azul de Coomassie. (C) y (E) western blot en membrana de PDVF 
(anticuerpo primario anti-6xHis de ratón dilución 1:5000, sistema de revelado fosfatasa alcalina). (B) y (C) Proteínas totales, 
fracciones solubles e insolubles de la cepa SHuffle transformada con el vector pQE30Δ241-249LbNMNAT. (D) y (E) evaluación 
de la temperatura en la expresión de la proteína en fracciones solubles e insolubles.  (F) Purificación parcial de la 6xHisΔ241-

249LbNMNAT mediante IMAC. 
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Figura 7.11. La deleción carboxi-terminal afecta la actividad catalítica de la LbNMNAT. Ensayos enzimáticos 

acoplados para: (A) Fracción soluble de SHuffle con las recombinantes 6xHisLbNMNAT (control positivo), 6xHisΔ241-

249LbNMNAT y fracción soluble de la cepa sin transformar (control negativo). (B) Las proteínas recombinantes (silvestre y 
mutada) parcialmente purificadas mediante cromatografía de afinidad a Ni-NTA 

 
 

 

 
Para confirmar el resultado anterior se contrastó con un ensayo enzimático directo, en donde la 

proteína parcialmente purificada es incubada con los sustratos (ATP, NMN y su cofactor Mg2+), con 

el fin de seguir la producción de NAD+ mediante HPLC en fase reversa.  Inicialmente, se establecieron 

las condiciones de la corrida cromatográfica y se determinaron los tiempos de retención para cada 

una de las moléculas (Anexo 5). Al comparar los cromatogramas obtenidos (figura 7.12), se ratifica la 

pérdida de actividad de la proteína con la deleción carboxi-terminal. 

 

Figura 7.12. La remoción de los residuos 241-249 de la LbNMNAT afecta su actividad 
adenililtransferasa. La síntesis de NAD+ se verificó mediante RP-HPLC. Se indican los picos correspondientes para los 

sustratos NMN y ATP, así como para el producto NAD+. Evaluación de la actividad enzimática de: A. Buffer de reacción 
(control negativo de actividad). B y C Proteínas silvestre 6xHisLbNMNAT y 6xHisΔ241-249LbNMNAT parcialmente 
purificadas, respectivamente.  

 

 

 
 

 

 

 

 

Fracción soluble Proteína total (µg) 

6xHisLbNMNAT 50 

SHuffle sin transformar 500 

6xHisΔ241-249LbNMNAT 500 

Proteína parcialmente 
purificada 

Proteína 
total (µg) 

6xHisLbNMNAT 20 
6xHisΔ241-249LbNMNAT 20 

A B 

A 
B C 
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Para conocer los posibles cambios estructurales de la proteína producto de la remoción de los 

residuos 241-249, se analizó tanto la estructura secundaria como la terciaria. En la primera de ellas 

se encontró que los aminoácidos sustraídos están involucrados en la formación de una lámina β, 

como se señala en el perfil gráfico en la tabla 7.5, que fue construida con el predictor PREDATOR, que 

usa estadísticas de pares de aminoácidos para predecir puentes de hidrógeno entre láminas β vecinas 

y entre residuos i, i+4 en hélices, con una precisión aproximada del 75% [55]; esta lámina β es 

observada de igual forma en el modelo tridimensional obtenido mediante threading con I-TASSER 

(figura 7.5-A).  

 

Estructuralmente, las NMNATs contienen un dominio α/β que involucra láminas β rodeadas por 

hélices α y un dominio C-terminal formado por dos hélices α. El dominio α/β es conocido como 

plegamiento tipo Rossmann y proporciona los determinantes estructurales necesarios para la unión 

a sustratos, oligomerización y catálisis [80]. Sin embargo, es de resaltar que al comparar las 

estructuras resueltas mediante cristalografía de rayos x de diferentes NMNATs, es característica la 

presencia de un elemento estructural conformado por un loop ó un loop y una hoja β, que conecta 

la topología Rossmann con el dominio C-terminal, como se muestra en la figura 7.13. Tal elemento 

estructural está sujeto a cambios conformacionales que acompañan la catálisis y también 

proporciona una contribución clave para la estabilización del ensamblaje oligomérico [80]. En el 

mutante carboxi-terminal se altera la estructura y composición de la hoja β que sirve de conector 

entre los dos dominios mencionados, hecho que afecta su actividad enzimática pese a que la deleción 

no involucra de manera directa residuos claves en la catálisis. De esta manera se muestra la relevancia 

estructural y funcional de dicha región y se abre como alternativa la evaluación de su rol en los 

procesos de oligomerización de la enzima.  

 
 
Tabla 7.5. Predicción de la estructura secundaria de las proteínas LbNMNAT y Δ241-249LbNMNAT. 

Porcentaje de residuos predichos como hélices α (azul), láminas β (rojo) o regiones aleatorias (púrpura) en comparación 
con el número total de aminoácidos de la secuencia de la proteína LbNMNAT (307 aa) y la versión Δ241-249 (298 aa). 
 

 

LbNMNAT 

Predictor (%) 
 Hélices α 

(%) 
Láminas β 

(%) Giros 
aleatorios 

Perfil gráfico estructura secundaria 

PREDATOR 44.63 10.42 44.95 
 

Δ241-249LbNMNAT 

 
 

 
42.28 

 
11.41 

 
46.31 
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Figura 7.13. La deleción 241-249 en la LbNMNAT elimina un elemento estructural clave de las NMNATs. 
Representación de diferentes NMNATs cristalizadas en donde se resalta el dominio C-terminal (azul), el plegamiento 
Rossmann (gris) y el elemento estructural (loop/ loop- hoja β en naranja) que conecta el dominio α/β con el dominio C-
terminal. En el modelo de la LbNMNAT se resalta en verde la región sustraída 241-249.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.4 Mediante mutagénesis dirigida se construyó el plásmido pQE30-∆8-42LbNMNAT  

 

Entre las regiones encontradas in sílico, también se llevó al plano experimental la deleción de los 

residuos 8-42 de la enzima. Para ello, fue necesaria la construcción del vector mediante mutagénesis 

dirigida, una técnica que permite la manipulación química de un gen y por ende la proteína codificada 

por este DNA. Esta herramienta ha demostrado ser valiosa para estudiar la relación estructura-

función de las proteínas, dado que los cambios estructurales resultantes, pueden estar vinculados a 

cambios en función, estabilidad y/o actividad [95]. Para llevar a cabo esta metodología se requiere 

un vector de expresión que contiene la secuencia de interés y cebadores que flanqueen la región a 

delecionar. En este caso, se cuenta con el vector pQE30-LbNMNAT, que permite expresar la proteína 

fusionada a una cola de histidinas.  

 

Al realizar el diseño de cebadores para la mutación 8-43 de la secuencia de interés, se encontró un 

alto contenido de guaninas en el cebador directo, situación que aumentó la probabilidad de formar 

dímeros de primers a la hora de realizar la PCR. Para contrarrestar esta situación, se evaluó diferentes 

longitudes del cebador, temperatura de anillamiento y porcentaje GC; sin embargo, las 

modificaciones de estos parámetros no dieron un resultado promisorio. Por esta razón, se realizó el 

diseño de primers para llevar a cabo la deleción 8-42, permitiendo adicionalmente insertar sitios de 

NMNAT M. jannashii NaMNAT E. coli NaMNAT S. aereus 

hNMNAT 1 hNMNAT 3 Modelo LbNMNAT 
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corte para las enzimas BamHI y KpnI, empleadas posteriormente para la confirmación de la identidad 

del constructo.  

 

El proceso de obtención del vector de expresión se resume en la figura 7.14. En donde células 

químicamente competentes fueron transformadas con el producto de amplificación que 

corresponde al vector linealizado de un tamaño de ~4227 pb. Con el fin de detectar los clones que 

presentaron el nuevo plásmido recombinante, se realizó una reacción en cadena de la polimerasa 

para amplificar específicamente la secuencia codificante mutada. La secuencia nucleotídica del gen 

de la NMNAT del parásito tiene un tamaño de 936 pb, pero al realizar la deleción la secuencia queda 

con un tamaño de 831 pb. De las colonias rastreadas una presentó amplificado en el tamaño 

esperado. Para confirmar la identidad del mutante se hizo extracción del vector por lisis alcalina, se 

realizó PCR sobre el mismo y se sometió a doble digestión enzimática, obteniendo los resultados 

esperados. 

 

Una vez diseñado y obtenido el vector, se buscó la expresión de la proteína en el sistema heterólogo 

E. coli (cepa BL21 DE3). Pese a modificaciones en las condiciones de expresión, no fue posible la 

inmunodetección de la recombinante (figura 7.15). A nivel experimental varios factores pueden 

afectar el proceso de expresión de proteínas. En el caso de mutagénesis dirigida, es probable que 

ocurra omisión de nucleótidos en el sitio de la ligación en la construcción del vector, hecho que 

cambia el marco abierto de lectura y por ende la proteína expresada. Para confirmar si existe 

alteración en la secuencia, se esperan los resultados de la secuenciación del plásmido construido. 

Vale la pena aclarar que se abordaron diversas estrategias para la obtención del vector, sin embargo, 

a la fecha se trabaja en la construcción del mismo.  

 

A pesar de que los resultados experimentales aun no son concluyentes, se estudió in silico los posibles 

cambios estructurales que pudiese presentar la enzima al realizarse la deleción; dado que la región 

de interés presenta proximidad al motivo de unión de ATP en el extremo amino terminal, se 

generaron modelos tridimensionales predictivos en donde se comparó la disposición espacial de los 

residuos conservados de unión a esta molécula, encontrando que las cadenas laterales de los 

aminoácidos involucrados podrían presentar variación afectando la actividad catalítica (figura 7.16).  
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Figura 7.14. Construcción del plásmido recombinante pQE30-∆8-42LbNMNAT. (A). Vector linealizado 

(~4274pb) producto de mutagénesis dirigida por PCR empleando como plantilla el vector pQE30-LbNMNAT (B). Análisis 
mediante PCR de colonia, amplificación del inserto Δ8-42lbnmnat (~831pb), C- control negativo, agua como plantilla. (C). 
Confirmación de la identidad del plásmido mediante PCR, amplificados de la nmnat silvestre (WT) y el delecional (Δ8-42). 
Digestión enzimática de los vectores pQE30-LbNMNAT y pQE30-Δ8-42LbNMNAT. (D) Generación virtual del gel de agarosa al 
1% (p/v) de la reacción de doble digestión con BamHI y KpnI del vector recombinante en el programa NEBcutter V2.0.  (E). 
Gel de agarosa al 1% (p/v), tratamiento del vector pQE30 vacío y con inserto con las enzimas de restricción BamHI y KpnI. 
(F). Mapa del plásmido recombinante, figura generada con el programa SnapGene Viewer 3.3.3. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7.15. Evaluación de la expresión de la proteína recombinante 6xHisΔ8-42LbNMNAT. E. coli BL21 

(DE3) transformadas con el vector pQE30-∆8-42LbNMNAT sometidas al proceso de inducción. Se evaluaron células sin 
transformar (ST), tres colonias que contienen el vector de interés (C#) y como controles se empleó la proteína silvestre 
(LbNMNAT) expresada en SHuffle (A). SDS-PAGE 12%, tinción en azul de Coomassie. (B). western blot en membrana de PDVF 
(anticuerpo primario anti-6xHis de ratón dilución 1:5000, sistema de revelado fosfatasa alcalina). Hay reconocimiento 
únicamente de la recombinante completa (~37kDa) y no de la proteína 6xHis Δ8-42LbNMNAT (~33kDa). 
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Figura 7.16. Modelos predictivos de la estructura terciaria de la LbNMNAT silvestre y el mutante 8-42 
en unión con ATP. Proteínas LbNMNAT (azul) y Δ8-42LbNMNAT (gris) en presencia de ATP. Los residuos involucrados en 

la interacción con el sustrato (H56, H59, S256 y R261) se muestran en color azul y morado, respectivamente. Visualización 
en UCSF Chimera 1.10.1. 
 
 

 

 

 

 

 

7.5 Análisis de una versión corta de la NMNAT de Leishmania braziliensis  

El estudio de mutantes delecionales de la LbNMNAT no sólo abarcó las inserciones específicas 

señaladas anteriormente, sino que involucró también el estudio de una versión truncada de la enzima 

que prescinde de los primeros 104 residuos y que busca conocer el significado funcional del extremo 

amino terminal. Es de remarcar que el diseño y creación de la proteína recombinante con variación 

significativa en el tamaño (Δ1-104LbNMNAT), busca responder un interrogante generado a raíz de 

evidencias experimentales obtenidas previamente en nuestro grupo de investigación y que es 

fundamentado en las particulares formas de regulación génica que se ha observado en Leishmania.  

 

Experimentalmente hemos encontrado que al analizar extractos de proteínas totales, solubles e 

insolubles de promastigotes de L. braziliensis mediante western blot, y empleando anticuerpos anti 

6xHis-LbNMNAT producidos tanto en modelos murinos como en modelos aviares (IgYs), se detectó 

de manera específica una señal intensa de ∼22 kDa; es decir, 12 kDa menos que el peso molecular 

teórico de la proteína LbNMNAT (33,7 kDa). Este mismo resultado se obtuvo al emplear anticuerpos 

policlonales contra la proteína recombinante NMNAT de Trypanosoma cruzi (6xHis-TcNMNAT) que 

presenta un 40% de identidad con la enzima de Leishmania. Adicionalmente, en ensayos de western 

blot efectuados sobre extractos solubles de diferentes especies, no solo del nuevo sino del viejo 

mundo (L. braziliensis, L. major, L. mexicana), se reveló la misma banda específica de ∼ 22 kDa [13]. 

La inmunodetección de la NMNAT endógena del parásito con un tamaño significativamente menor 

al esperado se puede analizar teniendo en cuenta varios procesos biológicos, sin embargo, basados 

en resultados previos de nuestro grupo [49], en donde a partir de ADNc se amplificó la secuencia 

completa (924 pb) que codifica una proteína de 33.7 kDa, se plantea que la enzima puede ser blanco 

de modificaciones post transcripcionales.  

La organización génica en Leishmania spp es especial entre eucariotas, pues no contiene intrones 

[96]. Los genes se organizan en series de secuencias codificantes en tándem, posicionadas 

direccionalmente y transcritas de forma policistrónica. Además, carecen de la capacidad de regular 
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el inicio transcripcional de la ARN polimerasa II (RNAP II) al no tener promotores canónicos Pol II. Por 

lo tanto, la regulación de la expresión génica en estos organismos se produce exclusivamente a nivel 

postranscripcional e implica el procesamiento del pre-ARNm, la estabilidad de la proteína y el control 

post traduccional [97].  

En detalle, poco se sabe de la síntesis de proteínas en los parásitos protozoarios pertenecientes a la 

familia Trypanosomatidae. Sin embargo, la presencia de la estructura cap altamente modificada y la 

secuencia líder empalmada en el extremo 5 ͗en todos los ARNm sugieren posibles diferencias en el 

reclutamiento de los ARNm por parte de los ribosomas [98]. Aunque en eucariotas superiores el 95% 

de la traducción se inicia en el triplete AUG cerca al extremo 5 ͗, algunos transcritos eucariotas tienen 

disposiciones más complejas y la secuencia que rodea el codón AUG puede potenciar o inhibir el 

inicio de la traducción en ese sitio. Por lo tanto, si el primer triplete AUG aparece en un contexto de 

reconocimiento de secuencia no óptimo, algunas subunidades 40s omitirán este triplete e iniciarán 

la traducción en un sitio de inicio posterior mediante un proceso denominado " Leaky scanning” [99]. 

En este sentido es interesante estudiar si la existencia de una variante de la LbNMNAT podría ser 

producto de un sitio de inicio alterno en la transcripción.  

Al analizar la secuencia codificante de la NMNAT de Leishmania braziliensis se observa que contiene 

un segundo codón de inicio (ATG) en el mismo marco abierto de lectura (ORF), que puede ser sitio 

potencial para el inicio de la traducción (figura 7.17). La secuencia primaria de la proteína codificada 

desde dicho codón (segunda metionina), presenta un tamaño de 203 aminoácidos y un peso 

molecular de 22962.1 Da, peso molecular que corresponde con la evidencia experimental obtenida. 

Por ello, se plantea la posibilidad que del mismo gen que codifica para la LbNMNAT se observe la 

expresión de la proteína pero con longitudes variables del extremo amino terminal. En este caso, se 

estudiaría la existencia de un sitio alternativo del inicio de la transcripción, específicamente dos 

codones AUG en un mismo ARNm, que conduciría a isoformas de la proteína [100].  

Se conoce que diversos organismos se benefician de mecanismos elaborados para modificar sus 

proteínas, creando variantes de las mismas (isoformas), ya sea para aumentar la diversidad de sus 

funciones como para regular sus actividades. Por ejemplo, en Leishmania major, la enzima serin-

hidroximetiltransferasa (SHMT) presenta dos isoformas con variación en la extensión del extremo 

amino terminal lo que les permite tener diferente localización subcelular (citosólica y 

mitocondrial)[101].  En Saccharomyces cerevisiae el gen SUC2 invertasa contiene múltiples codones 

ATG, y la iniciación en el primer sitio produce una proteína invertasa glicosilada que es secretada. Sin 

embargo, cuando la traducción se inicia desde un AUG cadena abajo, el resultado es una proteína 

invertasa no glicosilada que permanece en la célula [99].  

 

El gen RAD52 de Saccharomyces contiene cinco potenciales sitios de la traducción y se detecta 

múltiples especies de Rad52 con diferentes movilidades electroforéticas. Estas múltiples especies de 

proteínas se deben a una elección mezclada de codones de inicio así como a modificaciones 

postraduccionales [99]. Para el caso de Drosophila melanogaster que posee tan sólo un gen Nmnat, 

existe dos codones de inicio en la traducción en el primer exón, lo que aumenta la diversidad de las 

proteínas. A través de splicing alternativo se regula la expresión de variantes DmNmnat 
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funcionalmente distintas. La enzima DmNmnat asume dos identidades: una variante que se expresa 

constitutivamente con una vida media larga, y una variante que exhibe una expresión aumentada de 

transcritos como respuesta al estrés. Con este modo de regulación postranscripcional, el organismo 

aumenta la tolerancia celular al estrés sin agregar nuevos genes [102].  

 

Figura 7.17.  Análisis de un sitio alternativo del inicio de la transcripción en la secuencia codificante de 

la LbNMNAT. 

 

 

 

7.5.1 Construcción, expresión y evaluación de la actividad enzimática de la proteína recombinante 

6xHisΔ1-104LbNMNAT.   

 

Para llevar al plano experimental la proteína codificada desde el segundo codón de inicio y verificar 

si ésta versión es activa, se buscó la expresión de la recombinante mediante la construcción del vector 

pQE30-Δ1-104LbNMNAT utilizando la técnica de subclonación en el vector pGEMT-easy.  

 

A continuación, se muestran los resultados obtenidos en la contrucción de los dos vectores: en la 

figura 7.18 se encuentran los pasos de clonación para la creación del constructo pGEMT-Δ1-

104LbNMNAT que fue empleado como plantilla de la secuencia de interés. Una vez corroborada su 

identidad mediante PCR y tratamiento con enzimas de restricción, el inserto se ligó con el vector 

pQE30 digerido. Los resultados de la técnica de sub clonación se resumen en la figura 7.19.  
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Figura 7.18. Construcción del plásmido recombinante pGEMT-∆1-104LbNMNAT. (A). Mapa del plásmido 

recombinante, figura generada con el programa SnapGene Viewer 3.3.3. (B). Amplificación del fragmento Δ1-104lbnmnat 
(~632pb) mediante PCR utilizando ADN genómico 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. (C). 
Análisis mediante PCR de colonia, amplificación del inserto Δ1-104lbnmnat, C+ (control positivo vector pQE30-LbNMNAT 
como plantilla) C- (control negativo, agua como plantilla). (D). Generación virtual del gel de agarosa al 1% (p/v) de la reacción 
de doble digestión con BamHI y KpNI del vector recombinante en el programa  NEBcutter  V2,0. (E). Gel de agarosa al 1% 
(p/v), tratamiento del vector pQE30 vacío y con inserto con las enzimas de restricción BamHI y KpNI. 

 

Figura 7.19. Construcción del plásmido recombinante pQE30-∆1-104LbNMNAT. (A). Mapa del plásmido 

recombinante. Figura generada con el programa SnapGene Viewer 3.3.3. (B). Fragmento ∆1-104lbnmnat purificado y 
plásmido pQE30 previamente digerido con las enzimas de restricción KpnI y BamHI. Estas muestras se ligaron y la reacción 
de ligación se empleó para transformar células E. coli JM109. (C). Análisis mediante PCR de colonia, amplificación del inserto 
Δ1-104lbnmnat, C- (control negativo, agua como plantilla). (D). Confirmación de la identidad del plásmido mediante PCR, 
amplificación del inserto delecionado (  ̴632pb). C+ (control positivo vector pQE30-LbNMNAT como plantilla). (E). Gel de 
agarosa al 1% (p/v), tratamiento del vector pQE30 vacío y con inserto con las enzimas de restricción BamHI y KpNI. 

  

 

 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

La proteína de   ̴26kDa, dada la adición de la cola de histidinas, fue expresada en el sistema bacteriano 

E. coli BL21 (DE3) encontrándose mayoritariamente en la fracción insoluble (Fig. 7.20 A-B).  Se 

A B C D E 

A B C 

D E 
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emplearon diferentes estrategias para optimizar la producción de la proteína en la fracción soluble. 

Se varió la temperatura de inducción (20 y 25°C), la concentración del inductor (IPTG 0.5 y 1.0 mM) 

y se modificaron las condiciones del medio LB con la incorporación de glicerol (0.6 M) y etanol (3% 

v/v) como aditivos que facilitan el plegamiento y estabilizan la conformación proteica; a pesar de ello, 

ninguna de las condiciones mostró aumento significativo en la solubilidad (Figura 7.20 C).  

Como estrategia alterna, se empleó la cepa de expresión E. coli SHuffle, que favoreció parcialmente 

el correcto plegamiento de la recombinante y permitió la inmunodetección de la fracción soluble 

pese a que la proteína se expresó de manera mayoritaria como cuerpos de inclusión (figura 7.21 A-

B). Mediante cromatografía de afinidad a níquel, se logró enriquecer y purificar parcialmente el 

mutante (figura 7.21 C). Se observó co-purificación de complejos macromoleculares de E. coli debido 

a que varias proteínas bacterianas nativas exhiben una afinidad relativamente alta por cationes 

divalentes.  Se conoce que la mayoría de estas proteínas corresponden a enzimas sensibles al estrés, 

producidas en gran cantidad como respuesta celular a la expresión proteica heteróloga [103].  

Figura 7.20. Expresión de la proteína recombinante 6xHis-∆1-104LbNMNAT (~26kDa) en E. coli BL21 (DE3) 
como cuerpos de inclusión. Proteínas totales, fracción soluble (S) e insoluble (I) analizadas mediante SDS-PAGE 12% 

(A) y mediante western blot utilizando el anticuerpo primario anti-6xHis y el sistema de revelado con fosfatasa alcalina (B). 
La modificación de las condiciones de cultivo con aditivos, cambios de la temperatura de inducción y concentración del 
inductor (IPTG) para fracciones solubles e insolubles se analizaron mediante western blot. ST (E. coli BL21 sin transformar), 
los asteriscos son las muestras cuyos medios contenían adicionalmente glicerol 0.6M y etanol 3% (C). 

 

  

 

 

 

 

 

 

Con el fin de evaluar la capacidad de sintetizar NAD+ por parte de la recombinante, se realizaron 

ensayos enzimáticos acoplados medidos espectrofotométricamente a 340 nm y ensayos directos por 

RP-HPLC (figura 7.22). Por los dos métodos se observó que la proteína no presenta actividad 

adenililtransferasa. Como control positivo de actividad se utilizó la proteína 6xHis-LbNMNAT 

codificada desde el primer codón de inicio de la secuencia estudiada.   

 

 

B A C 
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Figura 7.21. Solubilización y purificación parcial de la proteína recombinante 6xHis-∆1-104LbNMNAT 
(~26kDa). Células E. coli SHuffle sin transformar (ST) y transformadas con el vector pQE30-∆1-104LbNMNAT. (A y B) 

Fracciones solubles e insolubles de diferentes clones (C1, C2 y C3) analizadas mediante SDS-PAGE 12% y western blot (anti-
6xHis y el sistema de revelado con fosfatasa alcalina, (*inespecificidad anticuerpo 2°). (C). Purificación parcial de la 
recombinante mediante IMAC. 
 

 

 

 
 
 
 

 

Figura 7.22. La proteína recombinante 6xHis-∆1-104LbNMNAT no presenta actividad adenililtransferasa. 
(A) Ensayos enzimáticos acoplados para las proteínas recombinantes (silvestre y mutada) parcialmente purificadas 
mediante cromatografía de afinidad a Ni-NTA. (En la tabla se especifica la cantidad de proteína empleada para el ensayo). 
La síntesis de NAD+ se verificó mediante RP-HPLC. Se indican los picos correspondientes para los sustratos NMN y ATP, así 
como para el producto NAD+. Evaluación de la actividad enzimática de: (B) Buffer de reacción (control negativo de actividad). 
(C y D) Proteínas silvestre 6xHisLbNMNAT y 6xHisΔ1-104LbNMNAT parcialmente purificadas, respectivamente. 
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6xHis-Δ1-104LbNMNAT 20 
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Para estudiar los posibles cambios estructurales presentados por la enzima, se generaron modelos 

tridimensionales con los que se comparó topológicamente las proteínas LbNMNAT y ∆1-104LbNMNAT. 

Con la pérdida de los aminoácidos del extremo amino terminal hay modificación en la arquitectura 

del plegamiento Rossmann (Figura 7.23). Aunque la proteína de menor tamaño conserva el motivo 

de unión al mononucleótido de nicotinamida, pierde uno de los motivos de reconocimiento de ATP. 

De manera conservada en las NMNATs se encuentran dos motivos: el motivo conservado [H/T]xGH 

presente en el sitio activo que media el reconocimiento del ATP y la unión por parte de la NMNAT, y 

el motivo conservado ISSTxxR, que se sospecha facilita la unión del sustrato en el sitio catalítico y 

media la interacción con el fosfato-γ del ATP y, posiblemente, el PPi de salida [80]. La no existencia 

del motivo [H/T]xGH en la versión 1-104 se puede relacionar con la pérdida de la actividad NMNAT 

(Figura 7.24).  

  

Figura 7.23. Modelos predictivos de la estructura terciaria de las proteinas LbNMNAT y ∆1-104LbNMNAT. 
(A). Proteína silvestre, C-score= -1.46, TM-score= 0.53 ± -0.15. (B) ∆1-104LbNMNAT, C-score= -0.66, TM-score= 0.63±-0.14. 
(C) superposición estructural de la proteína silvestre (azul) con el mutante (violeta), con valor RMSD de 0,623 Ǻ. En verde 
se señalan la región ausente. Visualización en UCSF Chimera 1.10.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7.24. Motivos de unión a ATP en las proteínas LbNMNAT y Δ1-104LbNMNAT según el modelo de 
estructura terciaria. Se resaltan el motivo [H/T]xGH (amino terminal-Azul) y el motivo ISSTxxR (carboxi terminal-naranja) 

de la LbNMNAT (A). Sitio de reconocimiento de unión a ATP en la proteína silvestre.  (B). Sitio de reconocimiento de unión 
a ATP en la proteína mutada. Visualización en UCSF Chimera 1.10.1. 
 

 

 

 

 

 

C-terminal 

N-terminal 

A B 

 

C 



 61 

 

7.5.2 Estudio de la actividad chaperona de las NMNATs 

Diversas investigaciones han demostrado funciones adicionales para la NMNAT, incluyendo un papel 

potencial en el proceso de reparación del ADN a través de interacciones proteína-proteína y 

funciones neuroprotectoras en el sistema nervioso de ratón, rata y Drosophila [80]. En este último 

modelo se mostró la actividad protectora de la NMNAT con enzimas inactivas indicando la existencia 

de funciones adicionales independientes a su actividad sintetizadora de NAD+ [104]; hecho que llevó 

al descubrimiento de su función chaperona. Investigadores demostraron tanto en ensayos 

bioquímicos como con células cultivadas que la NMNAT de Drosophila (DmNMNAT) tiene función 

chaperona, y comparte similitud estructural significativa con chaperonas conocidas [105]. Para la 

NMNAT-2 de Homo sapiens también se ha determinado esta función [106].   

Para establecer la actividad chaperona de la NMNAT mediante ensayos in vitro, se evalúa la capacidad 

de reducir la agregación térmica de una proteína modelo como la citrato sintasa (CS) o la insulina. En 

la investigación de Grace Zhai et al [105], se observó que la DmNMNAT al igual que la chaperona 

Hsp70, reducen eficientemente la agregación térmica inducida de la CS en ausencia de ATP y de 

manera dependiente de la concentración, confirmando su actividad chaperona. Resultados similares 

registraron al evaluar versiones de la DmNMNAT enzimáticamente inactivas, lo que mostró que la 

actividad chaperona de NMNAT es independiente de su síntesis de NAD+. Para establecer qué 

dominio específico estaba asociado con esta función, crearon tres proteínas truncadas: la NMNAT-

ΔC, que elimina el dominio carboxi-terminal incluyendo el motivo de unión a ATP; la NMNAT-ΔN, que 

elimina el motivo catalítico N-terminal; y la NMNAT-ΔCN, que elimina los extremos amino y carboxi. 

Como se muestra en la figura 7.25-C, el motivo catalítico N-terminal no es esencial para la actividad 

chaperona; sin embargo, se requiere el dominio C-terminal que contiene el dominio de unión a ATP, 

ya que ni NMNAT-ΔC ni NMNAT-ΔCN tienen actividad de chaperona (figura 7.25 B y D). Datos que 

proporcionan evidencia adicional de que las actividades de chaperona y de síntesis de NAD+ de la 

NMNAT se pueden disociar [105]. 

Figura 7.25. La región N-terminal de la DmNMNAT no es necesaria para la actividad chaperona. (A) 

Diagrama de las estructuras y dominios de la NMNAT de longitud completa y truncada. NMNAT-ΔC elimina el dominio de 
unión a ATP C-terminal (1-244). NMNAT-ΔN elimina el motivo catalítico N-terminal (64-297). NMNAT-ΔCN elimina los 
dominios N-terminal y C-terminal (64-244).  (B-D) Actividad chaperona de las proteínas NMNAT truncadas. Tomada de [105]. 
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La existencia de mutantes delecionales que suprimen el motivo de unión a ATP en el extremo amino 

terminal y conservan su actividad chaperona, dan paso a la importancia de evaluar si la NMNAT de 

Leishmania braziliensis puede actuar como chaperona molecular y si versiones de la proteína con 

longitud variable del extremo N-terminal, pueden ser expresadas en el parásito para llevar a cabo 

este papel biológico.  

Incursionando en el análisis de la LbNMNAT como potencial chaperona, se realizó una comparación 

estructural con la isoforma B de la NMNAT de Drosophila melanogaster, específicamente con la 

versión truncada NMNAT-ΔN que elimina el motivo catalítico N-terminal y que presenta actividad 

chaperona [105]. Se contrastó el modelo tridimensional de la DmNMNAT-ΔN con los modelos de la 

LbNMNAT silvestre y la proteína Δ1-104LbNMNAT, encontrando que presentan alta similitud 

estructural. Las versiones truncadas de la NMNAT de Drosophila y Leishmania comparten varios 

elementos estructurales que pueden estar involucrados en el plegamiento de proteínas y que 

permiten postular a la Δ1-104LbNMNAT como posible chaperona, siendo necesario llevarlo al plano 

experimental para corroborarlo (figura 7.26).   

Figura 7.26. La LbNMNAT y la versión Δ1-104LbNMNAT presentan semejanza estructural con la NMNAT- 

ΔN de Drosophila melanogaster que tiene actividad chaperona. (A). Superposición estructural de la LbNMNAT 

(azul) con la NMNAT-ΔN (dorado) con RMSD entre 145 pares de átomos de 0.632 Å, (entre todos los 207 pares de átomos 

4.454 Å. (B). Superposición estructural de la Δ1-104LbNMNAT (azul) con la NMNAT-ΔN (dorado) con RMSD entre 135 pares 

de átomos de 0.602 Å, (entre todos los 168 pares de átomos 6.130 Å). 

 

 

 

 

 

 

 

 

También se realizó una comparación a nivel de estructura primaria con varias chaperonas de 

Leishmania, pero no se encontró homología de secuencia. Como alternativa, se empleó el servidor 

DALI [107], que compara estructuralmente la proteína con la base de datos PDB (Protein Data Bank), 

dando como resultado una lista de vecinos estructurales. Como era de esperar, las proteínas de 

mayor homología estructural fueron otras adenililtransferasas; sin embargo, de manera interesante 

se encontró que presenta homología con la proteína Usp (Universal Stress Protein) de Archaeoglobus 

Fulgidus (código 3DLO) que tiene actividad chaperona [108][109]; obteniendo un Z-score de 4.5 (valor 

>2 presenta semejanza estructural significativa). Las dos proteínas tienen un 7% de identidad y al 

realizar una superposición estructural se encuentra que en el centro catalítico de la NMNAT dos 
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hélices α y una lámina β presentan mayor similitud (figura 7.27 A-B). Este tipo de análisis ya se ha 

realizado con las ortólogas humanas 1 y 3, que tienen semejanza estructural significativa con la UspA 

(Z-score: 5.1) y a las cuales se les ha determinado experimentalmente su actividad chaperona (figura 

6.27 C-D)[80][105].  

Figura 7.27. La enzima LbNMNAT y la Usp presentan semejanza estructural significativa. (A). Superposición 

estructural de la LbNMNAT (azul) con la Usp (naranja), con un 7% de identidad y un RMSD entre los 114 pares de átomos  
de 11.859 Å, entre los 12 pares de átomos de mayor superposición 1.329 Å. (B). Estructura cristalina de la Usp (código 
3DLO). Visualización en UCSF Chimera 1.10.1. (C) Superposición estructural de NMNAT1 y UspA, con un 13% de identidad y 
una RMSD de 3.0 Å para la longitud de la proteína UspA. (D) Estructura cristalina de la UspA. Figuras (C y D) tomadas de 
[105].  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Encontrar elementos estructurales en la LbNMNAT que se asemejan a proteínas con actividad 

chaperona, es el primer paso hacia la confirmación experimental de dicha función. Esta acción dual 

sería de gran utilidad para el parásito, en especial, a la hora de responder a los cambios ambientales 

que sufre a medida que avanza en su ciclo de vida. La adaptación a dos entornos distintos (los 

macrófagos en el hospedador y el intestino del insecto), generan importantes diferencias en 

temperaturas, pH, nutrientes y defensas, que requiere cambios importantes en la expresión génica.  

 

7.6 Estudio in vivo del efecto delecional del extremo amino terminal de la LbNMNAT en la localización 

sub-celular. 

 

Además de estudiar la función de las inserciones en la actividad enzimática, también se estudió su rol 

en la localización sub-celular a partir de la expresión de los mutantes en promastigotes de L. 

braziliensis. Se trabajó con el mutante Δ1-43LbNMNAT construyendo el vector de interés mediante 

sub-clonación en pGEMT y usando el plásmido pSP72RneoGFP. En la figura 7.28 se muestra los 

resultados de dicha estrategia experimental 
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Figura 7.28. Construcción de los plásmidos pGEMT-∆1-43LbNMNAT y pSP72∆1-43LbNMNAT-GFP. El vector 

para la expresión de la proteína mutada en Leishmania fue construido por sub-clonación. Inicialmente se construyó el vector 
pGEMT-∆1-43LbNMNAT (A). Amplificación del fragmento Δ1-43lbnmnat (~800pb) mediante PCR utilizando ADN genómico 
como plantilla. El producto amplificado se purificó desde el gel y se ligó con el vector de clonación pGEMT. La reacción de 
ligación se empleó para transformar células E. coli TOP 10. (B). Análisis mediante PCR de colonia, amplificación del inserto, 
+ (control positivo vector pQE30-LbNMNAT como plantilla) (C). Confirmación de la identidad del plásmido mediante PCR, 
amplificación del inserto delecionado (D). Tratamiento del vector pGEMT--∆1-43LbNMNAT con la enzima de restricción XbaI 
Construcción del plásmido pSP72∆1-43LbNMNAT-GFP. (E). Vector pSP72RαneoαGFP sin digerir y digerido con la enzima 

XbaI. (F). Vector pSP72RαneoαGFP linealizado y sometido a desfosforilación con la enzima CIAP. (G). Este plásmido 
linealizado y desfosforilado y el fragmento ∆1-43lbnmnat purificado se ligaron y la reacción de ligación se empleó para 
transformar células E. coli Top 10. (H). A tres de las colonias positivas se les realizó extracción del plásmido y estos se 
analizaron mediante PCR de colonia, amplificación del inserto Δ1-43lbnmnat, + (control positivo, ADNg), *además se detectan 
algunas bandas adicionales debido a inespecificidad de los primers (I). Verificación de la direccionalidad del inserto en el 
vector mediante PCR. Empleando uno de los primers del inserto y otro sobre el vector. Para la confirmación del vector se 
esperan resultados de secuenciamiento.  
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Para determinar los patrones de distribución subcelular de la proteína mutada en sus primeros 43 

residuos, se buscó la expresión del transgen Δ1-43lbnmnat-gfp en la fase móvil del parásito, por lo que 

el plásmido anteriormente construido se utilizó para transfectar promastigotes de L. braziliensis, los 

cuales se seleccionaron en medios suplementados con geneticina G418. A la fecha no se han 

obtenido parásitos viables, pero se sigue trabajando en ello. Una vez se establezca la línea celular, se 

observará la localización de la proteína directamente por fluorescencia de GFP. Adicionalmente, se 

abordó la construcción de los vectores pSP72αneoαΔ8-42LbNMNAT-GFP y pSP72αneoαΔ241-

249LbNMNAT-GFP mediante mutagénesis dirigida por PCR. Sin embargo, tras múltiples ensayos y 

modificaciones de reacción no ha sido posible la obtención de los mismos y se sigue trabajando en la 

estandarización del procedimiento.  

 

En un trabajo anterior [13] , en ensayos de inmunodetección con anticuerpos anti His-LbNMNAT y la 

expresión de la proteína LbNMNAT-GFP, se observó un patrón de localización primordialmente 

citosólico para la proteína silvestre en promastigotes y amastigotes del parásito. Al evaluar la 

secuencia del mutante con el predictor SignalP 4.1 [110], no se encuentra un péptido señal, por lo 

que es de esperar que no se altere su localización sub-celular. Situación opuesta a lo encontrado en 

la NMNAT1 humana [38], que presenta una región específica (ISTID) y su eliminación cambia 

drásticamente su localización nuclear. Por esta razón, es necesario llevar al plano experimental la 

determinación de la localización del mutante.  

 

CAPITULO 2 

 

Exploración de posibles interacciones de la NMNAT de Leishmania braziliensis con otras proteínas 

implementando herramientas experimentales y análisis de redes.  

 

 Aproximación experimental 

 

Además de la caracterización bioquímica y funcional de la LbNMNAT como miembro clave en el 

metabolismo del NAD+, es necesario incursionar en su contextualización biológica y su participación 

en rutas celulares partiendo de su asociación con otras proteínas. Dado que las proteínas 

generalmente no trabajan de manera aislada, sino que hacen parte de una red dinámica, descubrir 

socios de interacción de la NMNAT de Leishmania puede proporcionar información importante sobre 

su función en el parásito y direccionar nuevas investigaciones.  

 

Las interacciones proteína-proteína (PPI) están en la raíz de todos los procesos biológicos en 

condiciones fisiológicas y patológicas [111]. Regulan una variedad de funciones celulares, incluida la 

progresión del ciclo celular, la transducción de señales, rutas metabólicas, regulación de la expresión 

génica, transporte vesicular, importe y exporte al núcleo, y la migración celular. Además, son 

potenciales dianas terapéuticas, que las ubica como objetivos para el desarrollo de fármacos [112].  

Se han desarrollado diversas técnicas para identificar PPI que han sido clasificadas categóricamente 

en tres tipos: in vitro, in vivo e in silico. En las técnicas  in vitro un procedimiento dado se realiza en 
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un entorno controlado fuera de un organismo vivo, aquí encontramos: purificación por afinidad en 

tándem (TAP), cromatografía de afinidad, co-inmunoprecipitación (Co-IP), complementación de 

fragmentos de proteínas, cristalografía de rayos X y espectroscopía de RMN. En las técnicas in vivo, 

se realiza el procedimiento en el organismo vivo, por ejemplo, el doble híbridos de levadura (Y2H, 

Y3H), y en cuanto a las técnicas in silico se realizan simulaciones bioinformáticas [41] .  

 

Para explorar interacciones de la LbNMNAT se empleó la co-inmunoprecipitación en combinación 

con la espectrometría de masas; una estrategia ampliamente empleada para la identificación de 

interacciones proteína-proteína [113]. El acople de estas técnicas permite la identificación rápida, 

sensible y confiable de miembros discretos en un complejo de proteínas, convirtiéndose en una 

alternativa atractiva para el descubrimiento de nuevos socios de interacción. Es importante destacar 

que con esta metodología se han identificado proteínas que interactúan con la proteína de interés, y 

que también han sido demostradas por otras tecnologías, lo que refuerza la eficacia del uso de MS 

para identificar interactores de proteínas aisladas [114]. Un esquema general del procedimiento 

usado en este estudio se muestra en la figura 7.29.  

 

Figura 7.29. Diagrama co-inmunoprecipitación-espectrometría de masas para identificar las proteínas 
que interactúan con la LbNMNAT.  A partir de fracción soluble de promastigotes de L. braziliensis transfectados con 

el vector pSP72αneoαLbNMNAT-GFP se precipita la LbNMNAT-GFP junto con las proteínas que interactúa con ella mediante 
el uso del anticuerpo α-GFP acoplado a perlas de sefarosa. Los precipitados son posteriormente analizados por 
espectrometría de masas, para identificar las proteínas co-precipitadas que potencialmente tienen interacción con la 
NMNAT. 
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7.7 Co-inmunoprecipitación de proteínas que interactúan con la enzima LbNMNAT bajo condiciones 

de sobre-expresión en promastigotes de L. braziliensis 

 

Se cultivaron tres líneas celulares de promastigotes de Leishmania braziliensis: una silvestre y otras 

dos transfectadas con el vector pSP72αneoαLbNMNAT-GFP y el vector vacío (pSP72αneoαGFP), 

respectivamente. Se obtuvieron los extractos y se analizaron mediante western blot empleando el 

anticuerpo anti-GFP, confirmando la expresión de la proteína en el parásito. El vector vacío sobre-

expresa la proteína GFP de 27kDa, mientras que el constructo de interés sobre-expresa la LbNMNAT 

fusionada a GFP (60 kDa) (figura 7.30). 

Figura 7.30. Expresión de las proteínas LbNMNAT-GFP (60 kDa) y GFP (27 kDa) en promastigotes de 
Leishmania braziliensis. Fracciones solubles de promastigotes no transfectados (silvestre), transfectados con el vector 

pSP72αneoαLbNMNAT-GFP (LbNMNAT-GFP) y con el vector vacío (GFP) (A). SDS-PAGE 12%, tinción con azul de coomassie. 
M, marcador de peso molecular. (B). western blot (1° anti GFP 1:500; 2° α-Conejo-HRP (1:1000)). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Una vez establecidas las líneas celulares, se realizaron de manera independiente dos experimentos 

de co-inmunoprecipitación con extractos de promastigotes que sobre-expresaban la proteína 

fusionada a GFP. En paralelo, células silvestres transformadas con el vector vacío se sometieron a la 

misma metodología; este resultado fue usado como control y empleado como referencia en el 

análisis de datos, con el fin de evitar falsos-positivos consecuencia de la precipitación de proteínas 

inespecíficas. 

 

Mediante SDS-PAGE y western blot se hizo seguimiento de la co-inmunoprecipitación para cada 

muestra tratada (figura 7.31), en cada caso se logró detectar la proteína de interés, mostrando que 

la LbNMNAT puede inmunoprecipitarse de manera adecuada y específica a partir de extractos 

celulares. Para la detección de una de las muestras co-inmunoprecipitadas de la LbNMNAT-GFP, se 

empleó tanto el anticuerpo comercial anti-GFP como con el anticuerpo anti-LbNMNAT obtenido en 

nuestro laboratorio, ratificando el “pull down” de la proteína (figura 7.31 C-1 y C-2). Las proteínas 

inmunoprecipitadas se separaron por SDS-PAGE, se tiñeron con azul de Coomassie coloidal G-250 
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(figuras 7.31) y fueron enviadas a análisis por nano LC-MS/MS. Esas muestras fueron reducidas, 

alquiladas y posteriormente digeridas con tripsina. Los péptidos resultantes se concentraron 

mediante liofilización y se re disolvieron para ser inyectados en un instrumento Bruker Maxis Impact 

QTOF. Para los péptidos se permitió máximo una ruptura fallida de tripsina con una tolerancia de 

masa de 10 ppm y una tolerancia de masa de fragmentación de 0.05 Da. Los espectros MS/MS se 

emplearon para la búsqueda en la base de datos Mascot, empleando el algoritmo de puntuación por 

probabilidad (www.matrixscience.com).   

 

Las proteínas con la mejor coincidencia significativa son los datos registrados en las tablas 7.6 y 7.7. 

Es de remarcar que se realizó una comparación entre las proteínas identificadas en el control y 

aquellas presentes en las muestras problema. Los miembros de las tablas son el producto de este 

análisis y los interactores co-inmunoprecipitados exclusivamente en presencia de LbNMNAT y no por 

interacción con GFP (los resultados del control se muestran en el anexo 6).  

Teniendo en cuenta los datos de las dos muestras biológicas analizadas, se identificaron un total de 

38 proteínas, entre las cuales 18 son putativas y 4 conservadas. Las proteínas putativas son proteínas 

predichas expresadas a partir de ORFs para los que no hay evidencia experimental de traducción, sin 

embargo, comparte similitud de secuencia con proteínas caracterizadas. Las proteínas conservadas 

se definen como una fracción de los productos genéticos que se encuentran en organismos de varios 

linajes filogenéticos que no han sido funcionalmente caracterizados o descritos a nivel de 

proteína[115]. Todas las proteínas identificadas fueron agrupadas según su función biológica (figura 

6.31). Las funciones putativas se obtuvieron en las bases de datos UniProt (www.uniprot.org), 

GeneDB (www.genedb.org) y TriTrypDB (www.tritrydb.org); sin embargo, a seis de las secuencias 

estudiadas no se les encontró función putativa.  

 

Las proteínas de cada experimento se clasificaron en siete grupos: aquellas involucradas en el 

proceso de traducción, en plegamiento de proteínas, homeostasis redox, procesos biosintéticos, 

procesamiento del ARN, otros procesos biológicos y proteínas con función no caracterizada. 

Contrastando los dos ensayos, se encontraron proteínas relacionadas con las mismas funcionales 

celulares, pese a que hubo variación en el número y los miembros de cada grupo (figura 7.32).  

Como se mencionó anteriormente, las muestras 1 y 2 son producto de dos experimentos 

independientes, distanciados temporalmente y provenientes de diferentes cultivos celulares; 

aspectos que pueden interferir en los resultados obtenidos. En el caso de muestras provenientes de 

distintos cultivos celulares “asincrónicos” en donde los promastigotes sufren procesos de replicación 

y diferenciación de varios estadios morfológicamente distinguibles, se puede encontrar cambios 

bioquímicos relevantes. Se ha establecido que en cultivos in vitro, los promastigotes de Leishmania 

presentan variaciones morfológicas correlacionadas con el desarrollo del parásito y asociadas con 

cambios genéticos y bioquímicos, que en algunos casos pueden modular funciones biológicas [116]. 

Varios informes reportan que los promastigotes en diferentes etapas del cultivo in vitro difieren 

significativamente entre sí en términos de la composición de su metaboloma, en cambios en 

metabolitos individuales, grupos de metabolitos y reacciones enzimáticas involucradas en la 

producción de metabolitos [117].  

http://www.matrixscience.com/
http://www.genedb.org/
http://www.tritrydb.org/
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Figura 7.31.  Identificación de proteínas que co-inmunoprecipitan con la NMNAT de L. braziliensis.  (A). 

Control negativo. Muestras obtenidas durante protocolo de Co-IP de extracto de promastigotes que expresan el vector 
vacío (extracto aclarado, solubles post IP e IP, pasos señalados en figura 6.28). (A-1). SDS-PAGE 12%, tinción con azul de 
Coomassie. (A-2). SDS-PAGE 12% del inmunoprecipitado (IP), teñido con Coomassie coloidal (G-250), cortado y analizado 
por Nano-LC-MS/MS. (A-3). Western blot, 1° anti-GFP (1:500), 2° anti conejo-biotina (1:5000). (B y C). Muestras obtenidas 
durante protocolo Co-IP de extractos de promastigotes transfectados con el vector pSP72αneoαLbNMNAT-GFP. (B-1). SDS-
PAGE 12%, tinción con azul de Coomassie. (B-2). SDS-PAGE 12% del IP, teñido con Coomassie coloidal (G-250), cortado y 
analizado por Nano-LC-MS/MS. (B-3). Western blot, 1° anti-GFP (1:500), 2° anti conejo-biotina (1:5000), los asteriscos * 
indican posibles productos de procesamiento o degradación de la recombinante LbNMNAT-GFP (C). Duplicado Co-IP de 
extractos con sobre-expresión de la LbNMNAT-GFP, a las mismas muestras se les realizó inmunodetección con: (C-1). 
Western blot, 1° anti-GFP (1:5000), 2° anti conejo-biotina (1:10000). La estrella señala la cadena pesada del anticuerpo 1° 
(C-2). Western blot, 1° anti-LbNMNAT (1:5000), 2° anti mouse-biotina (1:10000). El IP de esta muestra también fue corrido 
en SDS-PAGE 12%, teñido con Coomassie coloidal (G-250), cortado y analizado por Nano-LC-MS/MS.  
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Tabla 7.6. Proteínas identificadas en co-inmunoprecipitación acoplada a espectrometría de masas para la LbNMNAT-GFP. (Muestra 1) 
Access:número de acceso en UniProt. MW (kDa), peso molecular en kilo Daltons; pI, punto isoeléctrico teórico; MS score, score de identificación 
dado por Mascot; % Seq, porcentaje de cubrimiento de secuencia. Los términos GO relevantes para función molecular y procesos biológicos fueron 
obtenidos de la base de datos UniProt. 
 

 

Access Gene name Protein name  MW 
(kDa) 

pI  MS 
score 

% 
Seq 

Molecular funtion  Biological process 

A4HP69 LBRM_35_2240 Chaperonin HSP60, mitochondrial 60,2 5,13 247 9,9 ATP binding protein refolding 

A4H879 LBRM_15_1100 Tryparedoxin peroxidase 22,6 6,32 238 21,1 peroxidase activity cell redox homeostasis 

A4HCZ3 LBRM_23_1320 T-complex protein 1 subunit gamma 60,9 5,77 221 12,2 ATP binding/unfolded protein binding protein folding 

A4HC91 LBRM_22_0400 Putative 40S ribosomal protein S15 17,4 10,2 201 14,5 RNA binding/structural constituent of 
ribosome 

translation 

A4H6T6 LBRM_12_0230 Putative proteasome regulatory 
ATPase subunittcc1l8.3 

46 8,18 178 11,9 ATP binding/proteasome-activating 
ATPase activity 

protein catabolic process 

A4HEE8 LbrM_25_2050 GTP-binding nuclear protein 24,5 6,11 178 37,5 GTPase activity/GTP binding nucleocytoplasmic transport 

A4HE26 LBRM_25_0790 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 19 7,68 178 18,1 peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 
activity 

protein folding 

E9AIQ3 LBRM_21_1320 T-complex protein 1 subunit delta 60,2 6,69 159 9,6 ATP binding protein folding 

A4HN57 LBRM_34_3840 Putative T-complex protein 1, eta 
subunit 

62,4 6,96 124 5,1 ATP binding protein folding 

A4HQL6 LBRM_35_7320 Protein disulfide-isomerase 52,8 5,43 113 4,8 protein disulfide isomerase activity cell redox homeostasis 

C6KJE0 N/A Actin 42,4 5,5 104 10,6 ATP binding   

A4HKT8 LBRM_32_3210 Nucleoside diphosphate kinase 17 8,65 104 13,7 ATP binding C/G/UTP biosynthetic 
process 

A4HCR9 LBRM_23_0580 Acetyl-coenzyme A synthetase 78,8 5,9 92 3,4 ATP binding/ acetate-CoA ligase activity acetyl-CoA biosynthetic 
process from acetate 

A4H7P0 LBRM_14_0830 Putative calpain-like cysteine 
peptidase 

13 4,7 88 9,6     

A4HDT2 LBRM_24_2290 Putative 60S ribosomal protein L12 17,7 9,82 83 9,1 structural constituent of ribosome translation 

A4HPF3 S24E-1 40S ribosomal protein S24 15,8 10,9 79 11,7 structural constituent of ribosome translation 

A4HF78 LBRM_26_2260 Putative 60S ribosomal protein L35 15,1 11,3 78 8,7 structural constituent of ribosome translation 
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Tabla 7.7. Proteínas identificadas en co-inmunoprecipitación acoplada a espectrometría de masas para la LbNMNAT-GFP. (Muestra 2) 

 

         

Access Gene name Protein name  MW 
(kDa) 

pI  MS 
score 

% 
Seq 

Molecular funtion  Biological process 

A4HK56 LBRM_32_0840 putative RNA binding protein 25,3 10,48 552 40,9 RNA binding   

A4HE61 LBRM_25_1150 ATP synthase subunit beta 55,9 5,27 268 9,8 ATP binding ATP synthesis coupled proton 
transport 

A4H9U8 LBRM_19_0220 Putative seryl-tRNA synthetase 53,6 5,29 226 9,9 ATP binding / serine-tRNA ligase 
activity 

seryl-tRNA aminoacylation 

A4HAD7 LBRM_20_0200 conserved hypothetical protein 56,5 4,87 193 7,3 Uncharacterized protein Uncharacterized protein 

A4HLE6 LBRM_33_1110 Putative 40S ribosomal protein S3 24,7 9,82 175 16 RNA binding/ structural constituent 
of ribosome 

translation 

A4H877 LBRM_15_1080 Tryparedoxin peroxidase 22,5 6,31 130 11,1 peroxiredoxin activity cell redox homeostasis 

A4HEU3 LBRM_26_0890 Putative 40S ribosomal protein S16 16,7 10,17 126 15,4 structural constituent of ribosome translation 

A4H9H6 LBRM_18_0740 conserved hypothetical protein 77,6 4,53 126 4,6   RNA processing and 
modification 

A4HKU6 LBRM_32_3300 conserved hypothetical protein 97,9 4,84 124 3,9 Uncharacterized protein Uncharacterized protein 

A4HER7 LBRM_26_0630 Putative 10 kDa heat shock protein 10,7 9 121 21 Chaperone protein folding/ Stress response 

A4HAC0 LBRM_20_0030 Malate dehydrogenase 33,9 8,72 119 7,6 L-malate dehydrogenase activity malate metabolic 
process/tricarboxylic acid cycle 

A4HNV2 LBRM_35_1050 Putative 40S ribosomal protein S18 17,5 10,54 108 13,7 RNA binding/structural constituent of 
ribosome 

translation 

A4H3H6 LBRM_03_0050 D-3-phosphoglycerate 
dehydrogenase-like protein 

44,1 6,61 107 9,3 NAD binding/ phosphoglycerate 
dehydrogenase activity 

L-serine biosynthetic process 

A4H4D9 LBRM_05_0940 Dipeptidyl peptidase 3 76 5,47 91 3,7 dipeptidyl-peptidase 
activity/metallopeptidase activity 

  

A4H9Z7 LBRM_19_0710 Putative 40S ribosomal protein S13 17,5 11,03 86 11,9 structural constituent of 
ribosome/Ribonucleoprotein 

translation 

A4HIW5 LBRM_31_0010 Putative 5-
methyltetrahydropteroyltriglutamate-

homocystein e S-methyltransferase 

86,6 5,97 83 4 Methyltransferase methionine biosynthetic 
process 
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Figura 7. 32. Proteínas co-inmunoprecipitadas agrupadas con base en la función y proceso biológico en el que participan.  (A). Muestra 1-Tabla 1. (B). muestra 

2-Tabla 2. 

A4HC91 LBRM_22_0400 Putative 40S ribosomal protein S15 17,5 10,27 81 10,5 RNA binding/structural constituent of 
ribosome 

translation 

A4HML2 LBRM_34_1820 Putative 60S Ribosomal protein L36 12,02 11,26 68 13,3 structural constituent of ribosome translation 

A4HBW6 LBRM_21_1290 Putative 40S ribosomal protein S23 16 10,58 62 7,7 structural constituent of ribosome translation 

A4HCN4 LBRM_23_0220 Putative endoribonuclease L-PSP 
(Pb5) 

17,3 5,87 56 6,7     

A4HE62 LBRM_25_1160 Ribosomal protein S25 13,1 10,13 55 10 Ribonucleoprotein   

A4HD42 LBRM_23_1820 conserved hypothetical protein 17 4,81 54 8,4 deoxyribonucleoside 5'-
monophosphate N-glycosidase 

activity 

deoxyribonucleoside 
monophosphate catabolic 

process 
A4H746 LBRM_13_0390 40S ribosomal protein S12 15,8 4,77 51 7,2 structural constituent of ribosome translation 

A 
B 
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7.7.1 Análisis de interacción de proteínas de unión al ARN y constituyentes del ribosoma con la 

LbNMNAT 

 

En la clasificación funcional de cada complejo de proteínas inmunoprecipitadas se encontró 

mayoritariamente proteínas relacionaron con el proceso de traducción; un total de 12 secuencias se 

relacionan con este proceso. Varias de ellas son proteínas de unión al ARN o constituyentes 

estructurales del ribosoma. Para establecer su potencial vinculación con la LbNMNAT, inicialmente 

se buscaron interacciones ya caracterizadas de NMNATs homologas de organismos ampliamente 

estudiados.  

 

En Saccharomyces cerevisiae, por ejemplo, la NMA1 la enzima homóloga de la NMNAT, presenta 

interacción física con las proteínas MPT5 y HEK2, ambas proteínas de unión al ARN [118], [119]. La 

primera de ellas de la familia PUF, implicada en la regulación postranscripcional, se une 

predominantemente a los ARNm que codifican los modificadores de la cromatina y los componentes 

del polo del huso; La segunda, HEK2 está relacionada en la localización correcta de transcritos en la 

célula, es requerida para la localización asimétrica del transcrito ASH1 en el núcleo de la célula hija 

que codifica un represor específico de la transcripción, además participa en la organización 

estructural y funcional de los telómeros.  

 

En el humano, se ha identificado experimentalmente que la NMNAT-1 presenta interacción física con 

RBM4B [120], de unión al ARN y relacionada con la regulación circadiana; con RPL30 (proteína 

ribosomal L30)  constituyente estructural del ribosoma, anclada a varios procesos biológicos 

incluidos la traducción citoplásmica, respuesta de defensa a bacterias Gram-negativas, 

procesamiento de ARNr, entre otras. Igualmente, la NMNAT1 interactúa con STAU1 que se une al 

ARN bicatenario (independientemente de la secuencia) y puede desempeñar un papel en el 

posicionamiento específico de los ARNm en sitios determinados de la célula al entrecruzar los 

componentes del citoesqueleto y ARN, y al estimular su traducción en el sitio [120]. Adicionalmente, 

mediante la técnica “Affinity Capture-MS” se estableció interacción de la HsNMNAT-1 con las 

proteínas ribosomales L11 (RPL11) y L22 (RPL22) [121], la primera componente esencial de la 

subunidad grande del ribosoma, necesaria para su formación y la maduración de ARNr y la segunda 

relacionada con procesamiento de ARNr.    

 

Las proteínas co-inmunoprecipitadas con la LbNMNAT-GFP relacionadas con la traducción, en su 

mayoría son moléculas que contribuyen a la integridad estructural del ribosoma (proteínas 

ribosomales S3, S12, S13, S15, S16, S18, S24 y S32 de la subunidad 40S y las proteínas L12, L35 y L36 

de la subunidad 60S). Pese a que en otros organismos algunas proteínas ribosomales han sido 

caracterizadas en otros procesos celulares, la asignación de funciones específicas de las proteínas 

putativas individuales o la asociación potencial con la LbNMNAT es difícil debido a la enorme 

cooperatividad del ribosoma y a la compleja arquitectura que se deriva de la red de interacciones 

que conecta las proteínas entre sí y con los ARNr [122]. También es importante destacar que es 

factible que no todas las proteínas de este complejo interactúen directamente con la LbNMNAT, 

porque las interacciones pueden ser coordinadas por otras moléculas en la mezcla, como es el caso 
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del ARN. Aunque en el momento, analizar la potencial relación de la NMNAT con la maquinaria 

ribosomal presenta una topología desconocida, sería de gran interés investigar sobre la estabilidad 

del complejo y las interacciones entre sus diversos componentes, pues el ensamble de ribosomas y 

la traducción de proteínas están finamente coordinadas con el crecimiento celular, la proliferación, 

la diferenciación y el desarrollo celular. Además, la NMNAT podría tener una relación indirecta con la 

biogénesis de los ribosomas, pues dicho proceso consume un 60% de la energía celular  y, por tanto, 

está estrechamente relacionada con el estado energético de una célula [123]. 

 

7.7.2 La LbNMNAT puede estar participando en el plegamiento de otras proteínas a través de su 

interacción con un complejo de chaperonas. 

 

Con relación a otros miembros co-inmunoprecipitados identificados, seis están relacionados 

funcionalmente con el plegamiento de proteínas, pues tienen actividad chaperona. Las chaperonas 

moleculares son proteínas esenciales para la homeóstasis del proteoma cuando la célula es sometida 

a situaciones de estrés, algunas de ellas son necesarias para el plegamiento de novo de proteínas y 

para el mantenimiento de la estructura en condiciones fisiológicas; son capaces de reconocer y unir 

proteínas no nativas, prevenir la agregación inespecífica de proteínas y ayudar en la adquisición de 

sus estructuras nativas [124].   

 

En el caso de las proteínas de choque térmico (HSP) no solo ayudan al plegamiento de otras proteínas 

en condiciones de estrés, sino que también actúan en condiciones normales. En Leishmania dado el 

ciclo dimórfico, el parásito está expuesto a situaciones de estrés debido a cambios de temperatura y 

de pH (en el vector los promastigotes se encuentran a una temperatura entre 22° y 28°C, pH: 5.0-

7.4; mientras que en el hospedero se enfrenta a temperaturas entre 31° y 37°C, pH: 4.0). Estos dos 

factores influyen en el proceso de diferenciación de promastigote–amastigote trayendo consigo 

numerosos cambios en la expresión génica. Cambios ambientales tan variables, han favorecido que 

el parásito adquiera mecanismos de termotolerancia [125]. Entre las HSPs de Leishmania destaca la 

HSP83, una de las proteínas más abundantes del parásito pues representa un 2,8% de la proteína 

total celular [126], razón que explica su identificación en todos los ensayos de Co-IP realizados, 

incluido el control; situación similar ocurrió con la HSP70, una de las principales proteínas sintetizadas 

ante exposiciones a elevadas temperaturas. En el parásito las proteínas de choque térmico y co-

chaperonas no solamente tienen funciones protectoras contra la temperatura y el entorno adverso 

sino que también son efectores y reguladores de vías de transducción de señales y evasión inmune, 

posiblemente como un mecanismo ante la falta de expresión regulada de genes y factores 

reguladores en Leishmania spp [127]. 

 

En nuestros resultados, fueron identificadas dos proteínas de choque térmico: una putativa de 10 

kDa y la chaperonina Hsp60 mitocondrial.  Las chaperoninas se clasifican en dos grupos: las del grupo 

I (o HSP60) que se encuentran principalmente en procariotas y en los orgánulos eucariotas derivados 

de la endosimbiosis (mitocondrias y plastos), y las chaperoninas del grupo II (TRiC/CCT) que están en 

arqueas y el citosol eucariótico [128]. En el genoma de Leishmania existen cuatro genes que codifican 

chaperoninas mitocondriales (CPN60): CPN60.1 se transcribe, pero su producto no ha sido detectado 
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por western blot. CPN60.2 está codificado por dos copias de genes, se localiza en la mitocondria e 

interactúa con CPN10. La tercera chaperonina, CPN60.3, no ha sido analizada hasta el momento. En 

el caso de CPN10 está codificado por dos copias de genes idénticos y al igual que CPN60.2, está 

ubicado en la mitocondria y los dos forman complejos estables que co-precipitan [127]. Hsp60 

(CPN60.2) junto a la Hsp10 (CPN10) son ortólogas al sistema  GroEL/GroES en bacterias [127].  

 

Como fue co-inmunoprecipitada la chaperonina Hsp60 se realizó una búsqueda de interacciones 

experimentalmente confirmadas de NMNATs de otros organismos, se encontró que mediante pull 

down la homóloga NadD de E. coli presenta interacción con GroL (Hsp60) [129][IntAct]. Sin embargo, 

para entender si existe una posible red de interacción con este tipo de proteínas, se analizó las otras 

chaperonas identificadas (complejo-T proteína 1 subunidades gamma, delta y eta) [130].  

 

Dado que estamos hablando de un gran complejo de chaperonas, se hizo una red de interacción 

teórica de este grupo de proteínas empleando el software STRING (Search Tool for the Retrieval of 

Interacting Genes/Proteins), una base de datos biológicos que contiene información de numerosas 

fuentes, incluyendo datos experimentales, métodos de predicción computacional y diversos artículos 

de libre acceso, que permite predecir interacciones proteína- proteína [131].  Se obtuvo una red de 

alta confianza, en términos de correlación de los datos de interacción (p-value: 5.67e-05), con un 

total de 10 nodos y 25 interacciones. Como se observa en la figura 7.33, hay interacción entre las 

chaperoninas identificadas, siendo la proteína putativa Hsp10 el canal entre Hsp60 y las diferentes 

subunidades de TCP1. En la tabla 7.8 se registran las proteínas involucradas en la red.  

 

Figura 7.33. Las chaperoninas identificadas en la Co-IP interactúan entre sí en una red de interacción 
teórica. Red generada con STRING V.10.5. Vista tipo confianza. Las asociaciones más fuertes se muestran con líneas más 

gruesas. Parámetros: Score de confianza: el más alto (0.900). Sin nodos adicionales. Fuentes de interacción empleadas: 
experimental, bases de datos y co-expresión. Los nodos con una estrella son las proteínas identificadas en la Co-IP.  
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Tabla 7.8. Listado de proteínas que interactúan con la Hsp10 (XP_001562295.1) bajo la predicción en 
STRING. Se describe su ID, proteínas de interacción predichas y su respectivo score. 

 

Identifier 
 

 
Predicted functional partners 

 
Score 

XP_001562295.1 Putative 10 kDa heat shock protein (100 aa)  

XP_001568845.1 
 

Chaperonin HSP60, mitochondrial precursor (562 aa) 0,998 

XP_001568844.1 Chaperonin HSP60, mitochondrial precursor (564 aa) 0,998 

XP_001567558.2 Putative chaperonin HSP60, mitochondrial precursor (594 aa) 0,998 

XP_001566905.1 Putative chaperonin HSP60/CNP60 (539 aa) 0,998 

XP_003723169.1 Putative T-complex protein 1, delta subunit 0,994 

XP_001568487.1 Putative T-complex protein 1, eta subunit 0,994 

XP_001567707.1 Putative chaperonin alpha subunit 0,994 

XP_001567467.1 Putative chaperonin containing t-complex protein 0,994 

XP_001565895.1 Putative T-complex protein 1, beta subunit 0,994 

XP_001565204.1 Putative T-complex protein 1, gamma subunit 0,994 

 

 

A partir de esta red de interacción se establece que es altamente probable interacciones coordinadas 

entre las diferentes chaperoninas de L. braziliensis. Además, una potencial interacción de la 

LbNMNAT podría estar relacionada con el plegamiento de proteínas y relacionada a una posible 

función chaperona, estando anclada a una respuesta frente a condiciones de estrés. Este no sería un 

papel redundante pues es de suma importancia para la supervivencia del parásito.  

 

Interacción NMNAT-chaperona ya se ha registrado, en Homo sapiens por ejemplo, la HsNMNAT2 

puede actuar como chaperona para reducir los agregados de proteínas, y ésta función es 

independiente de su actividad conocida en la síntesis enzimática de NAD+; adicional interactúa con la 

proteína de choque térmico 90 (HSP90) para replegar los agregados de proteínas. La eliminación de 

HsNMNAT2 en neuronas corticales las hace vulnerables al estrés proteico o la excitotoxicidad [106]. 

Estudios en Drosophila han demostrado que la NMNAT es también una proteína de respuesta al 

estrés, necesaria para la termotolerancia y la mitigación de la vida útil acortada inducida por el estrés 

oxidativo. La enzima se regula transcripcionalmente durante diversas condiciones de estrés, 

incluyendo el choque térmico y la hipoxia a través del factor de choque térmico (HSF) y el factor 1 

inducible por la hipoxia. La DmNMNAT presenta regulación transcripcional bajo estrés y desempeña 

un neuroprotector en respuesta a estrés celular [132]. 

 

Al comparar la regulación de DmNMNAT y Hsp70 en condiciones de estrés se encontraron notorias 

diferencias en la regulación transcripcional, sugiriendo que la NMNAT como enzima metabólica y de 

expresión constitutiva, puede representar una clase diferente de proteínas de respuesta al estrés. Al 

ser una proteína housekeeping está fácilmente disponible en condiciones normales y puede dar una 

respuesta primaria a una condición de estrés y de ese modo reducir la proteotoxicidad resultante 

[132].  
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7.7.3 Proteínas co-inmunoprecipitadas con la NMNAT son importantes en homeóstasis redox. 

 

En relación a las proteínas identificadas vinculadas con la homeóstasis redox, se encontraron las 

enzimas disulfuro isomerasa (PDI) y triparedoxin peroxidasa (TXNPx), esta última presentando un 

mayor potencial de interacción con la LbNMNAT al ser identifica en los dos ensayos de co-

inmunoprecipitación. La TXNPx participa en la defensa contra el estrés oxidativo como un 

antioxidante al metabolizar el peróxido de hidrógeno (H2O2) en moléculas de agua [133].  

 

El parásito es capaz de sobrevivir en el hospedero gracias al metabolismo redox que contrarresta las 

células producidas por los macrófagos del huésped. Para evitar el daño celular debido a especies 

reactivas de oxígeno o nitrógeno (ROS o RNI), los tripanosomátidos tienen peroxidasas que muestran 

una característica única en el uso de equivalentes reductores derivados de tripanotión, un ditiol que 

se encuentra exclusivamente en estos protozoos, en contraste con otros eucariotas que utilizan 

glutatión y catalasa. La acción combinada de las enzimas antioxidantes tripanotión reductasa (TR), 

tryparedoxin (TXN)) y triparedoxin peroxidasa ((TXNPx) es central para el mantenimiento de una baja 

concentración de H2O2, regulando el estrés oxidativo y nitrosativo mediante el desplazamiento de 

equivalentes reductores de NADPH a hidroperóxidos y peroxinitritos [134]. Algunos resultados de 

análisis funcional han revelado que TXNPx está involucrada en el fenotipo de resistencia al antimonio 

en L. braziliensis, sugiriendo que el aumento de la expresión de esta enzima puede jugar un papel 

importante en la resistencia clínica a compuestos derivados de este elemento [133].  

 

En cuanto a la proteína disulfuro isomerasa, es miembro de la superfamilia de la tioredoxina, y 

presenta tres actividades enzimáticas y funcionales específicas: isomerasa, reductasa y chaperona. 

Actúa dependiendo del entorno redox, pues ayuda a la formación, ruptura o reorganización de 

enlaces disulfuro en todas las proteínas no nativas a través de sus dos sitios CXXC activos. Esta función 

permite su actividad como chaperona molecular desempeñando un papel clave en el plegamiento de 

proteínas [135].   

 

Tanto la triparedoxin peroxidasa como la disulfuro isomerasa ya han sido estudiadas en Leishmania 

[133]–[137], y es necesario establecer si entre ellas existe asociación física, pues sus homólogos en 

Homo sapiens en ensayos de co-inmunoprecipitación presentan interacción [138]. Sin embargo, no 

se cuenta con información clara para entender y relacionar de manera directa estas enzimas con la 

NMNAT. A la fecha no se ha encontrado interacción en homólogos de otras especies, ni una conexión 

evidente entre las dos vías celulares en las que actúan. Por tanto, es necesaria una validación de la 

asociación mediante otras estrategias experimentales. Por ejemplo, determinar si hay interacción 

NMNAT-TXNPx con una identificación cruzada, al realizar una co-inmunoprecipitación de la TXNPx 

endógena de L. braziliensis y realizar un wester blot con anticuerpos anti-NMNAT. Confirmar este 

tipo de asociaciones permitiría generar información novedosa en relación a vías metabólicas y de 

regulación redox en situaciones de estrés, tanto en el parásito como en otros tripanosomátidos.  
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 Análisis global de los resultados de interacción de proteínas mediante Co-IP/MS-MS 

 

La diversidad de proteínas y variedad de funciones celulares obtenidas mediante esta metodología 

experimental, se puede relacionar con la complejidad celular, pues las interacciones se regulan 

dependiendo de una señal particular, estímulo o un estado celular específico. Además, dependen de 

muchos factores, como el tipo celular, el estadio de desarrollo de la célula, la fase del ciclo celular, 

las condiciones externas y obviamente la presencia de otras proteínas [139].    

Las proteínas identificadas están involucradas en una amplia gama de actividades celulares tales 

como plegamiento de proteínas, traducción, homeóstasis redox, síntesis y muchas otras funciones, 

limitándose en este caso el análisis a las tres funciones mencionadas inicialmente.  

Es importante decir que todas las asociaciones analizadas son candidatas promisorias y es necesario 

realizar validaciones directas para confirmar su validez. Para cada caso particular se tendrá que 

explorar cuál o cuáles de las técnicas existentes actualmente puede ser usada para su estudio 

(cromatografía de afinidad, TAP-MS, doble híbrido, etc). Con ello, se podrá comprender si las 

asociaciones son mayoritariamente transitorias, con tasas de disociación rápida como respuestas a 

estímulos o el estadio del parásito o si son estables.  

 
7.8 Análisis bioinformático y generación de una red de interacción de la NMNAT de L. braziliensis 
 

Una variedad de métodos in silico se han desarrollado para apoyar las interacciones que se han 

detectado experimentalmente. Los métodos computacionales para la predicción PPI incluyen 

enfoques basados en secuencias, en estructuras, en proximidad cromosómica, fusión génica, doble 

híbrido in silico, árboles filogenéticos, ontología génica y expresión génica. Hay una gran variedad de 

servidores web que permiten desarrollar estos tipos de análisis [46]. 

En este caso, para la creación de la red de interacción de la LbNMNAT se utilizó un enfoque 

integrador, con el fin de obtener asociaciones físicas y funcionales entre las proteínas que conformen 

un proceso biológico común. Por ello, se empleó STRING, que maneja diversos fuentes de 

información facilitando un análisis comparativo, dado que presenta un alto rendimiento de datos 

experimentales, curación manual, predicciones funcionales y un elevado número de interacciones 

proteína-proteína; además, a diferencia de otras bases de datos, registra el organismo de interés 

(Leishmania braziliensis). En la tabla 7.9 se contrastan diferentes bases de datos que también 

recopilan información de PPI [140].  

En STRING, las interacciones se derivan de múltiples fuentes: (i) interacciones experimentales 

conocidas importadas de bases de datos primarias, (ii) conocimiento de las rutas celulares analizadas 

a partir de bases de datos curadas manualmente, (iii) minería de textos automatizada para descubrir 

enlaces estadísticos y/o semánticos entre proteínas, basado en resúmenes de Medline y una gran 

colección de artículos de texto completo, (iv) interacciones predichas de novo por una serie de 

algoritmos que utilizan información genómica, así como por análisis de coexpresión e (v) 

interacciones que se observan en un organismo y se transfieren sistemáticamente a otros organismos 

a través de relaciones de ortología pre-calculadas [131].  
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Tabla 7.9. Algunas bases de datos de interacción proteína-proteína (estadísticas de mayo de 2017) [140]. 

Base de 
datos 

Característica Proteínas Interacciones Especies 

HPRDA Interacciones físicas entre proteínas humanas 30047 41 327 1 

INTACTB Base de datos de evidencias experimentales de 
interacciones entre proteínas 

98289 720 711 7 

HINTC Base de datos de alta confianza para interacciones físicas 
entre proteínas 

NA 387 615 12 

MIPSD Base de datos curada manualmente de alta precisión 982 1859 3 

BIOGRIDE Base de datos de evidencia experimental de 
asociaciones físicas y funcionales entre proteínas 

65958 1 137 230 62 

STRINGF Entradas a BIOGRID e IntAct junto con predicciones 
computacionales y transferencia ortóloga de otros 
organismos. Los puntajes de confianza se basan en una 
red bayesiana. 

 
9643763 

 
1 380 838 440 

 
2031 

  

 aHPRD: http://www.hprd.org/    dMIPS: http://mips.helmholtz-muenchen.de/proj/ppi/ 
 bIntAct: http://www.ebi.ac.uk/intact/   eBIOGRID: https://thebiogrid.org/ 
 cHINT: http://hint.yulab.org    f STRING: https://string-db.org/ 
 

Con STRING, se generó una red de interacción de proteínas para la LbNMNAT (figura 7.34). Esta red 

se trata de un grafo interconectado, donde los nodos son las proteínas y las aristas las interacciones. 

El nodo XP_001563913.1 representa la proteína de interés (color rojo) y los nodos restantes las 

proteínas con las que interactúa, registradas en la tabla 7.10. La puntuación para cada nodo (score) 

representa la confianza para cada asociación y se derivan de la evaluación al comparar las 

predicciones y un conjunto de referencia (asociaciones validadas en KEGG ) [73]. En la creación de la 

red se estableció arbitrariamente que la puntuación de interacción mínima requerida fuera de 0.400 

(confianza media) empleando todas las fuentes de información a excepción de textmining. Entre los 

parámetros que describen la topología de la red se encontraron 11 nodos con un total de 16 

conexiones, un grado por nodo de 2.91, es decir, cuántas interacciones tiene una proteína en 

promedio en la red y un clustering coefficient de 0.885.  

Figura 7.34 Red de interacción de la NMNAT en L. braziliensis. Red generada con STRING V.10.5. Vista tipo 

confianza. Las asociaciones más fuertes se muestran con líneas más gruesas. Parámetros: Score de confianza medio (0.400). 
Sin nodos adicionales. Fuentes de interacción empleadas: experimental, bases de datos, co-expresión, co-ocurrencia, gene-
fusion y neighborhood. La NMNAT es el nodo de color rojo identificada como XP_001563913.1. 
 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.hprd.org/
http://www.ebi.ac.uk/intact/
https://string-db.org/
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Tabla 7.10. Listado de proteínas que interactúan con LbNMNAT (XP_001563913.1) bajo la predicción de STRING. 

Se describe su ID, proteínas de interacción predichas y su respectivo score. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la red obtenida la totalidad de las proteínas son predichas computacionalmente a partir de sus 

secuencias de ácidos nucleicos y no han sido demostradas mediante evidencia experimental. No es 

de extrañar pues los genomas de tripanosomátidos son conocidos por tener una gran cantidad de 

proteínas hipotéticas (~60%) [3].  Como parte del análisis, se realizó un enriquecimiento funcional de 

la red teniendo en cuenta información de las bases de datos KEGG, PFAM e INTERPRO, de donde se 

extrajo información de las rutas biológicas y los dominios predominantes en las proteínas presentes. 

Cinco de las proteínas, incluida la NMNAT, están relacionadas con la ruta metabólica del nicotinato y 

la nicotinamida, anclados de manera especial al módulo de síntesis de NAD+. En la búsqueda con 

PFAM e INTEMPRO, se encontraron cuatro miembros con motivos de unión a ARN (figura 7.35).  

Figura 7.35. Enriquecimiento funcional de la red de interacción de la LbNMNAT. Red generada con STRING 

V.10.5. Vista tipo confianza. En rojo, nodos presentes en el metabolismo de la nicotinamida y el nicotinato. En azul, nodos 
con motivo de unión al ARN identificados tanto por PFAM e INTERPRO. En gris proteínas no asociadas a alguno de los dos 
grupos.  

 

Identifier 
 

 

Predicted functional partners 
 

Score 
XP_001563913.1 LbNMNAT  

XP_001567885.1 Putative nicotinate phosphoribosyltransferase (413 aa) 0.964 

XP_001567539.1  Putative NAD+ synthase (293 aa) 0.964 

XP_001561981.2 ATP-NAD kinase-like protein (1257 aa) 0.911 

SIR2 Putative NAD-dependent SIR2 (284 aa) 0.909 

XP_001565810.1  Putative ribokinase (329 aa) 0.856 

XP_001562450.1  Putative nitrilase (279 aa) 0.658 

XP_001568356.1 Putative RNA binding protein (458 aa) 0.629 

XP_001567942.1  Putative RNA-binding protein (129 aa) 0.629 

XP_001566631.1 Hypothetical protein (210 aa) 0.629 

XP_001566494.1 Putative RNA binding protein (648 aa) 0.629 



 81 

 

Al realizar la curación manual y análisis de las fuentes de información de las proteínas vinculadas con 

el metabolismo de la nicotinamida/nicotinato, se encontró que las asociaciones fueron altamente 

influenciadas por las vías metabólicas y de señalización importadas de KEGG, en donde enzimas 

vecinas en la misma ruta recibieron enlaces de asociación; por lo cual se puede adjudicar que las 

interacciones de los miembros de la sub-red son de tipo funcional. 

La reconstrucción metabólica del metabolismo del NAD en Leishmania llevado a cabo en nuestro 

grupo de investigación por Contreras. L.E. [13], refuerza la existencia de los genes codificantes para 

las enzimas NAD sintasa y la Nicotinato fosforibosiltransferasa (NaPRT) en el genoma del parásito. En 

la actualidad, un trabajo adelantado en nuestro laboratorio ha clonado, expresado y determinado la 

actividad enzimática in vitro de la NAD quinasa (NADK) del parásito (tesis en desarrollo). En cuanto a 

la enzima SIR2, en otras especies de Leishmania ya ha sido evaluada experimentalmente [141]. En la 

figura 7.36 se ubican las enzimas encontradas en la ruta metabólica mencionada, se muestra su 

relación funcional y su descripción se complementa en la tabla 7.11.  

 

Figura 7.36. Metabolismo del nicotinato y nicotinamida en Leishmania braziliensis. Sección de la ruta 

metabólica extraída de KEGG (lbz00760), en donde se destacan las proteínas candidato de la red de interacción (verde). La 
síntesis de NaAD por parte de NaPRT y NMNAT respalda la presencia de la enzima NAD+ sintasa en el parásito, la cual podría 
sintetizar NAD a partir de NaAD. El NAD+ es fosforilado por la NADK para la obtención de una de las moléculas claves en el 
sistema de defensa frente al estrés oxidativo. SIR2 usa el NAD+ como sustrato en su función deacetilasa.  
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Tabla 7.11. Características funcionales de las proteínas involucradas en la ruta metabólica de la 
nicotinamida/nicotinato. 

Proceso Proteína Dominio Proceso biológico Función molecular  

Síntesis NaPRT Nicotinato 
fosforibosiltransferasa 

Biosíntesis del nucleótido 
de nicotinato 

Actividad nicotinato 
fosforibosiltransferasa 

Síntesis NAD 
sintasa 

 
NAD sintasa 

 
Biosíntesis de NAD 

Actividad NAD sintasa 
(hidroliza glutamina), 
unión a ATP 

Modificación  NADK Dominio catalítico 
diacilglicerol quinasa 

Biosíntesis del NADP Actividad NAD quinasa 

Consumo  
SIR2 

 
Sirtuina 

Actividad mono-ADP-
ribosiltransferasa, deacetilasa. 

 
Unión al NAD+ 

 

De este grupo de proteínas las sirtuinas han sido investigadas experimentalmente en Leishmania. Se 

conoce que el parásito expresa tres sirtuinas: SIR2RP1, SIR2RP2, y SIR2RP3. De las tres, ya se ha 

caracterizado la SIR2RP1 en L. major y L. infantum [32] [36]. Esta enzima está ubicada en el citoplasma 

y es indispensable para la supervivencia del parásito; además, sus actividades deacetilasa 

dependiente de NAD+ y ADP-ribosiltransferasa no están relacionadas con el silenciamiento 

epigenético. SIR2RP2 es una ADP-ribosiltransferasa dependiente de NAD+, se localiza en la 

mitocondria de los promastigotes y se estudió en L. donovani. La otra sirtuina, SIR2RP3, aún no se ha 

caracterizado [141].  

  

Al buscar homólogos que interactúan en otras especies usando las bases de datos BioGRID e IntAct, 

se encontró que la NMNAT1 humana presenta interacción física con SIRT1 [142], al igual que NMA2 

con SIR4 en Saccharomyces cerevisiae [143]. Algunos autores han hipotetizado que la cercanía de las 

enzimas NMNAT1-SIRT1 puede facilitar el uso más eficiente de NAD+, probablemente por un 

mecanismo de canalización de sustrato. Algunos mencionan que las enzimas involucradas en la 

biosíntesis de NAD+ pueden formar un complejo entre ésta molécula y SIRT1, creando un 

microdominio de alta concentración de NAD+ que permite la regulación de la actividad de la sirtuina 

[142]. Mediante una validación directa sería interesante estudiar si de las enzimas relacionadas en la 

ruta metabólica del NAD+, puede existir interacción física NMNAT-SIR2 en el parásito.  

 

En relación a las cuatro proteínas de unión al ARN presentes en la red, su vinculación fue producto 

de relacionar genes homólogos vecinos en otros genomas (neighborhood), y por interacción de 

homólogos putativos en otra especie (Campylobacter curvus). La característica común de las 

proteínas es que todas presentan el motivo RRM, encontrado en un amplio grupo de proteínas de 

unión al ARN, por ejemplo, ribonucleoproteínas nucleares heterogéneas (hnRNP), proteínas 

implicadas en la regulación del splicing alternativo (SR, U2AF, Sxl), componentes proteicos de 

ribonucleoproteínas nucleares pequeñas (snRNPs, U1 y U2) y proteínas que regulan la estabilidad y 

traducción del ARN (PABP, La, Hu) (InterPro: IPR000504). Aunque las fuentes de información no son 

contundentes para relacionar estas proteínas con la NMNAT, es necesario asociar los ensayos 

experimentales obtenidos en este trabajo (sección 7.6.1), en donde cuatro proteínas co-

inmunopreicipatas e identificadas por espectrometría de masas son proteínas de unión al ARN, una 

de ellas con el motivo RRM; además como ya se mencionó, existen interacciones identificadas de 
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NMNATs homologas con este tipo de proteínas, lo que impulsa su estudio para una mejor 

comprensión de los procesos biológicos en los que están involucradas.  

 

Es de resaltar que la baja cobertura de proteínas interactuantes en la red puede ser motivo a que no 

es posible realizar asignaciones de dominio a varias proteínas en Leishmania pues solo el 18.0% del 

proteoma de este parásito se conserva en todas las especies [47], lo que limita el uso de algunos 

métodos para la predicción de redes de proteínas, por ejemplo, aquellos basados en ortología. Sin 

embargo, algunos autores han realizado predicciones computacionales de interacciones proteína-

proteína en proteomas predichos de Leishmania [3]. Rezende et al. emplearon el método Interolog 

Mapping que supone que si dos proteínas tienen una gran similitud de secuencia frente a dos 

proteínas de una base de datos pública, y estas últimas interactúan, entonces las primeras también 

interactúan; para ello hicieron uso de las bases de datos públicas: Domine, PSI-Base, IntAct y String; 

y desarrollaron un sistema combinado de puntuación para abordar la robustez de las predicciones. 

Las interacciones proteína-proteína predichas se extendió a los organismos L. braziliensis, L. major y 

L. infantum [3].  

Para el interactoma de L. braziliensis, la red presentó 1.818 nodos con 39.420 interacciones. Al 

examinar la información suministrada por los investigadores y ver la descripción de todas las 

interacciones proteicas predichas y los puntajes de confianza suministrados, se encontró la LbNMNAT 

como parte de la red. Fue asociada con nueve proteínas, como se muestra en la tabla 7.12, entre las 

cuales se encuentran las enzimas NADK, NAD+ Sintasa y NaPRT, presentando los puntajes más 

significativos y siendo resultados comunes a nuestra red. La diferencia con las otras proteínas es de 

esperar pues la cobertura y la precisión de las predicciones pueden variar según los parámetros y 

herramientas empleadas.  

Tabla 7.12 Interacciones proteicas predichas para la NMNAT de L. braziliensis por el método Interolog 
Mapping implementado por Rezende et. al. [3] Source: LbrM17_V2.1470 es la enzima NMNAT, (Score) puntaje de 

confianza. 

 

Gene name  
Protein 

 
Score Source  Target 

LbrM17_V2.1470 LbrM20_V2.0060 possible fusion of chromosomes 20 and 34 0.0808878 

LbrM17_V2.1470 LbrM21_V2.1450 Putative adenylate kinase 0.0855324 

LbrM17_V2.1470 LbrM22_V2.1430 Putative dephospho-CoA kinase  0.0565392 

LbrM17_V2.1470 LbrM30_V2.1840 Adenylate kinase isoenzyme   0.0967497 

LbrM17_V2.1470 LbrM32_V2.1840 Putative NAD+ synthase 0.821101 

LbrM17_V2.1470 LbrM33_V2.1160 Putative nicotinate phosphoribosyltransferase 0.814374 

LbrM17_V2.1470 LbrM33_V2.1290 Putative guanylate kinase 0.0984216 

LbrM17_V2.1470 LbrM34_V2.3070 Riboflavin kinase/fmn adenylyltransferase-like protein 0.0730211 

LbrM17_V2.1471 LbrM06_V2.0470 ATP-NAD kinase-like protein 0.782374 
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La creación de una red de interacción de proteínas de la LbNMNAT abre un campo interesante de 

investigación, pues ratifica el elevado número de proteínas hipotéticas cuya caracterización 

bioquímica y asociaciones fisiológicas no han sido descritas; dando la oportunidad de expandir el 

conocimiento, en especial en el metabolismo del NAD+ en el parásito. En el caso particular de la 

NMNAT, se puede postular que funcionalmente no trabaja de manera aislada, sino que es altamente 

probable su interacción con otras proteínas, incluso con otras moléculas como el ARN. Es de resaltar 

que las interacciones analizadas pueden ser transitorias o estables, y de esta manera ser físicas o 

funcionales.  

El modelo de interacción creado en este trabajo es la primera aproximación para la enzima y se puede 

convertir en un medio práctico para obtener información básica, para plantear otras estrategias de 

investigación y por supuesto para ser objeto de mejoras y nuevas herramientas computacionales que 

permitan ampliar su robustez y aplicaciones. Es necesario mencionar que las redes de interacción de 

proteínas son incompletas y propensas a errores [144], sin embargo, estudios sistemáticos de ellas y 

retroalimentación continua de información confirmada experimentalmente las conviertes en 

herramientas valiosas de investigación.  

Al realizar un paralelo entre los resultados obtenidos con la metodología experimental y la 

computacional, se encontraron proteínas cuya característica común fue su capacidad de unión al 

ARN. Aunque no hay una proteína específica presente en las dos aproximaciones y no es clara su 

relación con la NMNAT, sí comparten esta función celular, convirtiéndola en una ruta interesante de 

estudio. Es de resaltar, que los resultados experimentales obtenidos en este trabajo, constituyen un 

aporte importante, dado la limitada información experimental disponible en las bases de datos para 

la NMNAT este parásito e incluso de organismos más estudiados.  

Los dos métodos empleados para determinar interacciones proteína-proteína, al igual que todos los 

métodos y técnicas en investigación tienen ventajas y desventajas, por lo que abordar el análisis de 

interacciones con más de un enfoque (teórica/experimental), puede dar información común y/o 

complementaria, útiles para la confirmación y validación de información, y proporcionan mejores 

resultados con el fin de comprender la complejidad del interactoma celular y contribuir a la 

identificación de nuevas dianas farmacológicas. 
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8 Conclusiones y perspectivas 
 

 

 Por comparación a nivel de estructura primaria y modelos predictivos de estructura terciaria 

entre la NMNAT de L. braziliensis y los homólogos humanos HsNMNAT1-3, se encontraron cuatro 

inserciones presentes exclusivamente en la secuencia del parásito (aminoácidos de las regiones 

8-43, 205-212, 241-249 y 264-276). El rol estructural y papel en la actividad catalítica se estudió 

a través de predicciones estructurales. Adicionalmente, mediante el diseño y creación de 

mutantes delecionales de las inserciones 8-43 y 241-249.  

 

 El uso de una cepa de expresión de E. coli modificada en su ambiente redox citoplasmático 

permitió la solubilización de la recombinante 6xHisΔ241-249LbNMNAT. El análisis del modelo 

estructural de esta proteína arrojó que los residuos 241-249 involucran un elemento estructural 

que conecta los dominios α/β y C-terminal de la enzima y su remoción afectan de manera drástica 

la actividad adenililtransferasa. 

 

 Se diseñó, expresó y determinó la actividad de una versión truncada de la enzima que prescinde 

de los primeros 104 residuos, con el fin de estudiar un sitio alternativo del inicio de la 

transcripción en la secuencia codificante de la LbNMNAT. La recombinante 6xHisΔ1-104LbNMNAT 

pierde la capacidad de sintetizar NAD+ debido a la pérdida de uno de los motivos de 

reconocimiento de ATP y a modificación en la arquitectura del plegamiento Rossmann.  

 

 Se exploraron interacciones de la LbNMNAT con otras proteínas utilizando co-

inmunoprecipitación acoplada a espectrometría de masas. Se identificaron un total de 38 

proteínas, entre las cuales se analizaron miembros relacionadas con homeostasis redox, 

traducción y plegamiento de proteínas. Estas interacciones deben ser validadas y se proponen 

para futuras investigaciones.  

 

 Agrupando los resultados de esta tesis, se postula que la LbNMNAT presenta elementos 

estructurales que se asemejan a proteínas chaperonas conocidas y puede estar participando en 

el plegamiento de otras proteínas a través de una potencial interacción con un complejo de 

chaperonas. Se abre la posibilidad que esta importante enzima metabólica sea parte integral de 

la red de respuesta al estrés por parte del parásito.  

 

 Con la plataforma STRING V. 10.5, se realizó una primera exploración teórica de redes de 

interacción proteína-proteína para la LbNMNAT integrando asociaciones físicas y funcionales. Se 

encontraron proteínas relacionadas con la ruta metabólica del nicotinato y la nicotinamida 

(asociaciones funcionales), y otras cuya característica general fue la presencia del motivo RRM 

de unión a ARN (interacción física). La red de interacción predicha se considera como punto de 

partida para futuras aproximaciones computacionales y experimentales. 

 
 



 86 

 

Perspectivas 
 

 Hacer ensayos in vitro para determinar la actividad chaperona de la LbNMNAT, pues entender 

esto permitirá ampliar la información que permita entender la termotolerancia desarrollada por 

el parásito.  

 

 Validar experimentalmente las interacciones proteína-proteína en las que se relaciona la 

LbNMNAT con los candidatos más promisorios encontrados en este trabajo.  

 

 Determinar la localización subcelular del mutante Δ1-43LbNMNAT mediante inmunofluorescencia 

y western blot. 
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9 Anexos 
 

Anexo 1. Construcción del vector pQE30 Δ8-42LbNMNAT mediante mutagénesis dirigida 
mediante PCR 

 

A continuación, se muestra la secuencia de la proteína LbNMNAT con la ubicación de los cebadores 

diseñados para generar la deleción 8-42. 

 Amarillo: Secuencia delecionada 

 Azul: cebador directo 5’ CCG GTC GTT CTC GTC ATC TGC GGC AGT 3´ 

 Verde: cebador reverso 5´-  GGC AGC AGT AGA GGA TAA CAT GCA TGC -3´ 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TTTAACCCCATCCACAACGCGCATCTAAAGCTTTACGACGCCGCGAAAC

GATCCATAGAGGGCGTTGATGGCCGTGTGGTTCTTGGCGGCTTCCTTTCAC

CTGTCGGTGACGCCTACGGCAAACCGGGATTGCGCTGTGCGGCTGATCGT

GTGCAGGTCATGGAGAAGGCACTTTGTCACCACCCTGAACTCAATGTCGAC

ACGTGGGAGTGCCAGCAGCCCACGTACACGCGCACCTTCTTTGTGCTGCGC

GCGCTGGAGGAGCACGTCAACGCTTGGTATGCTCAATCGGAGCCAGCGGC

CATGGAGTGGCTTACCTCGCATGGACGCCACGTGCGCGTTGTTTTCGCATG

TGGCGCCGATCTCTTCTTCTCCTTTTGGCGCCCAGGCTGCTGGTCGCTGTGC

CTGCTGCGACAACTCCTCGACTCCTTCCCGCTGGTTGTTGTCCAACGCGGCG

GTGCTCGAGGCAACATCAGCGACTCCGATGACTTCGCGCGTGTGTGCCAGA

CGGCTCCGCTTCTGTGGGAGACGGCGGAGGATGGAGAGAGAATTGAGATC

GACATGTTGCGATATACCTTTACTTTCGCGGCCTTTTCCGTGCCCGACGACA

CATCCTCGACAGCAGTGCGGAATGCGGTGATGGAACTTGCAAAGATGCCG

GTAGACGAAGTGACGGCGCGCACAGCGCTGCAGTCGCGTCTCCGCACCAT

GCTCCCCGAGGCGGCAATCCAGCTGGTGGTGGATCTCTACGGAGAGGGGC

TTCCGTCCTGAGGTACC 
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Anexo 2. Existe una inserción amino terminal en NMNATs de organismos pertenecientes al orden 
Trypanosomatida en comparación con sus ortólogas humanas. Alineamiento múltiple de proteínas NMNATs 

de diferentes Tripanosomatidos y las iso-enzimas humanas HsNMNAT1-3 (XP_001563913.1: Leishmania braziliensis 
MHOM/BR/75/M2904, AGU68163.1: Crithidia acanthocephal.  XP_816384.1: Trypanosoma cruzi strain CL Brener, 
XP_009306976.1: Trypanosoma grayi, ORC87711.1: Trypanosoma theileri, EPY28255.1: Angomonas deanei, AGU68094.1: 
Angomonas desouzai, AGU68213.1: Strigomonas galati, AGU68126.1: Strigomonas oncopelti, EPY35032.1: Strigomonas 
culicis, AGU68192.1: Herpetomonas muscarum. El porcentaje de identidad entre las secuencias es proporcional a la altura 
de las barras amarillas. El alineamiento se generó con el programa CLC Sequence Viewer 7.8.1 (QIAGEN). 
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Anexo 3. Predicción del Plot de Ramachandran de los modelos 3D de la proteína LbNMNAT y 

las versiones delecionadas. 

 

 

 

 

 

 

 

% Residuos 

en regiones 

 

LbNMNAT 

Δ8-43 

LbNMNAT 

Δ205-212 

LbNMNAT 

Δ241-249 

LbNMNAT 

Δ264-276 

LbNMNAT 

favorecida 77.4 85.9 81.5 84.1 85.9 

permitida 13.1 8.5 11.8 9.5 8.5 

atípica 9.5 5.6 6.7 6.4 5.6 

LbNMNAT Δ8-43LbNMNAT Δ205-212LbNMNAT 

Δ241-249LbNMNAT Δ264-276LbNMNAT 



 90 

 

Anexo 4. Expresión, purificación y determinación de la actividad enzimática de la proteína 
recombinante 6xHisLbNMNAT. (A) Expresión de la proteína 6xHisLbNMNAT en el sistema heterólogo E. coli cepa 

SHuffle. (B) Purificación parcial de la recombinante mediante afinidad Ni-NTA. (C) Actividad enzimática de la 6xHisLbNMNAT 
mediante ensayo enzimático acoplado, con lectura de absorbancia a 340nm.  
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A B 
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Anexo 5. Cromatogramas para la determinación de los tiempos de retención de los 
compuestos NMN, ATP y NAD+.  
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Compuesto Tiempo de retención (min) Concentración 
(mM) 

NMN 1,010 2,0  
ATP 1,020 2,0  

NAD+ 4,456 1,0  
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Anexo 6. Proteínas identificadas en co-inmunoprecipitación acoplada a espectrometría de masas para la LbNMNAT-GFP. (Control) 

 
 
 
 
 
 
 
 

         

Access Gene name Protein name  MW 
(kDa) 

pI  MS 
score 

% 
Seq 

Molecular function  Biological process 

A4HGY1 LBRM_28_2990 Putative heat-shock protein hsp70 71.2 5.46 849 22.3 ATP binding protein folding 

A4H5S5 LBRM_09_1020 Elongation factor-1 gamma 46.4 5.39 769 33.2 translation elongation factor activity Protein biosynthesis 

A4HII0 LBRM_30_2440 Putative heat shock 70-related 
protein 1,mitochondrial 

71.4 5.8 576 16.5 unfolded protein binding protein folding 

A4HL70 LBRM_33_0340 Heat shock protein 83-1 80.6 5.1 517 11.9 unfolded protein binding protein folding 

A4HP03 LBRM_35_1570 Putative translation elongation factor 
1-beta 

22.9 4.61 458 39.3 Elongation factor Protein biosynthesis 

A4HCU5 LBRM_23_0840 Putative 3-ketoacyl-CoA thiolase 47.5 7.6 375 18.8 acetyl-CoA C-acyltransferase activity metabolic process 

A4HPQ9 LBRM_35_4150 Adenosylhomocysteinase 47.8 5.75 282 13.3 NAD binding one-carbon metabolic process 

A4H7T6 N.A ENOL protein 46.7 5.41 275 10.5 magnesium ion binding glycolytic process 

A4H8V4 LBRM_17_0090 Elongation factor 1-alpha 49.0 9.03 263 14.5 GTPase activity  

A4HLC9 LBRM_33_0930 Tubulin beta chain 49.7 4.76 149 10.8 GTPase activity microtubule-based process 

A4HNM7 LBRM_35_0270 Elongation factor 2 94.2 5.91 147 6.9 GTPase activity  

A4H727 LBRM_13_0190 Tubulin alpha chain 49.6 4.89 119 6.4 GTPase activity microtubule-based process 

A4HMZ0 LBRM_34_3140 Putative cystathione gamma lyase 44.6 6.31 105 6.1 lyase activity  
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