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Resumen 

 

El Dinucleótido de nicotinamida y adenina (NAD+/NADH) es una de las principales 

coenzimas en numerosos procesos de óxido-reducción celular, la cual se encuentra 

adicionalmente involucrada en la reparación del ADN, señalización celular, apoptosis, 

entre otras. La formación del NAD+ se da a partir del Mononucleótido de Nicotinamida 

(NMN) o el Mononucleótido del Ácido Nicotínico (NaMN) y Adenosín trifosfato (ATP); 

mediante la actividad catalítica de la Nicotinamida Mononucleótido Adenililtransferasa 

(NMNAT E.C. 2.7.7.1), presente en las dos rutas de biosíntesis del dinucleótido (Ruta de 

novo y de salvamento) [1][2].  

 

Los parásitos protozoarios son causantes de enfermedades de alta incidencia en la salud 

pública, afectando a millones de personas por año. Actualmente algunas de estas 

enfermedades carecen de tratamientos efectivos, por lo cual es necesario identificar 

blancos terapéuticos para el control de estas [3]. La búsqueda de blancos 

farmacológicos se plantea a partir de un conocimiento racional de la biología molecular 

del parásito. En el laboratorio de Investigaciones Básicas en Bioquímica (LIBBIQ) se ha 

estudiado el metabolismo del NAD+ en parásitos intracelulares principalmente. El estudio 

de este proceso en parásitos extracelulares permitirá entender las relaciones parásito-

hospedero y establecer los elementos relevantes de esta interacción [4]–[6].  

 

En trabajos previos se ha encontrado una relación entre el número de enzimas de la 

familia NMNAT y la forma de vida parasitaria, caracterizada por la disminución de estas 

enzimas en organismos intracelulares con respecto a extracelulares. Por tanto, se realizó 

una aproximación experimental a la síntesis del NAD+ en parásitos extracelulares 

empleando como modelo Trichomonas vaginalis, para ello se implementaron estrategias 

de clonación y expresión de proteínas recombinantes, evaluando la actividad enzimática 

de dos isoenzimas generadoras de NAD+. Con lo cual, se identificaron dos NMNATs en 

T. vaginalis, siendo esta la primera aproximación al metabolismo del NAD+ de este 
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dinucleótido de este parasito. Igualmente, se empleó una aproximación bioinformática en 

la búsqueda de candidatos a transportadores del NAD+ en parásitos extracelulares, con 

el propósito de establecer la relación síntesis/movilización del NAD+ en estos 

organismos.  

 

Palabras clave: NAD+, parásitos extracelulares, NMNAT, Transportadores 
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Abstract 

 

Nicotinamide adenine dinucleotide (NAD + / NADH) is one of the main coenzymes in 

numerous cell oxidation-reduction processes, which is additionally involved in DNA repair, 

cell signaling, apoptosis, among others. The formation of NAD + occurs from 

nicotinamide mononucleotide (NMN) or nicotinic acid (NAMN) and adenosine 

triphosphate (ATP); through the catalytic activity of the Nicotinamide Mononucleotide 

Adenylyltransferase (NMNAT E.C. 2.7.7.1), present in the two dinucleotide biosynthesis 

pathways (de novo and salvage pathways) [1][2].  

 

Protozoan parasites are the cause of diseases with a high incidence in public health, 

affecting millions of people per year. Currently some of these diseases lack effective 

treatments, which is why it is necessary to identify therapeutic targets to control them. [3].  

The search for pharmacological targets arises from a rational knowledge of the molecular 

biology of the parasite. In the Laboratory of Basic Research in Biochemistry (LIBBIQ) the 

metabolism of NAD + has been studied mainly in intracellular parasites. The study of this 

process in extracellular parasites will make it possible to understand the parasite-host 

relationships and establish the relevant elements of this interaction. [4]–[6].  

 

In previous works, a relationship has been found between the number of enzymes of the 

NMNAT family and the parasitic way of life, characterized by the decrease of these 

enzymes in intracellular organisms with respect to extracellular ones. Therefore, an 

experimental approach to the synthesis of NAD + in extracellular parasites was carried out 

using Trichomonas vaginalis as a model, for this, cloning and expression strategies of 

recombinant proteins were implemented, evaluating the enzymatic activity of two NAD + 

generating isoenzymes. Thus, two NMNATs were identified in T. vaginalis, this being the 

first approach to the metabolism of NAD + of this dinucleotide of this parasite. Likewise, a 

bioinformatic approach was used in the search for candidates for NAD + transporters in 
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extracellular parasites, to establish the synthesis / mobilization relationship of NAD + in 

these organisms. 

Keywords: NAD+, extracellular parasites, NMNAT, Transporters 
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1. Marco Teórico 

1.1 Dinucleótido de Nicotinamida y Adenina NAD+/NADH 

El dinucleótido de nicotinamida y adenina (NAD+/NADH) es una de las biomoléculas más 

importantes en la célula, debido a que es requerida en más de 500 reacciones 

enzimáticas siendo clave para el metabolismo celular [7].  El NAD+ está conformado por 

el nucleótido de nicotinamida y el nucleótido de adenina unido por un enlace fosfoanhidro 

(Figura 1-1). Es utilizado como coenzima de transferencia de iones hidruros por múltiples 

oxidorreductasas y es el sustrato utilizado por sirtuinas, poli ADP ribosa polimerasas 

(ADPr), mono ADPr transferasas y ADPr ciclasa/sintasas, asociadas con procesos de 

reparación del ADN, transporte de calcio, resistencia al estrés, señalización endocrina, 

envejecimiento celular en algunos organismos, entre otras [8].   

Figura 1-1. Estructuras del NAD+ y NADH.   El NAD+ es usado como coenzima y sustrato 

en diferentes procesos celulares [8]. 
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En la célula, el equilibrio NAD+ /NADH es importante debido a los múltiples procesos en 

los que se encuentra involucrada esta coenzima, razón por la que la concentración de 

NAD+ y NADH varía dependiendo del tipo de célula (Tabla 1-1).A razón de lo anterior, 

para mantener las concentraciones de este cofactor se han identificado diferentes rutas 

de biosíntesis y transporte del dinucleótido, las cuales determinan los niveles de NAD+ 

/NADH intracelular y con ello el funcionamiento de la célula[9][10]. 

 

Tabla 1-1 Concentraciones de NAD+/NADH en diferentes tipos celulares.[10] 

 NAD+ NADH 

Células HEK-293 (µM) 104.65 ± 13.35 9.30 ± 2.07 

Glóbulos rojos humanos (µM) 25.40 ± 3.88 3.18 ± 0.22 

Musculo esquelético (nmol/g)  226.8 ± 4.3 45.2 ± 3.1 

1.1.1 Biosíntesis del NAD+ 

La biosíntesis del NAD+ contribuye al soporte y equilibrio de las funciones celulares en 

procesos metabólicos como glucolisis, ciclo de ácidos tricarboxilicos o β- oxidación y al 

ser sustrato de múltiples enzimas. En organismos eucariotas y procariotas, la síntesis del 

NAD+ emplea 3 diferentes rutas (Figura 1-2): la ruta de novo, cuyos precursores son 

aminoácidos; la ruta de Preiss-Handler, a partir del ácido nicotínico, y la ruta de 

salvamento, en la cual son usados biomoléculas preformadas como la nicotinamida o el 

nicotinato ribosido [11], [12] 
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Figura 1-2. Biosíntesis del NAD+.   Ruta de novo (Magenta), Preiss-Handler (Azul) y 
Salvamento (Violeta) [13].  Generado en Biorender. 

 

1.1.1.1 Ruta de novo 

La ruta de novo parte de los aminoácidos triptófano (Trp) y acido aspártico (Asp) en 

eucariotas y en algunas bacterias y plantas respectivamente. Posteriormente, se produce 

ácido quinolínico (QA). El QA, mediante la transferencia de un grupo fosforibosa, se 

convertirá en el ácido nicotínico mononucleotido (NaMN), reaccionando este con un 

grupo adenilato procedente del ATP, donde esta reacción es catalizada con la enzima 

NMNAT, generando de esta forma el ácido nicotínico dinucleótido adenina (NaAD), la 

síntesis finaliza con la transferencia de un grupo amino de la glutamina hacia NaAD, 

formando NAD.[14] 

1.1.1.2 Ruta Preiss-Handler 

La ruta Preiss-Handler permite reciclar el Acido nicotínico (Na) conectándolo con la ruta 

de novo. El Na es convertido en el intermediario NaMN mediante la nicotinato 

fosforribosiltransferasa (Npt).[15]  
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1.1.1.3 Ruta de salvamento 

La ruta de salvamento se genera reciclando productos de degradación del NAD+ como la 

nicotinamida (Nam) o la nicotinamida ribosido (NaR), los cuales pueden obtenerse 

mediante la ingesta de alimentos (Vitamina B3) o por productos de reacciones 

catabólicas. La nicotinamida (Nam) sufre procesos de ribosilación para obtener NaR; 

estos precursores son fosforilados, transformándose de esta manera en mononucleotido 

de nicotinamida (NMN). Posteriormente, el NMN reacciona con ATP, mediante la NMNAT 

produciendose NAD+[11], [15].  

1.1.2 NICOTINATO/NICOTINAMIDA MONONUCLEOTIDO 
ADENILILTRANSFERASA (NMNAT)  

La enzima nicotinato/nicotinamida mononucleotido adenililtransferasa (NMNAT) es 

esencial en la producción del NAD+; esta es usada en todas las rutas de biosíntesis y 

clasificada como nucleotidililtransferasa (E.C:2.7.7.1). Son proteínas globulares 

relativamente pequeñas (20 a 50 kDa), las cuales están presentes en todos los dominios 

de la vida. Las NMNAT presentan un plegamiento tipo Rossman, una estructura super 

secundaria de unión a nucleótidos, compuesto por una serie de láminas betas y hélices 

alfa alternadas. Algunas NMNAT’s identificadas presentan unión en homo-oligomeros de 

2 a 6 subunidades [16], [17].  La NMNAT cataliza la producción de NAD+ a partir de NMN 

y ATP. Adicionalmente, cataliza la conversión metabólica de fármacos como la tiozofurina 

y el ribosido de benzamida a formas activas [11].  

Figura 1-3.Rol principal de la NMNAT en la biosíntesis del NAD+.  La NMNAT cataliza 
la síntesis del NAD+ y su forma desaminada NAAD, a partir de NMN y NAMN con ATP. 
Estos precursores proceden de fuentes dietéticas o de la degradación del NAD+ [16]. 
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1.1.3 TRANSPORTADORES DE NAD+ 

Aunque se han identificado varios procesos biosintéticos del NAD+ en organelos 

celulares, tales como en mitocondria, núcleo y asociación a Golgi, el transporte de este 

metabolito ha sido verificado experimentalmente, mediante la identificación y 

caracterización de proteínas transportadoras del dinucleotido [18][19]. Existen dos grupos 

de familias de proteínas transportadoras: Nucleotide transporters (NTT) y Mitocondrial 

carrier family (MCF).  Las NTT son una familia de transportadores cuya función se basa 

en la captación de nucleótidos y ATP, que han sido caracterizadas principalmente en 

parásitos con genomas reducidos y en orgánelos endosimbióticos como plastidios[20]. 

Las MCF que permiten el paso de compuestos hidrofóbicos a través de la membrana 

mitocondrial interna son proteínas de bajo peso molecular. Las moléculas transportadas 

son variables en tamaño y estructura desde H+ hasta NAD+[21]. 

1.2 PROTOZOOS 

Los protozoarios son un grupo de eucariotas basales, poseen un núcleo definido y 

órganos celulares; adicionalmente presentan movilidad y son heterótrofos. El tamaño de 

estos organismos es variable; pueden medir desde micras hasta milímetros. Los 

protozoos parasitarios poseen un tamaño pequeño, mientras que las especies de vida 

libre son más grandes. Su reproducción es asexual, dividiéndose por fisión binaria simple 

o fisión binaria múltiple; existen casos en los que la reproducción asexual se ve 

complementada por un tipo de reproducción sexual o fusión temporal del espécimen, 

permitiendo de esta forma un intercambio de material genético [22], [23]. 

1.2.1 Protozoos parasitarios 

 

1.2.1.1  Parásitos Intracelulares 

Los parásitos intracelulares son organismos cuya característica principal es la invasión y 

la multiplicación dentro de la célula del huésped, provocando de esta forma 

enfermedades crónicas. Algunas de estas enfermedades son la Leishmaniasis y la 
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enfermedad de Chagas causadas por Leishmania spp y Trypanosoma cruzi 

respectivamente[24].  

1.2.1.2    Parásitos Extracelulares 

Los parásitos extracelulares invaden los tejidos exteriores tales como mucosas o 

epitelios, absorbiendo los nutrientes del medio y dañando los tejidos a su alrededor, 

generando así enfermedades agudas. Entre las enfermedades más representativas se 

encuentra la tricomoniasis y la giardiasis, generadas por Trichomonas vaginalis y Giardia 

duodenalis respectivamente[24].  

1.2.1.2.1  Trichomonas vaginalis 

 

Trichomonas vaginalis es un parásito extracelular causante de la tricomoniasis, la 

enfermedad de transmisión sexual no viral (ETS) más ampliamente distribuida en el 

planeta, con aproximadamente 170 millones de casos al año. La T. vaginalis infecta el 

tracto urogenital de hombres y mujeres entre 15 a 50 años. Este parásito puede causar 

otras patologías como vaginitis, cervicitis y uretritis y en los hombres síndrome genito-

urinario. Este parásito puede ser un cofactor del virus de inmunodeficiencia humana 

(VIH), por lo cual el control del parásito es clave para disminuir riesgos de ETS 

mayores[25]. El parásito puede presentar endosimbiosis con Mycoplasma hominis, 

ocasionando con esta interacción un aumento en la tasa de crecimiento y la producción 

de ATP del parásito; adicionalmente M. hominis contribuye en los procesos 

inflamatorios[26].  

 

 

 



 

 
 

2.  Antecedentes 

En la producción de energía a nivel celular, los transportadores de electrones tienen un 

papel clave, uno de los más relevantes es el Dinucleótido de nicotinamida y adenina 

(NAD+/NADH). Este nucleótido es una coenzima de transferencia de hidruros y un 

sustrato en múltiples reacciones celulares como modificaciones postraduccionales, 

reparación del ADN, entre otros. En la obtención del NAD+, las rutas de novo, Press-

Handler y salvamento convergen en la enzima NMNAT, la cual es esencial para la 

regulación de las concentraciones y generación de NAD+.  

La NMNAT ha sido encontrada en eucariotas y procariotas; en el hombre se identificaron 

3 isoenzimas, localizadas en núcleo (NMNAT1), en aparato de Golgi (NMNAT2) y en la 

mitocondria (NMNAT3).  Estas isoenzimas están relacionadas con diferentes procesos en 

los organelos mencionados, por ejemplo, la NMNAT1 humana está implicada en la 

reparación del ADN. 

En Escherichia coli se identificaron 2 isoenzimas de la NMNAT, distinguidas por sus 

preferencias en los precursores de la biosíntesis del NAD+. La NadD-E.coli es un 

monómero de 25 kDa, presenta una actividad preferencial para NaMN.  La NadR-E.coli 

se agrega en tetrámero de subunidades de 45 kDa y se considera altamente específica 

para el NMN[27]. 

El metabolismo del NAD+ en protozoos ha sido poco estudiado. En el grupo LIBBIQ de la 

Universidad Nacional de Colombia se han identificado diferentes NMNAT en estos 

organismos: tres en parásitos intracelulares, LbNMNAT de Leishmania brazilensis [6],  

TcNMNAT en Tripanosoma cruzi [28]  y PfNMNAT en Plasmodium falciparum [29], y dos 

en parásitos extracelulares Giardia lamblia, GlNMNATa y GlNMNATb. A estas 

isoenzimas se les realizaron estudios de actividad enzimática con el mononucleótido de 

nicotinamida (NMN) y el ácido nicotínico (NAMN), siendo positiva su actividad in vitro, 

mediante el uso de su respectiva proteína recombinante [30]. Adicionalmente, en un 
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trabajo bioinformático, se analizaron protozoarios de vida libre y parasitarios, donde 

fueron encontrados 16 nuevos candidatos a NMNAT; los protozoos de vida libre y 

extracelulares presentaron 2 o más NMNAT y los parásitos intracelulares una de estas 

enzimas.  

Con relación a las proteínas transportadoras de NAD+, se han identificado varias 

proteínas en Saccharomyces cerevisiae, Arabidopsis thaliana y Homo sapiens e 

igualmente en bacterias como Chlamydia. En protozoarios, los transportadores de NAD+ 

han sido poco estudiados. En el laboratorio de LIBBIQ a la fecha, se estudian varios 

candidatos a proteínas transportadoras de NAD+ en los parásitos intracelulares 

Leishmania brazilensis  y Tripanosoma cruzi [18], [19], [21], [31]. 



 

 
 

  

3. Justificación 

Los protozoos parasitarios son organismos causantes de enfermedades de alta 

incidencia en la salud pública. Los tratamientos usados contra estas parasitemias no son 

eficientes debido a los efectos secundarios que presentan y a la resistencia generada a 

los mismos, ante lo cual es necesario identificar nuevos blancos farmacológicos para el 

desarrollo de estrategias más efectivas. El metabolismo del NAD+ se plantea como una 

diana promisoria para la búsqueda de dichos blancos, debido a su relevancia a nivel 

celular. 

 

Considerando los antecedentes planteados acerca del metabolismo del NAD+ en 

parásitos extracelulares, se generan los siguientes interrogantes: 

 

• ¿Tienen los parásitos extracelulares varias formas de NMNAT? 

 

• ¿Hay una relación entre el parasitismo y el número de NMNAT? 

 

• ¿Existen diferencias estructurales y funcionales de la proteína del parásito con 

relación a sus ortólogas humanas? 

 

• ¿Existen transportadores del NAD+ en protozoos extracelulares?  

 

Con base en lo anterior y en pro de generar nuevo conocimiento acerca de los 

mecanismos energéticos de parásitos extracelulares, se plantea esta investigación, en se 

estudiará la NMNAT de Trichomonas vaginalis causante de la enfermedad de transmisión 

sexual (ETS) no viral más grande a nivel mundial como modelo de parasito extracelular. 

Adicionalmente, en una segunda parte, se realizará un acercamiento bioinformático a los 

transportadores del dinucleótido de parásitos protozoarios extracelulares. 





 

 
 

4. Objetivos 

4.1 Objetivo General 

 

• Estudiar los procesos biosintéticos y de transporte del NAD+ en parásitos 

extracelulares. 

 

4.2 Objetivos Específicos  

 

• Desarrollar un acercamiento bioinformático - experimental al estudio de la NMNAT 

de Trichomonas vaginalis, a partir de la clonación y expresión de la proteína 

recombinante. 

 

• Caracterizar la NMNAT de Trichomonas vaginalis, mediante análisis de su 

actividad enzimática. 

 

• Determinar estructuralmente la conformación oligomerica de la NMNAT de 

Trichomonas vaginalis 

 

• Realizar un acercamiento bioinformático en la búsqueda de posibles 

transportadores del NAD+ en protozoos extracelulares. 

 

 

 

 





 

 
 

5.  Metodología 

5.1 Aproximación bioinformática - experimental de NMNATs de 
Trichomonas vaginalis 

La siguiente metodología se realizó con el propósito de cumplir los objetivos planteados.  

• Desarrollar un acercamiento bioinformático - experimental al estudio de la NMNAT 

de Trichomonas vaginalis, a partir de la clonación y expresión de la proteína 

recombinante. 

• Caracterizar la NMNAT de Trichomonas vaginalis, mediante análisis de su 

actividad enzimática. 

• Determinar estructuralmente la conformación oligomerica de la NMNAT de 

Trichomonas vaginalis 

5.1.1 Aproximación bioinformática  

A partir de las secuencias NMNAT de Trichomonas vaginalis identificadas en un trabajo 

previo[32]. Se realizó un análisis in silico como se describe a continuación: 

5.1.1.1 Análisis de estructura primaria de las TvNMNAT 

Las secuencias proteicas de los candidatos fueron usadas para determinar el peso 

molecular, calcular su punto isoeléctrico con la herramienta ProtParam [33]. La 

composición de aminoácidos y alineamiento de secuencias múltiples con las NMNAT 

humanas y de parásitos protozoarios, se realizó en el programa CLC Main Workbench 

21.0.3 [34]. La localización subcelular de estas enzimas, se evaluó mediante los 

servidores DeepLoc-1.0, Euk-mPLoc 2,0 , iLoc-Animal y COFACTOR [35]–[38]. Las 

modificaciones postraduccionales evaluadas fueron; fosforilación (NetPhos 3.1), 

acetilación (NetAcet-1.0) y palmitoilación (GPS Palm). Estos resultados fueron generados 

en la interfase GPS5 [39]–[42]. 
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5.1.1.2 Análisis de estructura secundaria y terciaria de las TvNMNAT 

La estructura secundaria de las dos proteínas candidatas se evaluó usando el programa 

PSIPRED identificando las hélices α, laminas β y raindom coil [43]. El modelamiento de la 

estructura terciaria se realizó en el servidor I-TASSER, los modelos fueron analizados por 

los programas Rampage y Swiss-Model y mediante el servidor MofRefiner se realizó el 

refinamiento estructural de los candidatos [44], [45]. La superposición de la estructura 

terciaria de las proteínas candidatas con sus ortólogas humanas se realizó usando USF-

Chimera [46].  

5.1.1.3 Acoplamiento molecular (Docking) de las TvNMNAT con sus 

sustratos. 

Para la realización de los acoplamientos moleculares, fueron descargados los 

ligandos NMN, NaMN y ATP desde la base de datos PubChem [47] y la 

optimización de los sustratos fue generada con Avogadro[48]. Usando Autodock- 

Tools fueron generados los archivos para las proteínas y ligandos y fue 

construida una cuadricula de interacción. Mediante Autodock Vina se calcularon 

las energías de unión y los análisis de las interacciones se realizaron usando 

LigPlot+[49], [50]. 

5.1.2 Aproximación experimental  

 

5.1.2.1 Estandarización de las condiciones de amplificación  

 

El ADN genómico de Trichomonas vaginalis fue donado por la Dra. Patricia Cuervo del 

Instituto Oswaldo Cruz - FIOCRUZ (Brasil). Teniendo en cuenta los dos candidatos 

obtenidos de la NMNAT de T. vaginalis en trabajos anteriores (candidato 1: 

XP_001581422.1, candidato 2: XP_001584530.1) se realizó el diseño de primers con la 

herramienta Primer3 Plus y Thermo Fisher, en donde se diseñaron dos primers directos 

para ser usado en vectores TOPO y TA (Tabla 5-1) [51]. La especificidad de los primers 

diseñados fue comprobada mediante un análisis con BLAST usando como partida al 

genoma del parásito.  

 



 

 

Tabla 5-1. Características de los primers utilizados para la amplificación de 
TvNMNAT1 (Magenta) y TvNMNAT2 (Azul).  

Candidato Primer Secuencia 5’ – 3’ 
% 

GC 

TvNMNAT 
1 

TvNMNATd CAC CAT GTC TAA GAA GTG CGT TCT TGC G 44 

TvNMNAT1pD-TA ATG TCT AAG AAG TGC GTT CTT G 41 

TvNMNATr TTT GCC TAA TAT GTT CGG TCT TAT T 33 

TvNMNAT 
2 

STvNMNAT CAC CAT GAC ATC TGA AGA AAT AGT T 36 

TvNMNAT2pD-TA ATG ACA TCT GAA GAA ATA GTT TTA G 28 

AsTvNMNAT TTA GTC TTT ATA GTA GTT ATT CTT AGC 26 

 

Para la estandarización de las condiciones de amplificación se empleó: 50 ng  de ADN 

plantilla, Buffer de amplificación 1 X  (KCl 50 mM, Tris-HCl 10 mM pH 7.2), MgCl2 2.5 

mM,  dNTPs 0.2 mM, Primers 0.4 µM, Taq polimerasa 1 U en H2O(dd) a un volumen final 

de 15 µL empleando el termociclador Veriti 96-Well [52], bajo estas condiciones fueron 

evaluadas las temperaturas de alineación para cada una de las parejas de primers 

diseñadas determinando así el mejor perfil térmico (Figura 5-1). Los productos de PCR 

se separaron mediante electroforesis de agarosa al 1% en TBE 0.5X y visualizado por 

tinción en bromuro de etidio.  Estas condiciones de amplificación usando Taq polimerasa 

fueron utilizadas para la amplificación de los genes de interés para su ligación en el 

vector pET-SUMO.  

Figura 5-1. Perfil térmico de PCR utilizado en la amplificación de las secuencias 
codificantes. (a) tvnmnat1 (b) tvnmnat2. Generado en Biorender.  
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5.1.2.2 Clonación del Vector Recombinante pGEM-T/tvnmnat y pET 

SUMO/tvnmnat 

 

La ligación en los vectores pGEM-T Easy (Promega)  y pET SUMO (Thermo Fisher) se 

realizó usando una relación 1:3 (vector:inserto), 1 µL vector, 1 µL Buffer de ligación 10X y  

1 µL T4 ADN Ligasa, la mezcla de reacción se incubo a 16°C por una hora y 

posteriormente, a 4°C overnight [53], [54].  

El plásmido recombinante (pGEM-T/tvnmnat y pET-SUMO/tvnmnat) se transformó en 

células químicamente competentes E. coli TOP10 (cepa de mantenimiento) por choque 

térmico (Figura 5-2). Para ello serán tomaron 50 µL de células químicamente 

competentes E. coli TOP10 con 2 µL de producto de ligación, la incubación se realizó por 

30 minutos en baño de hielo, posteriormente las células se sometieron a 42 °C/30 

segundos y colocadas inmediatamente después por 5 minutos sobre hielo. La incubación 

fue realizada durante una hora a 37°C para recuperación con 250 µL de medio SOC 

(triptona 2%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 10 mM, KCl 2.5 mM, MgCl2  2.5 mM, 

MgSO4 10 mM  y glucosa 20 mM). Las células recuperadas se platearon en cajas de Petri 

con LB-Agar (bactotriptona 1% p/v, cloruro de sodio 1% p/v y extracto de levadura 0.5% 

p/v a pH 7.0) con ampicilina 100 µg/mL (pGEM-T) y 50 µg/mL (pET-SUMO) e incubadas 

toda la noche a 37°C.  

El rastreo de los clones transformados se hizo mediante PCR con las condiciones 

estandarizadas anteriormente utilizando como plantilla la colonia transformada, 

resuspendida en 20 µL de H2Odd y posteriormente lisada a 92°C/10 minutos en baño 

María. Los resultados se visualizaron en electroforesis de agarosa al 1 % en TBE 0.5 X a 

100 V mediante tinción con bromuro de etidio. 

 

 

 

 

 



 

Figura 5-2. Mapa de los vectores recombinantes construidos pGEM-T-tvnmnat y 
pET SUMO-tvnmnat . A) pGEM-T – tvnmnat1(izquierda), pGEM-T – tvnmnat2 (derecha).       
B) pETSUMO- tvnmnat1 (izquierda), pETSUMO- tvnmnat2 (derecha). Visualizados en 
SnapGene [55]. 

   

 

5.1.2.3 Preparación de células químicamente competentes 

Para realizar la transformación de los plásmidos recombinantes en células E. coli se 

prepararon células químicamente competentes E. coli TOP10 y BL21 (D3) como se 

describe a continuación. Se realizo un inóculo E. coli TOP10 y BL21 (D3) en 10 mL de 

LB, incubadas a 37°C toda la noche. Posteriormente, se hizo una dilución 1:50 del 

inóculo anterior en 50 mL de LB, incubando a 37°C hasta una densidad óptica (OD 
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600nm= 0.3 – 0.4). El cultivo bacteriano fue centrifugado a 4000 rpm /10 min a 4°C, 

descartando el sobrenadante y el pellet bacteriano obtenido se resuspendió en 4 mL 

CaCl2 100 mM (estéril, frío y fresco) e incubo 10 min con agitación constante, el 

procedimiento anterior se repitió. A continuación, se centrifugó a 4000 rpm /10 min a 4°C, 

descartando el sobrenadante y resuspendiendo las células en 1.750 mL CaCl2 100 mM.  

Finalmente, fueron elaboradas alícuotas de 50 µL de células químicamente competentes, 

utilizadas en los procesos de transformación. Una vez alcanzada la densidad óptica 

deseada, todo el proceso mantuvo en baño de hielo y en condiciones de esterilidad. 

5.1.2.4 Purificación de Plásmidos Recombinantes 

Las colonias recombinantes para pGEM-T/tvnmnat y pET-SUMO/ tvnmnat se inocularon 

en medio LB líquido con ampicilina 100 µg/mL y kanamicina 50 µg/mL respectivamente e 

incubadas a 37°C toda la noche. Luego, se realizó el método de lisis alcalina para 

extracción de plásmido, en el cual se centrifugo el inóculo a 6000 rpm por 10 minutos, el 

pellet resultante se resuspendió en 300 µL solución isotónica (Glucosa 50 mM, Tris-HCl 

25 mM, EDTA 2.5 mM pH 8.0) e incubado por 5 minutos a 4°C; posteriormente, se 

adiciono 300 µL de solución de lisis (NaOH 0.2 M, dodecilsulfato sódico SDS 1% p/v), 

mezclándose esta solución por inversión e incubándose a  4°C/5 minutos, transcurrido 

este tiempo se agregaron 300 µL de solución de neutralización (acetato de potasio 3 M 

pH 4.8), se centrifugo a 12000 rpm por 10 minutos. El sobrenadante resultante fue 

transferido a un eppendorf con 1 µL RNasa (10 ng/mL), incubando a 37°C/30 minutos y 

centrifugando a 12000 rpm /10 minutos, obteniendo la fase acuosa (sobrenadante) a la 

cual se le agregaron 2.5 volúmenes de etanol absoluto frio y 1/10 de acetato de potasio 

frio 3 M, esta solución se precipito a -20°C por una hora. Finalmente, fue centrifugado a 

12000 rpm /10 min, eliminando el sobrenadante y realizando dos lavados más al 

precipitado con 1 mL de etanol 70% frio, evaporando el etanol excedente a 37°C por 10 

minutos. El pellet se resuspendió en 50 µL de H2O(dd) [56]. El plásmido recombinante fue 

analizado por electroforesis de agarosa al 0.8 % en TBE 0.5X y visualizado por tinción en 

bromuro de etidio. 

5.1.2.5 Verificación del Plásmido Recombinante  

Con el fin de identificar los plásmidos recombinantes (pGEM-T/tvnmnat y pET-

SUMO/tvnmnat) se realizó una PCR y digestión enzimática. Las condiciones de PCR 



 

utilizadas se encuentran descritas en el numeral 5.1.2.1, donde como control positivo se 

utilizó ADN genómico 1 µL de T. vaginalis y como control negativo 1 µL H2O.   

5.1.2.6 Transformación en cepa de expresión con el plásmido 

recombinante 

Los plásmidos recombinantes previamente obtenidos por el método lisis alcalina en 

cepas de E. coli de mantenimiento, fueron transferidos a cepas E. coli de expresión 

BL21(D3), como se describio en el numeral 5.1.2.3.  

5.1.2.7 Expresión de la proteína recombinante 6xHisTvNMNAT 

Con los clones transformados, se realizó un inóculo en 10 mL LB, glucosa 1% (p/v) y 

kanamicina (50 µg/mL) y se incubaron a 37 °C toda la noche. A continuación, fue 

generada una dilución 1:50 del inóculo anterior con 20 mL LB, glucosa 1 % y kanamicina 

(50 µg/mL), incubando a 37°C hasta una densidad óptica (OD 600nm= 0.6). La inducción 

se realizó con isopropil β-D-1-tiogalactopiranosido (IPTG) 0.5 mM, con una incubación a 

37 °C en agitación constante. Obteniendo muestras de tiempos de inducción de 2, 4, 6 

horas y toda la noche. La recolección de las bacterias se llevó a cabo mediante 

centrifugación a 6000 rpm /15 min a 4 °C, descartando posteriormente el sobrenadante y 

obteniendo el peso húmedo del pellet bacteriano. El monitoreo de la inducción se realizó 

mediante SDS-PAGE utilizando un gel concentrador de 3.9 %T y un gel separador de 12 

%T, donde se tomaron células BL21(D3) no transformadas, no inducidas e inducidas, las 

cuales se resuspendieron en Buffer de carga 1X (Tris 0,083 M, SDS 1,74% (p/v), Glicerol 

5% (v/v), β-mercaptoetanol 5,5% (v/v) y azul de bromofenol 0,002% (p/v)), luego se 

trataron las muestras a 94°C / 10 minutos y se sembraron cada una de las muestras. El 

gel fue corrido con buffer de electroforesis 1X (Tris base 25 mM, Glicina 192 mM y SDS 

0,1% (p/v)) a 100 V  y con tinción con azul de Coomassie-R250[56].  

5.1.2.8 Determinación de la solubilidad de las proteínas recombinantes 

6xHisTvNMNAT 

 

Para determinar la solubilidad de las proteínas recombinantes, se tomaron las células 

provenientes del numeral anterior y se centrifugaron a 6000 rpm/15 min a 4°C. Los 

pellets celulares se resuspendieron en buffer de lisis (50 mM Fosfato de potasio, pH 7.8, 

400 mM NaCl, 100 mM KCl, 10% Glicerol, 0,5% TritonX-100, 10 mM Imidazol) usando 5 
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mL / gramo de pellet húmedo celular, 1 mg/mL lisozima y 1:400 Inhibidor de proteasas 

(relación volumétrica inhibidor: extracto) (Promega) [57]. Esta mezcla fue incubada 

durante 1 hora a 4°C con agitación constante. Las muestras fueron sometidas a 

sonicación (50% amplitud, pulsos de 15 s y reposo de 45 s para un total de 3 min) a baño 

de hielo a 4°C y centrifugadas a 12000 rpm /20 min a 4°C, obteniendo así las fracciones 

solubles e insolubles. Estas fracciones se analizaron mediante SDS-PAGE en geles 

discontinuos al 12% T.  

5.1.2.9 Inmunodetección de la proteína recombinante 6xHisTvNMNAT  

Las fracciones totales, soluble e insoluble evaluadas fueron separadas mediante SDS-

PAGE en geles discontinuos y transferidos a membranas de nitrocelulosa (Biorad) en 

buffer de transferencia (0,2 M glicina, 10 mM Tris/HCl pH 8.0, 10% metanol (v/v)) usando 

una corriente de 200 mA / 2 horas. La transferencia fue analizada por tinción de Ponceau 

sobre la membrana, bloqueada por 2 h con solución de leche descremada 5% (p/v) en 

TBST (150 mM NaCl, 20 mM Tris/HCl pH 7.5, 0.1% Tween-20 (v/v)).  La 

inmunodetección de la proteína TvNMNAT fue realizada usando anticuerpo primario anti-

6xHis (1:5000) (Abcam), anticuerpo secundario anti-raton conjugado a fosfatasa 

(1:10000) (Sigma) y los sustratos de revelado nitro-azul de tetrazolio (NBT) (50 mg/mL) y 

5-Bromo-4-Cloro-3’-indoilfosfato (BCIP) (50 mg/mL) (Promega) en buffer sustrato (150 

mM NaCl, 100 mM Tris/HCl pH 9.0, 1 mM MgCl2). Durante los cambios de anticuerpos 

fueron realizados tres lavados con TBST de 10 min cada uno [58].  

5.1.2.10 Purificación de la proteína recombinante 6xHisTvNMNAT  

Las fracciones solubles enriquecidas con la proteína recombinante 6xHis TvNMNAT 

fueron incubadas con la resina Cobalt Agarose Beads High Density previamente 

equilibrada con el buffer de unión (50 mM NaH2PO4 pH 7.5, 300 mM NaCl, 10% Glicerol, 

0,5% TritonX-100, 10 mM Imidazol) durante una hora a 4°C con agitación constante. La 

anterior mezcla fue centrifugada a 4000 rpm/5 min a 4°C, separando el sobrenadante con 

las proteínas no unidas. A continuación, se realizó un gradiente discontinuo 20, 30, 50, 

75, 150, 300  y 500 mM de Imidazol con el buffer (50 mM NaH2PO4, pH 7.5, 300 mM 

NaCl, 10% Glicerol, 0,5% TritonX-100) en pro de estandarizar las condiciones de elución 

de las proteínas recombinantes [59]. 



 

Posteriormente, la fracción soluble se dializó empleando una membrana MWCO 

(Molecular Weight Cut-Off) de 10kDa en 500 mL de buffer fosfatos (50 mM NaH2PO4, pH 

7.5, 300 mM NaCl) durante toda la noche a 4°C en agitación constante. Al día siguiente, 

fue realizado un cambio de buffer fosfatos e incubado por 3 horas. Las muestras 

dializadas fueron suplementadas con glicerol 10% y almacenadas a -20°C. Los pasos de 

purificación fueron analizados por SDS-PAGE en geles discontinuos y western blot y los 

eluidos se cuantificaron mediante el método de Bradford.  

 

5.1.2.11 Caracterización enzimática de la proteína recombinante 

6xHisTvNMNAT  

Para comprobar la identidad de las proteínas TvNMNAT, fue evaluada su actividad de 

biosíntesis mediante el desarrollo de ensayos enzimáticos directos e indirectos. 

5.1.2.11.1 Ensayos enzimáticos acoplados 

 

La actividad enzimática de las proteínas recombinantes 6xHis-TvNMNAT se determinó 

mediante ensayos enzimáticos acoplados usando la enzima alcohol deshidrogenasa 

(ADH) (E.C: 1.1.1.1), en donde se realizaron monitoreos de aumento de la absorbancia a 

340 nm, monitoreando la producción de NAD+ a través de la reducción del NADH (Figura 

5-3)  [60], [61].  La mezcla de reacción se realizó con 40 mM Etanol, 25 mM HEPES/KOH 

pH 7.4, 10 mM MgCl2, 1.25 mM ATP (Sigma), 1.25mM NMN (Sigma) y 2 UI ADH (Sigma), 

la cual se incubo a temperatura ambiente durante 5 min con agitación constante. La 

reacción se inició adicionando 300 y 250 µg de TvNMNAT1 y TvNMNAT2 

respectivamente, registrando valores de absorbancia a 340 nm por 20 min. Fue utilizado 

como control positivo de reacción en los ensayos, la NMNAT purificada de Leishmania 

brazilensis [6]. 
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Figura 5-3. Ensayo enzimático acoplado con ADH. Generado en Biorender.  

 

5.1.2.11.2 Ensayos enzimáticos directos 

La biosíntesis de NAD+ también fue analizada mediante cromatografía liquida de alta 

eficiencia en fase reversa (RP-HPLC). El ensayo de actividad consiste en la formación 

del NAD+ mediante la transferencia del ATP al NMN, como se observa en la Figura 5-4. 

Para lo cual, se mezclaron 25 mM HEPES/KOH pH 7.4, 10 mM MgCl2, 1.25 mM ATP 

(Sigma) y 1.25mM NMN (Sigma). La reacción se inició con la adición de 20 y 10 µg de 

las enzimas recombinantes TvNMNAT1 y TvNMNAT2, incubadas a 37°C durante 20 min. 

La reacción fue interrumpida por adición de 50 µL 1,2 M HClO4 incubando a 4°C / 10 min, 

luego fue centrifugado a 12000 g / 3 min y se neutralizó con 20 µL  mM CaCO3 incubando 

a 4°C / 10 min y centrifugado a 12000 g / 3 min, fue tomado el sobrenadante.  

La cromatografía RP-HPLC fue realizada en la columna C18 100Å de 100 x 4,6 mm, con 

tamaño de partícula de 5 µm (Phenomenex) en el cromatógrafo Agilent 1260. Fue 

utilizado un gradiente de elución isocratico utilizando Buffer A ( 0.1 mM fosfato de 

potasio, pH 6.0) y Buffer B (99,8% v/v Metanol) manejándose de la siguiente manera: 7 

min Buffer A (100%), 2 min Buffer B (30%), 4 min Buffer B (60%), 2 min Buffer B (30%), 2 

min Buffer A (100%). El flujo de separación fue 1,5 mL/min a temperatura ambiente, en 

donde se inyectaron 10 µL de muestra y la detección de las moléculas se realizó a 254 



 

nm. Con el propósito de realizar análisis cuantitativos, se inyectaron los sustratos (NMN, 

ATP y NAD+).  

Figura 5-4. Ensayo enzimático directo. Generado en Biorender. 

 

Este tipo de ensayo se empleó para determinar las condiciones óptimas de pH y 

temperatura para las TvNMNAT. 

5.1.2.12 Producción de anticuerpos policlonales α-6xHis-SUMO-

TvNMNAT-IgY en el modelo aviar  

Las proteínas recombinantes 6xHis-SUMO-TvNMNAT purificadas se utilizaron para 

inmunizar gallinas de la raza Hy-Line Brown de 100 semanas bajo condiciones de 

mantenimiento estándar para el trabajo animal, siendo mantenidas en el centro de 

producción avícola de la Facultad de medicina veterinaria de la Universidad Nacional de 

Colombia sede Bogotá. Adicional a los individuos inmunizados, se inoculo con PBS 1X 

un individuo control para monitorear el proceso.  Las condiciones de inmunización en el 

modelo aviar usadas han sido reportadas en la literatura y estandarizadas en el 

laboratorio de investigaciones básicas en bioquímica - LIBBIQ.  La primera inmunización 

se realizó usando 150 µg de antígeno con adyuvante de Freund completo en relación 1:1 

(Antígeno:Adyuvante) homogenizado mediante vortex e inyectado por vía intramuscular 

(Dia 0). Fueron realizados tres refuerzos posteriores a los 15 días y luego con intervalos 

de 8 días con antígeno y adyuvante incompleto en relación (1:1) con volúmenes de 

inyección de 300 µL. Fueron recolectados los huevos durante todo el periodo de 

inmunización junto con las muestras de sangre periféricas, extraídas posterior a cada 

inmunización para monitorear el proceso [62].  
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Tabla 5-2. Esquema de inmunización de gallinas para la generación de anticuerpos 
policlonales IgY contra la proteína recombinante 6xHis-TvNMNAT. C: Adyuvante 
completo. I: Adyuvante incompleto. 

 6xHis-TvNMNAT Control 

Dia 0 15 23 30 0 15 23 30 

Adyuvante 

de Freund 

 C I I I C I I I 

(µL) 150 150 150 150 150 150 150 150 

Antígeno (µg) 150 150 150 150 - - - - 

(µL) 150 150 150 150 - - - - 

PBS 1X (µL) - - - - 150 150 150 150 

 

5.1.2.12.1 Obtención de anticuerpos policlonales presentes en suero. 

 

Con la finalidad de obtener los anticuerpos presentes en suero, a las sangrías 

recolectadas se les dejo coagular durante 30min a 37°C y luego mediante centrifugación 

(12000 rpm durante 20 min a 4°C) fue separado el suero, el cual fue suplementado con 

Glicerol al 20% y almacenadas a -20°C. Con el fin de determinar el nivel de 

reconocimiento de los anticuerpos presentes en suero se realizó un western blot, 

teniendo en cuenta la concentración de anticuerpo producido (α6xHis-SUMO-TvNMNAT-

IgY) realizando diluciones en TBST y adicionalmente, la concentración de antígeno 

(6xHis-SUMO-TvNMNAT) a reconocer. Como anticuerpo secundario fue utilizado 

αChiken-Donkey producido en burro (Gallus Inmunitech inc.). 

5.1.2.12.2 Purificación de anticuerpos IgY presentes en sangría y yema de 

huevo. 

 

Con el fin de purificar los α-6xHis-SUMO-TvNMNAT-IgY presentes en suero, fue utilizado 

el método de afinidad a antígeno; para lo cual, la proteína recombinante antigénica 

purificada (250 µg) fue separada mediante SDS-PAGE, transfiriéndola posteriormente a 

una membrana de nitrocelulosa (200mA por 2h). La banda con la proteína de interés fue 

visualizada mediante Rojo de Ponceau y cortada (  ̴37 kDa), se realizó un pre-eluído con 

glicina 100mM pH 2.5 por 10min en agitación constante. Seguido, la membrana fue 

lavada con TBST 0,2% durante 10min y bloqueada con TBST 0,2% - leche 5% por 1h, se 

retiró el exceso de leche mediante 3 lavados de 10min con TBST 0,2%. Posteriormente, 



 

fue cortada en cuadros de 2x2mm y se incubo toda la noche (O/N) en agitación constate 

con 500uL de suero. Anticuerpos no unidos o suero remanente, fueron retirados 

mediante pipeteo y conservados a -20°C. Se realizaron lavados con TBS T 0,2% siendo 

monitoreados por espectrofotometría hasta alcanzar una absorbancia a 280nm menor a 

0,1. Finalmente, la elución de los anticuerpos se realizó con 150uL de glicina 100mM pH 

2.5 interactuando con la membrana durante 10min en agitación constante; los eluídos 

fueron neutralizados con 15uL de Tris HCl 2M pH 8.5 y almacenados a -20°C, se 

cuantificaron mediante espectrofotometría a 280nm. 

 

Por otro lado, la extracción de los anticuerpos α6xHis-SUMO-TvNMNAT-IgY presentes 

en yema de huevo, se realizó mediante su precipitación en gradientes crecientes de 

polietilenglicol (PEG-6000). Para lo cual, las yemas fueron separadas de la clara 

cuidadosamente y solubilizadas en 2 volúmenes de Buffer PBS 1X pH 7,4, fue tomada 

una alícuota de 1mL de cada huevo para la evaluación preliminar de todas las muestras. 

A continuación, fueron realizado el gradiente (3.4, 8.5 y 12%) permitiendo obtener las 

inmunoglobulinas enriquecidas; En la primera precipitación, se obtuvo la fase intermedia 

(eliminando lípidos), en la segunda el sobrenadante y en la tercera el pellet (siendo 

resuspendido en 1mL de PBS 1X, para todos los casos las muestras se dejaron en 

agitación a 4°C durante 10min y fueron centrifugadas a 14000 rpm por 20min. El 

precipitado obtenido a un porcentaje de saturación del 12% fue resuspendido en 400 µL 

de PBS 1X, cuantificado por espectrofotometría a 280 nm empleando celda de cuarzo y 

titulado mediante ensayo de ELISA indirecto para determinar contenido de IgY’s 

especificas contra el antígeno. El proceso fue monitoreado por SDS-PAGE 10% [62].  

 

5.1.2.12.3  Evaluación y caracterización de anticuerpos policlonales α6xHis-SUMO-

TvNMNAT-IgY mediante ELISA indirecto.  

 

Los anticuerpos policlonales α6xHis-SUMO-TvNMNAT purificados a partir de suero, 

fueron evaluados mediante ensayos de western blot teniendo en cuenta concentraciones 

del anticuerpo producido (realizando diluciones en TBST) junto con la concentración de 

antígeno (6xHis-SUMO-TvNMNAT) a reconocer.  

 

Por otro lado, con respecto a los α6xHis-SUMO-TvNMNAT extraídos de yema de huevo, 

se realizó una titulación mediante un ensayo de ELISA indirecto en placas de 96 pozos. 
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Para esto el antígeno (6xHis-SUMO-TvNMNAT) fue preparado en buffer carbonatos 

(CO3
−2/ HCO3

−) pH 9,6 a una concentración de 10 µg/mL sembrando 100 µL por pozo, esto 

fue incubado por 1 hora a 37°C y overnight a 4°C (cubriendo la placa con papel vinipel y 

aluminio). Al día siguiente, se realizó el bloqueo adicionando 200 µL de PBS 1X - Leche 

5% durante 2 horas a 37°C; A continuación, se generó la interacción con el anticuerpo 

primario α6xHis-SUMO-TvNMNAT en una dilución 1:1000 por 1 hora a 37°C y los 

correspondientes controles (Tabla 5-3). Entre cada cambio de anticuerpo y sustrato, la 

placa fue lavada por aspersión abundantemente con PBS 1X por lo menos 3 veces. 

Posteriormente fueron agregados 100 µL del anticuerpo secundario αIgY-HRP (Sigma) 

en una dilución 1:10000 preparado en PBS 1X, incubando 2 horas a 37°C. El revelado de 

la placa se realizó con 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfónico) (ABTS - 

Sigma) y peróxido de hidrógeno 4% en buffer citrato-fosfato 100mM pH 5 incubando 1h a 

37°C, la reacción se detuvo con 20 µL de SDS 1%. Finalmente, se realizó la lectura de la 

placa a 405 nm. 

 

Tabla 5-3. Controles empleados en ELISA indirecto de la titulación de los IgY 
contra TvNMNAT extraídos de yema. Ab: Anticuerpo 

No Tipo de control Antígeno Ab-1rio Ab-2rio 

1 Negativo BSA α6xHis-SUMO-TvNMNAT αIgY-HRP 

2 Negativo 6xHis-SUMO-TvNMNAT α6xHis-SUMO-TvNMNAT PBS 1X 

3 Negativo 6xHis-SUMO-TvNMNAT PBS 1X αIgY-HRP 

4 Negativo α6xHis-SUMO-TvNMNAT PBS 1X PBS 1X 

5 Negativo PBS 1X PBS 1X PBS 1X 

6 Positivo αIgY-HRP (1:4000) PBS 1X αIgY-HRP 

  

 

 

 

 

 

 



 

5.1.2.13 Análisis de la estructura cuaternaria de la proteína 

recombinante 6xHis – SUMO- TvNMNAT 

 

La determinación de la conformación oligomérica de las enzimas recombinantes 6xHis-

SUMO-TvNMNAT, se realizó usando la estrategia de geles nativos de poliacrilamida 

(PAGE) para la construcción de gráficos de Ferguson.  

Teniendo en cuenta los métodos descritos y estandarizados, se usaron 15 µg de proteína 

purificada TvNMNAT y 15 µg de proteínas con estructura cuaternaria descrita (lisozima, 

ovoalbúmina y BSA) a modo de patrones moleculares.  En la construcción de los gráficos 

de Ferguson, se realizaron 4 geles nativos (PAGE) paralelos con diferentes 

concentraciones de acrilamida (8, 9, 10 y 12%), a los que se les determino la migración 

relativa de cada proteína (Rf). Con los datos obtenidos fueron determinados coeficientes 

de migración (Kf) y con los pesos moleculares de los diferentes oligómeros, se realizaron 

las gráficas de Ferguson ( -Log Kf vs Log MW) a partir de las cuales se estimó el peso 

molecular de la proteína recombinante (6xHis-SUMO-TvNMNAT), empleando las 

ecuaciones generadas en los gráficos [63]–[66]. 

5.2 Análisis bioinformático de transportadores de la familia MCF en 
parásitos protozoarios extracelulares 

 

Con el fin de realizar un acercamiento bioinformático en la búsqueda de posibles 

transportadores del NAD+ en protozoos extracelulares. Se planteo la siguiente estrategia 

metodológica. 

5.2.1 Búsqueda de proteínas transportadoras y alineamientos 

Según la clasificación taxonómica, se buscaron los parásitos extracelulares 

representativos dentro de cada phyla protozoa [67]. A partir de los prospectos 

seleccionados, se realizó una búsqueda de la secuencia de ADN y proteínas 

transportadoras de NAD+ en las bases de datos del Centro Nacional para la Información 

Biotecnológica (NCBI), a continuación fueron generados diferentes alineamientos de 

secuencias proteicas de Transportadores de NAD+ usando el programa CLC Main 

Workbench,  CLUSTAL-W y T-Coffee  [68]–[70]. 
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5.2.1.1 Búsqueda y análisis de los candidatos  

 

Las secuencias consenso se utilizaron en la realización de alineamientos locales (Basic 

Local Aligment Search Tool - tBLASTn del NCBI) contra los genomas disponibles de 

parásitos extracelulares, buscando los candidatos a transportadores de NAD+ de los 

organismos inicialmente seleccionados. Los candidatos encontrados, se analizaron 

mediante el predictor de dominios del NCBI y  alineamiento múltiple mediante los 

programas CLC Main Workbench y CLUSTAL-W  [68][71]. Adicionalmente, se predijo la 

localización subcelular de los candidatos a Ndt mediante el servidor DeepLoc-1.0 [35] 

 

5.2.1.2 Predicción y acoplamiento molecular de los candidatos a 

proteínas transportadoras de la familia MCF - Ndt 

 

Se realizó un modelamiento de estructura terciaria de los candidatos Ndt en el software 

Robetta, su evaluación se realizó en los programas Ramanchandran page y Swiss-

model, la optimización de la estructura fue realizada con ModRefiner [44], [72]–[74]. Con 

las estructuras terciarias de los  transportadores de NAD+ previamente descritos se 

realizó una superposición con los candidatos usando el programa USFC-Chimera [46]. 

Para la realización de acoplamientos moleculares se descargó el NAD+ en la base de 

datos PubChem [47], optimizándose su estructura con Avogadro[48]. Mediante Autodock- 

Tools fueron generados los archivos de acoplamiento para las proteínas y el ligando, y se 

construyó una cuadrícula según la predicción del bolsillo catalítico determinado por el 

programa DoGSiteScorer [75]. Mediante Autodock Vina se calcularon las energías de 

unión y los análisis de las interacciones se realizaron usando LigPlot+[49], [50] 

 

 

 

 



 

6.  Resultados y discusión 

Los resultados y discusiones se presentan según los objetivos propuestos y metodología 

planteada anteriormente, como se describe a continuación en 2 capítulos. 

6.1 Aproximación experimental de las NMNATs de 
Trichomonas vaginalis 

Con el propósito de cumplir los objetivos “Desarrollar un acercamiento experimental al 

estudio de la NMNAT de Trichomonas vaginalis, a partir de la clonación y expresión de la 

proteína recombinante”,  “Caracterizar la NMNAT de Trichomonas vaginalis, mediante 

análisis de su actividad enzimática”  y “Determinar estructuralmente la conformación 

oligomerica de la NMNAT de Trichomonas vaginalis” se realizó la aproximación 

experimental de dos candidatos a NMNAT en el parásito extracelular T. vaginalis 

identificado en un trabajo previo permitiendo comprender un poco más acerca de los 

procesos metabólicos de este organismo. Igualmente se realizó la actualización in silico 

de los candidatos a NMNAT. 

6.1.1 Aproximación bioinformática 

Los candidatos a NMNAT de Trichomonas vaginalis fueron identificados en un estudio 

previo en el LIBBIQ, por lo que a continuación se presenta la actualización bioinformática, 

señalando las características relevantes de estas isoenzimas [32]. 

6.1.1.1 Análisis de la estructura primaria de los candidatos TvNMNAT 

En la Tabla 6-1 se presentan los códigos de acceso de la NCBI, correspondiente a los 

candidatos de T. vaginalis. En este trabajo, los candidatos se denominaran TvNMNAT1 

(XM_001581372.1) y TvNMNAT2 (XM_001584480.1) con secuencias de 642 y 630 pb 

que codifican para isoenzimas de 213 y 209 aa respectivamente, estas proteínas 

candidato están en el rango característico de esta  familia de citidililtransferasas  ( 20 – 

50 kDa) [16].  

T. vaginalis aunque es organismo eucariota basal presenta spliceosoma y han sido 

reportada la presencia de intrones en algunos de sus genes. Cuando se analizan las 

secuencias génicas de estos candidatos ningún intrón fue identificado, siendo relevante 



48 El NAD+ en parásitos extracelulares: Procesos biosintéticos y de transporte   

 
para los posteriores análisis experimentales [76]. La secuenciación del genoma de 

vaginalis se realizó en 2007 y a la fecha no existe actualización de estos datos, por lo 

que no es posible identificar en cuál de los 6 cromosomas se encuentran los genes de 

interés (Tabla 6-1) [77].  

Tabla 6-1. Características In silico de los candidatos TvNMNAT.  

 TvNMNAT1 TvNMNAT2 

 
TVAG_110480 hypothetical 

protein 

TVAG_072070 

Cytidylyltransferase family 

protein 

mRNA ID XM_001581372.1 XM_001584480.1 

Prot ID XP_001581422.1 XP_001584530.1 

Tamaño del gen (pb) 642 630 

Tamaño de la 

proteína (aa) 
213 209 

Peso molecular (kDa) 23.754 23.31 

Punto isoeléctrico 5,98 6,42 

Exon/Intron 1/0 1/0 

Cromosoma No registrado No registrado 

 

Mediante análisis bioinformáticos a nivel de estructura primaria, las dos isoenzimas 

TvNMNAT1 y TvNMNAT2 contienen los dos motivos de unión a ATP [GxFxPx[H/T]xxH] y 

[SSTxxR] altamente conservados, identificando que el primer motivo (GSFNPPTNGH) es 

idéntico en las dos secuencias y el segundo motivo (SST[F/L]VR) tienen una diferencia 

en la posición del 4° aminoácido del motivo. 

Debido al papel esencial de las NMNAT en el metabolismo energético, se realizó una 

comparación de la estructura primaria de los candidatos TvNMNAT con sus ortólogos 

humanos con el propósito de postular a estas enzimas como dianas terapéuticas. Se 

observo que las HsNMNAT 1 y 2 presentan una secuencia de aminoácidos adicional, 

posterior al primer motivo de unión a ATP, lo cual se ha asociado con la actividad 

chaperona en estas proteínas [78].  

 



 

Adicionalmente, se destaca la presencia en las HsNMNAT y TvNMNAT de dos regiones 

cortas cerca a los sitios activos [ARD] y [CGAD] y los aminoácidos W, I y R hacia la 

región carboxi-terminal, que se encuentran conservados, posiblemente involucrados en la 

interacción con los sustratos. En la región amino-terminal se observa la mayor 

variabilidad entre estas isoenzimas (Figura 6-1).  Por otra parte, en alineamientos con 

NMNAT de otros parásitos se observó variaciones de las secuencias proteicas entre 

estas isoenzimas fuera de los motivos de unión a ATP y la presencia hacia la región 

carboxi-terminal de 5 aminoácidos altamente conservados (R, G, D, W, R) (Anexo B).  

Figura 6-1. Alineamiento múltiple de los candidatos a TvNMNAT y sus ortólogos 
humanos. Secuencias altamente conservadas en las NMNAT, sitios de unión a ATP 
(rojo) y regiones conservadas (azul) usando el programa CLC Main Workbench 21.0.3. 

 

 

De otro lado, estas transferasas presentan un alto porcentaje de leucina (Leu), ácido 

glutámico (Glu) y valina (Val) siendo estos aminoácidos esenciales para la conformación 

de hélices alfa y laminas beta. Junto con ello los altos contenidos de Val, Ile y Phe, estos 

aminoácidos son característicos de proteínas con conformaciones α/β como la familia 

NMNAT (Tabla 6-2) [79].   
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Figura 6-2. Histograma de frecuencia de aminoácidos de TvNMNAT. Porcentaje de 
aminoácidos de TvNMNAT1 (Azul) y TvNMNAT2 (Rosado) generado por CLC Main 
Workbench 21.0.3 

 

La localización subcelular de estas nucleotildiltransferasas ha sido reportada en 

diferentes compartimientos como núcleo, mitocondria, citoplasma y acoplamientos con 

Golgi [80]. Al realizar una aproximación con diferentes servidores de localización, se 

obtienen resultados poco concluyentes ubicando a las TvNMNAT en mitocondria, 

citoplasma, núcleo o hidrogenosoma (Tabla 6-2). Por tanto, es necesario realizar 

aproximaciones experimentales como fraccionamiento subcelular o inmunolocalización 

para definir la ubicación de estas proteínas y su asociación con diferentes procesos 

metabólicos. 

Tabla 6-2. Predicción de la localización subcelular de los candidatos a TvNMNAT. 
Uso de diferentes servidores DeepLoc-1.0, Euk-mPLoc 2,0 , iLoc-Animal y COFACTOR. 

 TvNMNAT1 TvNMNAT2 

DeepLoc-1.0  Mitocondria (0,4854)  
Citoplasma (0,4085) 

Mitocondria (0,502) 
Citoplasma (0,4145) 

Euk-mPLoc 2.0 Núcleo Citoplasma - núcleo 

iLoc-Animal Núcleo Citoplasma - núcleo  

COFACTOR Hidrogenosoma (1.00) 
Citoplasma (0.67) 
Núcleo (0,57) 

Hidrogenosoma (1.00) 
Citoplasma (0.72) 
Núcleo (0,56) 

 

Las modificaciones postraduccionales en las NMNAT han sido identificadas permitiendo 

regular la actividad enzimática y con ello la activación - desactivación proteica o generar 

interacciones con otras proteínas. Fueron analizadas in silico las posibles modificaciones 

postraduccionales de estas isoenzimas, en donde la TvNMNAT1 presenta 11 posibles 

sitios de fosforilación (5 serinas, 3 tirosinas y 3 treoninas) donde se resalta la fosforilación 



 

de Thr-36, Ser-99, Tyr-156 y Ser-196 y TvNMNAT2 presentó en 11 posibles sitios de 

fosforilación (6 serinas, 6 tirosinas y 4 treoninas) con blancos de alta incidencia de Tyr-76 

y Tyr-155 con los valores más altos de Score. Adicionalmente, se ha observado que la 

HsNMNAT-2 asociada a Golgi presenta palmitoilación en residuos de cisteína, siendo 

esta esencial para realizar anclaje a las membranas intracelulares. Esta posible acilación 

se detectó mediante el programa GPS Palm en la TvNMNAT2 en la Cys-138, lo cual 

podría explicar una posible regulación y asociación con Golgi [78]. En las predicciones de 

acetilaciones, se identifica que TvNMNAT1 presenta una acetilación en Ser-2, 

posiblemente relacionada con estabilidad de complejos oligómericos y en procesos de 

degradación. En las NMNAT de S. cerevisae se ha determinado que las dos isoformas de 

este organismo pueden acetilarse y asociarse para formar tetrámeros (Figura 6-3) [81].  

Figura 6-3. Predicción de posibles sitios de modificaciones postraduccionales de 
los candidatos a TvNMNAT. (A) TvNMNAT1 (B) TvNMNAT2. Azul: Fosforilaciones 
(NetPhos 3.1). Morado: Acetilaciones (NetAcet 1.0). Verde: Palmitoilaciones (GPS Palm). 
SUA: Sitio de unión a ATP. Realizado en el programa GPS5.0. 
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6.1.1.2 Análisis de la estructura secundaria y terciaria de los candidatos TvNMNAT 

La estructura secundaria de las proteínas candidato fue analizada mediante el servidor 

PSIPRED, donde se determinaron las disposiciones e interacciones a nivel espacial. La 

estructura secundaria del candidato TvNMNAT1 está conformada por 9 hélices α 

(38,96%) y 6 láminas β (13,61%), en donde los sitios de unión ATP se ubican en la 

primera y octava hélice α. El candidato TvNMNAT2 presenta 7 hélices α (13,39%) y 5 

láminas β (52,17%) y los motivos de unión a ATP se encuentran en la primera y sexta 

hélice α [82]. Adicionalmente, TvNMNAT1 contiene dos hélices α y una lámina β más que 

TvNMNAT2. Estas diferencias estructurales son esenciales para comprender los 

procesos de catálisis, regulación y localización subcelular, como en el caso de otras 

isoenzimas humanas donde sus características estructurales están asociadas con 

afinidad por sustratos y otras funciones como chaperonas.  

A nivel de estructura terciaria, estos candidatos se modelaron mediante el servidor I-

TASSER generando un modelo por homología. Las dos proteínas TvNMNAT modeladas 

se caracterizan por presentar el plegamiento tipo Rossmann β-α-β-α-β, motivo canónico 

de las proteínas de unión a nucleótidos como la familia citidiltransferasas, la cual 

presenta las láminas betas en el centro de la enzima rodeadas por hélices alfas [17]. 

Debido a su interacción con el NAD+ , el pliegue β-α-β es el más conservado debido a la 

interacción con los grupos fosfato del ATP, estructura esencial para la actividad catalítica 

de las enzimas [83]. Mediante el servidor MofRefiner se realizó el refinamiento estructural 

y la validación de los modelos mediante plot de Ramachandran, donde se presenta que 

el 99,45% y 97,861% de los aminoácidos están en regiones permitidas. Adicionalmente, 

se señalan los sitios de unión a ATP a nivel tridimensional, siendo estos próximos para 

los acoples moleculares con los sustratos como se observa en la Figura 6-4 [44], [84]. 

 

 

 

 

 

 



 

Figura 6-4. Modelamiento de los candidatos a TvNMNAT identificando los motivos 
de unión a ATP. TvNMNAT1(Magenta), TvNMNAT2(Azul) y Motivos de unión a ATP 
(Cyan). Generados por el servidor I-TASSER y refinados por MofRefiner. Visualizadas 
por el programa USFC-Chimera. Valores de los aminoácidos en las regiones permitidas 
generadas por el plot de Ramachandran. 
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184 
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Los analisis in silico permitieron determinar que estos candidatos TvNMNAT presentan la 

secuencia y estructura caracteristicas de NMNATs por lo que para complementar esta 

caracterizacion, mediante COFACTOR se predijo la interacción con el ATP y actividad 

enzimatica con NMN y NaMN, lo cual es relevante para comprender como podrian 

modular su funcion según la disponibilidad de su sustrato (Tabla 6-3). La comparacion 

tridimensional de las TvNMNAT con sus ortologos humanos es relevante en la busqueda 

de blancos quimioterapeuticos. La HsNMNAT2 presenta mayor similitud estructural con 

las candidatas, esta enzima presenta como sustrato el NMN y su localizacion es 

citosolica con acoplamientos con golgi [80]. La superposicion de la TvNMNAT1 con la 

HsNMNAT2 muestra un RMSD de 0,969 Å y con la TvNMNAT2 de 0,664 Å mostrando 

una alta similitud entre estas isoenzimas (Figura 6-5). 

 

La comparación de las NMNAT humanas muestra regiones adicionales a comparación de 

las TvNMNAT, siendo las candidatas más compactas, pero con secuencias diferentes, 

siendo esencial para su uso a nivel de diagnóstico. Por tanto, se resalta que estas 

TvNMNAT mantienen la estructura esencial, por lo cual no podrían usarse como un 
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blanco quimioterapéutico a nivel estructural, pero es necesario analizar la actividad 

catalítica de estas enzimas, siendo este un posible blanco para tratamiento de la 

parasitemia generada por T. vaginalis.  

 

Tabla 6-3. Predicción de función molecular de TvNMNAT. Generada por el servidor 

COFACTOR [38]. 

Función TvNMNAT1 TvNMNAT2 

Unión a ATP 1 1 

Actividad nicotinamida-nucleótido 
Adenililtransferasa 

1 0,99 

Actividad nicotinato- nucleótido 
adenililtransferasa 

0,96 0,96 

 

Figura 6-5. Superposición de los candidatos TvNMNAT con la isoforma HsNMNAT2 
(PBD:1nup) Candidato TvNMNAT1(Izquierda-Magenta), Candidato TvNMNAT2 (Derecha- Azul) 
HsNMNAT2 (Gris). Generado por el servidor I-TASSER. Visualizadas con el programa USFC-
Chimera. RMSD plantilla 1nup de 0.969 Å con 177 pares de átomos con TvNMNAT1 y 0,664 Å 
con 196 pares de átomos con la TvNMNAT2. 

 

Teniendo en cuenta los anteriores resultados in silico, los candidatos a TvNMNAT se 

usaron para realizar una aproximacion de la interacción con los sustratos que presentan 

estas proteinas.  

 



 

6.1.1.3 Acoplamiento molecular (Docking) de las TvNMNAT con sus sustratos. 

El acoplamiento molecular de las proteinas TvNMNAT se realizo con los sustratos ATP, 

NMN y NaMN en el programa Auto-Dock Vina. Los resultados generados muestran que 

las dos isoenzimas presentan la mayor afinidad por el ATP con valores de energia de 

unión de -7,9 y -7 kcal/mol, presentando interacción con el motivo de unión a ATP, para 

TvNMNAT1 Ser-12, His-20, Thr-17 y Ser-179 y TvNMNAT2  Ser-13, His-21, Ser-176 y 

Thr-177, estos residuos se encuentran involucrados en interacciones hidrofobicas y 

puentes de hidrogeno (Figura 6-6). Los residuos de Histidina presentados tienen 

interacción con el grupo fosfato del ATP, como ha descrito para HsNMNAT asociado con 

el β-fosfato [85].   

 

El NMN presenta energías de unión con la TvNMNAT1 de -6,7 kCal/mol y TvNMNAT2 de 

-6,8 kCal/mol, indicando interacción con este sustrato. En la HsNMNAT2 se ha reportado 

una fenilalanina del primer sitio de unión a ATP, asociada con el mononucleotido 

mediante el  grupo amida de la cadena principal del aminoacido mediante una molecula 

de agua. En este acoplamiento molecular no se utilizaron moleculas de agua, lo cual 

pudo generar algunas diferencias con respecto a lo reportado por cristalografia 

HsNMNAT2, según nuestros resultados los residuos Phe-13 y  Phe-14 respectivamente 

para cada TvNMNAT, podrian presentar interacciones hidrofobicas con este sustrato [86]. 

 

El tercer sustrato evaluado fue NaMN, donde las energias de unión son de -6,5 y -6,4 

kCal/mol, en la interacción con este sustrato se encuentran los aminoacidos Gly y Phe 

del primer motivo de unión a ATP junto con los residuos Arg-143 y Arg-142 

respectivamente para cada una de las NMNAT candidatas,  estos ultimos son altamente 

conservadas en los alineamientos multiples con las HsNMNAT (Figura 6-1) y en los 

reportados de protozoos de vida libre y parasitica [32].   

 

En la Tabla 6-4. Puntuaciones de acoplamiento predichas e interacciones de 

sustratos con las TvNMNAT. Docking molecular realizado con Auto-Dock Vina. 

Interacciones visualizadas por LigPlot+[49], [50]. son presentados diversos residuos que 

interactuan con los sustratos analizados. Se destaca que los residuos de los motivos de 

unión a ATP  [GxFxPx[H/T]xxH] y [SSTxxR] se encuentran en cada uno de los 

acoplamientos generados, corroborando que estas secuencias altamente conservadas 
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son esenciales para la actividad catalitica de la enzima e interacción con diferentes 

moleculas.  

 

Figura 6-6. Acoplamiento molecular entre las proteínas TvNMNAT con los sustratos 
ATP, NMN y NaNM. Acoplamiento molecular generado por Auto-Dock Vina. Visualizados con el 
programa USFC-Chimera. 
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Tabla 6-4. Puntuaciones de acoplamiento predichas e interacciones de sustratos 
con las TvNMNAT. Docking molecular realizado con Auto-Dock Vina. Interacciones 
visualizadas por LigPlot+[49], [50]. 

 

Candidato Sustrato 

Energia 

de unión 

(kCal/mol) 

Residuos que interactuan 

Puente de 

hidrógeno 
Hidrofóbicas 

TvNMNAT1 

ATP -7.9 

Ser-12, Thr-17, 

Lys-51, Glu-52, 

Ser-54, Val-77, 

Ser-179  

Gly-11, Ser-12, 

Phe-13, His-20, 

Lys-51, Glu-52, 

Ser-54,  Leu-56, 

Phe-115, Val-177, 

Ser-179. 

NMN -6.8 

Glu-52, Val-91, 

Arg-118 

Phe-13, Thr-46, 

Lys-51, Trp-88, 

Arg-90,  Phe-115, 

Trp-119  

NaMN -6.5 

Ser-12, Arg-143, 

Ser-178 

Met-9, Gly-11, 

Phe-13, Thr-17, 

Leu-23, Val-177, 

Phe-115, Ser-179 

TvNMNAT2 

ATP -7.0 

Ser-13, His-21, 

Ser-176,Thr-177, 

Ser-118, Lys-

122, Trp-123 

Gly-12, Ser-13, 

His-21, Ser-118, 

Ser-176, Thr-177.   

NMN -6.7 

His-21, Gly-112, 

Arg-142 

Cys-11, Gly-12, 

Phe-14, Ala-24, 

Val-111, Ile-115, 

Leu-140. 

NaMN -6,4 

His-21, Gly-112, 

Ser-118,  Arg-

142. 

Cys-11, Gly-12, 

Phe-14, Gly-112 

Ile-115, Leu-140 
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6.1.2 Aproximación experimental  

Con el propósito de comprender los procesos de biosíntesis del NAD+ en parásitos 

extracelulares, se eligió modelo Trichomonas vaginalis. En este parásito, los candidatos a 

TvNMNAT1 y TvNMNAT2 evaluados in silico presentan las características típicas de las 

nucleotidiltransferasas. Con el fin de verificar la identidad de estas proteínas, se realizó 

una aproximación experimental de estas enzimas. Generando para ello proteínas 

recombinantes y evaluando su actividad enzimática. En los siguientes apartados, se 

presentan los resultados y análisis correspondientes. 

6.1.2.1 Construcción del vector recombinante pGEMT-tvnmnat 

Para la construcción de los vectores recombinantes se partió del genoma de 

Trichomonas vaginalis para la amplificación de las regiones codificantes tvnmnat1 y 

tvnmnat2 con los primers (Tabla 5-1), como se observa en la Figura 6-7-A correspondiente 

a los tamaños de 642 y 630 pb. Posteriormente, se realizó la clonación de los genes de 

interés en el vector de mantenimiento pGEMT-Easy, rastreando las colonias mediante 

PCR y finalmente se realizó la extracción del plásmido mediante lisis alcalina (Figura 6-7).  

Figura 6-7.Clonación de las secuencias candidato tvnmnat1 y tvnmnat2 en el vector 
pGEM T-Easy. A) Amplificación de la secuencia codificante tvnmnat1 y tvnmnat2 
mediante PCR a partir del ADNg T. vaginalis. B) Identificación de pGEMT/tvnmnat1 y 
pGEMT/tvnmnat2 mediante PCR de colonia. 2 µL Marcador de peso 100 pb y 1 kb. 
Electroforesis de agarosa 1% (p/v) en 0.5 X TBE, se visualizó con bromuro de etidio.  

 



 

 

6.1.2.2 Estimación in silico de la solubilidad de TvNMNAT 

Las NMNATs son proteínas globulares que han sido expresadas en la fracción soluble 

para su análisis y caracterización enzimática. Teniendo en cuenta esta característica, se 

realizó una predicción bioinformática usando diferentes vectores y etiquetas como se 

muestra en la Tabla 6-5. Los resultados no son concluyentes para expresión de las 

TvNMNAT en diferentes vectores, debido a la divergencia de los servidores utilizados. Se 

resalta que la herramienta Soluprot, está diseñada para la predicción de proteínas 

solubles en el sistema heterólogo E. coli, considerando las limitaciones en la producción 

de diversas proteínas en este sistema. Se señala que la mayor solubilidad de las 

proteínas TvNMNAT se puede presentar por la adición de las etiquetas 6xHis y SUMO en 

la construcción de las proteínas recombinantes, por lo cual para este trabajo se 

seleccionó el vector pET SUMO para la expresión en E. coli [87], [88]. 

Tabla 6-5. Predicción in silico de la solubilidad de las proteínas recombinantes 
TvNMNAT usando los programas SCRATCH, Protein-Sol y Soluprot. 

 SCRATCH Protein-Sol Soluprot 

TvNMNAT1 
Insoluble 
0.624990 

0,509 
Soluble 
0,568 

6xHis-TvNMNAT1 / 
pET100 D-TOPO 

Insoluble 
0.687330 

0,552 
Soluble 
0,544 

6xHis-SUMO-TvNMNAT1 
pET-SUMO 

Insoluble 
0.583559 

0,525 
Soluble 
0,910 

TvNMNAT2 
Insoluble 
0.699776 

0,501 
Insoluble 

0,422 

6xHis-TvNMNAT2 
pET100 D-TOPO 

Insoluble 
0.638582 

0,565 
Insoluble 

0,494 

6xHis-SUMO-TvNMNAT2 
pET-SUMO 

Soluble 
0.525642 

0,583 
Soluble 
0,918 
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6.1.2.3 Construcción del vector recombinante pET-SUMO-tvnmnat 

Teniendo en cuenta la disponibilidad del material genómico, fue utilizada como plantilla el 

vector pGEMT-tvnmnat para la amplificación de los insertos tvnmnat1 y tvnmnat2 (Figura 

6-8-A), en donde se empleó Taq polimerasa en la amplificación con el propósito de 

adicionar una adenina en el extremo 3’, necesario para la ligación en el vector TA pET-

SUMO.  El producto de ligación se transformó por choque térmico en células 

competentes E. coli TOP10. Los transformantes obtenidos (15 y 11 colonias) fueron 

evaluadas por PCR identificando 7 y 11 colonias positivas, respectivamente (Figura 6-8-

B). El vector pETSUMO presenta el promotor T7, el cual está regulado por la polimerasa 

T7, generando un sistema eficiente con reducida autoinducción.  

Figura 6-8. Clonación de las secuencias candidato tvnmnat1 y tvnmnat2 en el 
vector pET-SUMO. A) Amplificación de la secuencia codificante tvnmnat1 y tvnmnat2 a 
partir del vector pGEMT/ tvnmnat . B) Identificación de colonias pETSUMO/tvnmnat1 y 
pETSUMO/tvnmnat2 mediante PCR C) Evaluación de direccionalidad de los plásmidos 
pETSUMO-tvnmnat mediante PCR D) Identificación de pETSUMO/tvnmnat1 por 
digestión EcoRV y pETSUMO/tvnmnat2 por digestión con EcoRI. 
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Obtenidos los plásmidos de las colonias positivas por lisis alcalina, se evaluó la 

direccionalidad del vector pET-SUMO, ya que se presentan variaciones en el sentido del 

gen de interés durante el proceso de ligación. De esta manera, la direccionalidad del 

vector fue evaluada mediante la amplificación de la región SUMO y el inserto, llevando a 

un aumento de 105 pb, permitiendo determinar que 6 colonias de tvnmnat1 y 10 colonias 

de tvnmnat2 de 747 y 735 pb, respectivamente presentan el inserto con la dirección 

correcta (Figura 6-8-C).  Por otra parte, los plásmidos recombinantes fueron evaluados 

mediante digestión enzimática, empleando EcoRV con pETSUMO-tvnmnat1, observando 

que el plásmido 7 presenta el patrón de digestión de dos bandas de 1738 y 4547 pb. De 

otro lado, pETSUMO-tvnmnat2 fue digerido con EcoRI, los plásmidos 1, 7 y 9 

presentaron el patrón de corte de 471 y 5802 pb (Figura 6-8-D). Los resultados fueron 

consistentes con las predicciones de cortes de digestión realizadas en el servidor NEB-

CUTTER con las secuencias de pETSUMO-tvnmnat1 y pETSUMO-tvnmnat2, lo cual 

indica que los constructos generados presentan una identidad con lo predicho a nivel 

bioinformático. 

6.1.2.4 Expresión de las proteínas recombinantes 6xHis-SUMO-TvNMNATs 

La expresión de las 6xHis-SUMO-TvNMNATs se realizó empleando el sistema 

heterólogo E.coli BL21(D3). Las proteínas recombinantes obtenidas presentan una 

etiqueta de 6xHis y SUMO en el extremo N-terminal, que aumenta su tamaño en 13 kDa. 

Así, TvNMNAT1 y TvNMNAT2 que peso molecular de 23,7 y 23,3 kDa característico de 

estas enzimas y tendrán un peso esperado de 36,7 y 36,3 kDa respectivamente.  La 

adición de las etiquetas en el extremo N-terminal se llevó a cabo considerando la mayor 

variabilidad de estas enzimas en esta región y la escasa interferencia con el sitio 

catalítico, como se ha verificado en otras NMNAT recombinantes expresadas 

previamente. 

La expresión de las proteínas bajo diferentes condiciones de inducción permitió identificar 

bandas correspondientes a las proteínas esperadas de 36,7 kDa (TvNMNAT1) y 36,3 

kDa (TvNMNAT2) en extractos proteicos totales a los diferentes tiempos de inducción, en 

relación con el control BL21 (D3) no transformado y con la cepa transformada sin inducir. 

En este escenario 6xHis-SUMO-TvNMNAT1 presenta una mayor expresión a las 4 horas 

de inducción y 6xHis-SUMO-TvNMNAT2 a las 2 horas (Figura 6-9). Estas diferencias de 

expresión pueden estar dadas por las secuencias proteicas de los dos candidatos, siendo 



 

estas posiblemente susceptibles a proteasas que degradan las regiones N- o C-terminal 

llevando a la degradación proteolítica [89].  

Figura 6-9. Tiempos de expresión de 6xHis-SUMO-TvNMNATs. Candidato 
TvNMNAT1 (Izquierda). Candidato TvNMNAT2 (Derecha). Tiempos de inducción 2, 4, 6 
horas y overnight a 37°C, 0.5 mM IPTG, 1% glucosa. No ind: No inducidas, Ind: 
Inducidas, OV: Overnight.  Marcador de peso de 14,4 – 116 kDa (Thermo Scientific) 
Electroforesis SDS-PAGE 12%, revelado en azul de Coomassie R-250.  

 

Por medio de fraccionamiento celular, se determinó una mayor cantidad de las 

recombinantes en la fracción soluble a 4 horas (TvNMNAT1) y 2 horas (TvNMNAT2) de 

inducción, siendo este proceso promovido por la adición de la etiqueta SUMO, ubicada 

en el extremo N-terminal, debido a que SUMO promueve el adecuado plegamiento y la 

estabilidad estructural en la proteína de interés en contraste a proteínas que no 

presentan esta etiqueta (Figura 6-10). Por otra parte, en el sistema bacteriano E. coli se 

han generado los mejores niveles de expresión con proteínas fusionadas a la etiqueta 

SUMO, ya que no se procesa como en sistemas eucariotas por la ruptura de enlaces 

pépticos entre la proteína de interés y SUMO [90], [91]. De esta manera, el vector pET-

SUMO es un sistema de expresión promisorio para las NMNAT, permitiendo obtener la 

mayor cantidad de proteína de interés en la fracción soluble para su posterior purificación 

y análisis enzimáticos considerando la baja solubilidad y por tanto rendimiento en 

NMNAT recombinantes obtenidas previamente en nuestro grupo [4]–[6]. 
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Figura 6-10. Fraccionamiento celular de 6xHis-SUMO-TvNMNATs. Candidato 
TvNMNAT1 (Izquierda). Candidato TvNMNAT2 (Derecha). Inducción 4 h (TvNMNAT1) - 2 
horas (TvNMNAT2)  a 37°C, 0,5 mM IPTG, 1% glucosa . Marcador de peso de 14,4 – 116 
kDa (Thermo Scientific) Electroforesis SDS-PAGE 12%, revelado en azul de Coomassie 
R-250. 

  

6.1.2.4   Purificación de las proteínas recombinantes 6xHis-
SUMO-TvNMNAT 

Teniendo en cuenta la expresión mayoritaria de 6xHis-SUMO-TvNMNAT en la fracción 

soluble, se realizó la purificación mediante cromatografía de afinidad a metales 

inmovilizados (IMAC), a partir de esta fracción como se describe en el numeral 5.1.2.7. 

La etiqueta de polihistidinas media la interacción con la resina Cobalt Agarose Beads 

(Gold Bio) y permite una adecuada purificación. Se empleo está resina de unión a 

cobalto, por generar menos interacciones inespecíficas en contraste con resinas de 

Níquel que han sido usadas para la purificación de otras NMNAT [6][59]. Las 6xHis-

SUMO-TvNMNAT se purificaron de manera parcial, optimizando las condiciones de la 

IMAC previstas en el protocolo para evitar la pérdida de la proteína en los lavados, para 

lo cual se realizaron lavados con 10 mM y 25 mM de imidazol retirando proteínas no 

unidas a la resina y también con el propósito de minimizar la perdida de la enzima de 

interés; la elución de las proteínas se realizó con 150 mM y 200 mM de imidazol (Figura 

6-11).  

 



 

 

Figura 6-11.  Purificación de las proteínas recombinantes 6xHis-SUMO-TvNMNAT 
mediante IMAC.  Purificación de la proteína 6xHis-SUMO-TvNMNAT1 (Izquierda). 
Purificación de la proteína 6xHis-SUMO-TvNMNAT2 (Derecha). F. sol: Fracción soluble 
de partida. NU: Proteínas no unidas a la resina. L1: Lavado con 10 mM Imidazol.  L2 – 
L3: Lavado con 25 mM  E1: Eluido con 150 mM de Imidazol E2: Eluido con 200 mM de 
Imidazol. Marcador de peso de 14,4 – 116 kDa (Thermo Scientific) Electroforesis SDS-
PAGE 12%, revelado en azul de Coomassie R-250. 

 

 

La optimización de las condiciones de la purificación permitió obtener una alta 

concentración de las proteínas recombinantes parcialmente puras como se muestra en la 

Tabla 6-6. Finalmente, se realizó un proceso de diálisis para remover la alta 

concentración imidazol en la solución. La presencia de bandas adicionales de alrededor 

de 18, 25 y 80 kDa corresponden a una desnaturalización incompleta de la proteína y 

productos de degradación, como se verifica por la detección de anticuerpos 6xHis y 

6xHis-SUMO-TvNMNAT (Figura 6-12, Figura 6-23). Adicionalmente, algunas 

copurificaciones puede generarse con proteínas de unión a metales divalentes y 

proteínas con alta cantidad de histidinas en su superficie [92].  
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Figura 6-12. Optimización de la purificación de las proteínas recombinantes 6xHis-
SUMO-TvNMNAT A) Purificación de la proteína 6xHis-SUMO-TvNMNAT1. B) 
Purificación de la proteína 6xHis-SUMO-TvNMNAT2 No Ind: BL21 con plásmido 
recombinante no inducido. Ind: BL21 con plásmido recombinante inducido. F. sol: 
Fracción soluble. Pur: Eluido con 150 mM de Imidazol. AtNDT: Control de inmunodeteccion 

con transportador de NAD+ de A. thaliana. Marcador de peso de 14,4 – 116 kDa (Thermo 
Scientific) Electroforesis SDS-PAGE 12%, revelado en azul de Coomassie R-250. 
Inmunodetección, membrana de nitrocelulosa, α-6xHis 1:5000, α-mouse fosfatasa 
alcalina 1:10000. 

 

 

En la tabla 6-5 se presentan los datos relacionados a la eficiencia de la purificación de las 

proteínas recombinantes. A partir de 100 mL de cultivo inducido, se obtuvieron 0,75 mL 

de TvNMNAT1 con una actividad especifica de 0,0572 UI/mL y 1,25 mL para la 

TvNMNAT2 con 0,1333 UI/mL. Las diferencias podrían corresponder a las condiciones 



 

de inducción empleadas 4 y 2 horas respectiva e igualmente a una mayor estabilidad de 

la TvNMNAT2. 

Tabla 6-6. Rendimiento de purificación de las proteínas recombinantes 6xHis-

SUMO-TvNMNAT. Inducción 100 mL de medio LB, 1% Glucosa, 0,5 mM IPTG.  

 

La identidad de las recombinantes TvNMNAT1 y TvNMNAT2 se comprobó midiendo la 

cantidad de dinucleótido de nicotinamida y adenina, producido mediante ensayos 

acoplados a alcohol deshidrogenasa (ADH) y ensayos directos (HPLC). En esta 

aproximación experimental, fueron usados ensayos enzimáticos acoplados en donde 

ocurren dos reacciones, en la primera reacción el NMN con ATP interactúan mediante la 

actividad catalítica de NMNAT generando NAD+, posterior ocurre la segunda reacción 

donde el NAD+ con EtOH se reduce en NADH y acetaldehído mediante la ADH. La 

generación de NADH se monitorea mediante espectrofotometría a 340 nm. Como control 

positivo de reacción fue usada la NMNAT de Leishmania brazilensis y como control 

negativo, el buffer fosfatos en el cual se encuentran las proteínas recombinantes. 

Adicionalmente, se usaron los extractos solubles del sistema heterólogo E.coli BL21 (D3) 

demostrando que no manifiestan una actividad NMNAT. Los resultados indican que los 

dos candidatos presentan la actividad transferasa, perteneciendo a la familia 

citidililtransferasa  (E.C. 2.7.7.1) debido al uso como sustrato de NMN / NaMN. 

Al realizar una comparación de las enzimas recombinantes bajo las condiciones 

empleadas (pH 7.5, 20°C y NMN como sustrato) la TvNMNAT2 presentó mayor actividad 

que TvNMNAT1. Lo cual podría asociarse a diferencias de afinidad al sustrato o 

características estructurales específicas de las enzimas que modulan diferencialmente la 

reacción como se ha observa en las NMNATs de otros organismos (Figura 6-13) [93].  

Las isoenzimas recombinantes TvNMNATs presentan rendimientos de 37,5 y 36,46 % 

respectivamente, al contrastarlo con otras NMNATs recombinantes producidas en 

nuestro grupo, muestran rendimientos de purificación de 5,43 % (6xHis-LbNMNAT) y 

Proteína Fracción 
[ ] 

(mg/mL) 
Volumen 

(mL) 

Proteína 
total 
(mg) 

Actividad 
total (UI) 

Actividad especifica % 
Rendimiento 

Factor de 
purificación 

(UI/mg) (UI/mL) 

TvNMNAT1 Lisado 15,02 3,00 45,06 0,1143 0,0025  100,00 
 

Eluido 4,21 0,75 3,16 0,0429 0,0136 0,0572 37,50 5,35 

TvNMNAT2 Lisado 9,25 4,00 37,00 0,4571 0,0124  100,00 
 

Eluido 6,03 1,25 7,54 0,1667 0,0221 0,1333 36,46 1,79 
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77,06% (MBP-PfNMNAT), estos datos presentan una alta variación en la solubilidad de 

las proteínas relacionado principalmente con las etiquetas adicionadas [6], [88]. 

Figura 6-13. Ensayo de actividad acoplado de las proteínas 6xHis-SUMO-TvNMNAT. 
A) 6xHis-SUMO-TvNMNAT1 (250 µg de proteína) B) 6xHis-SUMO-TvNMNAT2 (250 µg 
de proteína).  pH 7,5. Ensayo enzimático acoplado a ADH, reacción de 1 mL, detección 
de NADH a 340 nm 

    

 

Los anteriores resultados se corroboraron de igual forma mediante ensayos enzimáticos 

directos por RP-HPLC, en los cuales se miden directamente los sustratos (NMN y ATP) y 

los productos (NAD+). En el cromatograma, se identifican 3 picos característicos con 

diferentes tiempos de retención, 1° a 1,25 min correspondiente a NMN, 2° a 2 min ATP y 

3° a 4,75 min perteneciente a NAD+. En las dos enzimas se verifica la producción de 
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NAD+, con lo cual se confirma la identidad de estas NMNATs por ensayos enzimáticos 

directos (Figura 6-14).  

Figura 6-14. Confirmación de la actividad de las enzimas 6xHis-SUMO-TvNMNAT 
mediante ensayos directos por HPLC. A) 6xHis-SUMO-TvNMNAT1 (50 µg de proteína) 
B) 6xHis-SUMO-TvNMNAT2 (100 µg de proteína).  pH 7,5. Ensayo enzimático directo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 

B 
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Figura 6-15. Detección de NMNATs de Trichomonas vaginalis. Tv1: Candidato 6xHis-
SUMO-TvNMNAT1 (Izq), Tv2: Candidato 6xHis-SUMO-TvNMNAT2 (Centro), Suero 
albumina bovina (BSA). Inducción 37°C, 1 mM IPTG, 1% glucosa y tiempos de inducción 
4 y 2 horas respectivamente. Marcador de peso de 14,4 – 116 kDa (Thermo Scientific) 
Electroforesis SDS-PAGE 12%, revelado en azul de Coomassie R-250. Inmunodeteccion, 
membrana de nitrocelulosa, α-6xHis 1:5000, α-mouse fosfatasa alcalina 1:10000. 

 

Las NMNAT de Trichomonas vaginalis identificadas fueron parcialmente purificadas y 

presentan diferencias en actividad enzimática y tamaño (23,7 y 23,3 kDa + etiqueta 13 

kDa) (Figura 6-15). Teniendo en cuenta los anteriores resultados, se identificaron 

experimentalmente dos isoenzimas encargadas de la síntesis del NAD+ en Trichomonas 

vaginalis, la TvNMNAT1 y TvNMNAT2.   

Los protozoos constituyen un grupo de organismos eucariotas unicelulares que 

mantienen algunas características de procariotas, en este grupo se identifican parásitos 

intra y extracelulares causantes de enfermedades relevantes en la salud pública. 

Estudios anteriores sobre el metabolismo energético del NAD+, señalan una reducción 

en el número de las NMNAT en parásitos intracelulares en relación con parásitos 

extracelulares como se observa en Leishmania brazilensis y Trypanosoma cruzi, los 

cuales solo presentan una NMNAT [6], [28]. De otro lado, en el parásito extracelular 

Giardia lamblia se identificaron dos isoenzimas NMNAT, al igual que en otros eucariotas 

de vida libre[30], [94]. 

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que T. vaginalis tal como G. lamblia 

presentan dos isoenzimas, siendo esto relacionado con su interacción con el hospedero. 



 

Apoyando la hipótesis que la simplificación del metabolismo del NAD+ está asociada con 

el desarrollo de parásitos de vida intracelular y su obtención de energía del hospedero. 

6.1.2.5 Caracterización enzimática de 6xHis-SUMO-TvNMNAT  

Con el propósito de estudiar las 6xHis- SUMO- TvNMNAT se realizaron análisis de 

medios de almacenamiento y condiciones enzimáticas experimentales (pH y 

temperatura). Para determinar algunos parámetros cinéticos tales como el Km, se realizó 

una aproximación empleando ensayos enzimáticos acoplados.  

Posterior, al proceso de purificación se establecieron las mejores condiciones de 

almacenamiento de las proteínas recombinantes TvNMNAT mediante ensayos 

enzimáticos indirectos. Para ello, se evaluaron las enzimas en buffer de almacenamiento 

(50 mM NaH2PO4, pH 7.5, 300 mM NaCl) y en buffer de almacenamiento suplementado 

con DTT 1 mM y 10% Glicerol (v/v), una semana después del almacenamiento se 

realizaron los ensayos acoplados. Se determinó que el buffer suplementado genera una 

mayor actividad catalítica para las dos enzimas TvNMNAT (Figura 6-16). El requerimiento 

de DTT podría explicarse por su carácter reductor, permitiendo que los 6 (TvNMNAT1) y 

4 (TvNMNAT2) residuos de cisteínas presentes en estas proteínas sean protegidos de la 

oxidación y la formación de puentes disulfuro no deseados, que podrían alterar la 

actividad catalítica [95], [96].  Este parámetro fue evaluado, debido al uso del DTT 

previamente en otras NMNAT; lo cual ha permitido la preservación de la actividad en 

LbNMNAT y HsNMNAT2. En contraste, la HsNMNAT1 no requiere este agente reductor 

[97], [98]. 

Por otra parte, se evaluó el pH optimo y estabilidad térmica para las enzimas 

recombinantes mediante ensayos enzimáticos directos. La termo-estabilidad de las 

enzimas varia, TvNMNAT1 presenta mayor actividad a los 37°C después de lo cual se 

presenta una reducción en la actividad enzimática. Igualmente, TvNMNAT2 incrementa la 

producción de NAD+ a los 37°C pero se mantiene estable hasta los 39°C (Figura 6-17-B). 

Trichomonas vaginalis al parasitar el tracto vaginal puede crecer entre 36.1 – 37.2 °C y 

ha sido reportado que los cultivos de este parásito pueden oscilar entre 26 – 42°C, 

siendo el mayor pico de multiplicación entre 36 a 38°C. Se ha mostrado que este 

organismo tiene la capacidad de soportar los procesos de hipertermia de su hospedero y 

se ha observado la muerte térmica a los 43°C [99]–[101]. Los datos anteriores presentan 

relación con los resultados obtenidos de actividad de las TvNMNAT en estos rangos de 
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temperatura donde se observa un incremento de la actividad en las temperaturas 

evaluadas.   

El pH óptimo para las isoenzimas TvNMNAT es 7,5 (Figura 6-17), lo cual se asocia con 

otras NMNATs identificadas que presentan rangos de pH entre 6,5 a 8, correspondiendo 

con los valores reportados para esta familia[102]. 

Figura 6-16. Condiciones de almacenamiento de las proteínas 6xHis-SUMO-
TvNMNAT.    A) 6xHis-SUMO-TvNMNAT1 (250 µg de proteína) B) 6xHis-SUMO-
TvNMNAT2 (250 µg de proteína). Buffer de Alm: Buffer de almacenamiento. DTT/ 
Glicerol: Buffer de almacenamiento suplementado con DTT 1mM y 10% Glicerol (V/V).  
Ensayos enzimáticos indirectos con ADH con Buffer HEPES pH 7.5. Reacción de 1 mL, 
detección de NADH a 340 nm.  
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Figura 6-17.  Condiciones óptimas de actividad enzimática para las enzimas 6xHis-
SUMO-TvNMNAT. Mediante ensayos directos se evaluaron las condiciones óptimas de: 
A. pH B. Temperatura. mM NAD+: mM NAD+ producido en 20 min. Los datos se 
presentan con el promedio de la desviación estándar (n=3). Realizado en el programa 
Prism 9. 

     

 

Se realizo la determinación de la Km para el NMN usando las dos enzimas mediante 

ensayos enzimáticos acoplados durante 9 minutos. En el análisis de los datos, se 

obtuvieron valores similares usando los métodos de Michaelis-Menten y Hanes-Woolf 

(Tabla 6-7 y Figura 6-18). Teniendo en cuenta los valores obtenidos se identifica que 

TvNMNAT1 (Km 0,14119 mM) presenta una mayor afinidad por el NMN, que la 

TvNMNAT2 (Km 0,6880 mM). Similar a lo observado en las NMNATs humanas y en otros 

eucariotas superiores con múltiples NMNAT, en donde se encuentran diferentes Km 
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posiblemente asociados a diferentes isoenzimas, compartimentalización y rutas de 

biosíntesis específicas del dinucleótido, por ejemplo, en las enzimas HsNMNAT2 

citoplasmática (Km 0,0889mM) y la HsNMNAT3 mitocondrial (Km 0,0662 mM) [16].  Por 

otra parte, se determinó la eficiencia catalítica de las enzimas TvNMNAT, identificando 

que la TvNMNAT1 presenta una mayor tasa de la producción de NAD+ y una preferencia 

por el NMN. Es relevante continuar con el análisis de los otros sustratos de las NMNAT 

(ATP, NaAD, NaAM, PPi y NAD+), para identificar el sustrato con la mejor interacción y 

con ello explorar en la búsqueda de moléculas con actividad inhibitoria que puedan llevar 

a un control de parasitemia.  

Los ensayos enzimáticos directos se llevaron a cabo, pero no fueron analizados, debido 

a las limitaciones en la disponibilidad del HPLC hasta la entrega de este documento, por 

ello no posible anexar los resultados. Se espera para el momento de la sustentación 

contar con la información. 

 

Tabla 6-7. Parámetros cinéticos para las enzimas 6xHis-SUMO-TvNMNAT. Realizado 
mediante regresión lineal (Hanes-Woolf, usando Excel) y regresión no lineal (Michaelis-
Menten, usando prism9).  

Enzima Sustrato 
Km (mM) Vmax (µmol/ seg mmol) 

Numero de 
recambio Kcat 

(seg-1) 

Eficiencia 
Catalítica (Kcat/Km 

seg-1  mM-1 ) 

Lineal No lineal Lineal No lineal Lineal No lineal Lineal No lineal 

TvNMNAT1 NMN 0,14119 0,1359 3,185× 10-2 
3,164× 

10-2 
7,084 7,037 50,17 51,78 

TvNMNAT2 NMN 0,6880 0,7520 0,07214 0,07423 21,82 21,66 31,71 28,80 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Figura 6-18. Determinación de los parámetros cinéticos de la proteína 6xHis-SUMO-
TvNMNAT. Realizado mediante regresión lineal (Hanes-Woolf, usando Excel) y regresión 
no lineal (Michaelis-Menten, usando prism9). Se uso concentraciones saturantes de ATP 
5 mM.  

 

 
 

6.1.2.6 Análisis de la estructura cuaternaria de las enzimas 
recombinantes 6xHis-SUMO-TvNMNAT 

En este apartado se presenta una aproximación de la estructura cuaternaria de las 

proteínas recombinantes 6xHis-SUMO-TvNMNAT, empleando electroforesis de 

poliacrilamida no denaturante (PAGE) para la generación de gráficos de Ferguson, los 

cuales se presentan como una estrategia para la compresión de la estructura cuaternaria 

de estas enzimas.  

El análisis de oligomerización fue realizado mediante la construcción de los diagramas de 

Ferguson, usando como patrones lisozima (14,3 kDa), ovoalbumina (43 kDa) y albumina 

de suero bovino – BSA (66 kDa), cuya estructura cuaternaria ha sido reportada [103], 

[104].Estos patrones fueron analizados mediante PAGE usando diferentes 
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concentraciones de acrilamida, bajo condiciones que conservan su estructura cuaternaria 

(Figura 6-19). Teniendo en cuenta, la movilidad electroforética de los patrones 

moleculares se analizó la migración relativa (Rf), indicada en la Tabla 6-8. Con los Rf 

obtenidos en cada una de las concentraciones de PAGE, se generaron graficas para 

calcular la pendiente de las rectas siendo este el valor de Kr (Figura 6-20 y Tabla 6-8). La 

construcción del grafico de Ferguson se realizó con el Kr de cada recta y el peso 

molecular de los oligómeros (Figura 6-21 y Tabla 6-9).  

Figura 6-19. Movilidad electroforética de proteínas patrón y 6xHis-SUMO-TvNMNAT 
mediante geles PAGE. Patrones moleculares: BSA-Suero albumina bovina, OVO – 
Ovoalbúmina, LIS – Lisozima. Proteínas analizadas Tv1 (6xHis-SUMO-TvNMNAT1) y 
Tv2 (6xHis-SUMO-TvNMNAT2).  Flechas indican las bandas usadas para la construcción 
de gráficos de Ferguson.  Electroforesis PAGE (8, 9, 10 y 12%) revelado en azul de 
Coomassie R-250. 

 



 

 

 

Tabla 6-8. Migración relativa (Rf) de los patrones proteicos usados en geles PAGE.  

 Lisozima 

 (28 kDa) 

Ovoalbúmina 

(45 kDa) 

BSA 

(66,5 kDa) 

Lisozima 

(84 kDa) 

Ovoalbúmina 

(90 kDa) 

BSA 

(132 kDa) 

% 

Acrilamida 

𝐿𝑜𝑔 𝑅𝑓 𝐿𝑜𝑔 𝑅𝑓 𝐿𝑜𝑔 𝑅𝑓 𝐿𝑜𝑔 𝑅𝑓 𝐿𝑜𝑔 𝑅𝑓 𝐿𝑜𝑔 𝑅𝑓 

8 -0,118864589 -0,110895659 -0,179607833 -0,705130313 -0,283056625 -0,345233658 

9 -0,200565028 -0,202963405 -0,273001272 -0,784141614 -0,38369957 -0,494850022 

10 -0,268360879 -0,282006758 -0,372385904 -0,93305321 -0,503855508 -0,643452676 

12 -0,384576047 -0,431363764 -0,570802298 -1,133538908 -0,73239376 -0,922984816 

 

  

 

Figura 6-20. Determinación de los coeficientes de retardo (Kr) de los patrones 
proteicos según su migración relativa.  
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Tabla 6-9. Coeficientes de retardo (Kr) de los patrones moleculares usados en 
geles PAGE. 

Peso molecular (kDa) Ecuación de la recta R2 Kr 

28,6 𝑦 = −0,0611𝑥 + 0,3679 0,9921 0,0611 

45 𝑦 = −0,0761𝑥 + 0,4911 0,9973 0,0761 

66,5 𝑦 = −0,0981 + 0,6075 0,9998 0,0981 

84 𝑦 = −0,1008𝑥 + 0,5245 0,9931 0,1008 

90 𝑦 = −0,1168𝑥 + 0,6648 0,999 0,1168 

133 𝑦 = −0,1443𝑥 + 0,8049 0,9997 0,1443 

 

 

Figura 6-21. Gráfico de Ferguson de los patrones proteicos. 

 

 

 

y = -0,5691x + 2,0484
R² = 0,998

0,7

0,8

0,9

1

1,1

1,2

1,3

1,4 1,5 1,6 1,7 1,8 1,9 2 2,1 2,2

-L
o
g

 K
r

Log Peso molecular



 

A las enzimas 6xHis-SUMO-TvNMNAT1 y 6xHis-SUMO-TvNMNAT2 de la misma forma 

se le determinaron los valores de Kr de las 4 y 3 bandas identificadas, respectivamente 

(Figura 6-22). Usando la ecuación de la recta obtenida en el gráfico de Ferguson, se 

realizó una interpolación de los datos determinando el peso molecular de cada banda, 

cuyo dato se dividió con la masa molecular de 36,7 y 36,3 kDa siendo esta la masa 

molecular de cada monómero de TvNMNAT (Tabla 6-10). 

 Los valores obtenidos indican que para el caso de 6xHis-SUMO-TvNMNAT1 se 

presentan homo-oligomeros en forma 1-mer, 2-mer y 3-mer y para 6xHis-SUMO-

TvNMNAT2 se observan principalmente 2-mer y 3-mer, en los geles PAGE (9% y 10%) 

se identifica una banda difusa, posiblemente 1-mer. Esta variación puede asociarse a 

cambios en el equilibrio de oligomerización debido a las condiciones de pH, buffer, 

concentración de proteína, entre otras, como ha sido reportado para otras proteínas 

[105], [106].  

En la familia NMNAT se han identificado estructuras cuaternarias de 1-mer, 2-mer, 4-mer 

y 6-mer. Las NMNAT en este trabajo identificadas presentan formas 1-mer, 2-mer y 3-

mer, no se observó la forma 6-mer en los análisis realizados, posiblemente debido por las 

condiciones de la matriz de poliacrilamida (% T y pH) y la concentración de la proteína, 

ya que los 3-mer constituyen posiblemente el estado de equilibrio intermedio para la 

formación de los hexámeros (dímeros de trímeros), como ha sido discutido para las 

HsNMNAT [16].   

Adicionalmente, mediante análisis bioinformáticos usando GalaxyWEB se predijo que 

6xHis-SUMO-TvNMNAT1 y 6xHis-SUMO-TvNMNAT2 puede presentar organizaciones 

dimericas, tetrámericas y hexámericas, mostrando una relación con los resultados 

experimentales obtenidos y estableciendo la posibilidad que bajo otras condiciones 

puedan constituirse 4-mer y 6-mer [107]. Cabe señalar que las enzimas utilizadas en 

estos ensayos son proteínas recombinantes que presentan una etiqueta en la región N-

terminal, en donde esta adición pueda interferir en la constitución de 6-mer, por lo que es 

necesario realizar ensayos con las proteínas nativas. 

El estudio de la estructura cuaternaria de las NMNAT es relevante para entender los 

procesos de regulación, interacción con otras proteínas, actividad chaperona y 

estabilidad o especificidad con los sustratos como ha sido reportado para esta familia 

[108], [109].  Para continuar con el estudio de oligomerización podrían emplearse 
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técnicas tales como cristalografía de Rayos-X, resonancia magnética, cromatografía de 

exclusión por tamaño (SEC), entre otros [110] .Este último es un método asequible que 

permitirá evaluar a la par la actividad catalítica de las diferentes fracciones, determinando 

así la relación estructura cuaternaria / actividad enzimática.   

 

Figura 6-22. Identificación de coeficientes de retardo (Kr) para las bandas de las 

proteínas 6xHis-SUMO-TvNMNAT analizadas por PAGE. 
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Tabla 6-10. Determinación de los estados de oligomerización de las proteínas 
recombinantes 6xHis-SUMO-TvNMNAT usando el grafico de Ferguson. Fue 
realizada una aproximación numérica de los estados de oligomerización superior a 0.5 
asociando con el siguiente oligómero.  

Proteína Kr -Log Kr Log MW MW MW/MW real Oligómero 

6
x
H

is
-S

U
M

O
-

T
v
N

M
N

A
T

1
 A 0,1252 0,9023 2,0137 103,2080 2,8122 Trímero  

B 0,0957 1,0190 1,8086 64,3674 1,7538 Dímero 

C 0,089 1,0506 1,7532 56,6600 1,5438 Dímero  

D 0,0803 1,0952 1,6747 47,2908 1,2885 Monómero  

6
x
H

is
-

S
U

M
O

-

T
v
N

M
N

A
T

2
 

A  0,1219 0,9139 1,9933 98,4757 2,7354 Trímero 

B 0,1196 0,9222 1,9788 95,2342 2,6453 Trímero 

C 0,0943 1,0254 1,7974 62,7220 1,7422 Dímero 

 

6.1.2.5 Producción de herramientas inmunológicas en el modelo aviar. 

Una vez identificadas funcionalmente las NMNAT de Trichomonas vaginalis y con el 

propósito de desarrollar una herramienta inmunológica que permite su estudio in vivo (en 

el parasito) e igualmente, constituya un insumo para el desarrollo de sistemas de 

detección, se empleó el modelo aviar para la generación de anticuerpos policlonales, 

como un objetivo adicional a desarrollar en este proyecto.   

Las proteínas 6xHis-SUMO-TvNMNAT1 y 6xHis-SUMO-TvNMNAT2 purificadas y 

cuantificadas fueron inoculadas en gallinas Hy-line Brown de 100 semanas de edad, 

como fue especificado en la Tabla 5-2, junto con una Gallina control, siendo inyectada 

con PBS 1X. Durante cada esquema de inmunización fueron extraídas sangrías 

posteriores a la inoculación y se recogieron 15 y 16 huevos respectivamente para cada 

uno de los candidatos.  

El modelo aviar es una estrategia promisoria debido a que las inmunoglobulinas Y (IgY) 

de las yemas presentan propiedades únicas (estabilidad y abundancia), además su 

extracción se realiza por protocolos de precipitación y representa un modelo no invasivo, 

con el cual se reduce el dolor para el modelo animal. Adicionalmente, en múltiples 

trabajos realizados en nuestro grupo de investigación y en la literatura, se demuestra que 
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la respuesta inmune puede generarse con bajas cantidades de antígeno y se obtienen 

entre 50 – 100 mg de IgYs por cada huevo, donde del 2 - 10% corresponden a IgYs 

específicos contra el antígeno [111], [112]. Por otra parte, los IgY policlonales generados 

contra parásitos se han descrito como nuevas estrategias para el control de las 

patologías generadas por estos organismos, debido a que estos presentan mejores 

títulos, estabilidad de su estructura en las regiones bisagra y costos bajos a comparación 

de las inmunoglobulinas de mamíferos [113]. 

Los anticuerpos α6xHis-SUMO-TvNMNAT1-IgY y α6xHis-SUMO-TvNMNAT2-IgY fueron 

obtenidos a partir de sueros extraídos de sangrías y huevos recolectados durante el 

periodo de inmunización. Los sueros se evaluaron estableciendo la especificidad de la 

interacción con el antígeno (proteínas 6xHis-SUMO-TvNMNAT). Se identifica un mayor 

reconocimiento en los sueros 2 y 3, mientras que en el suero 1 existe una baja detección, 

siendo esto relacionado con la evolución del esquema de producción de anticuerpos en 

el modelo aviar (Figura 6-23-A) (BIBLIOGRAFIA). Posteriormente a la purificación de los 

anticuerpos en la sangría 3, se evaluó la cantidad mínima de detección del antígeno de 

los IgYs -αTvNMNAT en una dilución 1:5000 y 1:7000, en donde se detectan hasta 150 

ng y 75 ng de cada proteína respectivamente (Figura 6-23-B). Por último, se determinó la 

dilución máxima de los anticuerpos αTvNMNAT mediante diluciones seriadas, que 

reconocen 250 ng de antígeno hasta en títulos de 1:20000 (Figura 6-23-C). 

Figura 6-23.Caracterización de anticuerpos policlonales α6xHis-SUMO-TvNMNAT-

IgY.   α6xHis-SUMO-TvNMNAT1 (Izq), α6xHis-SUMO-TvNMNAT2 (Derecha)                                 

A) Evaluación de especificidad de suero B) Análisis de sensibilidad de cantidad mínima 
de antígeno detectada C) Análisis de sensibilidad del título de anticuerpo. 
Inmunodetección, membrana de nitrocelulosa, α-chicken fosfatasa alcalina 1:10000. 

 



 

 

 

 

Adicional a las sangrías obtenidas como se mencionó anteriormente, el modelo aviar 

permite obtener anticuerpos policlonales a partir de la yema de huevo, siendo estos de 

gran relevancia por su producción, costo y cantidades obtenidas [114]. Las gallinas 

inmunizadas generaron solo 15 y 16 huevos respectivamente en el esquema de 

inmunización (30 días), resaltando que los tiempos de postura disminuyeron en 

comparación de gallinas más jóvenes; no obstante, esto no afecto la producción de las 

inmunoglobulinas en los huevos obtenidos. Lo cual indica que estos organismos pueden 

producir IgYs por largos periodos de tiempo y presentar vidas longevas. El uso de 

gallinas con posturas irregulares para la producción de los anticuerpos no había sido 

evaluado, ya que se recomiendan para ello gallinas de 7 – 8 semanas, los resultados 

obtenidos en este trabajo muestran que se extiende la vida media útil hasta en 100 

semanas en este modelo para estos fines [114], [115]. 

Los IgYs de la yema de huevo fueron purificadas mediante precipitación usando un 

gradiente de PEG-6000, el proceso fue monitoreado por SDS-PAGE. En donde se 
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verifica el enriquecimiento de las IgY mediante la identificación de la cadena pesada (65 

kDa) y cadena liviana (25 kDa) en las precipitaciones al 8,5 y 12% como se muestra en la 

Figura 6-24 [62]. 

Figura 6-24. Purificación de IgYs a partir de yema de huevo. Prec: Fracción 
precipitada. Sol: Fracción soluble. Marcador de peso de 14,4 – 116 kDa (Thermo 
Scientific) Electroforesis SDS-PAGE 10%, revelado en azul de Coomassie R-250. 

 

Las inmunoglobulinas obtenidas en el proceso de precipitación fueron cuantificadas por 

espectrofotometría a 280 nm, determinando así su concentración (mg/mL). El perfil 

generado presenta variaciones en la cantidad de IgYs durante el esquema de 

inmunización, esto corresponde a los valores de IgYs totales [116]. Se selecciono el 

huevo que presentaba la mayor concentración de inmunoglobulinas con el propósito de 

identificar las condiciones óptimas para la realización de un ELISA preliminar indirecto, 

siendo estas 500 ng de antígeno y un título de anticuerpo 1:1000 para los dos esquemas, 

como se ha establecido previamente en nuestro laboratorio (Figura 6-25-A).  Una vez 

establecidas las condiciones del ELISA indirecto, se evaluó la totalidad de los huevos 

para establecer las IgY’s especificas generadas con relación al perfil de inmunización. Se 

observó un aumento de la reactividad y especificidad por el antígeno 6xHis-SUMO-

TvNMNAT1 y 6xHis-SUMO-TvNMNAT2 a partir del día 21 y 25 respectivamente, 

mostrando así una asociación entre las reinmunizaciones y la especificidad de los 

anticuerpos producidos como se identifica en el diagrama de barras (Figura 6-25-B).  



 

Figura 6-25. Evaluación de α6xHis-SUMO-TvNMNAT-IgY de yema de huevo.           
A) ELISA preliminar α6xHis-SUMO-TvNMNAT1-IgY (Izquierda) y α6xHis-SUMO-
TvNMNAT2-IgY (Derecha) B) Monitoreo de la producción de IgY’s en yema de huevo. 
Cuantificación de inmunoglobulinas precipitadas con PEG-6000 al 12% 
espectrofotometría 280 nm (línea de tendencia), Análisis por ELISA indirecto con 
anticuerpos a 405 nm (barras). Antígeno 500 ng, título de anticuerpo 1:1000. Flechas 
indican periodos de inmunización.  
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La generación de inmunoglobulinas específicas para los α6xHis-SUMO-TvNMNAT-IgY se 

verifica en mayor grado posterior a la tercera inmunización, las diferencias de los perfiles 

obtenidos se atribuyen a la inmunogenicidad de los antígenos y las características del 

individuo inmunizado. En cada ELISA indirecto realizado se usaron controles para 

determinar la relación entre antígeno y anticuerpo. El perfil de generación de anticuerpos 

α6xHis-SUMO-TvNMNAT-IgY contrastado con la producción de anticuerpos generados 

en el LIBBIQ es similar a trabajos previos en donde se utilizaron proteínas recombinantes 

solubles [117], [118]. 

 

Finalmente, los anticuerpos α6xHis-SUMO-TvNMNAT-IgY se purificaron por afinidad, 

obteniendo 452 y 412 µg de IgY’s TvNMNAT de una alícuota de 400 µL. Esta purificación 

permitió evaluar la interacción antígeno-anticuerpo e identificar el reconocimiento cruzado 

de las TvNMNAT recombinantes. Los anticuerpos α6xHis-SUMO-TvNMNAT1-IgY y 

α6xHis-SUMO-TvNMNAT2-IgY reconocen de manera específica a TvNMNAT1 y 

TvNMNAT2, respectivamente. 

 

Adicionalmente, se evaluó el reconocimiento cruzado de los α6xHis-SUMO-TvNMNAT-

IgYs en relación con los antígenos empleados usando un título de 1:6000. Se detecta un 

reconocimiento cruzado por los dos anticuerpos (Figura 6-26). Se realizo la predicción de 

los epítopos por BepiPred-2.0 de las proteínas nativas, en donde se determinan epítopos 

más inmunogénicos los cuales no son comunes entre las dos isoenzimas a nivel de 

estructura primaria (Tabla 6-11). Considerando lo anterior, la diferencia de epítopos y el 

reconocimiento cruzado es posible que los  anticuerpos generados en el modelo aviar 

contengan epítopos de la etiqueta SUMO, para evaluar esto se procedió a realizar el 

reconocimiento de una proteína recombinante no relacionada que contenía la etiqueta 

6xHis-SUMO (Triparedoxina peroxidasa de Leishmania brazilensis 6xHis-SUMO-

LbTXNPxII); Los anticuerpos α6xHis-SUMO-TvNMNAT-IgY reconocieron la proteína 

recombinante evaluada, con lo cual se puede concluir que no solo se generaron 

anticuerpos específicos a las proteínas TvNMNAT, sino también contra etiqueta 

empleada (Figura 6-27. ) [119].   

 

Para optimizar esta herramienta inmunológica es necesario purificar los anticuerpos 

específicos usando cromatografía de afinidad. Para ello se debe expresar la proteína 

recombinante y removerse la etiqueta usando proteasa SUMO, posterior se realizará la 



 

purificación por afinidad de los anticuerpos empleando la proteína recombinante 

procesada, así se obtendrán anticuerpos contra los IgYs específicos TvNMNAT. Estos 

anticuerpos purificados permitirán determinar la localización in vivo de las enzimas 

NMNAT en el parasito [120]. 

Figura 6-26. Evaluación de reconocimiento de las 6xHis-SUMO-TvNMNAT usando 
α6xHis-SUMO-TvNMNAT-IgY. Inmunodetección, membrana de nitrocelulosa α-chicken 
fosfatasa alcalina 1:10000 

 

 

 

Tabla 6-11. Predicción de epitopes de TvNMNAT1 y TvNMNAT2 por BepiPred 2.0. 

 TvNMNAT1 TvNMNAT2 

Epítopos 

predichos 
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Figura 6-27. Evaluación de reconocimiento cruzado de proteínas recombinantes 
TvNMNAT. Trip: 6xHis-SUMO-LbTXNPxII.  Inmunodetección, membrana de 

nitrocelulosa α-chicken fosfatasa alcalina 1:10000. 

 

 

Los anticuerpos obtenidos, como un producto adicional de este proyecto permitirán 

continuar con el estudio de las proteínas NMNAT de Trichomonas vaginalis en ensayos 

tales como inmunofluorescencia para determinar la localización subcelular de estas 

enzimas. Se espera igualmente que estos insumos constituyan un punto de partida para 

el desarrollo de sistemas de detección del parásito.  

 

 

 



 

6.2 Búsqueda de candidatos a proteínas transportadoras 
de NAD+ en parásitos extracelulares empleando 
herramientas computacionales.  

 

Los estudios acerca del metabolismo del NAD+ en parásitos protozoarios ha permitido 

identificar una relación entre la forma de vida y el número de NMNAT, en donde en 

parásitos intracelulares se presenta una reducción en el número de NMNAT en contraste 

a parásitos extracelulares. Esta simplificación ha sido asociada con la obtención de 

energía del organismo y la distribución de NAD+ en diferentes compartimientos 

subcelulares, estableciendo la necesidad de mecanismos de transporte del dinucleótido o 

sus precursores. 

El análisis del metabolismo energético en parásitos intracelulares y la 

compartimentalización de las rutas asociadas al NAD+ han llevado a identificar proteínas 

transportadoras de nucleótidos de la familia MCF capaces de movilizar el dinucleótido en 

estos organismos [121], [122] . En parásitos extracelulares, se han encontrado varias 

isoenzimas NMNAT, al igual como se determinó en este trabajo para T. vaginalis, no 

obstante, no se ha explorado la existencia de proteínas transportadoras, por lo cual se 

planteó “Realizar un acercamiento bioinformático en búsqueda de posibles 

transportadores del NAD+ en protozoos extracelulares”. Para ello, se tomaron las 

secuencias de transportadores MCF-Ndt previamente identificados, con estos se 

obtuvieron secuencias consenso y mediante tBLASTn se buscaron posibles candidatos 

en la base de datos NCBI. Con los candidatos se realizaron análisis de estructura 

primaria, secundaria, terciaria y docking molecular como se muestra a continuación.  

6.2.1 Alineamientos múltiples de transportadores de NAD+ de la 
familia MCF- Ndt.  

Los parásitos protozoarios al ser organismos de gran divergencia pueden ser 

encontrados en diferentes grupos taxonómicos, se seleccionó una organización 

taxonómica en donde se establecen 8 phyla protozoa, siendo los phyla Euglenozoa, 

Metamonada y Amebozoa los que contienen especies parasitarias (Figura 6-28) [67].  

Los protozoarios al ser organismos de gran diversidad y al ser eucariotas basales 

presentan algunas relaciones evolutivas con eucariotas superiores, por tanto, fueron 
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tomadas las secuencias proteicas de Ndt reportadas y las identificadas en el LIBBIQ 

[121], [122]; Con el propósito de realizar diversos alineamientos múltiples (Tabla 6-12). 

Figura 6-28. Clasificación taxonómica del reino Protozoa. Organización taxonómica 
de los phylum protozoa [67].  

 

Tabla 6-12. Transportadores MCF – Ndt reportados usados en los alineamientos 
múltiples. Secuencias Ndt reportadas en NCBI (Azul) y secuencias de protozoos 
parásitos intracelulares identificadas en el LIBBIQ (Rojo).  

Organismo 
Transportadores 

MCF- Ndt 
Códigos 

Alineamientos múltiples 

1 2 3 4 5 6 7 8 

Leishmania 
brazilensis 

LbNdt1 XP_001568430.1 X X       

LbNdt2 XP_001567479.1 X X       

LbNdt3 XP_001563461.1 X X       

Trypanosoma 
cruzi 

TcNdtB EKG04746.1 X X       

TcNdtC EKG06478.1 X X       

Saccharomyces 
cerevisae 

ScNdt1 NP_012260.1 X  X  X  X X 

ScNdt2 NP_010910.1 X  X  X  X X 

Antonospora 
locustae 

PMP34 AAY27416.2 X  X      

Arabidopsis 
thaliana 

AtNDT1 NP_566102.1 X  X X  X  X 

AtNDT2 NP_001321077.1   X X  X  X 

Homo sapiens SLC25A17 NP_001269655.1 X  X   X X  

 



 

Los alineamientos múltiples fueron realizados en los programas CLC Main Workbench 

21.0.3, Clustal omega y T-coffee, en donde los diferentes algoritmos de los programas 

permiten tener diversas secuencias consenso, realizando una aproximación diferencial 

para la obtención de los candidatos Ndt. En el alineamiento múltiple de las secuencias de 

los transportadores de NAD+ de la familia MCF- Ndt reportados, se identifican los dos 

motivos hidrofóbicos PX [D / E] XX [K / R] X [K / R] (20–30 residuos) [D / E] GXXXX[W / Y 

/ F] [K / R] G en tres secuencias en tándem, junto con los aminoácidos que conforman la 

red salina del lado citosólico siendo estas secuencias características de la familia de 

transportadores [123]. En este alineamiento también son identificados 4 residuos de G, Y, 

A y K altamente conservados. Se destacan en algunas proteínas variaciones e 

inserciones hacia el N- terminal (Figura 6-29).  

Figura 6-29. Alineamiento múltiple de transportadores de NAD+ reportados. 
Regiones hidrofóbicas (morado y rojo), red salina lado citosólico (verde) y residuos 
conservados (azul). Generado en el programa CLC Main Workbench 21.0.3. Candidatos 
reportados se encuentran en la Tabla 6-12.  
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6.2.2 Búsqueda y análisis a candidatos a transportadores de 
NAD+ - Ndt 

Las 24 secuencias consenso obtenidas con los alineamientos múltiples realizados 

(Anexo C), se utilizaron para realizar tBlastn en la plataforma del NCBI, permitiendo 

identificar algunos candidatos a transportadores de NAD+ de la familia MCF-Ndt en 

parásitos extracelulares. Llama la atención el reducido número de genomas de parásitos 

extracelulares disponibles en la base de datos, ya que solo se encontraron 16 genomas 

de estos organismos (Tabla 6-13). Para la búsqueda fueron utilizadas las matrices 

BLOSUM 62 y BLOSUM45 para los alineamientos locales.  

Tabla 6-13. Parásitos extracelulares con genoma disponible en la base de datos 
NCBI.  Taxid: Base de datos taxonómica del organismo con genoma disponible. 

Organismo Taxid 

Trichomonas vaginalis 5722 

Trichomonas gallinae 56777 

Giardia duodenalis 5741 

Trypanosoma brucei 5691 

Spironucleus vortens 58336 

Entamoeba histolytica 5759 

Leptomonas pyrrhocoris 157538 

Enteromonas hominis 460189 

Chilomastix 450634 

Dientamoeba fragilis 43352 

Herpetomonas muscarum 5718 

Pentatrichomonas hominis 5728 

Retormonas 193076 

Histomonas meleagridis 135588 

Strigomonas oncopelti 5657 

Angomonas deanei 59799 

 

Fueron analizadas 56 secuencias de las cuales se identificaron in silico 16 nuevos 

candidatos a transportadores de NAD+ (Ndt) de la familia MCF solo en los protozoarios 

extracelulares Trypanosoma brucei, Trichomonas vaginalis y Leptomonas pyrrhocoris.  

Respondiendo al alto nivel de conservación del NAD+ en parásitos extracelulares, 

algunos de estos organismos posiblemente no requieren un transporte interno, debido a 

las rutas de biosíntesis que se encuentran en los diferentes compartimientos 

subcelulares, donde es necesaria la presencia del dinucleótido para llevar a cabo 

procesos metabólicos, en forma similar a lo observado en Homo sapiens en donde se 

encuentran 3 isoenzimas NMNAT en núcleo, citoplasma y mitocondria. Junto con esto se 



 

destaca, que en algunos parásitos se presentan organelos modificados como la 

mitosoma en Giardia duodenalis y Entamoeba histolytica.  Este organelo que no genera 

ATP y está relacionado con la síntesis de grupos Fe-S necesarios para el ensamblaje de 

diversas proteínas [124], [125]. Por tanto, la simplificación de procesos en algunos 

organelos podría estar asociada con la ausencia de estos transportadores en los 

organismos descritos. 

Tabla 6-14. Candidatos a transportadores de NAD+ (Familia MCF-Ndt). Código de 
acceso de la secuencia génica y proteica en la base de datos NCBI. 

Organismo GenBank mRNA 
GenBank 
Protein 

Nombre de la 
Proteína 

Leptomonas 
pyrrhocoris 

XM_015796809 XP_015664817.1 LpNDT1 

XM_015797555 XP_015663075.1 LpNDT2 

XM_015796914 XP_015664922.1 LpNDT3 

XM_015804934  XP_015656227.1 LpNDT4 

XM_015803209 XP_015657851.1 LpNDT5 

XM_015804935 XP_015656228.1 LpNDT6 

XM_015797557 XP_015663077.1 LpNDT7 

Trypanosoma brucei 

XM_824399 XP_829492.1 TbNDT1 

XM_824398 XP_829491.1 TbNDT2 

XM_823511 XP_828604.1 TbNDT3 

XM_822287 XP_827380.1 TbNDT4 

XM_823026 XP_828119.1 TbNDT5 

XM_842318 XP_847411.1 TbNDT6 

XM_824307 XP_829400.1 TbNDT7 

Trichomonas 
vaginalis 

XM_001328159 XP_001328194.1 TvNDT1 

XM_001582678 XP_001582728.1 TvNDT2 

XM_001308199 XP_001308200.1 TvNDT3 

 

Las proteínas candidatas Ndt fueron analizadas teniendo en cuenta sus características, 

en donde su tamaño se encuentra entre 30 – 37 kDa junto con 3 dominios de repetición 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XM_015796809?report=genbank&log$=taxrep&RID=DB05YFY1014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XM_015797555?report=genbank&log$=taxrep&RID=DB05YFY1014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XM_015796914?report=genbank&log$=taxrep&RID=DB05YFY1014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1002461835
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XM_015804934?report=genbank&log$=taxrep&RID=DBAH1SF5014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1002443033
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XM_015803209?report=genbank&log$=taxrep&RID=DBAH1SF5014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1002446495
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XM_015804935?report=genbank&log$=taxrep&RID=DBETJ7ZC014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1002443035
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XM_015797557?report=genbank&log$=taxrep&RID=DB05YFY1014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1002458034
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XM_824399?report=genbank&log$=taxrep&RID=DB05YFY1014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/74025852
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XM_824398?report=genbank&log$=taxrep&RID=DB05YFY1014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XM_823511?report=genbank&log$=taxrep&RID=DB05YFY1014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/71755379
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XM_822287?report=genbank&log$=taxrep&RID=DB0WYZKD014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/71745500
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XM_823026?report=genbank&log$=taxrep&RID=DBAH1SF5014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/71754409
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XM_842318?report=genbank&log$=taxrep&RID=DBETJ7ZC014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/72393221
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XM_824307?report=genbank&log$=taxrep&RID=DJYXKW6F014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/74025668
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XM_001328159?report=genbank&log$=taxrep&RID=DB0GPW1S014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/123501989
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XM_001582678?report=genbank&log$=taxrep&RID=DBAH1SF5014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/154419423
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XM_001308199?report=genbank&log$=taxrep&RID=DBAH1SF5014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/123431509
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en tándem de aproximadamente 50 aminoácidos delimitados por el motivo N- terminal 

PLDVVKTR y C- terminal GRGLYRG, donde los residuos de glicina y prolina se ubican 

en el sitio de unión al sustrato actuando como bisagras para la movilización del 

dinucleótido (Tabla 6-15)[126] .Teniendo en cuenta estas características estructurales, se 

observa que la repetición de los dominios pudo ser generado por triplicación de este 

dominio en dos hélices transmembranales, debido a una especialización de las 

estructuras por la constitución del dominio eucaria [21] .  

Los transportadores ortólogos se han descrito en variados organelos subcelulares como 

mitocondria, cloroplasto y peroxisoma, por lo cual la localización subcelular de los 

transportadores identificados se determinó mediante el servidor Deep-Loc 1.0, señalando 

ubicación de todos los candidatos en el compartimiento mitocondrial con valores de 

probabilidad entre 0,64-0,98 (Tabla 6-15). Sin embargo, cabe destacar que el parasito 

T.vaginalis no presenta mitocondria sino hidrogenosoma; en un estudio de este organelo 

mediante fraccionamiento celular y  LC-MS/MS se identificaron posibles secuencias a 

transportadores de la familia MCF, los cuales corresponden a los candidatos TvNDT1, 

TvNDT2, TvNDT3 encontrados en esta aproximación bioinformática, posiblemente 

asociados con la necesidad de ATP/ADP en el hidrogenosoma [127], [128].  

Por otra parte, también podría asociarse por el requerimiento de NAD/NADH debido a su 

uso en el complejo NADH deshidrogenasa involucrado en la producción de ATP en este 

organelo. 

Tabla 6-15.Características de los candidatos a transportadores de NAD+ - Ndt. 
Localización subcelular empleando el programa Deep-Loc 1.0. 

Nombre 

de la 

Proteína 

Tamaño Dominios de Repetición en Tandem                                                

PX [D / E] XX [K / R] X [K / R] (20–30 residuos) 

[D / E] GXXXX[W / Y / F] [K / R] G 

Localización 

subcelular / 

Probabilidad   

Gen 

(pb) 

Proteína 

(aa) 

LpNDT1 1368 345 

1 PLDFLRTR (22 residuos)EGLRGMYKG 
Mitocondria 

0,6786 
2 PLHVLKTR (31 residuos)EGWTAMFRG  

3 PLEVVRTR (25 residuos)EGLLGMYRG 

LpNDT2 1413 364 

1 PFDVLKTR (30 residuos) EGIQTLFRG 
Mitocondria 

0,9038 
2 PIFLIKSR (25 residuos) SGVRSLWRG 

3 PLVMLKVR (26 residuos) RGARGMYRG 

LpNDT3 1814 369 

1 PLDTVKTV (41 residuos)EGITGFYRG 
Mitocondria 

0,7788 
2 PIDVAKER (25 residuos)EGLRGLYKG 

3 PLELVKTR (42 residuos)EGVCALWKG 

LpNDT4 1350 292 
1 PFDTVKVL(22 residuos) DGVSGFYRG Mitocondria 

0,9601 2 PFELVKCK(25 residuos) DGLCGLYKG 



 

3 PSDVVKTR(21 residuos)EGGVGILYRG 

LpNDT5 1808 293 

1 PMDTIKVR(21 residuos) EGVVNGFFRG 
Mitocondria 

0,9305 
2 PAELIKCK(27 residuos) RGVRGLFRG 

3 PVDAVKTK( 23 residuos) EGMRGLFRG 

LpNDT6 1598 330 

1 PLDTIKTR(22 residuos) GGINAFYR 
Mitocondria 

0,9553 
2 PVEMVKCN(27 residuos)DGLRGFYRG 

3 PADVAKTK(22 residuos) GGVRALYRG 

LpNDT7 1097 341 

1 PIDVVRMR(29 residuos) EGGTRAFFRG 
Mitocondria 

0,6379 
2 PIWLLKTR(30 residuos)TGLRSLWRG 

3 PLLVVKTR(26 residuos)GGLVAFYRG 

TbNDT1 1020 339 

1 PMDTLRIR(30 residuos) EGLRALFRG 
Mitocondria 

0,8747 
2 PIWLLKTR (38 residuos)DGVLSLWRG 

3 PLHVVKTR (26 residuos)HGFAGLYRG 

TbNDT2 1041 346 

1 PMDTLRIR (30 residuos) EGLRALFRG 
Mitocondria 

0,7793 
2 PIWLLKTR (27 residuos) TGVRSLWRG 

3 PFTMLKVR ( 26 residuos) EGVYGFTRG 

TbNDT3 849 282 

1 PFDTVKTL (20 residuos) EGGPFALYKG 
Mitocondria 

0,9585 
2 PAELLKVR ( 23 residuos) EGPLGFTRG 

3 PLDCIKTR ( 19 residuos) EHGIKGFYRG 

TbNDT4 924 307 

1 PLDTAKTV(31 residuos) EGPGAFYRG 
Mitocondria 

0,9505 
2 PIDVTKER (25 residuos) EGVRGLYKG 

3 PLELVKTR (37 residuos) EGVCALWKG 

TbNDT5 933 310 

1 PLDTIKVR(21residuos)EGIFGGFFRG 
Mitocondria 

0,9372 
2 PAELIKCK ( 27 residuos) SGIRGLFKG  

3 PIDVLKTK ( 23 residuos) EGMRGLIRG 

TbNDT6 915 304 

1 PLDTIKVR(21 residuos)EGTLSLYSG 
Mitocondria 

0,9779 
2 PLELVKCR (26 residuos) EGGLTALYKG 

3 PADVAKTR (21 residuos)EGGMRLLYRG  

TbNDT7 951 316 

1 PLDSAKTR (22 residuos) EGVRSLYRG 
Mitocondria 

0,9294 
2 PFHVIKLR(22 residuos) EGIKGYFHG 

3 PLDTVKTI (17 residuos) ESPLVIY 

TvNDT1 915 304 

1 PLDTVKML(20 residuos)DGIKGFWRG 
Mitocondria 

0,9187 
2 PFDLILTR (21 residuos)DGITGLWSG 

3 PFDVMRRR (25 residuos) EGATGFFKG 

TvNDT2  1072 316 

1 PLDVVKML (19 residuos) EQGIAGFWRG 
Mitocondria 

0,9202 
2 PLDVIRTR (21 residuos) EGFTSLFAG 

3 PFDVIRKR (25 residuos)EGVAGLYRG  

TvNDT3 1274 401 

1 PLDVVKLC (19 residuos) EGGIAAFWRG 
Mitocondria 

0,9726 
2 PFDLIHTR (21 residuos)EGVFALWSG 

3 PFDVIRKR (25 residuos)EGVAGFFRG 
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Figura 6-30. Alineamiento múltiple de los candidatos a transportadores de NAD+ - 
Ndt. Regiones hidrofóbicas (morado y rojo), red salina lado citosólico (verde) y residuos 
conservados (azul). Generados en el programa CLC Main Workbench 21.0.3

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

La topología de los candidatos Ndt fue predicha por el servidor PHYRE2, estas proteínas 

presentan una organización en 6 hélices transmembranales intercaladas con tres hélices 

pequeñas hacia el lado interno de la membrana. Los extremos N- y C- terminal de los 

candidatos se encuentran en ubicados en la cara exterior de la membrana. Exceptuando 

los candidatos LpNDT1 y TvNDT3 que presentan su extremo C-terminal hacia el lado 

citoplasmático y 7 hélices transmembranales (Anexo D) [121]. 

Los candidatos a Ndt fueron modelados en el software Robetta, estos presentan forma 

de barril constituido por las 6 -7 hélices α con canal central altamente conservado [129]. 

La validación de las estructuras se realizó mediante el plot de Rammachandran y Swiss-

Model, donde más del 92% de los aminoácidos de los candidatos están en las regiones 

favorecidas [130]. La superposición de los candidatos con transportadores de NAD+ de 

Homo sapiens (SLC25A17) y Arabidopsis thaliana (AtNDT1) previamente identificados 

obtuvieron valores de RMSD entre 0.9 y 1.2 Å demostrando su similitud estructural con 

las proteínas identificadas (Tabla 6-16).  Se observa la presencia de regiones especificas 

hacia N-terminal de los candidatos con respecto a su ortólogo humano, los cuales 

podrían estar relacionados con interacción con el organelo subcelular en donde se 

encuentran ubicados. 

Se realizó un acoplamiento molecular con el propósito de analizar la interacción de los 16 

candidatos a transportadores Ndt con el NAD+, teniendo en cuenta que este es uno de 

los diferentes sustratos que pueden transportar estas proteínas [19]. Para lo cual 

mediante AutoDock Vina se calcularon las energías de unión de los candidatos a 

transportador y el NAD+ donde las interacciones se encuentran en el rango entre -10 y -8 

kcal/mol, estos valores de unión se relacionan con la alta afinidad por el NAD+ al igual 

que lo observado para los transportadores ya identificados experimentalmente 

SLC25A17 y AtNDT1 a los cuales también se les calculo su energía de unión de -8,7 y -

8,9 kCal/mol, respectivamente (Tabla 6-16).  

El análisis de interacciones entre el ligando y el transportador se evaluaron con LigPlot+, 

identificando interacciones principalmente con residuos altamente conservados de Arg, 

Ser y Thr aunque se presentan variaciones de algunos residuos cargados, modificando 

de esta forma los puentes de hidrógeno involucrados en el sitio de unión que permiten la 

movilización del dinucleótido (Tabla 6-16).  
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Tabla 6-16. Análisis de los candidatos a transportadores de NAD+ Ndt de la familia 
MCF. E.U: Energía de unión.  RIS: Residuos que interactúan con sustrato (NAD+) 

 

Candidato 
Ndt 

Vista lateral Vista superior Valores 

LpNDT1 

 
 

 

E.U 
-8,8 kCal/mol 

RISN 
Ser-86 His-87, Tyr-

94, Ala-132, Thr-135, 
His-143, Arg-290, 
Ser-294, Thr-295 

R 
M 
S 
D 

HsSLC25A17 
0,944  Å  con 
207 átomos 

AtNDT1 
1,031 Å  con 
189 átomos 

LpNDT2 

 

 

 

E.U 
-9,1 kCal/mol 

RISN 
Ser-176, Ser-180, 
Ser-184, Arg-172, 
Gln-234, Asn-241. 

R 
M 
S 

D 

HsSLC25A17 
1,052 Å  con 
201 átomos 

AtNDT1 
1,031 Å  con 
189 átomos 

LpNDT3 

 

 

E.U 
-9 kCal/mol 

RISN 
Arg-14, Lys-24, Ser-

84, Trp-164, Glu-286, 
Asn-353 

R 
M 
S 

D 

HsSLC25A17 
1,043 Å  con 
180 átomos 

AtNDT1 
1,128 Å  con 
173 átomos 



 

LpNDT4 

 

 

E.U 
-9,3 kCal/mol 

RISN 
Arg-163, Trp-209, 
Asp-216, Lys-219, 
Thr-220, Arg-259 

R 
M 
S 
D 

HsSLC25A17 
1,117 Å  con 
178 átomos 

AtNDT1 
1,130 Å  con 
192 átomos 

LpNDT5 

 

 

E.U 
-9,2 kCal/mol 

RISN 
Arg-175, Glu-176, 
Tyr-183, Trp-221, 
Arg-272, Asn-277 

R 
M 
S 
D 

HsSLC25A17 
1,080 Å  con 198 

átomos 

AtNDT1 
1,140 Å  con 167 

átomos 

LpNDT6 

 

 

E.U 
-9,5 kCal/mol 

RISN 
Lys-29, Thr-30, Gln-
70, Glu-73, Glu-131, 

Arg-179, Lys-254, 
Thr-255, Ala-295 

R 
M 
S 
D 

HsSLC25A17 
1,082 Å  con 195 

átomos 

AtNDT1 
1,189 Å  con 185 

átomos 

LpNDT7 

 

 

 

E.U 
-10 kCal/mol 

RISN 
Ser-28, Ser-85, Lys-
274, Ser-315, Gln-

318, Arg-322 

R 
M 
S 
D 

HsSLC25A17 
1,173 Å  con 200 
átomos 

AtNDT1 
1,081 Å  con 206 
átomos 
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TbNDT1 

 
 

E.U 
-9,5 kCal/mol 

RISN 
Ala-105, Trp-161, 
Thr-165, Ser-264, 
Lys-274, Ser-315, 
Arg322 

R 
M 
S 
D 

HsSLC25A17 
1,115 Å  con 
204 átomos 

AtNDT1 
1,146 Å  con 
202 átomos 

TbNDT2 

 

 

E.U 
-9,5 kCal/mol 

RISN 
Ser-54, Ser-58, Thr-
62, Asp-69, Arg-72, 
Tyr128, Gln211. 

R 
M 
S 
D 

HsSLC25A17 
1,062 Å  con 188 
átomos 

AtNDT1 
1,141 Å  con 193 
átomos 

TbNDT4 

 

 

E.U 
-9,4 kCal/mol 

RISN 
Ser-6, Arg-14, Ser-
179, Asn-218, Arg-
284, Asn-291 

R 
M 
S 
D 

HsSLC25A17 
1,122 Å  con 191 
átomos 

AtNDT1 
1,168 Å  con 161 
átomos 

TbNDT5 

 

 

E.U 
-8  kCal/mol 

RISN 
Ala-205, His-210, 

Asn-278, Asn-289, 
Glu-293, Cys-305 

R 
M 
S 
D 

HsSLC25A17 
1,121 Å con 184 
átomos 

AtNDT1 
1,097 Å  con 
177átomos 



 

TbNDT6 

 

 

E.U 
- 8,3 kCal/mol 

RISN 
Arg-143, Val-146, 

Lys-178,Arg-186, 

Met-245, Gln-246 

R 
M 
S 
D 

HsSLC25A17 
1,336 Å  con 45 
átomos 

AtNDT1 
1,323 Å  con 25 
átomos 

TbNDT7 

 
 

E.U 
- 9,8 kCal/mol 

RISN 
Gln-23, Ser-27, Met-
47, Ser-58, Lys-149, 
Thr-158, Arg-158 

 

R 
M 
S 
D 

HsSLC25A17 
1,302 Å con 32 
átomos 

AtNDT1 
1,389 Å con 53 
átomos 

TvNDT1 

 

 

E.U 
-9 kCal/mol 

RISN 
Arg-35, Asp-42, Lys-
45, Gln-125, Glu-179, 
Gln-217, Asp-224, 
Arg-227, Arg-228. 

R 
M 
S 
D 

HsSLC25A17 
1,099 Å  con 201 
átomos 

AtNDT1 
1,009 Å  con 207 
átomos 

TvNDT2 

 

 

E.U 
-8,8 kCal/mol 

RISN 
Arg-35, Arg-83, Asp-
132, Arg-135, Tyr-
178, Gln-220, Arg230 

R 
M 
S 
D 

HsSLC25A17 
1,085 Å con 188 
átomos 

AtNDT1 
1,088 Å con 207 
átomos 
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TvNDT3 

 

 

E.U 
-9,7 kCal/mol 

RISN 
Arg-35, Lys-45, Ala-
80, Asp-134, Tyr-180 
Glu-181, Gln-222, 
Ser-225, Lys-233. 

R 
M 
S 
D 

HsSLC25A17 
1,112 Å  con 188 
átomos 

AtNDT1 
1,046 Å  con 185 
átomos 

AtNDT1 

 

 

 

 

E.U 
- 8,9 kCal/mol 

 

RISN 

Thr-127, Thr-128, 
Ser-228, Thr-231, 
Arg-278, Arg-281. 

 

HsSLC25A17 
 

 

 

E.U 
- 8,7 kCal/mol 

RISN 

Ser -78, Asn-115, 
Trp-123, Leu -175 

 

 



 

Fueron identificaron 16 posibles candidatos a proteínas transportadoras de NAD+ de la 

familia MCF, los cuales tienen las características de transportadores previamente 

reportados y que permiten la movilización del dinucleótido a organelos como mitocondria 

e hidrogenosoma para la obtención de energía de los parásitos. Esta familia de 

transportadores no fue identificada en todos los protozoarios extracelulares analizados 

por lo que podrían existir otros tipos transportadores de NAD+ o sus precursores. Por 

otra parte, la ausencia de estos transportadores podría corresponder o relacionarse a los 

múltiples procesos de biosíntesis del dinucleótido en estos parásitos, los cuales como 

dijimos presentan diferentes NMNATs. Los transportadores de NAD+ están escasamente 

representados en el genoma humano y el estudio de estos transportadores podría ser 

promisorio para el desarrollo de nuevos blancos quimioterapéuticos.  
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7. Conclusiones 

En este trabajo se identificaron y estudiaron en el parásito extracelular T. vaginalis, dos 

nuevas NMNAT. Estas enzimas se evaluaron mediante análisis in silico, en donde se 

estableció que presentan las características de la familia de nucleotidiltransferasas tales 

como sus dos sitios de unión a ATP, plegamiento tipo Rossmann e interacción con los 

sustratos mediante acoplamiento molecular. Las TvNMNAT al ser comparadas con sus 

ortólogas humanas presentan diferencias a nivel estructural, siendo las NMNAT 

identificadas más compactas y sin regiones de inserción, se destaca que las NMNATs del 

parasito presentan una alta similitud con la estructura de la HsNMNAT3. 

Se desarrolló un acercamiento experimental, en donde las proteínas recombinantes 

denominadas 6xHis-SUMO-TvNMNAT1 y 6xHis-SUMO-TvNMNAT2 de 36,7 y 36,3 kDa 

se clonaron y expresaron en el sistema heterólogo E. coli. La actividad enzimática de las 

TvNMNAT fue corroborada y caracterizada mediante ensayos directos e indirectos 

usando como sustratos el NMN y ATP. Adicionalmente, mediante ensayos de 

oligomerización según gráficos de Ferguson se determinó una organización 1-mer, 2-mer 

y 3-mer. 

Como apartado adicional, fueron generadas herramientas inmunológicas en el modelo 

aviar para la detección de la localización subcelular de estas enzimas, lo cual podría 

constituir un primer paso para el diagnóstico T.vaginalis en la población.  

Finalmente, usando una aproximación bioinformática se identificaron 16 candidatos a 

transportadores de NAD+ de la familia de transportadores mitocondriales MCF – Ndt en 

parásitos extracelulares. Aportando al entendimiento de las relaciones de los procesos de 

biosíntesis del dinucleótido y dinámicas intracelulares en estos protozoos. 

 

 

 

 



 

7.1 Perspectivas 

 

 

Este trabajo constituyó un primer acercamiento al metabolismo del NAD+ en 

Trichomonas vaginalis. La identificación de dos enzimas claves en el metabolismo del 

dinucleótido representan el inicio de una línea de investigación utilizando este parásito 

extracelular. A continuación, se presentan algunas perspectivas para continuar el estudio 

de las NMNAT en este protozoo.  

 

Teniendo en cuenta la caracterización enzimática es necesario continuar con este 

proceso de determinación de Km, Kcat y Vmax para los diferentes sustratos y realizar 

evaluación del efecto de cofactores enzimáticos. Con los resultados anteriores, se 

plantea el diseño y evaluación de diferentes tipos de inhibidores basados en el sustrato 

que presente la mayor afinidad, donde se podrían generar estrategias quimioterapéuticas 

para el control de esta parasitemia. 

 

La aproximación de la estructura cuaternaria permitió determinar diversos estados de 

oligomerización usando gráficos de Ferguson, para corroborar estos resultados es 

necesario abordar otras técnicas analíticas como cromatografía de exclusión por tamaño 

(SEC) e igualmente, analizar la oligomerización de las proteínas nativas al eliminar la 

etiqueta.   

 

Es necesario con las herramientas inmunológicas generadas en este estudio, realizar 

análisis de localización subcelular usando técnicas de inmunofluorescencia.





 

 
 

A. Anexo A – Mapa de los vectores 
utilizados 
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B. Anexo B – Alineamientos 
múltiples de secuencias NMNAT de 
parásitos protozoarios. 

 

 

 



 

 
 

C. Anexo C - Secuencias consenso 
para la identificación de proteínas 
transportadoras de NAD+ de la 
familia MCF. 

 Secuencias consenso generadas con CLC MAIN WORKBENCH 

Alineamiento 1 
(Todas las 

secuencias) 

MXXTNLVHAAAGAFAGATSXTXVCPLDVIKTRLQXXGLXTRXXTGQYKSILXTLRE
IFXEEGXRGLYRGLXPTVLGLLPXWGIYFSTYRFLKKVLXGKDEHTSFGRNXLAA
XGAGAATTLATNPLWVVKTRLQLQDAXXRTHYKSTXDAFRXIXRREGXRGLYRG
LVPSLLGVXNVAIQFPLYELLKRYXXXSXKDNSLXSLDVXXASXVXKXVASTVTYP
HEVVRTRLQDHRXRXXSEQRXXLPLIKXXYRXEGLXGFYRGLATNLLRTVPAAVI
TFVSFEYXLRFLST 

Alineamiento 2 
(Parásitos) 

MKXXSXXXAPAREHXVSVXAGQFXGATSTCXTXPLDTIRTRXXSQDXXTRXXGK
TXKSILRXXREIXREEGLXAFXRGLGVXVXGSXPXWGIYLXTYRALQAEXAQXGR
GXXDDXXLXLAIGAXCTTXLTXNPLWLIKTRXQLXDASACVLTXHEVFRDGMLVR
REGFRGLXRGLSXQILXXVXXGXXXPLYELLKRXXRXGXFKXXLSSXXVVSXSXX
SKLVAVXXAYPXXVVXTRLQDHRNRTGRXEYVSFLXXXXTIWQADGLXGFYRGL
XPXLLRXVPXXXLQFVXXEYXLAXAXYX 

Alineamiento 3 
(Proteínas 

identificadas) 

MXXXDNXTSXSSVLSNLXAAXGAFAGAXAATFVCPLDVAKTRLQVQGLQXSXXN
QXGIFGXLXXIXKXEGXRGLYRGLSPTVLGLLPTWXIYFSVYDXLKKXLHXXXPXX
SFGXNLXAAIGAGAATTXXTNPLWVVKTRLMLQGIXRGPTXYKGTIDAFRXIIYXE
GIXXLYXGLVPSLLGVXHVAIQFPLYEXLKVXFYXKKXNTSXLNSQDVIIASSXXKXI
ASTVTYPHEVLRXRLQXXXXIXNSEQRYGXLXLIKXTXRQEGXPGFYRGXATNLX
RTVPAAVITFVSFEYMXRFLEVSTFX 

Alineamiento 4 
(Transportadore
s de A. thaliana) 

MXXXXXXXFDYRXXXXVXXNAXAGAXAGXXAATFVCPLDVIKTRXQVXGLPXXX
XXXXXGXXIXXSLXXIXKXEGXRGXYRGLSPTXXALLXNWAXYFXXYXXLKXXLXS
XDXKLSXGXNXXAAXGAGAATXIATNPLWVVKTRLXTQGXRXGXVPYKSXXSAX
XRIXXEEGXRGLYSGXXPXLAGXSHVAIQFPXYEXIKXYXAKXXXXSVXNLXXXXV
AXASSIAKXXASXLTYPHEVXRAXLQEQGXIRXXEXXYSGVXDCIXKVFXXXGXP
GXYRGCATNLLRTTPXAVITFTXXEMXXRFXXXXXPXETNRSDDRRREEERKNLV
SRRGEEEDKDLGLRESQTQSXXXSTPHIPLGSK 

Alineamiento 5 
(Transportadore

s de S. 
cerevisiae) 

MXXXDNPVPNCGLLPEQQYCSADHEEPLLLHEXXXXXXXXXXXLXXXXXXXPXK
XNXSTESIIGTTLXKXXXPLSSTXXXAXSGAXXGXLSXXXVCPXDVAKTRLQAQGL
QXXTXXXXXYXGXXGTXXTIXXDEGXXGLYKGLXPXVLGYXPTXMIYFSVYXFXX
KXXXXIFPXXXFXXXXXXAITAGAXSTXXTNPIWVVKTRLMLQXXXGXXXTHYKGT
XDXFRKXXXQEGXKALYAGLVPXLLGXXXVAIXFPXYEXLKXRFXCYSXXXXXXT
DVTSXNXQXLIXASXXSKMXASXVTYPHEILRTRMQLKSDXPXXXQRXLXPLIKXT
YXQEGXXGFYSGFXTNLVRTXPAXXXTLVSFEYXXXXLENIXTXXX 

Alineamiento 6 
(Transportadore
s de A. thaliana 

y Humanos) 

MXXXXXXXXXSXEVLXNAXAGAXAGVXAATFVCPLDVIKTRLQVXGLPXXXDXXX
KGXXIXXSLXXIIKEEGXRGXYRGLSPTIXALLXNWAVYFXXYXXLKXXLXSXDHKL
SXGXNXXAAXGAGAATXIATNPLWVVKTRLXTQGXRXGIVPYKSXXSAFXRIXXE
EGIRGLYSGXXPSLAGVSHVAIQFPXYEXIKXYLAKKXXKSVXNLSXXDVAIASSIA
KXIASTLTYPHEVVRAXLQEQGHXXNXEXRYSGVXDCIXKVFRXXGIPGLYRGCA
TNLLRTTPXAVITFTXYEMXXRFXXTVXPXEGLXXXXXQSXXX 

Alineamiento 7 
(Transportadore

s de  S. 
cerevisiae y 
Humanos) 

MXXXDNXXXXXXXXXSXLSXXXXXXPXKXNXLXKXXXPXVXAXSGAXXGXLSXX
XVCPLDVAKTRLQAQGLQXRXXXXXHYXGXXGTLXTIXKDEGXXGLYKGLXPXVL
GYXPTXMIYFSVYXFXKKXXVXIFPHSXFXXXXXXAITAGAXSTXLTNPIWVVKTRL
MLQXXXGXXPTHYKGTIDAFRKIIXQEGXKALYAGLVPSLLGXFNVAIQFPXYEXL
KXRFXYSXXXXXXXXXXSSNLQXLIXASXVSKMIASTVTYPHEILRTRMQLKSDXP
NXXQRXLXPLIKITYRQEGXXGFYSGFXTNLVRTVPAAAXTLVSFEYXKXXLXXXT
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TMXX 

Alineamiento 8 
(S. cerevisiae y  

A. thaliana) 

MXXXDNPTXXXXSXXXVLANPKNLKPAXXGAXAGALXATFVCPLDVXKTRLQXQ
GLXXXXXXNQXXXGIXGXLXTIFKDEGXRGLYXGLSPTVLXXLPXWXIYFSVYDFL
KKFLXSIXPKLSFGXNXXAAIXAGAAXTIATNPXWVVKTRLMXQGIXXGXXXYKXT
FXAFRXIXYXEGXXXLYXGLVPXLXGXSHVAIQFPXYEXXKVXFYXKXXXTSVDXL
NXQXXXXASSIXKMIASTXTYPHEXLRXRXQXXXDIPNSEQRYSGXXXXIKKXXR
QEGFPGFYXGXATNLXRTTPAAVITXXSFEXXXRFLXXXPEQSTXXX 

 

 Secuencias consenso generadas con CLUSTAL OMEGA 

Alineamiento 1 
(Todas las 

secuencias) 

SXXSSPKSAESLVHAAAGAFAGATSXTXVCPLDVIKTRLQSQGLXGQYKSILXTL
REIFXEEGLRGLYRGLXPTVLGLLPXWGIYFSTYRFLKXXLXGXDEHXSFXLNLL
XAIGAGAATTLATNPLWVVKTRLQLQDAXGVGPTHYKSTXDAFRXIXRREGXR
GLYRGLVPSLLGVFHVAIQFPLYELLKRYXXKXSXKVNLXSLDVXXASXVXKXVA
STVTYPHEVVRTRLQDHRXRXXSEQRXXLPLIKXXYRXEGLXGFYRGLATNLLR
TVPAAVITFVSFEYXLRXLXTVXP 

Alineamiento 2 
(Parásitos) 

XXSKXSXPKXXXSLVHXFAGQXXGAXSTCXXXPLDXIRXRXXSQXGXTGXXHX
GLTYSIXRXAREXXREEGGLXAFXRGXGVXVMXSVPXWGXYLXXYRFLQNEXA
AXGAXESGVDFLRPFLCAIGAXCTTXLTXXPLXLIKTRXQLXDXXAXRVFXGXRD
XVRRXGFRXLXRGXSXQILLXVXXGLXWXXYELLKRXTXEGSFKXXLSSXXVVS
LSXVXKLVAVXLAXPXNVVKTXLQDHRXRTGXXEYVSFLXXXRXIWQADGLVGF
YRGLVPSLLRXVPXXXLQXVXYEQFLHRAKYXXPAASS 

Alineamiento 3 
(Proteínas 

identificadas) 

MXXSVLSREVLXNAAXGAFAGAXAATFVCPLDVAKTRLQVQGLXKNQXKGIFG
XLXXIXKXEGXRGLYRGLSPTVLGLLPTWXIYFSVYDXLKKFLHXIXPXXSFGXN
LXAAIGAGAATTXXTNPLWVVKTRLMLQGIXXGPTXYKGTIDAFRXIIYXEGIXXL
YXGLVPSLLGVXHVAIQFPLYEXLKVXFAKKXNKSVXXLNSQDVIIASSXXKXIAS
TVTYPHEVLRXRLQXXXXIXNSEQRGXLXLIKXTXRQEGXPGFYRGXATNLXRT
VPAAVITFVSFEYMXRFLETVVPE 

Alineamiento 4 
(Transportadores 

de A. thaliana) 

No disponible 

Alineamiento 5 
(Transportadores 
de S. cerevisiae) 

No disponible 

Alineamiento 6 
(Transportadores 
de A. thaliana y 

Humanos) 

MXSXXXXXXSXEVLXNAXAGAXAGVXAATFVCPLDVIKTRLQVXGLPKXXXXXX
XGXXIXXSLXXIIKEEGXRGXYRGLSPTIXALLXNWAVYFXXYXXLKXXLXSXDH
KLSXGXNXXAAXGAGAATXIATNPLWVVKTRLXTQGXRXGXVPYKSXXSAFXRI
XXEEGIRGLYSGXXPSLAGVSHVAIQFPXYEXIKXYLAKKXXXSVXNLSXXDVAI
ASSIAKXIASTLTYPHEVVRAXLQEQGHXXNXEXRYSGVXDCIXKVFRXXGIPGL
YRGCATNLLRTTPXAVITFTXYEMXXRFXXTVXPXEXXXXX 

Alineamiento 7 
(Transportadores 
de  S. cerevisiae 

y Humanos) 

MXXXDXXXXLXXXXXXXLXXXXXXXPXKXXXXVXXXXXXVXAXSGAXXGXLSX
XXVCPLDVAKTRLQAQGLQXXXXXXXYKGXXGTLXTIXKDEGXXGLYKGLXPX
VLGYXPTXMIYFSVYXFXKKXXVXIFPHSXFXXXXXXAITAGAXSTXLTNPIWVVK
TRLMLQXXXGXXPTHYKGTIDAFRKIIXQEGXKALYAGLVPSLLGXFNVAIQFPX
YEXLKXRFXXXXXXXXXXSXNXQXLIXASXVSKMIASTVTYPHEILRTRMQLKSD
XPNXXQRXLLPLIKXTYRQEGXXGFYSGFXTNLVRTVPAAAXTLVSFEYXXXXL
XTFXXMXX 

Alineamiento 8 
(S. cerevisiae y  

A. thaliana) 

MDLLXIEPKMXXXXXXXXXXXVXXNAXXGAXAGALXATFVCPLDVXKTRLQXQ
GLXXXXXXNQXXXGIXGXLXTIFKDEGXRGLYXGLSPTVLXXLPXWXIYFSVYDF
LKKFLXSIXPKLSFGXNXXAAIXAGAAXTIATNPXWVVKTRLMXQGIXXGXXXYK
XTFXAFRXIXYXEGXXXLYXGLVPXLXGXSHVAIQFPXYEXXKVXFAKXXXTSVX
XLNXQXXXXASSIXKMIASTXTYPHEXLRXRXQXXXDIPNSEQRYSGXXXXIKKX
XRQEGFPGFYXGXATNLXRTTPAAVITXXSFEXXXRFLXTXXPXEX 
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 Secuencias consenso generadas con T-Coffee 

Alineamiento 1 
(Todas las 

secuencias) 

MXSTXNSXNAESLVHAAAGAFAGATSXTXVCPLDVIKTRLQSQGLXTGQYKSIL
XTLREIFXEEGLRGLYRGLXPTVLGLLPXWGIYFSTYRFLKXXLVXXGXQSFXLN
LLXAIGAGAATTLATNPLWVVKTRLQLQDAXXXPTHYKSXFDAFRXIXRREGXR
GLYRGLVPSLLGVFHVAIQFPLYELLKRYXXKXSNKXNLXSLDVXXASXVXKXVA
STVTYPHEVVRTRLQDHRXRXXETXYXSXLPLIKXXYRXEGLXGFYRGLATNLL
RTVPAAVITFVSFEYXLRXLXTVV 

Alineamiento 2 
(Parásitos) 

MXSTXSXLPEXXSLVHXFAGQXXGAXSTCXXXPLDXIRXRXXSQXGXTXXPHK
SXLRXAREXXREEGLXAFXRGXGVXVMXSVPXWGXYLXXYRFLQNEXAALGA
TRXEXLXPFLCAIGAXCTTXLTXXPLXLIKTRXQLXDXXAXRVFXGXRDXVRRXG
FRXLXRGXSXQILLXVXXGLXWXXYELLKRXTXEGSFKXXLSFLXVVSLSXVXKL
VAVXLAXPXNVVKTXLQDHRXRTGXXEYVSFLXXXRXIWQADGLVGFYRGLVP
SLLRXVPXXXLQXVXYEXXLXARAKYXXSAAASST 

Alineamiento 3 
(Proteínas 

identificadas) 

MXXXDNXTXSREVLXNAAXGAFAGAXAATFVCPLDVAKTRLQVQGLQNQKXK
GIFGXLXXIXKXEGXRGLYRGLSPTVLGLLPTWXIYFSVYDXLKKFLVSIXPXXSF
GXNLXAAIGAGAATTXXTNPLWVVKTRLMLQGARXGPTXYKGTXDAFRXIIYXE
GIXXLYXGLVPSLLGVXHVAIQFPLYEXLKVXFAKKXNXSVXXLNSQDVIIASSXX
KXIASTVTYPHEVLRXRLQXXXXIXETRXXGXLXLIKXTXRQEGXPGFYRGXATN
LXRTVPAAVITFVSFEYMXRFLETVVPL 

Alineamiento 4 
(Transportadores 

de A. thaliana) 

No disponible 

Alineamiento 5 
(Transportadores 
de S. cerevisiae) 

No disponible 

Alineamiento 6 
(Transportadores 
de A. thaliana y 

Humanos) 

MXXXXXXXXSXEVLXNAXAGAXAGVXAATFVCPLDVIKTRLQVXGLPKXXXXXX
XGXXIXXSLXXIIKEEGXRGXYRGLSPTIXALLXNWAVYFXXYXXLKXXLXSXDH
KLSXGXNXXAAXGAGAATXIATNPLWVVKTRLXTQGXRXGIVPYKSXXSAFXRI
XXEEGIRGLYSGXXPSLAGVSHVAIQFPXYEXIKXYLAKKXXXSVXNLSXXDVAI
ASSIAKXIASTLTYPHEVVRAXLQEQGHXXNXEXRYSGVXDCIXKVFRXXGIPGL
YRGCATNLLRTTPXAVITFTXYEMXXRFXXTVXPXEXXXXXGLXXXXXX 

Alineamiento 7 
(Transportadores 
de S. cerevisiae y 

Humanos) 

MXXXDNXXXLXXXXXXXLXXXXXXXPXKXNXXXXXXXXXVXAXSGAXXGXLSX
XXVCPLDVAKTRLQAQGLQXXXXXXXYKGXXGTLXTIXKDEGXXGLYKGLXPX
VLGYXPTXMIYFSVYXFXKKXXVXIFPHSXFXXXXXXAITAGAXSTXLTNPIWVVK
TRLMLQXXXGXXPTHYKGTIDAFRKIIXQEGXKALYAGLVPSLLGXFNVAIQFPX
YEXLKXRFXXXXRXXXXXSXNLQXLIXASXVSKMIASTVTYPHEILRTRMQLKSD
XPNXXQRXLLPLIKXTYRQEGXXGFYSGFXTNLVRTVPAAAXTLVSFEYXXXXL
XTFXXMXX 

Alineamiento 8 
(S. cerevisiae y 

A. thaliana) 

MXXXDNPTXXXXSXLPKNXXVXXNAXXGAXAGALXATFVCPLDVXKTRLQXQG
LXXXXXXNQXXXGIXGXLXTIFKDEGXRGLYXGLSPTVLXXLPXWXIYFSVYDFL
KKFLXSIXPKLSFGXNXXAAIXAGAAXTIATNPXWVVKTRLMXQGIXXGXXXYKX
TFXAFRXIXYXEGXXXLYXGLVPXLXGXSHVAIQFPXYEXXKVXFAXSXXTSVXX
LNXQXXXXASSIXKMIASTXTYPHEXLRXRXQXXXDIPNXXXXGXXXXIKKXXRQ
EGFPGFYXGXATNLXRTTPAAVITXXSFEXXXRFLXTXPESTI 
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D. Anexo D – Topología de los 
candidatos a transportadores de la 
familia MCF - Ndt 

Nombre de 
la Proteína 

TOPOLOGIA DE LOS CANDIDATOS 
Número de hélices 
transmembranales 

LpNDT1 

 

7 

LpNDT2 

 

6 

LpNDT3 

 

6 

LpNDT4 

 

6 

LpNDT5 

  

6 
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LpNDT6 

 

6 

LpNDT7 

 

6 

TbNDT1 

 

6 

TbNDT2 

 

6 

TbNDT3 

 

6 

TbNDT4 

  

6 
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TbNDT5 

 

6 

TbNDT6 

 

6 

TbNDT7 

 

6 

TvNDT1 

 

6 

TvNDT2 

 

6 

TvNDT3 

  

7 
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