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Resumen 

 

Estudio de las Nicotinamida Mononucleótido Adenilil Transferasas (NMNATs) de parásitos 

protozoos: Determinación de su bifuncionalidad como chaperonas moleculares e 

implementación de una metodología para su detección  

Ciertas proteínas poseen la capacidad de ejercer más de una función, propiedad conocida como 

moonlighting. Las proteínas que más presentan esta característica son enzimas que tienen como 

actividad canónica rutas del metabolismo energético basal. Para que las proteínas puedan 

desempeñar su función o funciones, es necesario que tengan una conformación nativa. Para lograr 

esta estructura dentro de la célula, es necesario que las proteínas sean asistidas por las chaperonas 

moleculares. Las Nicotinamida Mononucleótido Adenilil Transferasas (NMNATs), además de su 

rol como paso final en la síntesis del nucleótido de nicotinamida y adenina (NAD+), les ha sido 

descrita una función moonlight como chaperonas moleculares en varios organismos. Dada la alta 

importancia de las NMNATs, estas representan un blanco farmacológico relevante para el 

diagnóstico y tratamiento contra parásitos protozoos como Leishmania braziliensis, Trypanosoma 

cruzi, y Giardia lamblia, los cuales tienen una alta incidencia en salud pública en Colombia. Por 

esta razón, se planteó el estudio de las NMNATs de estos parásitos, con el fin de comprobar si 

cuentan con actividad chaperona, y la implementación de una herramienta de detección molecular 

en la forma de aptámeros (oligonucleótidos de ADN). Para lograr esto, se identificaron in silico 

regiones compartidas entre NMNATs chaperonas y las de los parásitos. De manera in vitro, se 

expresó y purificó la LbNMNAT desde Escherichia coli M15 transformadas con el plásmido 

pQE30lbnmnat y se evaluó la actividad chaperona mediante ensayos de agregación e inactivación. 

Además, se utilizó la metodología SELEX para seleccionar preliminarmente aptámeros afines a la 

6xHisHsNMNAT3, una de las proteínas estudiadas en este trabajo. 

 

Palabras clave: NMNAT, bifuncionalidad, chaperonas, parásitos, aptámeros.  
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Abstract 

 

Study of Nicotinamide Mononucleotide Adenylyl Transferases (NMNATs) from protozoan 

parasites: Determination of their bifunctionality as molecular chaperones and 

implementation of a methodology for their detection 

 

Certain proteins have the ability to perform more than one function, a property known as 

moonlighting. The proteins that most often exhibit this characteristic are enzymes that have as 

canonical activity pathways of basal energy metabolism. For proteins to perform their function or 

functions, it is necessary for them to have a native conformation. To achieve this structure within 

the cell, proteins need to be assisted by molecular chaperones. Nicotinamide Mononucleotide 

Adenylyl Transferases (NMNATs), in addition to their role as the final step in the synthesis of 

nicotinamide adenine nucleotide (NAD+), have been described moonlighting as molecular 

chaperones in several organisms. Given the high importance of NMNATs, they represent a relevant 

pharmacological target for the diagnosis and treatment of protozoan parasites such as Leishmania 

braziliensis, Trypanosoma cruzi, and Giardia lamblia, which have a high incidence on public health 

in Colombia. For this reason, the study of the NMNATs of these parasites was proposed, to check 

if they have chaperone activity, and the implementation of a molecular detection tool in the form of 

aptamers (DNA oligonucleotides). To achieve this, shared regions between chaperone NMNATs 

and those of the parasites were identified in silico. in vitro, LbNMNAT was expressed and purified 

from Escherichia coli M15 transformed with the plasmid pQE30lbnmnat and the chaperone activity 

was evaluated by means of aggregation and inactivation assays. In addition, the SELEX 

methodology was used to preliminarily select aptamers related to 6xHisHsNMNAT3, one of the 

proteins studied in this study. 

 

Keywords: NMNAT, bifunctionality, chaperones, parasites, aptamers.  
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Introducción 

 

En la actualidad se ha descubierto que las proteínas pueden llevar a cabo más de una función en la 

célula, multifuncionalidad conocida también como moonlighting (1).  Esta variedad de funciones no 

está dada por fusión génica ni por cortes proteolíticos y es un fenómeno ubicuo en todos los dominios 

de la vida, siendo de vital importancia para el ciclo de vida de los organismos (2,3). Las proteínas 

moonlight pueden tener diferentes funciones canónicas como enzimas metabólicas, chaperonas, 

proteínas estructurales, receptores, entre otras (4). Dentro de estas, las chaperonas son proteínas 

fundamentales, encargadas de coordinar la proteostasis dentro de la célula (5). Estas proteínas 

protegen al resto de su desnaturalización antes diferentes tipos de estrés. Existen varias familias de 

chaperonas, conocidas como Heat-shock proteins, y su clasificación depende del mecanismo que 

utilicen para llevar a cabo su función, estas son: Hsp60/10, Hsp70/Hsp40, Hsp90, Hsp100 y sHsp 

(6). Asimismo, hay una distinción entre varios tipos de chaperonas dependiendo del modo de 

protección contra la desnaturalización (7). Principalmente, aquellas que protegen únicamente contra 

la agregación proteica son conocidas como holdasas y aquellas que asisten al plegamiento de una 

proteína que adquirió una conformación no nativa, como foldasas (7).  

 

En el contexto de la bifuncionalidad, se ha evidenciado que las proteínas metabólicas son bastante 

utilizadas por patógenos como factores de virulencia, dada su alta semejanza con las proteínas del 

hospedero (8). Estas son entonces fundamentales para la viabilidad del organismo patogénico. Una 

proteína metabólica a la cual se le ha encontrado bifuncionalidad en eucariotas es la Nicotinamida 

Mononucleótido Adenilil Transferasa (NMNAT, E.C. 2.7.7.1/18) (9). Esta enzima es fundamental 

para el metabolismo celular al ser el último paso en la biosíntesis del dinucleótido de adenina y 

nicotinamida (NAD+) (10). Además de este importante rol, se ha encontrado que esta muestra 

actividad como chaperona, protegiendo a diferentes proteínas frente a su agregación por estrés 

térmico (9).  



2 Introducción 

 

La razón para que muchos patógenos posean proteínas que bajo distintos contextos puedan mostrar 

una variedad de roles es la de adaptarse y/o evadir a los sistemas inmunes de sus hospederos y asi 

tener una ventaja sobre estos (8). Se ha encontrado que incluso un 25% de proteínas clasificadas 

como moonlight llevan como segunda funcionalidad alguna actividad relacionada con la virulencia 

(8). Es por esta razón por la que resulta relevante descubrir cuáles proteínas dentro de los patógenos 

de importancia en salud pública poseen esta multifuncionalidad, con el fin de identificar nuevos 

blancos farmacológicos.  

 

En este sentido, los parásitos protozoos son eucariotas unicelulares, los cuales pueden infectar una 

gran variedad de organismos, incluyendo a los humanos y otras especies de vertebrados. Entre estos 

parásitos encontramos a las especies Leishmania braziliensis, Trypanosoma cruzi y Giardia lamblia. 

Los dos primeros cuentan con un ciclo de vida digénico y son transmitidos al humano por medio de 

un vector invertebrado (11,12). Debido a esto, las enfermedades que estos causan (leishmaniasis y 

enfermedad de Chagas) se dan principalmente en zonas tropicales, afectando países con poblaciones 

altamente vulnerables, como Colombia (13,14). En la actualidad, existen diferentes tipos de 

tratamientos, pero muchos de ellos no son efectivos para mitigar las enfermedades o son de alto 

costo, por lo que estos constituyen un problema de salud pública (15,16). Por otra parte, Giardia 

lamblia es el agente causal de la giardiasis, enfermedad principalmente caracterizada por la diarrea 

y deshidratación intensa (17). Esta es ubicua en el mundo y en la actualidad únicamente se emplean 

antibióticos de amplio espectro los cuales en muchos casos son ineficientes para el tratamiento 

adecuado de esta infección (18). Por esta razón, en la actualidad se busca encontrar nuevos posibles 

blancos para la detección y desarrollo de herramientas farmacológicas más específicas y eficientes.  

 

Los mecanismos de detección más empleados involucran el uso de pruebas moleculares como PCR 

y mecanismos de inmunodetección, principalmente. Un sistema de detección que ha venido tomando 

relevancia en los últimos tiempos para una gran variedad de especies químicas son los aptámeros. 

Estos se tratan de oligonucleótidos de cadena corta y sencilla (pueden ser de ADN o ARN) los cuales 

adquieren conformaciones tridimensionales que les permiten unirse con una alta especificidad y 

afinidad (19). Estos son desarrollados normalmente a través de la metodología conocida como 

Evolución Sistemática de Ligandos por Enriquecimiento Exponencial (SELEX, por sus siglas en 

inglés) (19). Los aptámeros poseen ventajas gracias a su gran facilidad de síntesis, así como la 
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estabilidad que poseen. De este modo, estos pueden ser utilizados para el reconocimiento de 

organismos de importancia en salud pública.   

Dada la gran relevancia de las NMNATs en el contexto celular, y esto siendo reforzado aún más por 

la posible bifuncionalidad de estas enzimas, en el presente trabajo se propuso la exploración in silico 

e in vitro de la actividad chaperona para las NMNATs de esos 3 organismos, asi como la 

implementación de la tecnología de aptámeros para la detección de la NMNAT-3 humana.  

 

 

 





 

 

 

1. Marco teórico 

1.1 Multifuncionalidad en los sistemas biológicos 

Los sistemas biológicos se caracterizan por optimizar los procesos vitales llevados a cabo. Esto 

puede ir de la mano con un incremento en la complejidad de las biomoléculas, lo cual es evidente en 

curso de la evolución. La creación de estas estructuras provee no sólo la oportunidad de regular y 

especializar los procesos, sino también de otorgar plasticidad en algunos casos. Esto último es un 

hecho muy importante, ya que tiene el potencial de proveerle una mayor adaptabilidad al organismo 

en cuestión. Esta plasticidad se puede ver reflejada no sólo en estructura sino también en 

funcionalidad.  

 

Según la concepción inicial de la biología molecular y bioquímica, un gen codifica para un producto 

funcional en forma de una proteína, teoría conocida como un gen- una enzima (20,21). No obstante, 

con el pasar de los años esta perspectiva ha sido reemplazada, ya que se han descubierto genes que 

dan lugar a más de un producto funcional proteico, o para un producto en la forma de ARN (22). 

Esto no sólo se hace evidente en la cantidad de productos génicos generados por un único gen, sino 

que cada uno de estos también puede cumplir funciones distintas. Ahora bien, retomando la gran 

ventaja que confiere la plasticidad de funciones, encontramos que esto puede ser aplicado a uno de 

los grupos más estudiados de biomoléculas, las proteínas. Además de las incontables funciones que 

se les han descrito a lo largo de los años, también se ha encontrado en ellas la capacidad de ejercer 

más de una función fisiológica, bioquímica o física (1). Estas proteínas se han denominado Proteínas 

Moonlight (1). La presencia de polipéptidos con estas características no debería ser sorpresivo, al 

saber que las células de un organismo llevan a cabo cientos de miles de funciones aun cuando, por 

ejemplo, en el humano, se conocen aproximadamente solo 19,500 genes codificantes (4). Una 

característica importante para mencionar es el hecho de que no se incluyen en este tipo de proteínas 
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aquellas que sean producto de fusión de genes, de splicing, o de modificaciones postraduccionales 

(1).  

 

De acuerdo con Singh y Bhalla (23), la primera evidencia de estas proteínas fue en 1982, cuando 

Ingolia y Craig describieron que algunas proteínas chaperonas de Drosophila melanogaster (Hsp22, 

23, 26, y 27) poseían similitudes estructurales con proteínas del cristalino del ojo de mamíferos 

(cristalinas) (24). Por otro lado, para grupos de vertebrados como las aves, específicamente en los 

patos (Anas platyrhynchos domesticus), fue identificado que un subtipo de critalinas (ε-cristalinas) 

tienen una muy alta similaridad con la subunidad B de la enzima lactato deshidrogenasa, central en 

el metabolismo anaeróbico de la glucosa y presentando además su actividad enzimática (25). En 

años posteriores, se encontró que la α-cristalina bovina (Bos taurus) presenta actividad chaperona in 

vitro, reduciendo la agregación de otros tipos de cristalinas, lo que puede contribuir a la preservación 

de la transparencia de este tejido (26). De esta manera, fue evidente que muchas proteínas no sólo 

están involucradas en un único proceso dentro de la célula, sino que también pueden cumplir una 

función alternativa. Aunque en 1989 Piatigorsky y Wistow nombraran a este fenómeno como 

“Intercambio génico”, este término no tuvo éxito en la comunidad científica, hasta que en 1999 

Jeffery acuñara el término moonlighting para describir el fenómeno (1,27,28). Actualmente se 

conoce que este fenómeno es reiterado dentro de las proteínas hasta el momento investigadas, 

estando presentes en todos los dominios de la vida (23).  

 

Evolutivamente, se ha observado que las proteínas muy conservadas a lo largo del árbol de la vida 

pueden llegar a diversificarse dentro de cada linaje, aumentando sus funciones (1). Las razones que 

explican el origen de esta multifuncionalidad son aún inciertas. Sin embargo, se han planteado 

diferentes hipótesis (23). En primer lugar, probabilísticamente es muy favorable que las proteínas 

creen nuevas interacciones debido a la alta concentración de macromoléculas dentro de la célula 

(aproximadamente 400µM), así como una presencia de diversidad de componentes en el medio 

extracelular (29). Las proteínas al tener una gran cantidad de superficie disponible pueden generar 

nuevas interacciones en lugares distintos al sitio de su función canónica. En concordancia con lo 

anterior, las modificaciones que ocurran en esa región de la proteína pueden no tener afectación a su 

actividad principal, por lo que pueden ser perdurables en el tiempo (29).  
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En segundo lugar, la duplicación de genes puede también jugar un rol relevante en la generación y 

mantenimiento de las proteínas moonlight, ya que, bajo ciertos escenarios, la presión selectiva 

posterior a este evento se dirige a mantener la función original del gen en conjunto con la función 

novedosa (30). En tercer lugar, se ha evidenciado que las proteínas multifuncionales involucradas 

en la patogénesis son enzimas muy conservadas evolutivamente. Esto podría deberse a que, al ser 

compartidas con organismos hospederos alejados filogenéticamente, puede significar una dificultad 

para este último de reconocer a estas como macromoléculas ajenas a sí mismo, facilitando el proceso 

de invasión (31). Esto confiere a nivel evolutivo una ventaja que va a ser mantenida en el tiempo. 

 

Normalmente, las proteínas moonlight son aquellas que tienen como función canónica ser enzimas 

involucradas en el metabolismo energético o ser factores de transcripción (32).  Uno de los modelos 

más estudiados es el de la Gliceraldehído 3-Fosfato Deshidrogenasa (GAPDH, por sus siglas en 

inglés). Esta enzima tiene como función principal la oxidación del gliceraldehído 3-fosfato en 1,3-

bifosfoglicerato (1,3-BPG) utilizando como coenzima al NAD+ (32). Se ha encontrado a esta 

proteína en una gran variedad de procesos distintos, como señalización para la apoptosis en 

condiciones hiperglucémicas, control de la expresión génica postranscripcional, y proteína de la 

superficie celular involucrada en unión a proteínas del hospedero para favorecer patogénesis (32–

34). 

 

1.2 Chaperonas: Guardianas de equilibrio proteico 

Como fue visto anteriormente, cada proteína expresada en la célula puede desarrollar uno o más 

papeles claves. Para que se logre esto, estas deben plegarse y mantener una estructura tridimensional 

correcta (35). Al descubrirse las primeras estructuras terciarias de proteínas, a mitad del siglo XX, 

los científicos quedaron asombrados ante la complejidad y tan poca regularidad en estas (36). Es por 

ello por lo que, el plegamiento proteico ha sido un objeto de estudio muy relevante dentro de la 

bioquímica (37). En años posteriores, un gran progreso fue logrado gracias al trabajo de Anfinsen et 

al. con la ribonucleasa pancreática bovina, donde se encontró que la cinética de plegamiento de esta 

proteína era espontánea y dependía únicamente de su estructura primaria (38). Es importante aclarar 
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que, para la mayoría de los estudios de plegamiento de proteínas, donde se estudia el restablecimiento 

de la estructura nativa una vez la proteína se haya desnaturalizado, se utilizan modelos similares con 

características como ser proteínas pequeñas (menos de 100 aminoácidos) con sólo un dominio, 

estables y de plegamiento rápido (39).  

 

Si bien esto último es cierto para condiciones in vitro, en el presente se conoce que las condiciones 

in vivo son bastante desfavorables para un proceso espontáneo correcto y que interacciones 

inespecíficas con otros componentes celulares pueden alterar este mismo (40). El citoplasma, y en 

general los compartimientos celulares, están sobrepoblados de diferentes especies químicas las 

cuales pueden constituir hasta un 30% del volumen celular total y tener concentraciones en un rango 

de 200 a 400 mg/mL (41,42).  Cualquiera de estas moléculas podría generar interacciones 

intermoleculares y amenazar con la estructura y estabilidad de una proteína (43). Además, para el 

plegamiento de proteínas grandes (más de 100 aminoácidos) y con varios dominios, es necesario 

realizar este proceso co-traduccional o post-traduccionalmente, por lo que podrían estar más 

expuestas a formar interacciones inespecíficas (44). Otro aspecto importante que se ha evidenciado 

en eucariotas es que cerca del 25% de su proteoma tiene una estructura intrínsecamente desordenada, 

teniendo un riesgo aumentado de formar agregados (45,46). Todo esto causa, que la proteína tenga 

la posibilidad de un amplio paisaje de conformaciones en forma de embudo que la direccionan hacia 

distintas estructuras, siendo únicamente una de ellas la estructura nativa. Algunas de estas 

conformaciones pueden ser favorables, aunque no sean funcionales, actuando como trampas 

cinéticas (Figura 1-1, 33). Este plegamiento está dictado principalmente por esconder los residuos 

hidrofóbicos hacia las partes interiores del polipéptido (47). En complemento, aunque una proteína 

esté correctamente plegada, puede perder esta característica si las condiciones de su entorno son 

desfavorables (43). Cuando esto sucede, se forman agregados de la proteína, ya que se exponen 

residuos que normalmente se encuentran internalizados en la estructura nativa, y con ello se 

favorecen interacciones intermoleculares inespecíficas (40). Este proceso es altamente dependiente 

de la concentración de proteína que se encuentre mal plegada, y ocurre después de sobrepasar un 

umbral.  

Figura 1-1: Paisaje del plegamiento proteico. Se muestran los diferentes estados de plegamiento que 

una proteína puede adquirir. Asimismo, se destaca el rol de las chaperonas en todos los procesos de 

plegamiento posibles. 
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Figura adaptada de Macosek et al. (2021) (48). 

Por la complejidad y los riesgos con que se da el plegamiento proteico, mantener al proteoma en 

estado funcional es clave para la homeostasis celular. En respuesta a este reto, los organismos vivos 

han generado una vasta red altamente regulada que se encarga de mediar y conservar el correcto 

plegamiento de tan importantes moléculas, protegiendo así un equilibrio conocido como Proteostasis 

(49). Esta red, constituida por el sistema ubiquitina-proteosoma, los sistemas de chaperonas y la ruta 

de autofagia lisosomal, regula los procesos de síntesis y degradación de proteínas, así como también 

la estructura, oligomerización y localización de estas biomoléculas (49,50).  

 

Las chaperonas moleculares, protagonistas en las proteostasis, son un grupo de proteínas 

estructuralmente no relacionado (51). Se agrupan gracias a su función, la cual consiste en estabilizar 

las conformaciones funcionales de las proteínas, evitar agregación, reestablecer el plegamiento y 

ayudar en los procesos de degradación (Figura 1-1) (49). Las chaperonas son además consideradas 

como proteínas accesorias, ya que no forman parte de la proteína plegada, ni tampoco otorgan 

información conformacional, sino que se unen a regiones hidrofóbicas de la proteína evitando que 

estas se unan a otras moléculas de manera inespecífica (47). Las chaperonas son la columna vertebral 

de la red de proteostasis ya que conectan la síntesis, con el mantenimiento de la adecuada 

conformación y con la degradación de las proteínas (44). Por este papel, estos polipéptidos son 

fundamentales en todos los dominios de la vida y son altamente conservados (52). Existen tres tipos 

principales de actividad chaperona, que se clasifican dependiendo de la forma en que ayuden a la 

proteína sustrato (53): (i) las foldasas ayudan directamente en el proceso de plegamiento y suelen 
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emplear ATP; (ii) las holdasas protegen de la agregación al unirse con las proteínas cliente y no 

necesitan de ATP para cumplir su función; (iii) las desagregasas como su nombre lo indica ayudan 

a desensamblar los agregados ya formados y requieren de ATP (54). 

 

Las chaperonas se denominan proteínas de choque térmico, o Hsp (iniciales de Heat Shock Proteins, 

nombre en inglés) debido a que fueron descubiertas por sobreexpresarse al someter células a estrés 

térmico (44). Estas son clasificadas en familias con características estructurales y funcionales 

particulares, y se nombran con respecto a su peso molecular, el cual oscila entre 20 y 100kDa: sHsps, 

Hsp60, Hsp70, Hsp90 y Hsp104 (55). Además, se ha visto que existen proteínas acompañantes que 

son reguladoras de la función de algunas chaperonas. Este grupo es conocido como cochaperonas 

(Figura 1-2) (35). Casi todas las familias de chaperonas tienen actividad ATPasa, y se valen de esta 

para desplegar a las cadenas en estado no nativo, aunque esta actividad es muy dinámica y no se 

unen al nucleótido de forma prolongada (56). Otras, son independientes de ATP y funcionan 

asociándose a las proteínas para evitar la formación de agregados.  

 

Figura 1-2: Principales familias de chaperonas, funcionamiento y funciones celulares. 

 

Imagen adaptada de Wang et al.(57). 
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Las familias de las Hsps son conservadas a lo largo del árbol de la vida. Sin embargo, se conoce que 

las redes de chaperonas incrementan su complejidad desde los procariotas, donde las diferentes redes 

se sobrelapan, hasta los eucariotas multicelulares, los cuales tienen incluso expresión diferencial 

dependiendo del tejido (55). A continuación, se describirán algunas de las familias de chaperonas y 

sus características principales.  

1.2.1  HSPA (Hsp70-DnaK) 

 

Esta familia, conocida en procariotas como DnaK, es una de las más conservadas en la evolución de 

todos los dominios de la vida y se caracteriza por tener un peso de alrededor de 70kDa (55,58). La 

mayoría de los miembros de esta familia son constitutivos y están presentes en diversos 

compartimientos celulares (59). Las funciones de las Hsp70 son bastante diversas y pueden cambiar 

según lo requiera la célula bajo diferentes estados fisiológicos. En ausencia de estrés, estas tienen un 

rol imprescindible con el plegamiento de proteínas nacientes, el remodelamiento de complejos 

proteicos, translocación de proteínas a compartimientos celulares indicados y plegamiento o 

degradación de proteínas malplegadas (58,60). Durante la síntesis de proteínas, estas chaperonas se 

unen a las regiones del péptido naciente que sean hidrofóbicas y por lo tanto propensas a formar 

interacciones inespecíficas dado el ambiente acuoso y atestado del citoplasma (61).  

 

Estructuralmente, estas son monómeros que poseen una forma de “pinza”. Constan de dos dominios 

en su estructura, uno N-terminal de unión a ATP (NBD) de aproximadamente 35kDa y uno C-

terminal (SBD) de unión a la proteína cliente (~25kDa), conectados por una región linker hidrofóbica 

(55,62,63). El NBD está dividido en 2 lóbulos que contienen 4 subdominios (IA, IB, IIA y IIB), 

compartiendo semejanzas estructurales con los dominios presentes en la actina y la hexoquinasa, los 

cuales forman subdominios flexibles alrededor del bolsillo de unión al ATP (60). El SBD consta de 

un bolsillo con estructura secundaria tipo sánduche β (~10kDa), la cual contiene 2 hojas β con 4 

láminas enlazadas por loops hidrofóbicos (L1,2,L3,4 y L5,6) donde se encuentran 2 sitios de unión a la 

proteína cliente, con afinidad diferencial dependiendo de la naturaleza de esta (64,65). Además, 

cuenta con un subdominio con 4 ó 5 α-hélices que sirve como  “tapa” móvil (~15kDa) (66,67). Por 

último, las Hsp70 poseen una región C-terminal variable evolutivamente (66). En ortólogos que se 

encuentran en citoplasma de eucariotas, poseen un motivo EEVD, que le permite unirse a sus 



12 Estudio de las NMNATs de parásitos protozoos: Determinación de su bifuncionalidad 

 

cochaperonas y a otras Hsps (58,63). En los ortólogos procariotas y de organelos, esta funciona como 

un motivo de unión débil al sustrato y de este modo modula la actividad chaperona (68). 

Notablemente, la región linker de los dominios es sumamente importante durante el desempeño de 

esta chaperona, ya que es la que permite los cambios conformacionales necesarios (69). Ahora bien, 

el dominio N-terminal tiene una regulación alostérica sobre la interacción del dominio C-terminal 

con el polipéptido cliente y esto depende del nucleótido al que se encuentre unido (70). 

Específicamente, cuando NBD se encuentra unido a ADP o libre de nucleótido, los dos dominios se 

comportan de manera independiente, favoreciendo la afinidad del SBD por la región peptídica 

expuesta (Kd entre 0.1-1µM) (71). Por el contrario, cuando el NBD está asociado con ATP, el 

segundo disminuye la afinidad por la proteína cliente en hasta 10 órdenes de magnitud, definiendo 

la dependencia de las Hsp70 al ATP (70,72).   

 

Estas propiedades estructurales se relacionan con su mecanismo funcional, desarrollado en ciclos de 

apertura y cerramiento (Figura 1-3) (63), lo cual es regulado por cochaperonas, específicamente por 

la familia Hsp40 (DnaJ en procariotas) y por los factores de intercambio de nucleótidos (NEFs, por 

sus siglas en inglés y GrpE en procariotas) (69). Para el correcto plegamiento de proteínas por este 

sistema se requiere una asociación y liberación rápida sincronizada con los ciclos conformacionales 

de la chaperona (72). Así, en primer lugar, la cochaperona Hsp40 se asocia con la proteína cliente al 

reconocer aminoácidos hidrofóbicos expuestos (Figura 1-3, paso 1.) (63). Posteriormente, mediante 

una estructura conocida como el dominio J la Hsp40 + proteína cliente, interactúa con la Hsp70 

activando la ATPasa, y promoviendo el cambio conformacional del estado abierto, al estado cerrado 

de asociación con el sustrato y liberación de la cochaperona (Figura 1-3, pasos 2 y 3) (42) (72). 

Durante el estado cerrado, el subdominio β del SBD interactúa con su sustrato y es estabilizado por 

el subdominio α. Hasta el momento, se cree que la unión de estas proteínas a las regiones 

hidrofóbicas favorece en términos temporales el correcto plegamiento del sustrato, para estas queden 

en el interior del polipéptido final (73). Finalmente, NEF interactúa con NBD y el linker, 

contribuyendo a la sustitución del ADP por ATP (Figura 1-3, pasos 4 y 5) (63,74). De esta forma, se 

modifica la interacción, por lo que se pierde afinidad por el cliente y este se libera, concluyendo el 

ciclo de plegamiento (Figura 1-3, paso 6) (61,72).  
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Figura 1-3: Ciclo funcional de las Hsp70/DnaK. 1. Reconocimiento de sustrato por cochaperona 

(Hsp40). 2. Formación de complejo Hsp70 +Hsp40 + Cliente. 3. Activación de la Hsp70 y liberación 

de cochaperona. 4. Asociación con NEF. 5. Recambio de ADP por ATP. 6. Modificación de afinidad 

y liberación de proteína cliente. NEF: Factor de Intercambio de Nucleótido. I 

 

Imagen adaptada de Ambrose y Chapman (63). 

1.2.2 HSPC (Hsp90-DnaJ) 

 

Las Hsp90 son una familia de chaperonas con actividad ATPasa muy abundantes en las células y 

altamente conservadas. Presentan un 50% de identidad entre procariotas (E. coli) y eucariotas (Homo 

sapiens) aunque no se han encontrado hasta el momento en el dominio Archaea (75–77). Las 

funciones de estas proteínas son más específicas ya que tienen menor diversidad de clientes que las 

Hsp70 (76). Estructuralmente, estas proteínas tienen un peso de aproximadamente 90kDa y 3 

dominios funcionales: un dominio N-terminal con función ATPasa, abreviado como NTD; un 

dominio medio (MD); y un dominio C-terminal (CTD), todos unidos mediante regiones linker (78). 

Asimismo, presenta una estructura cuaternaria homodímerica (79). El NTD, contiene un bolsillo de 

unión a ATP, rico en láminas β y una región “tapa” que participa en la unión de los extremos N-

terminales de los protómeros (76,78). El dominio medio (MD) es donde se une el polipéptido sustrato 

y también actúa junto con el NTD para lograr la actividad ATPasa. Esto se debe a que el NTD junto 
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con un residuo de Arginina dentro de un loop del MD forman una unidad competente para hidrolizar 

el ATP (78). Por esta razón, las Hsp90 son clasificadas dentro la superfamilia de las ATPasas 

“divididas” (conocida también como GHKL) (80). Igualmente, en el MD se encuentran varios sitios 

de interacción con proteínas como las Hsp70, y cochaperonas como Cdc37, p23 y Aha1, las cuales 

regulan la actividad ATPasa y, por lo tanto, su ciclo de funcionamiento (78).  Finalmente, el CTD se 

compone de dos regiones, uno de dimerización (unión a otra Hsp90) y uno de interacción con 

calmodulina (79). La unión entre protómeros es clave para el proceso en el ciclo chaperona, ya que 

acerca a los NTD y MD para formar la unidad catalítica ATPasa (80). El CTD realiza una regulación 

alostérica: (i) al contar con un sitio de unión a nucleótidos (XTP) que se encuentra abierto si el NTD 

está siendo ocupado y (ii) al promover la autofosforilación (81). Además, este dominio terminal 

posee una secuencia conservada de aminoácidos, que varía en función de su localización subcelular 

en citoplasma (MEEVD) y en retículo endoplasmático (KDEL) (79).  

 

El proceso de plegamiento mediado por la Hsp90 también es llevado a cabo en forma de ciclo 

chaperona entre estados abiertos y cerrados, similar a como fue visto con las Hsp70 (75). Debido a 

su asociación con nucleótidos (ATP y ADP) estas proteínas cambian su conformación dependiendo 

de a cuál estén unidas (Figura 1-4). En primera instancia, cuando los protómeros se encuentran 

asociados con el ATP, sufren cambios de conformación que conllevan al cerramiento gradual de la 

tapa N-terminal, causando primero un atrapamiento del nucleótido en el NTD y el acercamiento 

entre este dominio y el MD (75). Posteriormente, la proteína es entregada al dímero por cochaperonas 

y este queda insertado en el medio del MD. Los NTD de las dos Hsp90 se unen, se sobrelapan, y 

forman un entrelazamiento que permite la formación del sitio ATPasa y también un tratamiento 

mecánico de la proteína cliente y sus regiones malplegadas (76). Al hidrolizar el ATP y estar con 

ADP o sin ninguna molécula, estas proteínas tendrán una estructura de “V” abierta, liberando el 

polipéptido en estado nativo y quedando listas para un nuevo ciclo (74).  

Figura 1-4: Estructura y ciclo de funcionamiento de las Hsp90. Se muestra como la proteína se 

encuentra en dímeros, en estado abierto al encontrarse sin nucleótidos en el NTD. Posteriormente, 

al unirse el ATP, el homodímero se cierra y los dos NTD interactúan, mediado por la región “tapa”. 
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Imagen adaptada de Prodromu y Bjorklund (78). 

En bacterias, se encuentra una única copia de esta familia de proteínas que comparte las 

características básicas de esta chaperona. Por otro lado, en eucariotas, hay varios genes codificantes 

para esta familia, por lo que se encuentran varias isoenzimas, localizadas en distintos 

compartimientos subcelulares (76,82). A diferencia de las Hsp70, esta familia posee una 

especificidad mayor hacia los sustratos, como por ejemplo receptores de hormonas esteroidales, 

quinasas, proteínas asociadas a enfermedades generadas por agregación proteica con dominios de 

repeticiones ricas en leucina (NLR) e incluso ribonucleoproteínas y ARN polimerasas (74,83). Las 

Hsp90 son ayudadas por cochaperonas, teniendo hasta 50 distintas, como en el caso del humano. El 

uso de una u otra es dependiente del cliente, de su abundancia y del tipo de tejido y son clasificadas 

de acuerdo con cómo interactúan con las Hsp90 (84). Estas proteínas pueden modular la actividad 

ATPasa, estimulándola (Aha1) o inhibiéndola (Cdc37 y p23) (79). 

 

1.2.3 HSPD (Hsp60, Chaperoninas) 

 

Esta familia de proteínas es parte también de la red proteostática básica para la supervivencia de 

todos los organismos en el planeta (85). Son las proteínas más sobreexpresadas ante el estrés térmico 

(86). Estas forman complejos proteicos en forma de barril llamados nanojaulas que, mediados por la 

hidrólisis del ATP, logran catalizar el plegamiento de regiones hidrofóbicas reconocidas en sus 
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sustratos cliente (47,85). Las chaperoninas forman grandes estructuras de 2 anillos contiguos que 

procesan el desplegamiento y plegamiento de sus sustratos en el centro de estos, aislados del medio 

circundante (87). Esta estructura permite que proteínas que tengan un plegamiento incorrecto pero 

estable, que estén exponiendo aminoácidos hidrofóbicos, se desplieguen espontáneamente (74). Este 

complejo proteico puede interactuar con péptidos nacientes o una vez sintetizados, que hayan 

perdido su conformación, ayudando hasta el 80% de las proteínas en E. coli (86). 

Dentro de esta familia se identifican 2 grupos principales: el grupo 1 (GroEs/Hsp10) se encuentra en 

el dominio bacteria, así como en mitocondrias y cloroplastos, está compuesto por las proteínas 

GroEL y GroES (87,88). El grupo 2 (TriC/CCT) presente en los dominios Eukarya y Archaea, se 

ubica en los citoplasmas y termosomas, respectivamente (85). Este segundo grupo no cuenta con 

cochaperona (GroES), sino que posee una inserción en su dominio apical que cumple la misma 

función (89). 

 

Estructuralmente, el grupo I de chaperoninas se compone de 7 subunidades de GroEL (60kDa) por 

anillo (Figura 1-5) (40). A su vez, cada subunidad tiene 3 dominios: ecuatorial (extremo N-terminal), 

intermedio (o bisagra) y apical (C-terminal) dependiendo de su posición dentro del anillo (Figura 1-

5) (40). El dominio ecuatorial es el que posee la actividad ATPasa. El dominio apical es el encargado 

de exponer residuos hidrofóbicos que se unirán al sustrato incorrectamente plegado, así como de 

formar las interacciones con la “tapa” de Hsp10 (85). El dominio intermedio tiene función conectora 

entre las otras dos regiones de la proteína y promueve los cambios conformacionales dados por la 

unión al ATP (85,90). Los dos anillos se estabilizan mediante interacciones 2:1, es decir, 1 subunidad 

de un anillo se une a 2 subunidades del otro (91). La cochaperona, GroES ó Hsp10 (~10kDa) también 

se oligomeriza en heptámeros y se une al dominio apical de GroEL a manera de tapa del barril 

formado (47). El anillo de GroEL que se encuentre asociado con GroES es denominado como cis, 

mientras que el más alejado se le conoce como trans (47). Las proteínas del grupo II de chaperoninas 

forman heterómeros constituidos por 8 o 9 subunidades diferentes (87). 

 

Figura 1-5: Estructura y mecanismo de función de las chaperoninas (GroEL/GroES).  1. 

Estructura de barril, formado por 2 anillos de GroEL (Heptámeros) y una tapa GroES (Heptámero). 

2. Estructura y cambio de conformación de GroEL, al estar libre y asociada con ADP. 3. Ciclo 
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funcional de la chaperonina. Se muestra como el recambio entre nucleótidos ayuda a atrapar la 

proteína cliente y unirse con GroES. 

 

Figura adaptada de Balchin et al. (31) 

El mecanismo funcional de esta chaperona está regulado alostéricamente por ATP (Figura 1-5, 30). 

Cada anillo y su complejo de cochaperonas funcionan como un compartimiento individual de 

plegamiento, alternando sus ciclos de apertura y cierre. Inicialmente, la proteína sustrato (máx. 

60kDa) interactúa con los residuos hidrofóbicos del dominio apical del anillo trans de GroEL (92). 

En este punto, el anillo cis puede estar plegando otra proteína sustrato e hidrolizando ATP (93). 

Cuando el ATP se une a las subunidades del anillo trans, provoca cambios conformacionales en el 

dominio apical que lleva a separar transitoriamente el barril y a cambiar la exposición de residuos 

hidrofóbicos por residuos hidrofílicos, favoreciendo la disociación del dominio apical y el sustrato 

(86). El anillo cis tendrá como consecuencia menos afinidad por GroES y por ADP, los cuales serán 

liberados, abriendo el barril (93). El anillo trans tendrá mayor afinidad por GroES, por lo que la tapa 

es ensamblada a la estructura, cerrando el barril (Figura 1-5: 3) (90). El polipéptido, estará sometido 

a fuerzas mecánicas que lo obligarán a modificar su plegamiento para lograr la conformación nativa, 

mientras que el anillo hidroliza todos los ATP (7 en total), en un proceso que varía de 1 a 10 segundos 

dependiendo de la temperatura (89,92). Finalmente, el anillo cis puede volver a asociarse con ATP, 

induciendo el cambio de conformación que lleva a la liberación de la proteína cliente en el anillo 

trans (93). Es posible que la proteína necesite más de un ciclo para lograr recuperar su conformación 

nativa (93). 
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1.2.4 HSPB (sHsp) 

 

Las proteínas de choque térmico pequeñas, o sHsps (iniciales por su nombre en inglés) es una familia 

de chaperonas ubicuas en los dominios de la vida (40). Estas poseen un peso molecular inferior al 

del resto de las familias, de entre 10 a 40 kDa y son independientes de ATP (40,89). Las proteínas 

pertenecientes a esta se unen a los polipéptidos que se encuentran desplegados de manera 

inespecífica para evitar la formación de agregados, es decir que posee actividad holdasa (94). Estas 

proteínas forman oligómeros que van desde pequeños hasta muy grandes y con subunidades 

heterogéneas (95). A pesar de ser proteínas importantes para la red de proteostasis, se ha comprobado 

que los knockout de los genes que codifican para estas no se asocian con ninguna condición extrema 

de los organismos (94). 

 

Figura 1-6: Estructura y funcionamiento de las sHsp. En la parte inferior se aprecia la estructura 

general de una subunidad de sHsp. En la parte superior se muestra cómo actúan sin estrés 

(condiciones normales) y bajo condiciones de estrés. 

 

Figura adaptada de Reinle et al. (94) 
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En términos de estructura, estas proteínas cuentan con dominio α- critalina conservado (ACD), 

rodeado por un N-terminal (NTR) y un C-terminal (CTR) no conservados e intrínsecamente 

desordenados (Figura 1-6)(40). El nombre del dominio central viene dado por las cristalinas, ya que 

estas poseen como actividad principal ser proteína del lente del ojo y como actividad moonlight su 

actividad chaperona (95). El NTR es un blanco de modificaciones postraduccionales para las sHsp, 

mientras que el CTR se ha visto involucrado en la oligomerización (40). Las regiones desorganizadas 

a ambos extremos de estas proteínas proveen una oportunidad para formar diversas interacciones, 

tanto con proteínas sustrato como con otras sHsps (96). Además, estas otorgan la posibilidad de 

interactuar con residuos hidrofóbicos expuestos en los agregados proteínicos (96). Cuando están 

inactivadas, las sHsps forman oligómeros con 12-24 subunidades que se organizan constituyendo 

una estructura hueca, a manera de esfera, para garantizar que estas mismas no se agreguen al contar 

con bastantes regiones desordenadas (94). Cuando las células se encuentran estresadas, las sHsps 

interactúan con los agregados para liberar las proteínas asociadas, las cuales serán luego trasferidas 

a la red de chaperonas ATPasas para ejecutar el plegamiento correcto, especialmente con la Hsp70 

(94). Sin embargo, aún no es claro cuál es el mecanismo por el que reconocen a las proteínas 

malplegadas (40). 

 

1.2.5 HSP100 (Clp, Hsp104): 

 

Las grandes chaperonas, o desagregasas, son chaperonas que hacen parte de la superfamilia 

Hsp100/AAA+. Esta integra a las chaperonas junto con las proteasas AAA+ (ATPasa asociada con 

diversas actividades celulares), las cuales regulan una gran cantidad de procesos, especialmente 

relacionados con las respuestas celulares (97). Esta familia se encuentra en bacterias (conocidas 

como Clp) y en mitocondrias de levaduras y plantas, pero no en eucariotas animales (69). La 

regulación de la aparición de uno u otro componente de esta superfamilia está determinada por las 

proteínas adaptadoras, quienes son las encargadas de reconocer, unirse y liberar a las proteínas 

cliente (97). Estas chaperonas se encargan de generar una fuerza mecánica impulsada por ATP que 

genere el desensamblaje de agregados proteicos (98). Las Hsp100 se han visto asociadas con 

peptidasas formadoras de anillo, de tal modo que los sustratos proteicos son desplegados y 

entregados para la degradación (91). 
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A nivel estructural, la característica que las chaperonas de esta superfamilia poseen es el un dominio 

N-terminal (NTD) y dos dominios AAA+ (91). Este tipo de dominio cuenta con dos motivos, Walker 

A y B, quienes se encargan de la unión y degradación del ATP, respectivamente (98). Este puede ser 

dividido en dos subdominios: (i) uno αβ que se compone de 5 hojas β paralelas flanqueado por 2 y 

3 α-hélices a cada lado, y (ii) uno α compuesto de 4 α-hélices (91). Este dominio también desempeña 

un rol en la oligomerización de estas proteínas en anillos hexaméricos en los cuales las subunidades 

vecinas proveen una arginina clave para la hidrólisis del ATP (98). El poro central del anillo está 

constituido por loops con residuos aromáticos conservados, los cuales van a interactuar con la 

proteína sustrato y son móviles dependiendo de la actividad ATPasa (99). Algunas de las Hsp100 

(ClpB y sus homólogos) poseen un dominio medio (MD), con estructura de hélice enrollada, que 

modula la interacción con la Hsp70 y cambia su orientación con relación al eje central del oligómero 

de horizontal (estado basal) a vertical (estado activo) (Figura 1-7) (98).  

 

Figura 1-7: Ciclo de funcionamiento de la ClpB (Hsp100), modulado por Hsp70. MD: Dominio 

medio. NTD: Dominio N-terminal. 

 

Imagen adaptada de Katikaridis et al. (98) 
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En cuanto a su ciclo funcional (Figura 1-7), cuando ocurre la hidrólisis de ATP, se genera un 

movimiento hacia abajo, ya sea desde el N o el C-terminal de la proteína sustrato, halándola para 

ensartarla en el poro (98). Los loops del poro que interactúan con el cliente y previenen que este se 

salga del anillo donde está insertado (99). Se ha observado que esta chaperona actúa en conjunto con 

el sistema de la Hsp70 (Hsp70+Hsp40+NEF) para poder disolver los agregados de proteínas (69). 

La Hsp70 modula la unión entre el cliente y la Hsp100, mediante su interacción directa, 

constituyendo así la principal maquinaria para desagregación (Figura 1-7) (86). 

 

1.3 NMNATs- Enzima clave en el metabolismo del NAD+ 

1.3.1 Dinucleótido de Nicotinamida y Adenina (NAD+) y su Biosíntesis 

 

Las diversas rutas metabólicas en la célula garantizan la supervivencia y persistencia de los 

organismos vivos en el tiempo. El metabolismo celular es definido como el conjunto de reacciones 

químicas ocurridas en una célula en los cuales la energía es empleada para distintos procesos de 

construcción de componentes de esta (anabolismo), así como de destrucción para su liberación 

(catabolismo) y reciclaje (100). Algunas de estas reacciones ocurren de manera secuencial y llevan 

a la formación de un producto final conocido y se agrupan en conjuntos denominados rutas 

metabólicas; mientras que, en otros, los ciclos metabólicos, las reacciones finales regeneran al primer 

sustrato como producto final (101). Aquellas moléculas involucradas en estas rutas, ya sea como 

sustratos o productos, son conocidos como metabolitos (102). Un metabolito clave en todos los 

compartimientos celulares y en casi todas las rutas metabólicas es el Dinucleótido de Nicotinamida 

y Adenina (abreviado como NAD+ por sus siglas en inglés). Esta molécula sirve como coenzima de 

muchas proteínas para reacciones de transferencia de electrones en la forma de iones hidruro, gracias 

a su capacidad para unir uno de estos iones, quedando reducido en la forma de NADH (103). Esto 

último puede reflejarse en la estructura de este (Figura 1-8). El NAD+ también puede ser sustrato de 

distintas enzimas como las poli(ADP-ribosa) polimerasas (PARP), las ADP-ribosa cíclico (cADPr) 

sintetasas, las glicohidrolasas (NADasas) y una familia de deacetilasas (sirtuinas) (104). Por lo tanto, 

tanto este dinucleótido como sus formas reducida (NADH), fosforilada (NADP+) y fosforilada 
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reducida (NADPH) se encuentran involucrados dentro de rutas de metabolismo energético como la 

glicólisis, el ciclo TCA y la fosforilación oxidativa, así como en rutas de señalización que median la 

proliferación, supervivencia o muerte celular programada (105). En eucariotas, se ha encontrado que 

la concentración de NAD+ varía entre compartimientos subcelulares, siendo de aproximadamente 

100µM en citoplasma y núcleo, mientras que en la mitocondria está incrementada su concentración, 

rondando valores entre 250 y 500µM (106). 

 

Figura 1-8: Estructura del NAD+. Se puede apreciar los componentes de la molécula. En rojo se 

indican los grupos funcionales que pueden ser modificados. En la izquierda, el 3’OH de la ribosa 

unida al nucleósido de adenina puede fosforilarse para dar lugar al NADP. En la derecha, sobre el 

anillo de nicotinamida en el carbono C4 se puede transferir un ion hidruro para formar NADH. Si 

ambas reacciones ocurren, se genera NADPH. 

 

Imagen adaptada de Navas y Carnero (106). 

 

Debido a la gran necesidad de mantener unos cierto niveles de NAD+ en los compartimientos 

celulares, las células poseen 3 rutas biosintéticas del mismo: La ruta de novo (Kinurenina), la ruta 

de Preiss-Handler y la ruta de salvamento (Figura 1-9) (103).  En la primera ruta, se toma como 

precursor el triptófano (TRP), que es convertido en N-formilkinurenina por acción de la indoleamina 

2,3-dioxigenasa (IDO) o la triptófano 2,3-dioxigenasa (TDO), y por medio de 4 reacciones más de 

esta ruta se sintetiza α-amino-β-carboximuconato-ε-semialdehído (ACMS) (107). Este último puede 

ser degradado o se cicla espontáneamente dando lugar al ácido quinolínico (QA) y con la catálisis 
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de la quinolinato fosforribosil transferasa (QRPT) se produce el mononucleótido del ácido nicotínico 

(NAMN) (104). En este punto, la ruta de novo converge con la de Preiss Handler, la cual también 

forma el NAMN utilizando como sustrato al ácido nicotínico (NA o vitamina B3), por medio de la 

reacción catalizada por la Nicotinato fosforribosil transferasa (NAPRT) (108).  

 

La ruta de salvamento se da a partir de Nicotinamida (NAM) o del ribósido de nicotinamida (NR), 

ambos subproductos de reacciones donde se utiliza al NAD+ como sustrato. Mediante la acción de 

2 enzimas, la Nicotinamida fosforribosil transferasa (NAMPT) y la Nicotinamida ribósido quinasa 

(NRK), se obtiene en ambos casos el mononucleótido de nicotinamida (NMN) (107). Finalmente, 

estas 3 rutas biosintéticas convergen en una única enzima, la Nicotinamida mononucleótido adenilil 

transferasa (NMNAT) (108). Esta es la encargada de transferir el grupo adenilil, como su nombre lo 

indica, desde el ATP hacia el NMN ó NAMN, formando así el dinucleótido de nicotinamida y 

adenina (NAD+) o el dinucleótido de ácido nicotínico y adenina (NAAD), respectivamente (109). 

En el caso del NAAD, este es transformado en NAD+ por la enzima NAD sintasa (NADS). Debido 

a ser la única enzima común para todas las rutas biosintéticas, la NMNAT es clave para el 

mantenimiento del NAD+ celular (104).  

 

Figura 1-9: Rutas de biosíntesis del NAD+. Se muestran las 3 rutas por las que se puede sintetizar 

el NAD+. 

 

Imagen adaptada de Katsyuba et al (104). 
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1.3.2 NMNATs 

 

Esta familia de enzimas, al ser tan importantes para la supervivencia, se encuentran en todos los 

dominios de la vida. Según su actividad enzimática, son clasificadas como nucleotidiltransferasas 

(E.C. 2.7.7) (110) y son proteínas que cuentan normalmente con 160 a 400 aminoácidos, teniendo 

los monómeros pesos moleculares entre 20 y 50 kDa. En cuanto a su estructura, estas poseen un 

dominio tipo α/β el cual se organiza en una estructura supersecundaria conocida como plegamiento 

tipo Rossman, característico de unión a nucleótidos, el cual consiste en 6 láminas β y 5 α hélices 

alrededor del centro catalítico (111,112). En este dominio es donde se encuentra el sitio de unión y 

de catálisis, siendo particularmente destacable un residuo de triptófano (W169 en la HsNMNAT1), 

el cual es necesario para tener la actividad catalítica (112). Es importante destacar que entre las 

láminas β3 y β4 existe en el caso de algunas NMNATs, dependiendo de la especie, una región 

flexible que puede contener secuencias de localización celular o sitios de interacción con otras 

proteínas (109,113). Además de esto, las NMNATs poseen estructura cuaternaria con 2 a 6 

subunidades formando homo oligómeros (110).  

 

En los mamíferos se encuentran en total 3 isoenzimas de NMNAT, cada una con localización 

intracelular distinta y con expresión variable dependiendo del tejido (114). Esto destaca de nuevo la 

gran relevancia de mantener la síntesis de NAD+ en toda la célula (115). La isoenzima 1 

(HsNMNAT1) en humanos se localiza en el núcleo y es la más abundante (109). La NMNAT3 en 

humanos y ratones se encuentra en mitocondria principalmente, se han identificado otras isoformas 

en el espacio intermembranal, en el citoplasma y en el endolisosoma (116–118). Estas dos NMNATs 

se expresan en la mayoría de los tejidos de forma constitutiva (119). En contraste, la isoenzima 2 

(HsNMNAT2) se expresa en gran cantidad en el cerebro y se localiza en el citoplasma de neuronas 

y puede asociarse con el aparato de Golgi o con vesículas (120).  

 

De acuerdo con lo expuesto en la sección anterior, las NMNATs catalizan la transferencia del grupo 

adenilil al NMN/NAMN. Esta reacción trae como productos al NAD+ ó NAAD y un grupo 



Capítulo 1 25 

 

pirofosfato. Para esta reacción las enzimas requieren de un ion bivalente como cofactor (110). Cada 

homólogo posee diferente afinidad por el NMN o el NAMN, aunque los parámetros cinéticos no 

varían de manera dramática (118). La NMNAT1 es la más eficiente entre las 3 isoenzimas de 

mamíferos y posee una predilección por NMN (109). Por el contrario, la NMNAT2 es la menos 

eficiente y no tiene preferencia por algún mononucleótido (109) . Por último, la NMNAT3 tiene una 

eficiencia intermedia y tampoco posee preferencia de mononucleótido, aunque tiene el mejor 

rendimiento de adenilación del NMNH (reducido), así como una baja preferencia por el nucleótido 

trifosfatado (110).  

 

1.4 Parásitos protozoos: Preocupación para la salud pública 

 

Los organismos conocidos como protozoos son un grupo parafilético de eucariotas unicelulares que, 

según su clasificación taxonómica, provienen de diversos reinos (121). Estos se caracterizan por ser 

organismos basales y heterótrofos, es decir, que consumen a otros organismos para la obtención de 

nutrientes (122). Sus células se encuentran en el rango de 5-1000µm, pueden ser móviles o no y si 

lo son, cuentan con cilios, flagelos o pseudópodos para su locomoción (123).En esta clasificación se 

incluyen especies de vida libre y parasítica, algunas de las cuales tienen una gran relevancia para la 

salud humana y de especies relacionadas con la nuestra. Aunque estos organismos evolucionaron 

desde linajes distintos, tuvieron convergencia en estrategias por los ambientes similares a los que 

estuvieron sometidos (121). Esto por ejemplo se ve reflejado en muchas especies en la simplificación 

de sus rutas metabólicas, al obtener metabolitos clave del hospedero (124). Los parásitos protozoos 

pertenecen a 3 de los 5 linajes eucarióticos: Apicomplexa, Excavata y Amebozoa. Dentro de estos 

encontramos a las especies en las que nos centraremos en este proyecto: 

▪ Excavata: Leishmania braziliensis y Trypanosoma cruzi (Metamonada), y Giardia lamblia 

(Discoba). 

 

1.4.1 Trypanosomatidae: 
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Esta familia abarca una gran diversidad de protistos, los cuales en su mayoría son mono o 

biflagelados. Una característica muy relevante es que la transcripción de sus genes la realizan en 

policistrones, aunque estos no tienen relaciones funcionales (125). Estos policistrones se convierten 

en transcritos individuales y son procesados por medio de trans-splicing (125). Los miembros de 

esta familia son organismos de vida parasitaria, con una gran diversidad de hospederos, incluso 

llegando a infectar otros protistos (126). Otra característica importante encontrada exclusivamente 

en esta familia es la presencia del cinetoplasto, el cual corresponde a una región de la gran y única 

mitocondria ramificada que se encuentra cerca al bolsillo flagelar y almacena el ADN mitocondrial 

(127). Por otro lado, estos parásitos pueden tener 1 o 2 hospederos dentro su ciclo de vida, siendo 

denominados como monogénico o digénico. En esta familia se ubican nuestras dos especies de 

interés:  Leishmania braziliensis y Trypanosoma cruzi. 

 

Leishmania braziliensis 

 

Esta especie y las demás que hacen parte del género Leishmania son altamente conocidas por causar 

la leishmaniasis (127). Estos organismos tienen un ciclo de vida digénico, con un hospedero (vector) 

invertebrado y un vertebrado mamífero (128). Además, estos alternan su morfología en distintos 

estadios dependiendo de en dónde se encuentren, teniendo así la capacidad de vivir de manera extra 

e intracelular (129). En el caso de la especie Leishmania braziliensis, este parásito posee un estadio 

extracelular flagelado conocido como promastigote, el cual prolifera en el intestino del hospedero 

invertebrado (hembras del género Lutzomyia) (129). Posteriormente, migra a las glándulas salivales 

del insecto que, al picar, transmite el parásito al hospedero mamífero (130). Estos irán a anclarse en 

la superficie de los macrófagos para inducir la fagocitosis.  Una vez dentro de la vacuola parasitófora, 

estos parásitos se diferencian en amastigotes y comienzan un proceso de fisión binaria hasta inducir 

la lisis del macrófago(127). Los amastigotes liberados reinfectarán más macrófagos, los cuales serán 

ingeridos de nuevo por el vector invertebrado, completando así su ciclo de vida (130).  

 

La leishmaniasis es una enfermedad que se presenta mayoritariamente en zonas tropicales y 

subtropicales. se presenta en 3 variantes, cutánea, mucosa y visceral, de acuerdo con sus 

manifestaciones clínicas (131). Las leishmaniasis causadas por especies en américa suelen tener 
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mayor riesgo de desarrollar una variante más grave (132). La variante más común es la leishmaniasis 

cutánea, la cual presenta síntomas como lesiones en la piel en la forma de pápula, alrededor de la 

picadura, que puede llegar a ulcerarse de manera no dolorosa para sanar después de varios meses o 

años (133). La leishmaniasis mucosa muestra síntomas hasta varios años después de curada la 

variante cutánea y suelen mostrarse principalmente en el tejido nasal en la forma de secreciones, 

epistaxis, y puede llegar a haber ulceración, sangrado e inflamación (133). La variante más grave es 

leishmaniasis visceral, ya que presenta síntomas graves a nivel de órganos como adenopatías, 

hepatomegalia, esplenomegalia, así como anemia, fiebre, sudores nocturnos, entre otros (131) . Para 

el 2020, la leishmaniasis estaba distribuida endémicamente en 98 países en todos los continentes, y 

se reportaron 207,477 nuevos casos de leishmaniasis cutánea y 12,739 de leishmaniasis visceral 

(134). En el caso de Colombia, en lo corrido del año 2024 (hasta octubre 12) se han presentado un 

total de 3,745 nuevos casos de leishmaniasis (de todos los tipos) y hasta junio 12 se habían 

presentado 2,018 casos de leishmaniasis cutánea, 35 casos de leishmaniasis mucosa y 3 casos de 

leishmaniasis visceral (135,136).  

 

Trypanosoma cruzi 

 

Los parásitos del género Trypanosoma tienen un gran rango de hospederos desde insectos hasta 

humanos (121). Su forma de transmisión se da principalmente por medio de artrópodos que 

consuman sangre. En específico, Trypanosoma cruzi es transmitido insectos de la subfamilia 

Triatominae y es el agente causal de la enfermedad de Chagas (137). Este organismo posee, así como 

L. braziliensis, un ciclo de vida complejo con 2 hospederos y 3 estadios de desarrollo (138). El 

triatomino posee a los parásitos en forma de epimastigote replicativos en su intestino. 

Posteriormente, estos pasan al intestino posterior y se diferencian en tripomastigotes metacíclicos, 

para ser liberados en las heces del insecto sobre el hospedero mamífero (139). Los parásitos en estos 

estadios invaden células del mamífero y se diferencian en amastigotes, los cuales llevarán a cabo 

varias fisiones binarias hasta lograr una alta densidad de células (140). En este punto, se diferencian 

en tripomastigotes, se liberan de la célula hospedera y viajan por el torrente sanguíneo para infectar 

más células (140). Finalmente, un triatomino toma la sangre infectada del mamífero, con lo que los 

parásitos llegan al intestino del insecto y se diferencian en epimastigotes para comenzar el ciclo de 

vida de nuevo (121).  
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La enfermedad de Chagas es en la actualidad muy importante ya que se ha visto un incremento en 

los casos en países no endémicos gracias a migraciones desde sitios como Latinoamérica (141). Esta 

se puede dar en dos fases: (i) una aguda, asintomática o con síntomas como fiebre, anorexia y 

taquicardia que se curan espontáneamente; (ii) una grave, con manifestaciones neurológicas, 

digestivas o incluso presentando miocardiopatía chagásica crónica, en los casos más severos (142). 

Según la OMS, en el mundo hay de 6 a 7 millones de personas contagiadas con esta enfermedad y 

se reportan aproximadamente 10,000 muertes por año a causa de esta (143). En Colombia, se estima 

que 700,000 a 1’200,000 personas están infectadas, con 8’000,000 en riesgo de contagiarse (144). 

Para el 12 de octubre de 2024, se registraron 17 casos de chagas agudo y durante el 2023 se 

registraron 37 casos de chagas agudo (135,145). La letalidad de la enfermedad de Chagas agudo 

aumentó ±10% en 2021 en zonas donde no se han llevado planes de acción para la interrupción del 

vector (146).  

 

1.4.2 Metamonada 

 

Esta subdivisión del filo Excavata se caracteriza por componerse de organismos que habitan en 

ambientes microanaerobios o anaerobios debido a que son simbiontes o parásitos y tienen organelos 

relacionados con mitocondrias (MRO), los cuales no poseen ADN mitocondrial (147). Este se divide 

en 3 linajes y la especie de interés en el presente trabajo pertenece al linaje Fornicata (Giardia 

lamblia) (142). A continuación, se describirá esta especie y su epidemiología. 

 

Giardia lamblia/intestinalis 

Esta especie y el género se caracterizan por ser parásitos flagelados e infectar a vertebrados. En el 

caso particular de G. lamblia, este organismo parasita humanos y es el agente causal de la giardiasis, 

que es una de las principales patologías de diarrea en el mundo (148). Aunque el ciclo de vida es 

más simplificado que los demás protozoos ya vistos, esta especie también cuenta con dos estadios 

fisiológicos: trofozoítos móviles y quistes. Estos últimos son los que ingresan al hospedero vía oral 

por alimentos o líquidos contaminados y pasan por un proceso de exquistación, donde se da lugar al 
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estadio de trofozoíto móvil, el cual cuenta con 8 flagelos. Este será el responsable de colonizar el 

epitelio intestinal del hospedero, promovido por una estructura citoesquelética conocida como disco 

adhesivo (149). Es en el intestino donde estos parásitos proliferan por medio de multiplicación 

asexual (150). Cuando el organismo comienza a avanzar por el tracto digestivo y detecta cambios en 

su ambiente, comienza su proceso de enquistación (149). Esto forma un estadio que cuenta con una 

pared protectora que garantiza la supervivencia del organismo en las condiciones externas mientras 

vuelve a ser ingerido por su hospedero para comenzar de nuevo con el ciclo de vida (151).  

 

La incidencia de giardiasis es muy alta, especialmente en países subdesarrollados (152). Su síntoma 

principal es la diarrea grasa, y se puede acompañar de flatulencia, náuseas, y dolores abdominales 

(151,152). Mundialmente, se reportan hasta 200 millones de casos de esta enfermedad, 

especialmente en niños pequeños (< 5 años) (153). En Colombia, esta enfermedad tiene una 

incidencia importante, especialmente en niños de 7 a 14 años, donde se hay estima que hay 

aproximadamente 2 millones de casos los cuales se dan normalmente en 22 departamentos del país 

(154,155). En zonas rurales es donde más se encuentra esta parasitemia y especialmente en niños, 

donde la prevalencia por enfermedad diarreica es de 39.1% , siendo la mayor en protozoarios (155).  

 

1.5 Detección molecular 

La detección molecular es un campo altamente desarrollado en los últimos años debido a la alta 

importancia de reconocer especies químicas en mezclas complejas presentes en la naturaleza. Se han 

desarrollado diferentes estrategias, que varían en aspectos como sensibilidad, precisión, 

especificidad. Aunque no hay método perfecto, hay ciertos procedimientos que pueden adecuarse de 

mejor o peor forma dependiendo de lo que se vaya a reconocer. Unos dispositivos muy empleados 

hoy en día son conocidas como biosensores. Estos se componen de tres partes principales: una región 

de reconocimiento, una de conexión y una de transducción (53). La primera región se encarga de 

identificar a la molécula o especie química de interés de manera altamente específica y afín; mientras 

que la región de transducción debe indicar de algún modo la presencia del analito buscado (156). 

Una de las herramientas que más se usa en la actualidad por su alta estabilidad son las biomoléculas 

conocidas como aptámeros, las cuales serán descritas a continuación. 
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1.5.1 Aptámeros 

 

Los aptámeros son ácidos nucleicos (de ADN o ARN) de cadena simple que cuentan con 20 a 200 

nucleótidos de longitud (157). Estos fueron desarrollados en el año 1990 independientemente por 

dos grupos de investigación al ver que estos polinucleótidos adoptan estructuras tridimensionales 

que reconocen y se unen a todo tipo de moléculas de manera altamente específica (158–160). Las 

moléculas aptaméricas cuentan con 2 regiones principales, una constante y una aleatoria. La primera 

está constituida por los extremos 3’ y 5’ y estas son comunes a toda la librería de aptámeros, para 

garantizar una amplificación más sencilla de las cadenas seleccionadas. Entre las regiones 

conservadas se encuentra una región variable, que puede tener de 20 a 80 nucleótidos de longitud, 

la cual otorga la especificidad de unión a los aptámeros al plegarse y formar estructuras 

tridimensionales (161). Se conoce que una librería de aptámeros puede contener hasta 1015 

combinaciones posibles (162). Debido a esto último, un aspecto clave para tener éxito en la creación 

de esta herramienta es la adecuada selección de la colección de secuencias (161). La obtención de 

aptámeros se da normalmente por medio de un proceso conocido como Systematic Evolution of 

Ligand by Exponential Enrichment ó SELEX(158).  

 

En la actualidad, los aptámeros han tomado una gran relevancia ya que logran constantes de 

disociación a nivel de pico (pM) y nano molar (nM)(157,163). Además, tienen la capacidad de unirse 

a moléculas de diversa naturaleza, desde iones o pequeñas moléculas orgánicas hasta incluso llegar 

a reconocer células (164,165). Estas biomoléculas pueden provenir de un entorno natural o artificial. 

En ambos casos, se pueden sintetizar y ser seleccionados mediante SELEX y sus variantes(166).  

 

Aunque la mayoría de las tecnologías de aptámeros han sido creadas sintéticamente, se conoce que 

hay muchas cadenas cortas de nucleótidos que ocurren naturalmente en los organismos vivos y que 

tienen una importante función regulatoria, como los riboswitches (167). Estas herramientas se han 

utilizado especialmente para explorar la naturaleza de la regulación in vivo de la expresión génica, 

asociada con la unión de ARNs pequeños (168) .  
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1.5.2 Técnica SELEX 

 

La técnica de SELEX es la utilizada por excelencia para la creación de aptámeros. Aunque 

actualmente ésta cuenta con una gran cantidad de variaciones, las cuales han incrementado la 

funcionalidad de estas moléculas, algunos de los pasos básicos establecidos por Tuerk y Gold siguen 

siendo válidos (158,169). Es por ello por lo que se describirá el proceso primordial a continuación.  

 

En primer lugar, ocurre la creación de la librería de secuencias (166). En este punto es muy relevante 

la selección entre una librería de ADN y una de ARN. La primera tiene una mayor estabilidad, 

otorgada por la falta del 2’OH en la ribosa del nucleótido (169). La segunda, al poseer ese grupo 

funcional, puede llegar a formar estructuras tridimensionales más variadas y, por lo tanto, una mayor 

cantidad de posibles blancos (169). Es importante destacar que cuando se obtienen los aptámeros a 

partir de ADN, sólo una de las cadenas es la posee la función detectora (170). Además de esto, se 

debe elegir qué tan larga será la región aleatoria, ya que esto puede aumentar o disminuir la 

especificidad, así como la afinidad al alterar la estructura tridimensional que posee (161). Por otro 

lado, en varias ocasiones se han utilizado nucleótidos modificados (xeno ácidos nucleicos) lo que 

permite ampliar aún más la diversidad de secuencias y aumentar en algunos casos la estabilidad de 

las moléculas (169,171).  

 

En segundo lugar, viene la incubación de la librería de aptámeros con la molécula blanco, donde se 

da la selección positiva, es decir, de las cadenas que logren unirse con alta afinidad al blanco (172). 

En esta solución es importante tener presente la concentración de molécula blanco que se agregará, 

así como incluir iones monovalentes los cuales, al interactuar con la cadena de nucleótidos, 

estimularán la formación de estructuras tridimensionales de esta misma(166). Después de esta 

incubación, se lava la solución para descartar cadenas no unidas y se procede a la separación del 

complejo molécula blanco-Aptámero. Esto se realiza mediante la adición de agentes quelantes, como 

el EDTA, o agentes caotrópicos como la urea, combinada con un aumento de temperatura (166). 

Este proceso es iterativo, es decir que se va a repetir varias veces (de 15 a 20 rondas). Entre cada una 
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de las repeticiones se realizará una amplificación clonal (PCR) que permita enriquecer la muestra 

para un mejor proceso (173). 

 

Adicionalmente, al final de las rondas de selección positiva y amplificación se puede llevar a cabo 

una selección negativa, que se encarga de aumentar la especificidad de los aptámeros, al incubar 

estos mismos con una molécula muy similar al blanco(166). De este modo, se seleccionan aquellos 

oligonucleótidos que queden libres en solución, ya que al no unirse se confirma, que son lo 

suficientemente específicos por la molécula objetivo (166). 

 

Una vez se hayan finalizado los procesos de selección se procede a la identificación y caracterización 

de las secuencias. Para ello, se emplea la secuenciación de los fragmentos que hayan sido elegidos. 

Posteriormente, estos pueden ser clonados en vectores de mantenimiento bacterianos o ser 

sintetizados in vitro, con el fin de tener siempre a disposición la molécula aptamérica (166).  

 

 



 

 

 

2. Estado del arte 

2.1 Las NMNATs como chaperonas 

Las NMNATs son proteínas claves en la función metabólica celular y es por ello por lo que son 

esenciales para la vida. Esto ha sido a su vez resaltado por una funcionalidad descubierta en este 

siglo y que le otorga aún más ese papel de protagonista. Este se trata de la actividad chaperona que 

algunos homólogos poseen, así como la asociación con la maquinaria de proteostasis celular. Los 

primeros indicios de esta actividad se dieron en 2001, cuando se descubrió la razón por la cual ratones 

mutantes con un fenotipo conocido como degeneración walleriana retardada (WldS), tienen un retraso 

temporal en la muerte neuronal causada por un daño físico (transección) (174). Al explorar la razón 

de este fenómeno, se caracterizó en ellos un gen quimera llamado Ube4b/Nmnat, que codifica para 

los 70 primeros aminoácidos del factor de ubiquitinación E4B (Ube4b) y para la NMNAT1, debido 

a que esta quimera tiene una región extremadamente pequeña de la Ube4b, se le atribuyó la función 

neuroprotectora a la NMNAT1, sin conocerse muy bien aún el mecanismo por el cual podía realizarla 

(174). 

 

Posteriormente, en el año 2006, al estudiar el modelo Drosophila melanogaster, el cuál únicamente 

posee 1 NMNAT, se evidenció que su sobreexpresión favorecía la protección contra daño axonal 

(175). De este modo, en 2008 fue comprobado por Zhai et al. que la NMNAT de D. melanogaster 

ejerce una actividad chaperona, que es la responsable de la neuroprotección (176). Más aún, se 

comprobó que esta actividad no era dependiente de su actividad catalítica, pero si es necesario su 

dominio de unión al ATP. Se pudo corroborar in vivo que la NMNAT ejerce una reducción de la 

agregación de ataxina-1 en células Cos7 de manera muy similar a la Hsp70. Además, de modo in 

vitro se cuantificó su actividad como holdasa y foldasa, así como la de la HsNMNAT3 que también 

presentó protección contra agregados de la enzima citrato sintasa y recuperación de la actividad 

luminiscente de la luciferasa (176). De esta manera, en años posteriores fue descrita la actividad 

chaperona de las NMNATs de distintos organismos, como Mus musculus (isoforma 3), Homo 
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sapiens (las 3 isoformas) y Saccharomyces cerevisiae (isoforma 1) (177–179). Se le asocia a las 

NMNATs con actividades típicas de chaperona como estabilización de conformaciones no nativas y 

facilitamiento de plegamiento o degradación, regulación dependiente de estrés, actividad ATPasa e 

interacción con proteínas malplegadas (115). Además, se ha podido apreciar que las NMNATs 

pueden servir como cochaperonas de chaperonas canónicas, como la Hsp90 (178,179). En estudios 

recientes en S. cerevisiae, se ha encontrado que algunas otras proteínas que son parte de la ruta 

biosintética del NAD+ presentan actividad de holdasa y foldasa frente a una proteína propensa a 

agregación de humano (180). Esto demuestra que, aunque ya es conocida la actividad primaria de 

estas enzimas en su ruta metabólica, estas pueden estar ejerciendo funciones moonlight, 

específicamente relacionadas con el mantenimiento de la correcta proteostasis celular. 

 

Se ha encontrado en modelos de levadura y murinos que disminuciones de la expresión de las 

NMNAT2 asociadas con un mal plegamiento de proteínas, se relacionan con estados patológicos 

(119). Cuando la proteína es sobreexpresada, esta ejerce funciones como neuroprotectora contra la 

agregación de proteínas, aliviando los síntomas (119).  Estudios realizados en el modelo murino 

demuestran, que knock-outs (KO) de alguna de las 3 NMNATs identificadas no son compatibles con 

la vida, muriendo en estados embrionarios o inmediatamente después de nacer (114). Es importante 

resaltar, que la acción neuroprotectora de las NMNATs podría atribuirse también a su actividad 

como productora de NAD+, lo cual se reflejaría en la actividad de otras enzimas tales como PARPs 

o las sirtuinas, proteínas que brindan adaptación a condiciones de estrés (181). Considerando lo 

anterior, se sugiere que la neuroprotección otorgada por las NMNATs involucra muchos factores 

que pueden actuar sinérgicamente para aliviar este tipo de enfermedades (119). 

 

2.2 Bifuncionalidad en proteínas de parásitos protozoos  

Las proteínas bifuncionales se han identificado en los distintos dominios de la vida. Estas son 

cruciales para garantizar diversos procesos celulares. Específicamente, en parásitos protozoos, se 

han descrito varias enzimas metabólicas con esta multifuncionalidad. A nivel evolutivo este es un 

hecho importante ya que puede explicar porque en muchas especies parasíticas ocurren procesos de 

pérdida o simplificación de algunas rutas metabólicas, al tener una cantidad de proteínas que pueden 

llevar a cabo más de una función (182). Por ejemplo, las enzimas glucolíticas, además de ser 
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altamente estudiadas por su rol en la glucólisis, también adelantan otros eventos cuando tienen una 

localización distinta (183). En el caso de especies parásitas, se ha visto que estas enzimas juegan un 

rol notable en el ámbito extracelular, aunque su mecanismo de exportación es aún desconocido, al 

no poseer las secuencias señal (184). Se ha visto que estas proteínas ejecutan acciones relacionadas 

con la invasión, adherencia, modulación del sistema hemostático, angiogénesis y obtención de 

nutrientes (184). A continuación, se expondrán algunos ejemplos en parásitos como Leishmania sp., 

Trypanosoma cruzi y Giardia lamblia. 

 

En una especie del género Leishmania (L. infantum), se encontró que una proteína mitocondrial 

(Peroxiredoxina) tiene una bifuncionalidad como chaperona (185). Esta se trata de una 2-cisteína 

peroxidasa involucrada canónicamente en la remoción de peróxido producto de la fosforilación 

oxidativa y en vías de señalización asociadas a peróxido. En el estudio se encontró que la proteína 

recombinante (mTXNPx) protegía a la citrato sintasa (CS) contra su agregación. Aunque se creyó 

que la actividad chaperona de esta era ejercida por medio de su acción anti oxidativa, se evidenció 

que la proteína mutada en la cisteína clave para su rol como peroxidasa (mTXNPxC81S) también 

lograba prevenir la agregación de CS. En complemento, los parásitos knockout para esta proteína 

mostraban una mayor sensibilidad frente a la incubación a 37°C y además mostraron incapacidad 

para infectar células de mamíferos. La peroxidasa inactiva al suplementarse en estos parásitos 

brindaba de vuelta la capacidad de infectar.  

 

Otro ejemplo importante es la mevalonato quinasa de T. cruzi (TcMVK) (186). Esta proteína posee 

características adecuadas para poder tener multifuncionalidad tales como ser altamente conservada 

en todos los linajes de la vida. La TcMVK es una proteína glicosomal, que es parte de la ruta de 

síntesis de isoprenoides. Durante la invasión del parásito a las células de mamífero, se encontró que 

cuando esta proteína es secretada, se une a la superficie de estas y favorece la invasión. Al estudiar 

el mecanismo de este proceso, se evidenció que la TcMVK activa una cascada de señalización 

relacionada con el remodelamiento del citoesqueleto de actina en las células mamíferas. Además, se 

observó que la proteína estimula la exocitosis lisosomal, la cual es un paso fundamental de la célula 

hospedera para la internalización del parásito.  

 



36 Estudio de las NMNATs de parásitos protozoos: Determinación de su bifuncionalidad 

 

En la especie Giardia lamblia se han propuesto varias enzimas que tienen potencial como moonlight. 

Una de ellas es la enzima ERK2 (187). Esta pertenece a la familia de las protein quinasas activadas 

por mitógeno (MAPK), y se ha comprobado su actividad catalítica. Adicional a su actividad 

metabólica, se propone que esta pudiera ser fosforilada y translocada al núcleo, donde se uniría 

directamente al ADN y actuaría como un represor transcripcional. Otra proteína con posible función 

moonlight es la enolasa. Esta se ha encontrado en varios organismos cumpliendo funciones 

adicionales a la de catalizar la reacción de 2-fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato (187). Se realizaron 

exploraciones a nivel bioinformático, realizando docking molecular y simulaciones de dinámica 

molecular multiescala y se identificaron los aminoácidos que podrían estar interactuando con el 

plasminógeno humano como un receptor (188).  

 

2.3 Antecedentes 

En la actualidad, las proteínas no sólo están siendo consideradas por su función principal, sino que 

se están explorando las acciones adicionales que puedan llevar a cabo dentro de la célula. En el 

Laboratorio de Investigaciones Básicas en Bioquímica se han identificado y caracterizado proteínas 

claves en el metabolismo del NAD+ de parásitos protozoos causantes de enfermedades de alta 

incidencia en la salud pública. Estas proteínas presentan diferencias con relación a sus ortólogos 

humanos, por lo cual pueden representar un blanco farmacológico promisorio. Específicamente, se 

han caracterizado las NMNATs de los parásitos Leishmania braziliensis (6xHisLbNMNAT), 

Giardia lamblia/intestinalis (GiNMNAT), Trypanosoma cruzi (TcNMNAT), Plasmodium 

falciparum (PfNMNAT) y las 2 isoformas presentes en Trichomonas vaginalis (TvNMNAT1 y 

TvNMNAT2) (111,189–192). Adicionalmente, mediante estudios de inmunoprecipitación con la 

6xHisLbNMNAT en extractos de promastigotes y espectrometría de masas, se encontró interacción 

con chaperonas moleculares correspondientes al sistema de chaperoninas y a las Hsp70 (193). 

Teniendo en cuenta que aquellas NMNATs que se han encontrado asociadas a las Hsps presentan 

también actividad chaperona (178), se abre una importante oportunidad para explorar la posible 

bifuncionalidad de las NMNATs de estos parásitos. Considerando lo anterior, se realizó previamente 

un estudio exploratorio a nivel bioinformático de la posible actividad chaperona de la LbNMNAT, 

encontrando que comparte regiones con secuencias consenso de las familias Hsp60, Hsp70 y Hsp90 

(194).  
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Por otro lado, dada la gran relevancia de los parásitos protozoos en la salud pública colombiana, en 

el LIBBIQ se busca desarrollar herramientas de detección tales como anticuerpos policlonales en el 

modelo aviar y anticuerpos recombinantes, asi como implementar nuevas tecnologías para el 

reconocimiento y estudio de estos parásitos (195). Los insumos producidos han ayudado a explorar 

las proteínas de los parásitos y con ello aspectos importantes de su metabolismo (196), con lo cual 

se ha desarrollado una plataforma biotecnológica que brinda la posibilidad de optimizar los recursos 

y los tiempos designados para el desarrollo de la parte experimental.  

 





 

 

 

3. Justificación 

El hecho de que una proteína posea más de una bioacción puede generar un interés añadido en esta, 

especialmente si es indispensable para el organismo y su supervivencia. Por ello, las proteínas 

moonlight representan una gran oportunidad de ser blancos farmacológicos. Como fue visto con 

varias proteínas metabólicas en parásitos, su multifuncionalidad es clave para el progreso del ciclo 

de vida de estos. Este hecho genera una alta dependencia de estas proteínas. La NMNAT es una de 

estas proteínas metabólicas fundamentales en todos los organismos vivos y su función como 

chaperona ratificaría este hecho. Esto último es muy positivo para lograr obtener un blanco 

farmacológico que sea eficaz y que no afecte al paciente. Para lograr esto es importante saber si esta 

proteína metabólica posee funciones adicionales. De esta forma, se da continuidad con la 

investigación del LIBBIQ en la búsqueda y caracterización de proteínas claves para estos parásitos 

que ocasionan grandes problemas para sociedades como la nuestra. 

  

Igualmente, con el fin de mejorar el diagnóstico y tratamiento de estos organismos, se plantea la 

implementación de un sistema para el reconocimiento de las NMNATs empleando la tecnología de 

aptámeros. Diversificar estas herramientas y particularmente, implementar tecnologías innovadoras 

y de fácil uso y acceso, como los aptámeros, acelera la producción de insumos para contribuir con 

problemáticas sociales en nuestro país. Por esta razón, resulta adecuado el desarrollo de la tecnología 

de aptámeros, para dar respuesta a la detección de moléculas de interés, sin necesidad de acudir a 

insumos que requieran importación. 

 

 

 

 





 

 

 

4. Objetivos 

4.1 Objetivo general 

Explorar in silico e in vitro la actividad chaperona de las NMNATs de parásitos protozoos, así como 

nuevas herramientas de reconocimiento, para consolidar su potencial como blanco farmacológico.  

 

4.2 Objetivos específicos 

▪ Analizar computacionalmente las NMNATs de parásitos protozoos previamente identificadas 

en búsqueda de características que puedan contribuir a la bifuncionalidad de estas enzimas 

como chaperonas moleculares. 

▪ Determinar experimentalmente la actividad chaperona de la NMNAT de por lo menos uno de 

los modelos celulares disponibles. 

▪ Implementar y desarrollar una estrategia para el reconocimiento de por lo menos una de las 

NMNATs estudiadas, empleando aptámeros. 

 

 

 

 





 

 

 

5. Pregunta de investigación  

Las enfermedades transmitidas por vectores en países como Colombia son una gran preocupación 

en términos de salud pública. Estas hacen parte de las enfermedades tropicales desatendidas, las 

cuales en la actualidad padecen cerca de 1000 millones de personas en el mundo (197). Las medidas 

que se dan para el diagnóstico y tratamiento de estos organismos son insuficientes para cubrir las 

demandas. Es por esto necesaria la búsqueda de nuevos blancos farmacológicos alternativos a partir 

del estudio de la biología y la bioquímica con el fin de identificar biomoléculas claves para estos 

parásitos, como las proteínas. Esto se ve aumentado en el caso en que estas ejerzan más de una 

función.  

 

Así como lo tratamientos contra los parásitos causantes de enfermedades deben ser explorados, es 

fundamental hallar la manera más eficiente de detectarlos. Nuestro país es altamente dependiente de 

la importación de biorreactivos, para uso clínico, agroindustrial, entre otros. Adicionalmente, no se 

cuenta con la infraestructura adecuada ni con personal capacitado para la realización de técnicas de 

diagnóstico. En complemento, aún en Colombia no se han desarrollado sistemas basados en 

aptámeros, los cuales podrían constituir una alternativa viable. Por ello, es necesario desarrollar 

herramientas de detección de bajo costo y fácil manejo que representen una solución a las 

necesidades a nivel nacional. 

 

¿Presentan las NMNATs de parásitos protozoos previamente identificadas actividad chaperona?  

 

¿Constituye la implementación de la tecnología de aptámeros, mediante SELEX, una primera fase 

de fácil desarrollo para el reconocimiento de las NMNATs?  

 

 





 

 

 

6. Materiales y métodos 

A continuación, se expone la metodología que se llevó a cabo con el fin de cumplir con los objetivos 

general y específicos (Figura 6-1). Estos procedimientos se realizaron en el Laboratorio de 

Investigaciones Básicas en Bioquímica (LIBBIQ), de la Facultad de Ciencias, de la Universidad 

Nacional de Colombia.  

Figura 6-1: Diagrama de estrategia metodológica en el presente trabajo. 
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6.1 Aproximación in silico: Identificación de características que 

contribuyan a la bifuncionalidad de las NMNATs como 

chaperonas moleculares 

6.1.1 Aproximación in silico: Identificación de características que 

contribuyan a la bifuncionalidad de las NMNATs como chaperonas 

moleculares 

En primer lugar, se llevaron a cabo alineamientos de secuencia entre las NMNATs de organismos a 

las cuales se les ha confirmado la actividad chaperona y NMNATs caracterizadas previamente por 

el grupo de investigación (L. braziliensis código de acceso XP_001563913.1, T. cruzi XP_816384.1, 

Giardia intestinalis XP_001706814.1)  (189,190,198). De esta manera, se emplearon las secuencias 

de las tres isoenzimas de NMNATs de Homo sapiens (códigos de acceso: NP_001284707.1, 

NP_055854.1 y NP_001307440.1), la NMNAT de Drosophila melanogaster (código de acceso: 

NP_651315.2), Las 3 isoenzimas de Mus musculus (código de acceso: NP_001343286.1, 

NP_780669.1 y NP_653116.1) y la isoenzima 1 de Saccharomyces cerevisiae (NMA1) (Código de 

acceso: KZV09573.1) (176,180,199,200). Estos se compararon con cada una de las NMNATs de 

parásitos protozoos, tanto en alineamientos de secuencia múltiples como pareados, con el fin de 

encontrar la mayor cantidad de similitudes. Los análisis fueron realizados empleando los programas 

Clustal Omega (Clustal Omega < Multiple Sequence Alignment < EMBL-EBI), MUSCLE 

(MUSCLE < Multiple Sequence Alignment < EMBL-EBI) y T-Coffee 

(https://tcoffee.crg.eu/apps/tcoffee/do:mcoffee), a través de Jalview (Jalview Home Page - Jalview) 

para los alineamientos de secuencia múltiple y BLAST  (Protein BLAST: search protein databases 

using a protein query (nih.gov)), EMBOSS para los alineamientos pareados (201–205).  

6.1.2 Comparación múltiple entre secuencias consenso de familias 

chaperonas y NMNATs de parásitos protozoos  

Una vez identificadas las regiones de las NMNATs de parásitos protozoos que posean mayores 

coincidencias a nivel de estructura primaria con las regiones propuestas de actividad chaperona, se 

realizaron alineamientos múltiples con las secuencias consenso de los principales grupos de 

chaperonas: Hsp70, Hsp60, Hsp90. Para obtener las secuencias consenso de cada familia de 

chaperonas, se obtuvieron las secuencias de registradas en UniProt (UniProt) para los organismos 

Escherichia coli, Bacillus subtilis, Pyrococcus furiosus, Saccharomyces cerevisiae, Drosophila 

melanogaster, Caenorhabditis elegans, Homo sapiens y Arabidopsis thaliana. Posteriormente, se 

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/
https://tcoffee.crg.eu/apps/tcoffee/do:mcoffee
https://www.jalview.org/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
https://www.uniprot.org/
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realizó un alineamiento múltiple de secuencia empleando el software MUSCLE y se obtuvo la 

secuencia consenso de cada familia de chaperonas por medio de JalView. Cada uno de estos 

consensos fueron comparados con las 3 NMNATs de los parásitos protozoos. Esto, en búsqueda de 

las regiones ya descritas como comunes entre las NMNATs chaperonas y algunas chaperonas 

canónicas (112,194). 

 

6.1.3 Comparación a nivel de estructura terciaria entre NMNATs 

chaperonas y NMNATs de protozoos 

Para evidenciar la posible actividad chaperona de las NMNATs de parásitos protozoos, se realizaron 

las predicciones de estructura tridimensional de las proteínas 6xHisLbNMNAT, TcNMNAT y 

GiNMNAT, empleando los softwares Robetta, SWISSMODEL y ColabFold (206–208). 

Posteriormente, se analizaron los modelos generados por medio de MolProbity para hallar los 

modelos energéticamente más favorables (209). Estos se compararon tridimensionalmente mediante 

superposición con las estructuras de algunas de las NMNATs cristalizadas que presentan actividad 

chaperona: NMNAT3 (PDB ID: 1NUR) de H. sapiens y NMNAT3 de M. musculus (PDB ID: 5Z9R) 

(179,210). Los análisis se realizaron empleando los parámetros por defecto de ChimeraX versión 

1.7.1 (211,212) y PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, Versión 3.0 Schrödinger, 

LLC).  

6.2 Determinación in vitro de la actividad de chaperona de por 

lo menos una NMNAT de parásitos protozoos 

La estrategia metodológica que se abarcó experimentalmente con el fin de determinar si al menos 

una de las NMNATs de los modelos celulares disponibles posee la actividad chaperona, se describirá 

a continuación: 

6.2.1 Expresión y purificación de las proteínas recombinantes cuya 

actividad chaperona será evaluada 

Se realizó la expresión y purificación de 3 proteínas recombinantes para posteriores ensayos de 

actividad chaperona: La NMNAT de L. braziliensis (determinada de ahora en adelante como 

6xHisLbNMNAT), la NMNAT isoforma 3 de Homo sapiens (determinada ahora como 
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HsNMNAT3) y la chaperona canónica de E. coli GroEL. Estas últimas sirvieron como controles 

positivos, ya que ambas poseen actividad chaperona.  

6.2.1.1. Expresión y purificación de la 6xHisLbNMNAT y la HsNMNAT3 

Se utilizaron condiciones previamente establecidas en nuestro laboratorio como óptimas para la 

expresión, lisis celular y purificación de las proteínas recombinantes a evaluar (198,213). También, 

se realizaron algunas modificaciones de estos protocolos, específicamente para la 6xHisLbNMNAT 

con el fin de explorar opciones de mejora en su obtención soluble. Todos estos procesos, fueron 

monitoreados mediante SDS-PAGE y corroborados western blot (WB, estos últimos no se muestran 

en el documento).  

 

El proceso de expresión y purificación de la 6xHisLbNMNAT y de la HsNMNAT3 es muy similar, 

por lo que se describirá de manera paralela. Para esto, se emplearon las cepas M15 y BL21(DE3) de 

E. coli previamente transformadas por choque térmico con los plásmidos pQE30-LbNMNAT y 

pQE30-6xHisHsNMNAT3. De este modo, a partir de los crioconservados (Medio LB suplementado 

con ampicilina 100 μg/mL + kanamicina 50 μg/mL para las M15 y ampicilina 100 μg/mL para las 

BL21 (DE3) y glicerol 30% v/v) se ejecutó la inducción del siguiente modo. Se realizó un preinóculo 

durante toda la noche en medio LB suplementado con ampicilina (100 μg/mL) + kanamicina (50 

μg/mL) para las M15 y ampicilina (100 μg/mL) para las BL21 (DE3). A partir de este último, se 

realizó una dilución 1:50 en medio fresco y se incubaron las células a 37 °C con agitación de 160 

rpm, hasta que las células alcanzaran una D.O.600nm = 0.6. En este punto se incorporó IPTG [0.5 

mM]. Las células permanecieron en proceso de inducción durante toda la noche a 25°C y con 

agitación de 140 rpm. Pasado este tiempo, las células fueron recogidas mediante centrifugación a 

6000 rpm por 20 minutos a 4 °C (rotor HIGHConic™ II Aluminum Fixed-Angle Rotor, Termo 

Scientific).  

La lisis celular fue llevada a cabo con buffer de lisis (25 mM NaH2PO4, pH 7.5, 300 mM NaCl, 10 

mM imidazol, 2mM MgCl2, 1% v/v glicerol, 2mM β-mercaptoetanol) en una relación 5 mL: 1 g 

pellet bacteriano, suplementado con 1 mg/mL lisozima y cóctel inhibidor de proteasas (P8849, 

Sigma-Aldrich) relación 1 μL: 400 μL buffer de lisis e incubando a 4 °C por 1 hora y media. Esto 

fue seguido por una sonicación de 12 minutos con ciclos de 15 s de pulso y 45 s de reposo. Después 

de lo cual, el lisado fue centrifugado a 12000 rpm por 20 minutos a 4 °C (rotor Microliter 30 x 2mL 
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Fixed Angle Rotor, Thermo Scientific). De allí, se obtuvo tanto la fracción soluble (FS) como la 

fracción insoluble (FI).  

 

El sobrenadante, correspondiente a la FS, fue empleado para la purificación de ambas proteínas por 

cromatografía de afinidad a metales inmovilizados (IMAC) empleando una resina de agarosa-IDA 

acoplada a iones de cobalto (Cobalt Agarose Beads High Density H-310-50, Goldbio). Para esta, se 

equilibró la resina con 3 lavados de 5 volúmenes de buffer de lisis ya mencionado, se incubó la 

fracción soluble con esta por 1 hora a 4° C con agitación constante. La resina fue luego lavada con 

buffers de lisis con incremento de concentración de imidazol (20 mM, 35mM, y 75 mM) y se eluyó 

la proteína con buffer de lisis con 300 mM imidazol. Todos los buffers fueron suplementados con 2 

mM β-mercaptoetanol para garantizar la solubilidad de las dos proteínas purificadas, 

6xHisLbNMNAT y HsNMNAT3. 

 

Posterior al proceso de IMAC, los eluidos fueron dializados contra buffer 50 mM NaH2PO4, pH 7.5, 

300 mM NaCl, 1 mM DTT, empleando la membrana de 10kDa (MWCO, Molecular Weight Cut-

Off). El dializado fue cuantificado por método de Bradford y por densitometría por medio de SDS-

PAGE y tinción con azul de Coomassie. Todos los protocolos se detallan en la sección 6.2.1.6. 

 

6.2.1.2 Evaluación de la purificación de la 6xHisLbNMNAT a partir de los cuerpos de inclusión 

A partir de la fracción insoluble se realizó la purificación de la proteína 6xHisLbNMNAT, de 

acuerdo con el protocolo propuesto por Palmer y Wingfield (214), realizando dos protocolos 

paralelos en los cuales se evaluó como agente desnaturalizante el cloruro de guanidinio o la urea. 

Para ello, se homogenizó el pellet utilizando buffer de lavado 1 (100 mM Tris-HCl pH 7.0, 5 mM 

EDTA, 5 Mm DTT, 2 M urea, 2% Triton X-100 p/v) en una proporción de 2 mL : 1 g de pellet 

bacteriano. Posteriormente, se centrifugó a 12000 rpm durante 30 minutos a 4 °C (rotor Microliter 

30x2 sealed 75003652 ThermoFisher, Heraeus Megafuge 16R 75004271 ThermoFisher), esto se 

repitió 3 veces con el pellet resultante. Después de esto, el pellet se homogenizó en buffer de lavado 

2 (100 mM TrisHCl pH 7.0, 5 mM EDTA, y 5 mM DTT) y fue centrifugado con las condiciones ya 

descritas. En este punto, una fracción del pellet fue homogenizada empleando el buffer de 

desnaturalización A-cloruro de guanidinio (100 mM TrisHCl pH 7.0, 5 mM EDTA, 5 mM DTT y 8 
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M cloruro de guanidinio) y la otra empleando el buffer de desnaturalización B-urea (100 mM 

TrisHCl pH 7.0, 5 mM EDTA, 5 mM DTT y 6 M urea). Posteriormente, se centrifugó a 14000 rpm 

durante 1 hora a 4 °C. 

 

Partiendo de los dos sobrenadantes, se realizó la cromatografía de afinidad a metales inmovilizados 

en condiciones denaturantes (215). De este modo, la resina de agarosa-IDA acoplada a iones de 

cobalto (Cobalt Agarose Beads High Density H-310-50, Goldbio) fue equilibrada con 3 volúmenes 

de buffer de lisis con cloruro de guanidinio (25 mM NaH2PO4, pH 7.5, 300 mM NaCl, 10 mM 

imidazol, 2mM MgCl2, 1% v/v glicerol, 2mM β-mercaptoetanol, 8 M cloruro de guanidinio) o buffer 

de lisis con urea (25 mM NaH2PO4, pH 7.5, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol, 2mM MgCl2, 1% v/v 

glicerol, 2mM β-mercaptoetanol, 6 M urea). Acto seguido, se añadieron los sobrenadantes 

provenientes del último lavado a la resina y se dejaron interactuar por 2 horas a 4 °C.  Después, se 

retiraron las fracciones no unidas, y los pellets fueron lavados con 2 volúmenes de buffer de lisis con 

una disminución progresiva del agente denaturante, es decir, desde 8M hasta 0 M para el caso del 

cloruro de guanidinio y desde 6 M hasta 0 M para la urea. Consecutivamente, se ejecutó el protocolo 

de IMAC empleando los buffers previamente expuestos en la sección 6.2.1.1. Los resultados de esta 

purificación se verificaron por SDS-PAGE y tinción con azul de Coomassie.  

 

6.2.1.3. Evaluación de la solubilidad de la proteína recombinante 6xHisLbNMNAT 

Otro aspecto que se tuvo en cuenta para la obtención de la 6xHisLbNMNAT fue el pH empleado 

durante la lisis celular. Para ello, se evaluó si la solubilidad de la proteína cambiaba al llevar a cabo 

el proceso a un pH de 7 y a un pH de 8. El protocolo tanto de lisis como de purificación se mantuvo 

igual que lo expuesto en la sección 6.2.1.1., excepto porque los buffers se ajustaron a los pHs 

evaluados 

 

6.2.1.4. Evaluación de la expresión y purificación de la proteína recombinante 6xHisLbNMNAT 

en la cepa de E. coli SHuffle 
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Debido a la gran cantidad de cisteínas que posee la 6xHisLbNMNAT, se buscó como alternativa 

para mejorar su solubilidad su expresión en la cepa SHuffle. Esta última se transformó con el 

plásmido pQE30-lbnmnat por el protocolo de choque térmico (216). Para ello, se incubaron las 

células químicamente competentes con el plásmido durante 30 minutos a 4 °C. Luego se incubó esto 

por 35 s a 42 °C para luego transferir inmediatamente a hielo por 5 minutos. Luego se suplementó 

con medio SOC (2 % p/v triptona, 0.5% p/v extracto de levadura, 10 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 10 

mM MgSO4, 20 mM glucosa) y se dejó incubando por 1 hora a 37 °C y seguidamente se plaqueó en 

cajas de medio LB-agar suplementado con ampicilina 100 μg/mL. Se seleccionaron algunos clones 

y se evaluó la inducción de la expresión y la purificación de acuerdo con las condiciones previamente 

expuestas en la sección 6.2.1.1. 

 

6.2.1.5. Transformación, expresión y purificación de la chaperona GroEL 

 

Para la purificación del control positivo de chaperona molecular canónica (GroEL), se realizó un 

protocolo modificado a uno previamente implementado en nuestro laboratorio (217). Este será 

expuesto en detalle a continuación.  

 

En primer lugar, se empleó el plásmido comercial pGro7 (Chaperone Plasmid Set, Takara Bio), el 

cual fue transformado en células E. coli TOP10 por medio de choque térmico (216). A partir de los 

clones de TOP10, se extrajo el plásmido por medio de lisis alcalina (216). Para confirmar la identidad 

del plásmido, se realizó un ensayo con enzimas de restricción, empleando BamHI (ER0051, 

ThermoFisher), siguiendo el protocolo establecido por el fabricante. Al haber comprobado esto, se 

realizó la transformación del plásmido en células BL21(DE3). 

 

Los clones de BL21(DE3) fueron empleados para realizar la evaluación de la expresión de la 

proteína. La evaluación de la expresión se realizó modificando el protocolo sugerido por el fabricante 

para la expresión. De esta manera, se realizó un preinóculo de las células BL21(DE3) en medio LB 

suplementado con cloranfenicol 20 μg/mL, el cual creció durante toda la noche a 37 °C. Después de 

esto, se realizó una dilución 1:50 en medio fresco y esto se incubó a 37 °C con agitación de 140 rpm 
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hasta alcanzar una D.O.600nm = 0.6. En ese momento se añadió el inductor, L-arabinosa (0.5 mg/mL). 

Se evaluaron distintos tiempos de inducción (2, 4 horas, toda la noche), donde se les midió la 

D.O.600nm y se tomó una muestra para evaluar la cinética de inducción. Finalmente, las células se 

sometieron a centrifugación a 6000rpm por 20 minutos.  

 

Para la lisis celular, se realizó una lisis química empleando buffer de lisis (50 mM NaH2PO4, pH 7.8, 

250 mM NaCl) en una relación 5 mL: 1 g pellet bacteriano, se adicionó cóctel de inhibidores de 

proteasas (1 μL: 400 μL buffer de lisis) y lisozima (1 mg/mL). Esto se incubó en hielo por 1 hora y 

media. Luego se realizó la lisis física de las células por sonicación durante 5 minutos en ciclos de 15 

s de pulso y 15 s de descanso. El lisado fue llevado a centrifugación a 12000 rpm por 20 minutos a 

4 °C.  

 

Después de evaluar esta lisis por medio de SDS-PAGE, se tomó el sobrenadante (fracción soluble-

FS) para la purificación por cromatografía de intercambio aniónico (IEC) con resina QAE-sephadex-

50 (Pharmacia). Se empleó una proporción de 750μL de resina : 500µl de fracción soluble (217). 

Esta resina se equilibró con 3 lavados de 2 volúmenes de buffer de lisis (50 mM NaH2PO4, pH 7.5, 

250 mM NaCl), centrifugando a 1500g por 5 minutos y retirando el sobrenadante. Acto seguido, se 

incorporó la fracción soluble y se incubó a 4° C durante toda la noche. Luego se centrifugó y se 

recolectó el sobrenadante correspondiente a las proteínas no unidas y se lavó la resina 3 veces con 

buffer de lisis en igual volumen a la FS. Después, se realizó la elución utilizando un incremento de 

concentración de NaCl (300-600 mM NaCl) en 0.1 volúmenes de FS para obtener la proteína. El 

proceso de purificación fue verificado mediante SDS-PAGE y se tomaron los eluidos que contenían 

a GroEL para ser dializados en buffer de diálisis (50 mM NaH2PO4, pH 7.5, 300 mM NaCl). El 

volumen dializado fue cuantificado por método de Bradford y por densitometría previo a la 

realización de los ensayos de actividad chaperona.  

 

6.2.1.6. Geles SDS PAGE y western blot 
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Con el fin de monitorear el proceso de expresión, lisis, purificación y diálisis de las proteínas 

recombinantes generadas, se realizaron SDS-PAGE y western blot (WB) (196). Las muestras se 

resuspendieron en una relación de 1:5 de buffer de carga 6X ( 0.5 M Tris HCl pH 6.8, 30% v/v 

glicerol, 10% p/v SDS, 33% v/v β-mercaptoetanol y 0.4 mg/mL azul de bromofenol) y se 

desnaturalizaron a 92 °C por 10 minutos. Los geles se realizaron en poliacrilamida, con geles 

separadores al 12% p/v (H2Od, Acrilamida 30% p/v (29 g acrilamida + 1 g Bis acrilamida), 1.5 M 

Tris-HCl pH 8.0, 10% p/v SDS, 10% p/v Persulfato de amonio y TEMED) y geles concentradores 

al 4% p/v (H2Od, Acrilamida 30% p/v (29g acrilamida + 1g Bis acrilamida), 0.5 M Tris-HCl pH 6.8, 

10% p/v SDS, 10% p/v PSA y TEMED). La electroforesis se llevó a cabo a 120V. Los geles fueron 

teñidos utilizando azul de Coomassie (R-250) durante 1 hora, y luego fueron tratados con solución 

decoloradora (ácido acético (99%): 2-propanol (99%) 1:1). Para el caso de los WB, Las proteínas 

provenientes de los SDS-PAGE se transfirieron a membranas de nitrocelulosa previamente activada 

en H2Od, utilizando buffer de electrotransferencia (25 mM Tris base pH 8.3, 192 mM glicina y 10% 

v/v metanol) y con una corriente de 200mA por 2 horas, siguiendo el método de electrotransferencia 

húmeda (218). La transferencia a la membrana se verificó mediante tinción reversible con rojo de 

Ponceau y se bloqueó durante 2 horas utilizando una solución de TBST (Tris-HCl 20mM pH 7.5, 

NaCl 150mM, Tween 20 0,1%)-leche 5% (p/v). Se realizaron 3 lavados de 10 minutos utilizando 

TBST entre cada paso. Posterior a los lavados, se adicionó el anticuerpo primario (α-6xHis mouse, 

título 1:5000 en TBST) y se incubó con la membrana por 2 hora. Se repitieron los lavados con TBST 

y se agregó el anticuerpo secundario (α-MouseIgG-Fosfatasa Alcalina, título 1:10000 en TBST) por 

1 hora. Se eliminó el anticuerpo no unido mediante los lavados con TBST. Aprovechando la 

presencia de la fosfatasa alcalina, se reveló en 5ml de buffer sustrato de fosfatasa alcalina (100 mM 

Tris-HCl pH 9.0, 150mM NaCl, 1mM MgCl2) con 16.5 µl de los sustratos NBT (Nitro-Blue 

Tetrazolium Choride, S380C Promega) y NBCIP (5-Bromo- 4-Chloro- 3’-Indolyphosphate p-

Toluidine Salt, S381C Promega). La reacción se detuvo mediante inmersión de la membrana en 

H2Od.  

 

6.2.1.7. Cuantificación de la concentración de proteínas totales por método de Bradford 

 

Para controlar la cantidad de proteína que se añadió al ensayo de actividad chaperona, se cuantificó 

por el método de Bradford ya establecido en el LIBBIQ (196,219). Se empleó a la albúmina de suero 
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bovino (BSA) como control de concentraciones conocidas para construir la curva de calibración. De 

esta manera, se tomaron 20 µl de los 6 patrones con concentraciones de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1 mg/ml 

y a cada uno se le añadieron 980 µl de reactivo de Bradford (Azul de Coomassie G-250, etanol, 

H3PO4 y H2O). Estas muestras se incubaron por 5 minutos en oscuridad a temperatura ambiente y 

luego se midió su absorbancia a λ = 595nm en un espectrofotómetro. Este procedimiento se repitió 

por triplicado. Con estos valores de absorbancia se construyó una relación lineal. Con ello, se realizó 

el mismo protocolo con las muestras de interés y se extrapoló la cifra de absorbancia a partir de la 

ecuación de la línea para así obtener la concentración. 

 

6.2.1.8. Cuantificación de la concentración de proteínas por método densitométrico 

 

Para comprobar que la cuantificación de la concentración de proteínas por el método de Bradford 

fuera preciso, se realizó también una cuantificación por medio de densitometría (220). Para este, se 

comenzó por realizar un SDS-PAGE al 12 % y por preparar las muestras como fue descrito 

previamente. En este caso, se empleó también BSA como control de cantidad de proteína. Se preparó 

el patrón de BSA utilizando un stock de 1 mg/mL y diluyéndolo hasta una concentración final de 

100 ng/μL en buffer de carga 6X y H2Od. En cada pozo del gel se sembraron cantidades de BSA 

conocidas desde 50ng hasta 1200ng, asi como un volumen conocido de las muestras a cuantificar. 

Los geles fueron corridos a 120V y teñidos y decolorados como descrito anteriormente. Se 

documentaron los geles en el documentador de imagen Imager® Gel DocTMXR y Quantity One 

Basic 4.6.3 (BIORAD). Las imágenes obtenidas fueron analizadas mediante el software GelAnalyzer 

19.1 (www.gelanalyzer.com), donde se obtuvo la relación lineal entre cantidad de proteína y 

densidad de pixeles. Se obtuvo el valor de densidad de pixeles de las muestras a cuantificar y este 

extrapoló a la relación para asi obtener el valor de cantidad de proteína y finalmente la concentración 

de la muestra, teniendo en cuenta la cantidad sembrada en el gel.  

 

6.2.2 Evaluación de la actividad chaperona  

Para evidenciar si los candidatos tienen actividad holdasa ó foldasa, se siguieron dos estrategias 

metodológicas, empleando a la citrato sintasa (CS). Para evaluar la actividad holdasa, se realizó el 

ensayo de agregación térmica con la CS, donde se mide qué tanto se previene la formación de 

http://www.gelanalyzer.com/
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agregados (221). Para evaluar la actividad foldasa, se aplicarán los ensayos de reactivación de la CS, 

posterior al estrés térmico, para comprobar si esta proteína pudo retornar a su estado nativo posterior 

al estrés (221). Como controles positivos de la actividad chaperona se utilizó la GroEL y la 

HsNMNAT3 y como controles negativos se empleó lisozima (ambos tipos de ensayo), ovoalbúmina 

y BSA (ensayos de reactivación). Ambos protocolos serán descritos en las secciones que siguen.   

 

6.2.2.1. Ensayos de actividad chaperona por agregación de la Citrato Sintasa (CS) 

 

Una vez obtenidas las proteínas purificadas, los ensayos de agregación se hicieron de acuerdo con 

lo indicado por Haslbeck y Buchner (221). En este, se midió la dispersión de los agregados de la 

Citrato Sintasa (Sigma, CAS  9027-96-7) en una longitud de onda de 360nm cuando fue sometida a 

estrés térmico a 43 °C. La CS fue diluida en Buffer HEPES-KOH 40 mM, pH 7.5 con ausencia o 

presencia de las chaperonas o los candidatos hasta alcanzar una concentración final de 0.25 µM. La 

relación chaperona:CS empleada fue de 2:1. Se consideró el 100% de la agregación la absorbancia 

que generó la CS en ausencia de chaperonas/candidatos. Inicialmente se tomó una medida de Buffer 

HEPES-KOH con o sin chaperonas por 5 minutos a 43 °C, como punto 0 de agregación. 

Adicionalmente, se tuvo como control negativo de actividad chaperona a la lisozima de huevo (USB) 

en la misma relación que las chaperonas. Las muestras fueron incubadas por 1 hora ante el estrés 

térmico ya que en ese punto se obtuvo la meseta de agregación, es decir, que ya la dispersión no 

aumentó de manera significativa. Posteriormente, se realizó el análisis estadísticos y procesamiento 

de los datos por medio del software GraphPad Prism 8 (https://www.graphpad.com/), empleando la 

prueba de t de Student para confirmar diferencias significativas entre distintas condiciones.  

 

Ensayos de actividad chaperona por reactivación de la Citrato Sintasa (CS) 

 

Para la realización de este tipo de ensayo, fue primero necesario cuantificar la actividad enzimática 

de la CS (221,222). Este ensayo se realizó a una temperatura de 30 °C, por 1 minuto, midiendo la 

absorbancia en una λ = 412 nm y empleando el buffer de reacción (50 mM TrisHCl pH 7.5, 250 mM 

NaCl). Se hizo uso de los siguientes sustratos: Acetil CoA (concentración final de 0.45 mM en buffer 

de reacción), Oxalacetato (abreviado como OAA, 0.5 mM en 50 mM Tris base) y ácido 5,5ʹ-Ditio-

https://www.graphpad.com/
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bis-(2-nitrobenzoico) (abreviado como DTNB, 0.1 mM en 50 mM TrisHCl pH 8, 2 mM EDTA). 

Estos fueron agregados a la concentración final indicada en la cubeta de cuarzo con buffer de 

reacción para completar un volumen final de reacción de 100 μL. Posterior a establecer el blanco de 

la reacción, se agregó la CS (0.15 μM) a una concentración final de 6 nM y se midió la reacción. El 

DTNB reacciona con la coenzima A reducida (producto de la reacción), y forma ácido 5-tio-2-

nitrobenzoico (TNB) el cual tiene una coloración amarilla y un máximo de absorbancia a 412nm.  

 

 

6.3 Implementar y desarrollar una estrategia para el 

reconocimiento de por lo menos una de las NMNATs 

estudiadas, empleando aptámeros 

Para el desarrollo de una herramienta de reconocimiento, se procedió a implementar los aptámeros 

específicos contra mínimo una de las proteínas a estudiar en el proyecto. De este modo, se hizo uso 

del kit XELEX DNA Core Kit (EurX). Este consiste en la librería inicial de aptámeros (ADNcs), los 

primers, buffers y componentes para poder realizar una purificación y amplificación de los 

aptámeros mediante PCR. La librería posee oligonucleótidos de 76 nucleótidos (nt) de longitud. Las 

regiones constantes en el 5’ y 3’ son de 18nt de longitud cada una y la región variable de 40nt. Las 

regiones constantes poseen las siguientes secuencias:  

5'–TGA CAC CGT ACC TGC TCT – N40 – AAG CAC GCC AGG GAC TAT – 3' 

Los primers para la amplificación tienen las siguientes secuencias: 

• Primer directo: 5'-TGA CAC CGT ACC TGC TCT - 3'  

• Primer reverso: 5'-ATA GTC CCT GGC GTG CTT -3' 

 

6.3.1 Obtención y activación de la proteína blanco 

 

La 6xHisHsNMNAT3 previamente purificada como se describió en la sección 6.2.1.1. fue elegida 

para el proceso de selección de aptámeros. La inmovilización de la proteína recombinante se hizo 
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empleando perlas magnéticas acopladas a Níquel (Ni-charged MagBeads, Genscript). Para anclar la 

proteína, se aprovechó la etiqueta de 6 histidinas que esta posee (6xHis). De este modo, se 

combinaron los protocolos de unión indicados por los fabricantes, Genscript recomienda utilizar 1 

mL de perlas por cada 40 mg de proteína. EurX, en el manual del proceso SELEX recomienda 

emplear la proteína en una concentración 10 veces superior a esta capacidad. Considerando lo 

anterior, en la ronda inicial se debían emplear para 50 µl 20 mg de proteína, lo cual por disponibilidad 

no fue posible. De esta forma, se emplearon para 50 µl 5 mg, lo que corresponde a 2.5 veces la 

capacidad de unión máxima de las perlas, 6 veces menos de lo recomendado por SELEX. En primer 

lugar, se tomó el volumen de perlas y se recogieron usando el rack magnético para tomar el 

sobrenadante (AmMag™ MR-mini magnetic rack, GenScript). Se realizó el equilibrio de las perlas 

empleando 10 volúmenes de buffer LE frío (50 mM NaH2PO4 pH 7.4, 300 mM NaCl) y se repitió 3 

veces el recoger las perlas y el descartar el sobrenadante. Después del equilibrio, se llevó a cabo la 

unión de la proteína a 4 °C. En este punto se evaluaron varios tiempos de unión entre las perlas y la 

proteína (2 y 4 horas, toda la noche). Posterior a esto, se recolectaron las perlas y se tomó la fracción 

de no unidas. Se realizaron 3 lavados con 10 volúmenes de buffer (50 mM NaH2PO4 pH 7.4, 300 

mM NaCl, 10 mM imidazol). Posteriormente, el complejo 6xHisHsNMNAT3-perlas fue equilibrado 

para el proceso de SELEX mediante 2 lavados con 50% de buffer de lavado y 50% de buffer SELEX 

1X (14 mM NaCl, 0.2 mM KCl, 0.5 mM MgCl2, 0.2mM CaCl2, 2mM Tris-HCl pH 7.4, 0.005% [v/v] 

Tween 20) finalmente se resuspendió en buffer SELEX 1X.  

 

6.3.2 Selección de aptámeros afines a la proteína blanco utilizando 

metodología SELEX 

 

6.3.2.1. Ciclos de selección de aptámeros afines a la 6xHisHsNMNAT3 

 

En la primera ronda de selección, se emplearon 10µg de la librería inicial de ADNcs, a lo cual se 

añadió 50µl de buffer SELEX 10x (140 mM NaCl, 2 mM KCl, 5 mM MgCl2, 2 mM CaCl2, 20 mM 

Tris-HCl pH 7.4, 0.05% [v/v] Tween 20), y se llevó a un volumen de 500μl con H2O libre de 

nucleasas. se procedió a desnaturalizar el ADN a 94°C por 3 minutos y luego se puso inmediatamente 

en hielo por 5 minutos, para favorecer la formación de estructuras secundarias. Se añadió 100μl de 
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las perlas magnéticas que estuvieran unidas a la proteína blanco y se incubó por 2 horas y media a 

temperatura ambiente. Al término de este tiempo se colectaron las perlas mediante un rack magnético 

y se tomó el sobrenadante, correspondiente a los aptámeros no unidos. Se realizó un lavado 

añadiendo 500 μl de buffer SELEX 1X, mezclando por inversión y luego colectando las perlas y 

retirando el sobrenadante. Las perlas fueron resuspendidas en 50 μl de H2O libre de nucleasas y con 

ello se dio inicio al proceso de elución. Para el proceso de elución, la mezcla se calentó a 85 °C por 

10 minutos. Inmediatamente después se recolectan las perlas y se retira el sobrenadante. Este último 

corresponde al eluido de la ronda de SELEX. La presencia de secuencias en el eluido fue corroborada 

mediante PCR, protocolo explicado más en la sección 6.3.2.2.  

 

Para la segunda ronda, se disminuyeron dos parámetros: la cantidad de ADN de partida y el volumen 

de perlas empleado, para asi aumentar la astringencia del proceso de selección. Se utilizaron 5 μg de 

ADN amplificado proveniente del eluido de la primera ronda. Y se empleó un volumen de 40 μl de 

perlas magnéticas con 3.2 mg de 6xHisHsNMNAT3. Para las siguientes rondas, se disminuyó 

únicamente la cantidad de proteína blanco. Es por ello por lo que se disminuyó por cada ronda 10 μl 

de perlas y únicamente se añadió proteína suficiente para estar en la capacidad máxima de unión de 

las perlas. Esto se mantuvo asi hasta llegar al mínimo de volumen de perlas sugerido (20 μl), como 

se observa en la tabla 6-1.  

 

Tabla 6-1: Relaciones empleadas en las rondas de SELEX. 

Número 

de ronda 

Cantidad de ADN 

de partida (μg) 

Volumen de perlas 

magnéticas (μl) 

Cantidad de 

6xHisHsNMNAT3 (mg) 

Capacidad 

de unión 

1 10 50 6 3.75X 

2 5 40 3.2 2X 

3 5 30 1.2 1X 

4 5 20 0.8 1X 
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En la ronda 5, se cambió el tiempo de incubación de los aptámeros con la proteína anclada a las 

perlas. De este modo, se incubó durante únicamente 1 hora antes de realizar los lavados y la elución. 

 

6.3.2.2. Evaluación y amplificación de los eluidos de cada ronda por PCR asimétrica 

 

Una vez obtenidos las distintas fracciones del proceso de selección (Aptámeros no unidos – NU, 

Aptámeros lavados- L, y Eluidos – E), se procedió a realizar una amplificación preliminar para 

evaluar la presencia de secuencias en las fracciones. Las concentraciones de los reactivos de PCR 

fueron evaluadas también teniendo en cuenta que aquellas sugeridas en el kit son distintas a las 

estándar manejadas en el laboratorio. A partir de los resultados, se utilizaron las concentraciones 

expuestas en la tabla 6-2. Aquí resulta importante aclarar que se hizo uso de un protocolo de PCR 

asimétrica, para favorecer la amplificación de la cadena forward, la cual corresponde a la secuencia 

utilizada para el proceso de selección (223). Para ello, se usó una concentración 10 veces menor del 

primer reverso. El perfil térmico utilizado fue el sugerido por el fabricante del kit, y se muestra en 

la figura 6-2. La PCR fue llevada a cabo en el termociclador Veriti 96-Well (Applied Biosystems). 

Posterior a la amplificación, se realizó la evaluación de esta mediante electroforesis de agarosa, de 

urea-PAGE y tinción con bromuro de etidio, protocolo que se expondrá en la sección 6.3.3.  

 

Tabla 6-2: Comparación concentraciones de reactivos de PCR a utilizar, según el fabricante del kit 

XELEX (Roboklon), según lo establecido como estándar en el laboratorio y las condiciones que se 

emplearon exitosamente. 

Componente Concentración (kit) 
Concentración 

(laboratorio) 

Concentración 

final (empleada) 

10 x Buffer de PCR 1 x 1 x 1 x 

MgCl2 [25 mM] 1.5mM 2.5 mM 1.5mM 

Bank40-5'- Primer 

[100µM] 
4 µM 0.25 µM 1 µM 

Bank40-3'- Primer 

[100µM] 
4 µM 0.25 µM 0.1 µM 

mix dNTP [5 mM] 400 µM 200 µM 400 µM 
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Taq polimerasa 

termoestable 
1.25 U / reacción 1 U / reacción 1 U / reacción 

Plantilla ADN - 1 µl 2-5 µl 

 

 

 

Figura 6-2: Perfil térmico de amplificación por PCR de los aptámeros seleccionados en cada ronda.  

 

Figura creada en Biorender.com 

 

6.3.2.3. Evaluación y amplificación de los eluidos de cada ronda por de PCR en emulsión 

Se realizó el protocolo de PCR en emulsión sugerido por el kit de selección, al presentar ventajas 

sobre la PCR convencional o “abierta”. De este modo, se siguió lo expuesto por el manual del kit, lo 

cual será descrito brevemente a continuación. Cabe aclarar que los reactivos de PCR se utilizan en 

las mismas concentraciones que la reacción convencional (tabla 6-2). El cambio más grande es que 

se crea una inclusión agua en aceite (micelas reversas) previo a la reacción. Se realizaron reacciones 

de PCR convencional en paralelo para verificar que la amplificación se estuviese dando. En primer 

lugar, se creó la emulsión utilizando los componentes de emulsión provistos por el kit en 

proporciones 73% para el componente de emulsión 1, 7% para el componente de emulsión 2 y 20% 

para el componente de emulsión 3 y esta se alicuotó y se mantuvo en hielo. Las cantidades en 

volumen dependieron del volumen de reacción acuosa utilizado, ya que se usa una proporción 6:1 

fase oleosa: fase acuosa. En segundo lugar, se creó el master mix de la reacción en la fase acuosa 
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siguiendo las mismas proporciones de la PCR convencional, se alicuotó en los distintos tubos de 

reacción, unos para reacción “abierta” y otros para formar la emulsión, todo manteniéndose en hielo. 

En tercer lugar, se puso la plantilla para cada reacción y se crearon las reacciones de emulsión 

incorporando la fase acuosa en la oleosa,  mezclando por vortex por 5 minutos y manteniendo la 

cadena de frío. Estos tubos fueron llevados al termociclador y fueron amplificados con el mismo 

perfil térmico descrito anteriormente (figura 6-2).  

Para romper a emulsión, se transfirió la reacción a un tubo de 2 mL, se añadió 1 mL de 2-butanol 

(CAS 71-36-3, PanReac AppliChem) y se mezcló por medio de vortex. Posteriormente se añadió 10 

volúmenes de buffer Orange-SFB, se agitó suavemente y se centrifugó a 16000 g por 2 minutos. De 

allí, hubo una separación de fases y se removió la fase orgánica de color amarillo. Se tomó una 

muestra de la fase acuosa para ser verificada por medio de geles de agarosa. Para la purificación del 

ADN amplificado, se añadió 40 µl de Buffer SF a una columna de spin y luego se mantuvo a 

temperatura ambiente hasta añadir la fase acuosa. Esta se añadió y se centrifugó a 11000 g por 1 

minuto. El volumen no retenido fue descartado, se añadió 600 µl de buffer Wash-SFX y se centrifugó 

a 11000 g por 1 minuto. Se descartó de nuevo el volumen no retenido y se agregó 350 µl de buffer 

Wash-SFX y se repitió la centrifugación 2 veces para remover todo el buffer remanente. La columna 

de spin se colocó en un tubo de 1.5 mL y se añadió 50 µl de buffer Elution-SFX previamente 

calentado a 80 °C. Esto se incubó durante 2 minutos a temperatura ambiente y luego se centrifugo a 

11000 g por 1 minuto. Una pequeña muestra de este eluido fue evaluada mediante geles de agarosa 

para verificar la elución exitosa del ADN amplificado. 

 

6.3.3 Evaluación del rendimiento, diversidad y especificidad de 

reconocimiento de la librería seleccionada 

Posterior a las amplificaciones en cada ronda, se realizó una medida de concentración de ADN por 

espectrofotometría utilizando el equipo NanoDrop™ One/OneC (ThermoFisher) y se visualizó el 

tamaño del producto de la amplificación mediante electroforesis en geles de agarosa al 3% [p/v] en 

TBE 0,5X (40 mM Tris pH 8,0, 40 mM ácido bórico, 50 mM EDTA) y geles de urea PAGE (Acril-

biscarilamida (19:1) 15% [p/v], 8 M urea, TBE 0,5X) en TBE 0,5X (224). los cuales se corrieron a 

100V durante 1 hora, y fueron teñidos con bromuro de etidio. Posterior a esto, los geles fueron 

visualizados en el documentador Imager® Gel DocTMXR y Quantity One Basic 4.6.3 (BIORAD). 
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Dependiendo de la cantidad de amplificado encontrada, se utilizaba una fracción para la siguiente 

ronda de selección y lo restante para posteriores análisis de la librería.  

Además, se realizó la amplificación de patrones estándar de diversidad, debido a que se buscó 

realizar la metodología DistRO . Para ello, el kit de SELEX (XELEX ADN Core Kit) incluye estos 

estándares y una guía para realizar el protocolo, el cual será expuesto a continuación. Para realizar 

este ensayo, se debe convertir todo el ADNcs en ADNdc. Para ello, se realizó un protocolo de 

amplificación de los estándares provistos por el kit, empleando las concentraciones y el perfil térmico 

expuestos en la tabla 6-3 y la figura 6-3, respectivamente.  

 

Tabla 6-3: Concentraciones de reactivos de PCR para la amplificación de los estándares de 

diversidad. 

Componente Concentración final 

(kit) 

10 x Buffer de PCR  1 x 

MgCl2 [25 mM] 1.5mM 

DivStd-5'-Amp-Primer 

[4.5 µM] 

0.45 µM 

DivStd-3'-Amp-Primer 

[4.5 µM] 

0.45 µM 

mix dNTP [5 mM] 400 µM 

Taq polimerasa 

termoestable 

1 U / reacción 

 

Figura 6-3: Perfil térmico de amplificación por PCR de los estándares de diversidad para el ensayo 

DistRO.  
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Figura creada en Biorender.com 

Asimismo, se amplificaron los eluidos de las rondas realizadas por PCR convencional simétrica, 

siguiendo las mismas concentraciones y perfil térmico expuestos en la sección 6.3.2.2. Teniendo 

estos amplificados, se lleva a cabo el ensayo de DistRO (Diversity Standard of Random 

Oligonucleotides), basados en las indicaciones del manual del kit, las cuales a su vez se basan en 

Schütze et al. 2010 (225). El protocolo se describirá a continuación. Se deben mezclar 300 ng de 

cada muestra de ADN (en no más de 8 µL) con 1 µL de buffer DA 10X (200 mM MOPS, 100 mM 

EDTA, 2,5 M NaCl, 0,3 % Brij-700) y 1 µL de SYBR-Green (1:1000 en H2O libre de nucleasas), y 

completar hasta 10 µL con H2O libre de nucleasas. El programa que se lleva a cabo en el 

termociclador de tiempo real CFX-96 (Biorad) es el expuesto en la figura 6-4. A partir de las curvas 

de melting se analiza si hay diferencias entre las temperaturas para los estándares, asi como para los 

distintos eluidos.  

Figura 6-4: Perfil térmico utilizado para el ensayo DistRO. 

 

Figura creada en Biorender.com 

 

 





 

 

 

7. Resultados y discusión 

7.1 Aproximación in silico: Identificación de características que 

contribuyan a la bifuncionalidad de las NMNATs como 

chaperonas moleculares 

7.1.1 Comparación bioinformática de secuencias de NMNATs con 

actividad chaperona y NMNATs de parásitos protozoos  

Se realizaron los alineamientos de secuencia de las NMNATs de Leishmania braziliensis, 

Trypanosoma cruzi y Giardia lamblia contra el conjunto de las NMNATs que experimentalmente 

han verificado actividad chaperona como se describió en la 6.1.1. En las NMNATs alineadas es 

posible observar varias regiones conservadas, entre estas, aquellas involucradas con la unión al ATP. 

En particular, la región N-terminal ([H/T]xxH), el triptófano del centro catalítico (W169 en la 

NMNAT1 de H. sapiens) y la C-terminal (SxxxxR), las cuales están indicadas en azul (N-terminal) 

y verde (C-terminal) (Figura 7-1 A). Adicional a estas regiones, se pueden observar varias secuencias 

comunes tanto en el N como en el C-terminal (Figura 7-1-B y C). En anteriores estudios, se evidenció 

que estas regiones podrían estar relacionadas con la actividad chaperona, ya que poseen 

coincidencias (226). Previamente se ha descrito que la MmNMNAT3 emplea en mayor parte su sitio 

de unión a los nucleótidos, el cual posee carga positiva para unirse a la proteína pTau (Tau 

fosforilada) y evitar su agregación (227). Sin embargo, su actividad chaperona no depende 

únicamente de esta región, ya que mutantes sin los aminoácidos positivos característicos la 

mantienen, aunque en un menor grado, gracias a residuos hidrofóbicos ubicados en la periferia de 

esta (227). En el caso de la DmNMNAT, se conoce que su actividad chaperona es independiente de 

su función catalítica (228,229), por lo que se ratifica que las regiones comunes que no están 

relacionadas directamente con la actividad también podrían estar vinculadas a su función moonlight. 

De esta forma, se resaltan las regiones alrededor del sitio catalítico de las NMNATs de parásitos 

protozoos como posibles sitios de unión para proteínas blanco y por ello se exploró a nivel de 

estructura terciaria esta región.  
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Figura 7-1: Análisis de las secuencias de las NMNATs. A. Regiones comunes compartidas por 

NMNATs chaperonas y NMNATs de parásitos. B. Región N-terminal propuesta como chaperona 

(aa 27-83 en HsNMNAT1). C. Región C-terminal con posible actividad chaperona (aa 229-253 en 

HsNMNAT1). Alineamientos realizados con el software MUSCLE, y visualizados mediante 

JalView. 

 

 

Para el caso de la LbNMNAT (Figura 7-2), se comprueba que tanto su región N-terminal como C-

terminal poseen las secuencias propuestas con posible actividad chaperona (aa 27-83 y 229-253 en 

HsNMNAT1), como ya había sido expuesto en estudios previos (226). Adicionalmente, se comparó 

mediante alineamiento de secuencia pareado con la MmNMNAT3, para comprobar si la proteína 
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poseía los aminoácidos con carga positiva de la periferia del sitio de unión al ATP que son claves 

más no esenciales para la actividad chaperona. Se resalta que la LbNMNAT presentó el mayor 

porcentaje de identidad (27.91%) y además comparte 2 de los 4 residuos K55 y R205 (K92 y R261 

en LbNMNAT). Asimismo, se mantiene el carácter polar de K206 (N262 en LbNMNAT). De esta 

manera, la LbNMNAT podría estar aprovechando estos residuos para establecer una interacción con 

una proteína blanco en proceso de agregación o desnaturalización.  

 

Figura 7-2: Análisis de secuencias asociadas con la actividad chaperona de la MmNMNAT3 

(residuos con carga positiva) en las NMNATs analizadas. A. LbNMNAT (L. braziliensis). B. 

TcNMNAT (Trypanosoma cruzi). C. GiNMNAT (G. intestinalis). Alineamientos realizados con el 

software EMBOSS-Needle, y visualizados mediante JalView. 

 

 

En cuanto a la TcNMNAT, esta obtuvo un valor de identidad de 26.54% y comparte los mismos 

residuos que la LbNMNAT con la MmNMNAT3 (K55 y R205). No obstante, para los otros dos hay 

una carga radicalmente distinta (Glu comparado con Lys). Con relación a la GiNMNAT mostró un 

valor de identidad de 23.86%, comparte los residuos K56 y R205 (K59 y R209 para GiNMNAT) y 

posee aminoácidos aromáticos y más hidrofóbicos en las otras dos posiciones. Aunque, la presencia 

de los residuos asociados con la actividad chaperona es relevante para su funcionalidad, la 

modificación de estos no está asociada con la pérdida de esta actividad, como se observó 



68 Estudio de las NMNATs de parásitos protozoos: Determinación de su bifuncionalidad 

 

experimentalmente en Mus musculus en ensayos de mutagénesis (227). Asi, las diferencias 

observadas en las secuencias de las NMNATs de parásitos pueden corresponder a un ordenamiento 

tridimensional, como se discutirá posteriormente. 

 

7.1.2 Comparación múltiple entre secuencias consenso de familias 

chaperonas y NMNATs de parásitos protozoos 

Se identificaron las secuencias consenso de las familias de chaperonas analizando varios organismos 

de distintos linajes del árbol de la vida. Es muy relevante tener en cuenta que las distintas familias 

de chaperonas no comparten motivos comunes, por lo que es posible que la actividad chaperona no 

esté necesariamente definida por la estructura primaria de una proteína. A partir de esto, se 

compararon las coincidencias que estas tuvieran con cada una de las NMNATs de parásitos 

protozoos. Sólo se encontraron coincidencias importantes con 3 familias de chaperonas: Hsp60, 

Hsp70 y Hsp90. En el caso de la secuencia consenso de las Hsp60 (Figura 7-3,A), esta presentó 

coincidencia hacia el N-terminal de las NMNATs (aa 50-118 de LbNMNAT) en la región propuesta 

previamente como la responsable de la actividad chaperona (verde). Asi, la región con mayores 

coincidencias corresponde al dominio apical de las Hsp60 (Figura 7-3, A, resaltado en verde oscuro), 

que es precisamente aquella que se une a la proteína blanco (aa 191 a 345 en GroEL de E. coli) (230).  
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Figura 7-3: Comparación de las secuencias consenso de grupos de chaperonas canónicas y 

NMNATs de parásitos protozoos. A. Alineamiento múltiple entre consenso de Hsp60 y las 

NMNATs de parásitos. B. Alineamiento múltiple entre consenso de Hsp70 y las NMNATs de 

parásitos. C. Alineamiento múltiple entre consenso de Hsp90 y las NMNATs de parásitos. 

 

Para el caso del consenso de la Hsp70, haciendo énfasis en su dominio de unión al sustrato (SBD, 

por sus siglas en inglés) ubicado hacia el C-terminal (231), podemos observar que tanto la 

LbNMNAT como la TcNMNAT comparten varios aminoácidos, específicamente aquellos 

hidrofóbicos, los cuales se conoce que tienen un rol importante en la interacción con proteínas mal 

plegadas. Estos a su vez coinciden con la región chaperona propuesta en el C-terminal de las 

NMNATs. Además, esta región C-terminal de la Hsp70 está constituida por hélices α, las cuales 

tienen una función regulatoria del estado abierto y cerrado de la chaperona, asi como de su actividad 

ATPasa (232).  

Finalmente, comparando la secuencia consenso de Hsp90 con las NMNATs y haciendo énfasis en 

el dominio medio (MD) y C-terminal (CD), los cuales son los encargados de unirse a las proteínas 

blanco (233), se puede observar que hay varios residuos comunes. Allí, podemos encontrar que las 

3 NMNATs comparten similitud de secuencia con el loop Src, región clave para la unión a la proteína 

blanco (Figura 7-3, C, cuadro amarillo) (234). Teniendo en cuenta las coincidencias a nivel de 

secuencia primaria que comparten las NMNATs de parásitos protozoos con NMNATs chaperonas y 
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chaperonas canónicas, especialmente para la LbNMNAT, se procedió a explorar coincidencias a 

nivel de estructura terciaria. 

 

7.1.3 Comparación a nivel de estructura terciaria entre NMNATs 

chaperonas y NMNATs de protozoos 

Se realizó la predicción de estructura terciaria de las 3 NMNATs de parásitos protozoos exploradas 

en este trabajo. A través del software ChimeraX se pudo obtener la predicción de estructura 

tridimensional por medio de Alphafold. Además, se obtuvieron también las predicciones por medio 

de los softwares SWISSMODEL y Robetta (Anexo A). Posteriormente, se compararon los modelos 

por medio de los gráficos de Ramachandran obtenidos en el programa MolProbity (Anexo B). De 

este modo, se encontró que, para el caso tanto de la LbNMNAT como de la TcNMNAT, la predicción 

energéticamente más favorable era la de Robetta con más de 97.9% de aminoácidos en las regiones 

favorables y sin aminoácidos en regiones atípicas; para la GiNMNAT, la predicción más favorable 

fue la de SWISSMODEL con un 98.4% de aminoácidos dentro de regiones favorables y con 

únicamente un aminoácido en una región atípica (D189). Estas fueron entonces utilizadas para la 

comparación con las proteínas ya cristalizadas HsNMNAT3 y MmNMNAT3 (227,235) como se 

observa en las figuras 7-4, 7-5 y 7-6, donde se resaltan los elementos propuestos como más 

importantes para la función chaperona: N-terminal (verde) y C-terminal (morado).   

 

La comparación del modelo 3D de la LbNMNAT se presenta en la figura 7-4, con relación a la 

HsNMNAT3 (A y B), a MmNMNAT3 (C y D) y a ambas proteínas y los sustratos NMN y un 

análogo del ATP (APG)  (E). Se puede observar que la LbNMNAT tiene una región N-terminal 

adicional, la cual a nivel de estructura tridimensional no tiene una forma definida y se muestra como 

un loop. Posterior a ello, es evidente que se comparten las características estructurales de las 

NMNATs, como la estructura super secundaria del plegamiento tipo Rossman (10). Además, se 

puede visualizar (en verde) que la región N-terminal propuesta con actividad chaperona abarca las 

siguientes estructuras secundarias: desde la primera α-hélice y hasta el final de la tercera hoja β. Más 

en particular, entre la segunda hoja β y la segunda α-hélice se encuentra un loop en la periferia del 

sitio de interacción con los sustratos (ATP y NMN), y es allí donde se ubican los primeros dos 

residuos explorados de la MmNMNAT3 (K55, K56). Estos se encuentran orientados hacia el bolsillo 
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catalítico, específicamente hacia los grupos fosfato de los nucleótidos. Se quiso profundizar en estos 

residuos, por lo que se decidió revisar estructuras de la HsNMNAT3, que fue cristalizadas con sus 

sustratos o análogos a estos (PDB: 1NUP y 1NUT) y alinearlas con la MmNMNAT3 y la LbNMNAT 

(Figura 7-4, E). Se puede visualizar que el residuo de K92 de esta última es el que se orienta más 

hacia el sustrato. Esto refuerza la importancia de este en la interacción con sustratos con carga 

negativa. Es posible que bajo las condiciones establecidas (ausencia de sustratos) la predicción 

tridimensional presente el desplazamiento de la cadena lateral al bolsillo catalítico, lo cual no se 

correlaciona con las proteínas previamente cristalizadas  (227,235). Pasando a la región C-terminal, 

se puede ver la segunda parte del plegamiento tipo Rossmann característico de las NMNATs. 

Además, la región propuesta como chaperona en este extremo también está orientada hacia el bolsillo 

catalítico de las NMNATs exploradas, más exactamente ubicada en las dos últimas α hélices (en 

magenta). Incluso, asi como con el K92 de LbNMNAT, el R261 también presenta una orientación 

hacia el grupo a fosfato del ATP, realzando su rol como estabilizador del sustrato enzimático. Con 

ello, se logra reforzar la idea que la actividad chaperona de la LbNMNAT puede asemejarse a la de 

la MmNMNAT3, es decir, empleando su bolsillo catalítico y los residuos cargados periféricos a este 

(227). En cuanto a los valores arrojados por el alineamiento, se puede decir que las predicciones 

hechas en ChimeraX logran obtener un valor menor de RMSD, es decir que en estas se logra obtener 

una orientación espacial de la LbNMNAT más próxima a la que tienen las NMNATs cristalizadas.  

 

Figura 7-4: Superposición de estructuras tridimensionales de la LbNMNAT con NMNATs 

chaperonas ya cristalizadas. A. Superposición con HsNMNAT3 empleando Chimera (RMSD 1,022 

Å) y B. PyMOL (RMSD = 1.055 Å). C. Superposición con MmNMNAT3 empleando ChimeraX 

(RMSD = 0,944 Å) y D. PyMOL (RMSD = 1,155 Å). E. Alineamiento de la LbNMNAT con 

HsNMNAT3 y MmNMNAT3 (RMSD = 1.005 Å). La LbNMNAT se encuentra en color salmón, la 

HsNMNAT3 está en color blanco; y la MmNMNAT3 en naranja. En tonalidades verdes claras y 

oscuras se encuentra la región propuesta como chaperona del N-terminal. En morado oscuro se 

encuentra la región C-terminal propuesta como chaperona. En el acercamiento de las figuras C y D 

se muestra la diferencia de posición espacial de los residuos clave chaperona entre la MmNMNAT3 

y la LbNMNAT. 
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En la figura 7-5 se presenta de la comparación del modelo 3D de T. cruzi con relación a la 

HsNMNAT3 (A y B), con MmNMNAT3 (C y D) y con ambas proteínas y los sustratos ya 

mencionados (E). En ella, como fue el caso de la LbNMNAT, se puede visualizar que comparte las 

regiones características de las NMNATs (estructura super secundaria plegamiento tipo Rossmann). 

Se encuentra también una región adicional en el N-terminal antes de comenzar la estructura 

característica de las NMNATs. Tiene además otra región única cercana al C-terminal única de esta 

proteína (residuos) y que se pliega en una α-hélice. En cuanto a los aminoácidos explorados en este 

trabajo, podemos ver que la orientación espacial es casi la misma para el segundo par de aminoácidos 

(en MmNMNAT3 R205 y K206 y en TcNMNAT R255 y E256). Para el primer par, se observó una 

similar a la encontrada con LbNMNAT. Esto podría significar que la posible función chaperona de 

la TcNMNAT puede ser también similar a la de la MmNMNAT3. Con respecto a la orientación de 
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los residuos relacionados con actividad chaperona, los resultados coinciden con los mostrados en los 

alineamientos de secuencia primaria, ya que hay 2 residuos en común, los cuales muestran una 

orientación bastante similar. Los valores de RMSD son ligeramente mayores comparando con los 

obtenidos al alinear la LbNMNAT.  

 

Figura 7-5: Superposición de estructuras tridimensionales de la TcNMNAT y HsNMNAT3. A. 

Superposición con HsNMNAT3 empleando ChimeraX (RMSD = 1,604 Å) y B. PyMOL (RMSD = 

1,525 Å). C. Superposición con MmNMNAT3 empleando ChimeraX (RMSD = 1,006 Å) y D. 

PyMOL (RMSD = 1,4 Å) E. Alineamiento entre la TcNMNAT y la HsNMNAT3 y MmNMNAT3 

en simultáneo (RMSD = 1,225 Å). La TcNMNAT se encuentra en color azul claro o aguamarina. La 

HsNMNAT3 está en color blanco. En tonalidades verdes claras y oscuras se encuentra la región 

propuesta como chaperona del N-terminal. En morado oscuro se encuentra la región C-terminal 

propuesta como chaperona. En el acercamiento de las figuras C y D se muestra la diferencia de 

posición espacial de los residuos clave chaperona entre la MmNMNAT3 y la TcNMNAT. 
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Finalmente, en la figura 7-6 se presenta la comparación de la GiNMNAT con la HsNMNAT3 (A y 

B), con MmNMNAT3 (C y D), y con ambas proteínas y los sustratos NMN y un análogo del ATP 

(APG) (E). En la estructura se encontraron las características de la familia de las NMNATs que se 

mencionaron anteriormente. Adicional a esto, Se pudo observar que esta proteína tiene un loop en 

una de las regiones propuestas como chaperona. Aunque esta región sea distinta a la del resto de las 

NMNATs, es importante resaltar que los loops también pueden implicar que haya una funcionalidad 

extra de parte de la proteína, como por ejemplo con la TAPBPR, la cual tiene un loop que puede 

funcionar como chaperona del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC I) asi como un filtro 

de selectividad en la conformación del repertorio de epítopos peptídicos presentados (236). Otro 

aspecto para destacar es que para los modelos estructurales predichos por RobettaFold y CollabFold, 

este loop no está presente (Anexo A), mostrándose que este podría adquirir diferentes 

conformaciones. En cuanto a los residuos evaluados, se observa que estos si presentan diferencias 

en cuanto a naturaleza química, por lo que la actividad chaperona de esta proteína podría darse de 

un modo diferente al ya propuesto para las NMNATs. Sin embargo, la orientación de uno los 

residuos que comparte en común (R205 de MmNMAT3) es muy similar. Esto quiere decir que, 

aunque en el curso de la evolución hayan ocurrido mutaciones que hayan alterado la secuencia 

primaria de estas proteínas, su funcionamiento puede ser similar al del resto de las NMNATs y por 

lo tanto la GiNMNAT puede poseer una actividad chaperona. Esto está reforzado por el hecho de 

que ya se ha comprobado experimentalmente su actividad catalítica (237).  

 

Figura 7-6: Superposición de estructuras tridimensionales de la GiNMNAT, HsNMNAT3 y ambas 

en simultáneo. A. Superposición empleando ChimeraX (RMSD = 1.129 Å). B. Superposición 
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empleando PyMOL (RMSD = 1.452). C. Superposición con MmNMNAT3 empleando ChimeraX 

(RMSD = 1,059 Å) y D. PyMOL (RMSD = 1,674 Å). E. Alineamiento entre la GiNMNAT y la 

HsNMNAT3 y MmNMNAT3 en simultáneo (RMSD = 1,136 Å). La GiNMNAT se encuentra en 

color amarillo o arena. La HsNMNAT3 está en color blanco. En tonalidades verdes claras y oscuras 

se encuentra la región propuesta como chaperona del N-terminal. En morado oscuro se encuentra la 

región C-terminal propuesta como chaperona. En el acercamiento de las figuras C y D se muestra la 

diferencia de posición espacial de los residuos clave chaperona entre la MmNMNAT3 y la 

GiNMNAT. 
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Globalmente, según los resultados de la tabla 7-1, se logra observar que en la mayoría de los casos 

la predicción hecha por ChimeraX arrojaba un valor menor de RMSD que aquella hecha por PyMOL. 

Para las 3 proteínas hay una importante superposición en las regiones que se propusieron como 

región chaperona tanto en el N-Terminal como en el C-Terminal. Esto es muy relevante ya que se 

conoce que la actividad chaperona no está dada únicamente por la secuencia de una proteína, sino 

también por las conformaciones tridimensionales que esta adquiere para poder llevar a cabo uniones 

transitorias al blanco (238). Al realizar los alineamientos entre la LbNMNAT y las dos NMNATs 

chaperonas, se puede apreciar que el valor de RMSD es el menor comparado con los obtenidos para 

la TcNMNAT y para la GiNMNAT. Esto quiere decir que esta proteína presenta una mayor similitud 

de estructura con estas proteínas, resaltando aún más su potencial como proteína bifuncional.  

 

Tabla 7-1: Resultados de los alineamientos de estructura terciaria empleando ChimeraX y PyMOL.  

NMNAT  

parásito protozoo 

Valores RMSD (Å) 

HsNMNAT3 MmNMNAT3 
HsNMNAT3 y 

MmNMNAT3 

Chimera X PyMOL Chimera X PyMOL PyMOL 

LbNMNAT 1,022 1,155 0,944 1,155 1,005 

TcNMNAT 1,604 1,525 1,006 1,4 1,225 

GiNMNAT 1,129 1,452 1,059 1,674 1,136 

 

Finalmente, a pesar de las diferencias encontradas a nivel de estructura primaria entre las NMNATs 

de eucariotas superiores y las de parásitos protozoos, cabe destacar que a nivel de estructura terciaria 

comparten las características más importantes, asi como plegamientos que podrían ser claves para 

poder llevar a cabo una funcionalidad adicional como chaperona. Además, se pudo evidenciar que 

la LbNMNAT es la proteína entre los 3 modelos de estudio explorados que presenta mayor similitud, 

no sólo a nivel de secuencia primaria con NMNATs chaperonas y secuencias consenso de familias 

de chaperonas, sino también a nivel de estructura terciaria. De esta forma, se eligió como modelo 

experimental para la exploración de la actividad chaperona in vitro.  
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7.2 Exploración experimental de la actividad chaperona de la 

proteína recombinante 6xHisLbNMNAT 

7.2.1 Expresión y purificación de las proteínas recombinantes cuya 

actividad chaperona será evaluada 

7.2.1.1. Expresión y purificación de las NMNATs recombinantes 

Para poder evaluar la actividad chaperona de al menos una de las proteínas de parásitos protozoos, 

se realizó la expresión y purificación de la 6xHisLbNMNAT, aprovechando la previa 

implementación de estos protocolos (198). Para ello, y como fue expuesto en la sección 6.2.1.1., se 

empleó la cepa E. coli M15 ya transformada con el plásmido pQE30lbnmnat. Se corroboraron las 

condiciones de expresión previamente establecidas: medio LB suplementado con kanamicina y 

ampicilina, concentración de IPTG de 0.5mM, 25 °C, agitación de 140 rpm e inducción durante toda 

la noche. Se pudo observar que la inducción fue exitosa, dada por la aparición de la banda de peso 

de ~36 kDa (Figura 7-7, A). Las condiciones de expresión para uno de los controles positivos 

(NMNAT isoforma 3 de Homo sapiens, nombrada aquí como HsNMNAT3) son muy similares a las 

anteriormente mencionadas, pero se empleó la cepa E. coli BL21(DE3) transformada con el plásmido 

pQE30hsnmnat3. Por esta razón, la única condición que se empleó fue el uso de ampicilina. Para 

esta proteína también se logró observar una importante inducción, con una banda prominente en un 

peso ~29kDa (Figura 7-7, B). Debido a que era evidente la inducción para las proteínas bajo estas 

condiciones, se continuó con este protocolo.  

 

Figura 7-7: Evaluación de la expresión de las proteínas 6xHisLbNMNAT en E. coli M15 (~36kDa) 

(A), 6xHisHsNMNAT3 en E. coli BL21(DE3) (~29kDa) (B). SDS-PAGE 12% v/v, tinción- azul de 

Coomassie. NI: bacterias no inducidas. ON: Bacterias inducidas toda la noche. M: Marcador de 

peso molecular (Pierce™ Unstained Protein MW Marker, Thermo Scientific). La flecha rosada 

indica la banda del peso esperado para la 6xHisLbNMNAT. La flecha blanca indica la banda del 

peso esperado para la 6xHisHsNMNAT3. 
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Para obtener ambas proteínas purificadas, se siguió también un protocolo común previamente 

establecido para la lisis y purificación (198). En el caso de la lisis, se obtuvieron las fracciones 

solubles e insolubles a partir de la lisis química y mecánica de las células inducidas. En el caso de la 

6xHisLbNMNAT, esta se obtuvo en importante cantidad en la fracción insoluble, aunque siendo aún 

visible su presencia en la fracción soluble (Figura 7-8). En comparación, la HsNMNAT3 se 

encuentra en igual cantidad en ambas fracciones. Puede haber varias razones que expliquen lo 

sucedido para la 6xHisLbNMNAT. En primer lugar, en el largo periodo de expresión que se empleó, 

puede sintetizarse proteína en exceso. Debido a que esto puede ser tóxico para las células bacterianas, 

estas se ven forzadas a formar cuerpos de inclusión, uno de los problemas más comunes para la 

expresión en el citoplasma de E. coli (239).  Esta diferencia en la cantidad de proteína soluble puede 

ser dada por varios factores tales como: características estructurales inherentes a la proteína que se 

sobreexpresa o características propias del vector recombinante empleado y su conjunción con la cepa 

de expresión a utilizar.  

 

Figura 7-8: Evaluación de la solubilidad de las proteínas recombinantes 6xHisLbNMNAT (~36kDa, 

flechas naranjas) y 6xHisHsNMNAT3 (~29kDa, Flechas moradas). FI: Fracción insoluble. FS: 

Fracción Soluble. M: Marcador de peso molecular (Pierce™ Unstained Protein MW Marker, 

Thermo Scientific). SDS-PAGE 12% v/v, tinción azul de Coomassie. 
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El número de cisteínas que posee una proteína puede alterar su solubilidad al ser expresada en un 

sistema heterólogo, ya que la presencia de este residuo incrementa la posibilidad de acumulación en 

cuerpos de inclusión (240). La 6xHisLbNMNAT contiene 10 cisteínas en su secuencia, por lo que 

es muy probable que forme estas interacciones inespecíficas que favorezcan la formación de 

conformaciones no nativas de la proteína (239). Esto se comprueba empleando el predictor de 

solubilidad Protein-Sol (241),el cual arroja un valor calculado de 0.268. Este es 1.68 veces menor al 

promedio de solubilidad de proteínas en la base de datos (0.45), lo que coincide con el resultado 

experimental obtenido. En contraposición, la 6xHisHsNMNAT3 únicamente posee 3 cisteínas, por 

lo que la probabilidad de formar estas interacciones inespecíficas es más baja, favoreciendo asi su 

solubilidad. Esto se ve reflejado en un valor de solubilidad predicho de 0.553, superando tanto el 

valor de 6xHisLbNMNAT como el promedio (241).  

 

Con respecto al sistema de expresión (pQE30-M15), en un estudio de Trang et al. (2022), donde se 

evaluó la expresión recombinante de la eGFP en los modelos M15 y BL21 (DE3) transformados con 

los vectores pQE30 y pColdII, respectivamente, se observó que la producción de proteína 

recombinante total en M15 es muchísimo mayor a la de BL21(DE3), pero al comparar la cantidad 

de proteína soluble, esta era menor, coincidiendo con el resultado aquí obtenido (242). Esto puede 

estar relacionado con la presencia de un promotor fuerte (T5) en el vector pQE30, que induce una 

gran cantidad de proteína y es estable en el tiempo y esto puede generar un estrés metabólico en las 

células y por lo tanto dar la formación de cuerpos de inclusión (243). Además, este vector tiene un 

origen de replicación de alto número de copias. Eso refuerza que haya gran cantidad de plásmido, lo 
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cual también puede influir en la carga metabólica del sistema heterólogo (244). Con relación al 

tamaño, la 6xHisHsNMNAT3 (~29 kDa) y la 6xHisLbNMNAT (~36 kDa), son cercanas a los 

30kDa, por lo que su expresión no implicaría grandes diferencias en sistemas heterólogos 

procariotas, como E. coli (239).  

 

Teniendo esto en cuenta, para la expresión de la 6xHisLbNMNAT se propuso el uso cepas de 

expresión de E. coli que puedan favorecer el correcto plegamiento de la proteína en el citoplasma o 

inducir la expresión en el periplasma. En específico, se empleó la cepa SHuffle, la cual posee un 

supresor para dos reductasas (trxB y gor) y una isomerasa que forma puentes disulfuro (DsbC), con 

lo que se incrementaría la cantidad de proteína soluble (245). Estos resultados serán expuestos más 

adelante (sección 7.2.1.4). 

 

A partir de las fracciones solubles, se procedió a la purificación de las proteínas. En el caso de la 

6xHisLbNMNAT y la 6xHisHsNMNAT3, estas poseen la etiqueta de 6 histidinas, por lo que su 

purificación se realizó por IMAC (Figura 7-9, A y B). Esta estrategia fue exitosa ya que se logró 

obtener a las proteínas purificadas. Con relación a la cantidad de proteína purificada, la 

6xHisHsNMNAT3 mostró mayor rendimiento respecto a las demás proteínas (Tabla 7-2). Esto 

puede deberse a que la fracción soluble para la purificación contaba con mayor cantidad de proteína 

de partida (Figura 7-8, carril FS). Esto a su vez genera que haya más recombinante unida a la resina, 

y por lo tanto mayor cantidad de proteína purificada. Comparando con valores de purificación para 

las 3 isoformas humanas, es posible observar que el rendimiento para la 6xHisLbNMNAT (7 mg/L 

cultivo) es similar al previamente reportado de la HsNMNAT1 (6.5 mg/L cultivo) (246). Esto quiere 

decir que el rendimiento fue adecuado aun teniendo en cuenta que la mayoría de proteína expresada 

se obtuvo de manera insoluble. Además, este valor coincide con el hecho de que a nivel de secuencia 

primaria se encuentra mayor identidad con esta isoforma humana (198). Debido a que la 

6xHisLbNMNAT tiene más identidad con las NMNATs de S. cerevisiae, se compararon los valores 

de rendimiento con estas, encontrándose que su rendimiento fue mayor comparado con ambas 

isoformas (ScNMNAT1 0.9 mg/L cultivo; ScNMNAT2 3 mg/L cultivo) (247,248). Al predecir la 

solubilidad de estas proteínas empleando Protein-Sol, se obtienen valores de 0.40 y 0.43, 

respectivamente. Debido a que estos son ligeramente inferiores al promedio de 0.45, puede haber 

menos proteína soluble disponible y por lo tanto menos proteína purificada. Es importante recalcar 
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C 

en este punto que la técnica empleada para la purificación de las ScNMNAT1 y ScNMNAT2 fue 

distinta a la empleada en el presente trabajo y en los trabajos previos con las isoformas humanas. 

Las NMNATs de S. cerevisiae fueron purificadas por cromatografía de afinidad a colorante (dye-

ligand chromatography), mientras que las isoformas humanas mediante cromatografía de afinidad a 

metales inmovilizados (NiNTA) (246–248).  Es por ello por lo que los valores pueden ser diferentes. 

En cuanto a la 6xHisHsNMNAT3, esta tuvo un rendimiento excelente, con rendimientos mucho 

mayores (36.4 mg/L cultivo) a los reportados previamente (~16 mg/L cultivo) (246). Se destaca de 

este modo que los métodos de lisis y purificación empleados para esta proteína son altamente 

eficientes para su correcta obtención. 

 

Figura 7-9: Purificación parcial por IMAC de las NMNATs recombinantes. A. 6xHisLbNMNAT. 

B. 6xHisHsNMNAT3. C. Tabla de rendimiento de purificación para las NMNATs. C. Tabla de 

rendimiento de purificación para las dos proteínas recombinantes.  FS: Fracción soluble. NU: 

Proteínas no unidas a la resina. L (1-3): Lavados 1-3. E (1-4): Eluidos 1-4. SDS-PAGE 12% v/v, 

tinción azul de Coomassie. M: Marcador de peso molecular (Pierce™ Unstained Protein MW 

Marker, Thermo Scientific). 

 

 

El rendimiento de purificación también puede ser sujeto a variaciones por el tipo de resina empleada 

en la cromatografía de afinidad. En el presente trabajo se utilizó una resina de ion cobalto 

Proteína 
Concentración 

(mg/ml) 

Volumen 

(ml) 

Cantidad total 

de proteína 

(mg) 

Rendimiento 

(mg/g bact) 

Rendimiento 

(mg/L cultivo) 

6xHisLbNMNAT 0.236 3 0.7 2.1 7 

6xHisHsNMNAT3 1.82 1 1.82 5.51 36.4 
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inmovilizado, considerando la presencia de la etiqueta de histidinas en las proteínas recombinantes. 

Se ha evidenciado en resinas de agarosa-IDA similares a la empleada (IMAC Sepharose 6 Fast Flow) 

que la capacidad de unión dinámica es superior a aquellas de polimet-acrilato y UNOsphere, además 

de presentar una buena unión a las proteínas cuando están cargadas con iones metálicos como Co2+, 

Zn2+ y Cu2+ (249). Además, se ha evidenciado que las resinas de cobalto ofrecen una mayor 

selectividad, purificando la proteína recombinante en su mayoría y en menor proporción proteínas 

contaminantes del sistema heterólogo (250). Con respecto a la presencia de proteínas contaminantes, 

se puede observar en ambas proteínas purificadas por IMAC una banda en un peso cercano a los 

66.2kDa (Figura 7-9, A y B). Esta banda puede corresponder a la Glucosamina-6-fosfato sintasa 

(GlmS), la cual es una proteína ya caracterizada como contaminante de este tipo de cromatografía, 

ya que posee una interfaz de dimerización donde forma un clúster de 6 histidinas (251). Para la 

purificación de la 6xHisLbNMNAT, se puede observar otra banda a 42.3 kDa, que podría 

corresponder a la acetil ornitinasa (ArgE), la cual también se ha asociado como contaminante en este 

tipo de purificaciones (251). Cabe aclarar en este punto, que hasta el momento no se ha reportado 

que estas proteínas posean actividad chaperona, por lo que no presentaban una amenaza a los 

resultados de los ensayos posteriormente realizados.  

7.2.1.2. Evaluación de la purificación de la 6xHisLbNMNAT a partir de los cuerpos de inclusión 

 

Con el fin de optimizar el proceso de purificación, especialmente el de la 6xHisLbNMNAT, se 

propuso evaluar la purificación de esta proteína bajo condiciones denaturantes. Se conoce que la 

purificación por medio de IMAC también se puede dar de este modo al ser la unión de la proteína 

por medio de la posición espacial de los átomos de la etiqueta (252). De esta manera, se pensó que 

el rendimiento de proteína purificada podría aumentar al utilizar este protocolo y así obtener mayor 

cantidad.  

 

Para esta purificación se llevó a cabo en primer lugar la extracción de proteína proveniente de los 

cuerpos de inclusión. Como mencionado anteriormente, los cuerpos de inclusión son una respuesta 

celular ante el exceso de producción de una proteína exógena que pueda alterar el metabolismo 

interno bacteriano (253). De esta manera, primero se utiliza varias veces un buffer con Triton X-100 

y urea, el cual removió la membrana y pared celular de la bacteria, para asi obtener un pellet 

compuesto en su mayoría por la proteína recombinante (214). Este será lavado luego con el mismo 

buffer, pero sin los agentes denaturantes para remover el exceso de estos. Posteriormente, al 
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solubilizar con urea o cloruro de guanidinio, la proteína quedará de nuevo en la fracción soluble y 

podrá ser el punto de partida para el IMAC. Como se mencionó anteriormente, las proteínas pueden 

adquirir su estructura nativa de vuelta si tienen las condiciones extrínsecas favorables. Esto es lo que 

se debería lograr al ir disminuyendo progresivamente el agente desnaturalizante. Para el presente 

estudio se emplearon dos agentes caotrópicos: cloruro de guanidinio y urea. Ambos rompen los 

enlaces no covalentes que dan la estructura terciaria a una proteína (254). De este modo, como se 

puede visualizar en la figura 7-10, el cloruro de guanidinio logró solubilizar mejor a las proteínas 

que habían quedado en el sobrenadante, lo cual coincide con resultados previamente encontrados en 

los que este agente logra solubilizar mayor cantidad de proteína que la urea (254). A pesar de haber 

logrado solubilizar una parte importante de la proteína, esta no logró unirse a la resina, como 

podemos observar en la figura 7-10, A. Esto pudo deberse a la alta concentración de cloruro de 

guanidinio, por lo que se podría realizar una diálisis previa a la interacción con la resina. Asimismo, 

una segunda razón puede ser la utilización de una concentración importante del agente reductor (5 

mM DTT), el cual puede reducir al ion acoplado a la resina, lo que puede disminuir la capacidad de 

unión, favoreciendo que la proteína no sea retenida. Esto se ve incrementado al tener como ligando 

quelante al ácido iminodiacético (IDA, por sus siglas en inglés), el cual presenta tres valencias para 

interactuar con el ion cobalto, por lo que es menos fuerte el acoplamiento, comparando con un 

ligando como el ácido nitrilotriacético (NTA, por sus siglas en inglés) (255). 

 

Figura 7-10: Evaluación de la purificación de la 6xHisLbNMNAT a partir de los cuerpos de 

inclusión. A. Extracción con agente denaturante cloruro de guanidinio (8 M). B. Extracción con 

agente denaturante urea (6 M). P3: pellet después de homogenización con buffer de extracción. S3: 

sobrenadante después de homogenización con buffer de extracción. NU: Proteínas no unidas a la 

resina de IMAC. L1-8: Lavados del proceso de purificación. Los corchetes simbolizan los lavados 

con disminución de agente desnaturalizante (GndHCl- cloruro de guanidinio, UREA- urea), o el 

proceso de IMAC empleando el gradiente de imidazol (10mM – 300 mM). M: Marcador de peso 

molecular (Pierce™ Unstained Protein MW Marker, Thermo Scientific). SDS-PAGE 12% v/v, 

tinción azul de Coomassie 
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7.2.1.2. Evaluación de la solubilidad de la 6xHisLbNMNAT 

Con el fin de mejorar la solubilidad de la proteína, se evaluó la lisis y purificación de las E. coli M15 

a 2 valores distintos de pH, para verificar el adecuado. Según estudios previos realizados sobre la 

LbNMNAT en promastigotes, se ha encontrado que su punto isoeléctrico estaba hacia valores de pH 

ácidos (213). Eso coincide con la predicción hecha por medio del software ProtParam (256), el cual 

arroja un valor de 5.41. De este modo, a partir de pellets celulares obtenidos mediante la inducción 

tal y como fue expuesta previamente, se exploró si un menor pH mejoraba la solubilidad de la 

proteína. La composición de los buffers de lisis y purificación no cambió, únicamente el pH al que 

fueron ajustados (figura 7-11).  

 

Figura 7-11: Evaluación de la solubilidad de la 6xHisLbNMNAT ante dos condiciones distintas de 

pH. A. Lisis y purificación a un buffer de pH 7. B. Lisis y purificación a un buffer de pH 8. M: 

Marcador de peso molecular (Pierce™ Unstained Protein MW Marker, Thermo Scientific). FS: 

Fracción soluble. FI: Fracción insoluble. NU: Proteínas no unidas a la resina. L (1-3): Lavados 1-3. 

E (1-2): Eluidos 1-2. Las flechas indican la banda del peso esperado (~36 kDa). SDS-PAGE 12% 

v/v, tinción azul de Coomassie. 
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De este modo, se observó que variaciones en el pH del buffer de lisis no incrementan la solubilidad 

de la proteína recombinante. Debido a que la proteína puede venir ya desnaturalizada desde los 

cuerpos de inclusión dado el tiempo de inducción, es muy probable que no haya cambiado su 

conformación con el cambio de pH. Sin embargo, se puede observar que la proteína eluyó previo a 

lo esperado (lavados 2 y 3). Esto podría estar relacionado a una unión más débil de la proteína a la 

resina, dado posiblemente por fuga de iones de cobalto, lo que limita la retención (257). Por otro 

lado, al usar los buffers en pH 7, puede que algunas histidinas de la etiqueta estén reducidas, dado 

que el punto isoeléctrico de este aminoácido es de 7.6. Esto puede causar que no se formen las 

interacciones coordinadas con los iones divalentes y por lo tanto la unión sea más débil (258). No 

obstante, en los dos pHs evaluados la proteína eluyó en los lavados. En términos generales, 

modificaciones del pH del buffer de lisis no contribuye a la eficiente purificación de la proteína.  

7.2.1.4. Evaluación de la expresión y purificación de la proteína recombinante 6xHisLbNMNAT 

en la cepa de E. coli SHuffle 

Teniendo esto en cuenta, para la expresión de la 6xHisLbNMNAT se propuso el uso cepas de 

expresión de E. coli que puedan favorecer el correcto plegamiento de la proteína en el citoplasma o 

inducir la expresión en el periplasma. En específico, se empleó la cepa SHuffle, la cual posee un 

supresor para dos reductasas (trxB y gor) y una isomerasa que forma puentes disulfuro (DsbC), con 

lo que se incrementaría la cantidad de proteína soluble (245). De esta manera, se realizó la 

transformación del plásmido pQE30-lbmnnat por choque térmico a esta cepa. Esta transformación 

luego fue evaluada mediante cinética de expresión a distintas horas (2 y 4 horas y durante toda la 

noche). Se pudo observar que para todas las cepas la inducción fue exitosa y que desde las 4 horas 

de inducción hubo expresión de la proteína recombinante (Figura 7-12). En un estudio previamente 

realizado con una proteína de Pseudomonas aeruginosa evaluando la diferencia entre SHuffle y 

BL21(DE3), se encontró que, en una inducción de 6 horas, la actividad específica se incrementaba 

cuando se empleaba SHuffle (259). De este modo, aunque la expresión de proteína sea menor con 
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relación a M15, es posible que para la célula bacteriana esta condición favorezca mantener soluble 

a la 6xHisLbNMNAT. Adicionalmente, para optimizar la expresión se pueden modificar los 

componentes del medio básico para asegurar la concentración óptima de nutrientes, suplementando 

con más extracto de levadura y triptona, asi como manteniendo el pH de 8, y esto a su vez ayuda a 

obtener una mayor cantidad de biomasa celular (260).  

Figura 7-12: Evaluación de la cinética de expresión de la 6xHisLbNMNAT en 4 colonias (Col.) 

transformadas de la cepa SHuffle de E. coli. NI: bacterias no inducidas. 2H: Bacterias inducidas 2 

horas.4H: Bacterias inducidas por 4 horas. ON: Bacterias inducidas toda la noche. M: Marcador de 

peso molecular (Pierce™ Unstained Protein MW Marker, Thermo Scientific). Las flechas indican la 

banda del peso esperado (~36 kDa). SDS-PAGE 12% v/v, tinción- azul de Coomassie 

 

 

Con el pellet bacteriano recolectado, se realizó el protocolo de lisis del mismo modo que con la cepa 

M15. Al observar el perfil proteico, se puede aún notar que hay una presencia mayoritaria de la 

proteína en la fracción insoluble para todos los clones (figura 7-13, A). Es posible que haya diferentes 

parámetros que puedan ser evaluados con esta cepa para incrementar la solubilidad, como disminuir 

el tiempo de inducción, la concentración de inductor o disminuir los tiempos de sonicación. A partir 

de la fracción soluble se evaluó la purificación empleando la misma metodología que con E. coli 

M15. Como se aprecia en la figura 7-13, el clon 4.1 mostró un buen proceso de purificación, 

obteniéndose la proteína purificada, tanto en los lavados como en los eluidos. Esto demuestra que, 

aunque la proteína recombinante siga siendo bastante insoluble en la cepa SHuffle, se logra obtener 

a la proteína soluble.  
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Figura 7-13: Evaluación de la solubilidad y purificación de la 6xHisLbNMNAT a partir de su 

expresión en la cepa de E. coli SHuffle. A. Evaluación de las fracciones obtenidas a partir de la lisis 

celular. B. Purificación por medio de IMAC, empleando las fracciones solubles obtenidas a partir de 

2 clones distintos de SHuflle. C. Tabla de rendimiento de la obtención de la 6xHisLbNMNAT con 

cepa SHuffle. FS: Fracción soluble. FI: Fracción insoluble. NU: Proteínas no unidas a la resina. L 

(1-3): Lavados 1-3. E (1-2): Eluidos 1-2. M: Marcador de peso molecular (Pierce™ Unstained 

Protein MW Marker, Thermo Scientific). Las flechas azules indican la banda del peso esperado (~36 

kDa). SDS-PAGE 12% v/v, tinción azul de Coomassie. 

 

 

Al evaluar el rendimiento obtenido en SHuffle (figura 7-13, C), podemos ver que fue ligeramente 

superior al obtenido en M15 (Figura 7-9, C). Al comparar estos resultados con la literatura, esto 

coincide con otra proteína, L-asparaginasa de E. coli, la cual en dos estudios distintos fue expresada 

empleando las cepas m15 y SHuffle, siendo en ambos casos mejor que BL21(DE3), pero la actividad 

específica era mayor en la proteína expresada en M15(261,262) . Cabe aclarar que las condiciones 

empleadas en cada estudio fueron distintas. De esta manera, se podrían explorar a futuro las 

condiciones óptimas de expresión en SHuffle para asi mejorar más la solubilidad de la 

6xHisLbNMNAT. 

7.2.1.5. Transformación, expresión y purificación parcial de la chaperona GroEL 

Proteína 
Concentración 

(mg/ml) 

Volumen 

(ml) 

Cantidad total 

de proteína 

(mg) 

Rendimiento 

(mg/g bact) 

Rendimiento 

(mg/L cultivo) 

6xHisLbNMNAT 0.147 5.2 0.764 0.99 7.64 
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Para lograr obtener la chaperona canónica, se realizó la transformación por choque térmico del 

plásmido pGro7 en la cepa TOP10 y luego se evaluó la identidad del plásmido empleando la enzima 

de restricción BamHI. En este caso, según lo predicho por el software NEBCutter 

(https://nc2.neb.com/NEBcutter2/), se predijeron 2 fragmentos resultantes de 3520 y 1947 pares de 

bases. Mediante gel de agarosa se pudo corroborar que efectivamente los fragmentos resultantes 

coinciden con los predichos (Figura 7-14). 

 

Figura 7-14: Determinación de la identidad del plásmido pGro7 mediante digestión enzimática.  A. 

Predicción del corte realizado por BamHI al plásmido en cuestión. B. Digestión del plásmido 

extraído a partir de las cepas TOP10 y DH5α. Gel de agarosa 0.8% [p/v] – TBE 0.5X. Tinción con 

bromuro de etidio. C4: colonia 4. C5: colonia 5. C8: colonia 8. M: Marcador de peso molecular 

(GeneRuler 1 kb DNA Ladder, Thermo Scientific). 

 

 

A partir de este plásmido se llevó a cabo la transformación de la cepa BL21(DE3) y se seleccionaron 

2 colonias para realizar la evaluación de la cinética de expresión. De esta manera, se puede visualizar 

en la figura 7-15, que una de las colonias (colonia 5) si logró expresar la proteína desde las 2 horas 

de inducción mientras que la otra no.  
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Figura 7-15: Evaluación de la cinética de expresión de GroEL en BL21(DE3). (A) Expresión en 

colonia 3. (B) Expresión en colonia 5. M: Marcador de peso molecular. NI: células no inducidas. 

2H: células inducidas por 2 horas. 4H: células inducidas 4 horas. ON: células inducidas durante 

toda la noche. FI: Fracción insoluble. FS: Fracción Soluble. SDS-PAGE 12% v/v, tinción azul de 

Coomassie. Flecha azul indica la banda correspondiente al peso de GroEL (~59kDa). 

 

Se notó que, a diferencia de las NMNATs, para la chaperona canónica de E. coli GroEL (~58kDa), 

únicamente fue necesaria la inducción por 2 horas para obtener una cantidad suficiente y en su 

mayoría soluble, ya que la cantidad de proteína sintetizada se mantiene. Esto se confirma con otros 

estudios, donde se ha realizado la inducción de esta proteína por máximo 5 ó 6 horas (263). Además, 

a pesar de ser una proteína en sobreexpresión, esta es favorecida en la célula, ya que es una proteína 

constituyente y su expresión es esencial para el crecimiento bacteriano (264). Al realizar la lisis 

celular, es evidente que la GroEL al ser una chaperona molecular, conserva su solubilidad a pesar 

del proceso de lisis bacteriana, por lo que la gran mayoría de la proteína sintetizada permaneció en 

la fracción soluble (Figura 7-16). Al comparar esto con el resultado predicho bioinformáticamente, 

por medio del software ProteinSol, donde el índice de solubilidad es de 0.710, valor muy superior al 

de la media de proteínas en la base de datos. Esto es un aspecto para resaltar ya que muchas proteínas 

sobreexpresadas, como es el caso de la LbNMNAT, tienden a ser almacenadas por las bacterias 

como cuerpos de inclusión. Empleando esta fracción soluble, se realizó la purificación de GroEL 

por medio de la cromatografía de intercambio iónico, empleando una resina de intercambio aniónico 

aprovechando el bajo punto isoeléctrico (pI=4.7) de la GroEL (265), evidenciándose que hacia los 

eluidos 2 a 4), es decir cuando la concentración de NaCl es de 300 y 600 mM, es cuando se obtiene 

una cantidad importante de esta proteína. Además, al hacer un paso intermedio entre 400 y 500 mM, 

y se obtuvo la proteína en un grado un poco más purificado. Es relevante notar que, aunque hay 

presencia de otras proteínas en la muestra, la mayor cantidad de esta es constituida por GroEL. El 
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A 

rendimiento de la proteína se calculó con base en las cantidades obtenidas (Figura 7-16, B). Además, 

se realizó un cálculo de la pureza por método densitométrico, empleando el gel mostrado en la figura 

7-16 (A) y el software GelAnalyzer 19.1(www.gelanalyzer.com). Allí, se calculó que la pureza para 

el eluido 2.5 era de 92% y en promedio para todos los eluidos fue de 87%.  

 

Figura 7-16: Evaluación de obtención de GroEL a partir de la cepa BL21(DE3). A. Evaluación de 

la solubilidad de GroEL y purificación parcial por medio de IEC. B. Rendimiento de purificación 

parcial de GroEL. FS: Fracción soluble. FI: Fracción insoluble. NU: Proteínas no unidas a la resina. 

L (1-3): Lavados 1-3. E (1-4): Eluidos 1-2. M: Marcador de peso molecular (Pierce™ Unstained 

Protein MW Marker, Thermo Scientific). Las flechas azules indican la banda del peso esperado (~59 

kDa). SDS-PAGE 12% v/v, tinción azul de Coomassie. 

 

 

 

Como se puede evidenciar en la tabla 7-2, se obtuvo un rendimiento de 30 mg/L cultivo. Este 

rendimiento es suficiente para llevar a cabo los experimentos con esta proteína. Comparando con 

literatura, el rendimiento fue menor, ya que se pueden obtener hasta 100 mg/L cultivo (263). No 

obstante, es relevante tener en cuenta que las condiciones en que se produjo este valor fueron 

distintas a las empleadas en el presente trabajo (plásmido, cepa de E. coli empleada, tiempo de 

inducción, buffer y método de lisis y resina de purificación). De esta manera, quedó disponible para 

Proteína 
Concentración 

(mg/ml) 

Volumen 

(ml) 

Cantidad total 

de proteína (mg) 

Rendimiento 

(mg/g bacteria) 

Rendimiento 

(mg/L cultivo) 

GroEL  0.3 5 1.5 3.19 30 

http://www.gelanalyzer.com/


Resultados y discusión 91 

 

ser utilizada como control positivo de los ensayos de actividad chaperona. Esta proteína presenta 

ventajas sobre otros sistemas de chaperonas disponibles debido a que la GroEL puede ejercer 

actividad tipo holdasa y foldasa, y esta última de una manera independiente a su cochaperona 

(GroES) y al ATP (266). Es por esta razón que se decidió no purificar a la cochaperona GroES, ya 

que no era necesaria para la utilización de GroEL como control positivo. Esta independencia se 

evidenció en el estudio de Hristozova et al. (222) (base para los ensayos foldasa hechos en el presente 

estudio), donde se empleaba a esa proteína en ausencia de ATP, a diferencia de la Hsp70 y la Hsp90 

y esta mostró actividad foldasa. Esto confiere una ventaja para su utilización ya que puede ser 

empleada para ambos tipos de ensayo de actividad chaperona.  

7.2.2 Ensayos de actividad chaperona 

Existen diferentes enzimas que se han establecido como modelo para cuantificar la actividad 

chaperona, tales como citrato sintasa, malato deshidrogenasa, alcohol deshidrogenasa, rodanasa e 

incluso la proteína verde fluorescente (GFP, por sus siglas en inglés) (267,268). La mayoría de estos 

métodos se basan en medir la agregación de las proteínas, o de cuantificar los cambios en su actividad 

enzimática dado un estrés particular (267). Para el caso de la GFP, esta tiene una desnaturalización 

ácida posterior a la cual se cuantifica su fluorescencia para saber si aún conserva su conformación 

nativa (269). En el presente estudio se realizó este estudio empleando a la citrato sintasa, dado que 

ya había sido utilizada en los estudios donde se cuantificó la actividad chaperona de las NMNATs 

(270). Además, la CS permite cuantificar tanto la actividad holdasa como foldasa (221).  

7.2.2.1. Ensayos de actividad holdasa 

 

A partir de las proteínas ya purificadas, se procedió a hacer los distintos ensayos para explorar la 

actividad chaperona, en particular de la 6xHisLbNMNAT. Por esto, se realizaron los ensayos de 

agregación, para comprobar si la proteína tenía actividad tipo holdasa. En primer lugar, se realizaron 

las curvas de agregación con la CS en ausencia de chaperonas, para obtener el 100% de agregación 

(Figura 7-17, A). Al tener esto, se procedió a incorporar las chaperonas y el candidato. Se puede 

notar una diferencia significativa entre el porcentaje final de agregación de la CS sin suplementación 

de chaperonas/candidato, y aquella suplementada (Figura 7-17, -B). Con este resultado, es posible 

afirmar que se comprueba a nivel in vitro la actividad de chaperona tipo holdasa de la 

6xHisLbNMNAT. Aunque esta actividad sea menor comparada con la chaperona canónica (GroEL) 
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y la 6xHisHsNMNAT3 bajo las condiciones evaluadas, es aún significativa con respecto a la CS sola 

(p <0,0001). Esta menor capacidad chaperona puede deberse a que se ha evidenciado en estudios 

previos que la 6xHisLbNMNAT interactúa con chaperonas canónicas, particularmente Hsp90, por 

lo que la ausencia de esta última puede disminuir la eficiencia de esta actividad (271). Esto mismo 

se ha observado con la HsNMNAT2, la cual se asocia con la Hsp90 en neuronas para poder replegar 

agregados proteicos (272).  

 

Figura 7-17: Evaluación de la actividad chaperona tipo holdasa de la 6xHisLbNMNAT 

(LbNMNAT). A. Porcentaje de agregación final de la Citrato Sintasa (CS) en ausencia y presencia 

de chaperonas moleculares (GroEL y 6xHisHsNMNAT3, controles positivos), lisozima (control 

negativo) o 6xHisLbNMNAT. B. Cinética de agregación de la CS en ausencia y presencia de la 

6xHisLbNMNAT. 

 

 

Gráficos realizados con el software GraphPad Prism. 

 

En el caso de la GroEL, se evidenció la mayor disminución de la agregación final de la CS, 

demostrando su actividad de chaperona canónica. Esta evidente interacción puede ser debido a que 

la CS es uno de los sustratos que asiste el sistema de GroEL/ES de manera in vivo (273). Esto quiere 

decir que es muy probable que la chaperona esté ejerciendo su función como lo hace dentro de la 

célula, ya que ambas poseen la misma ubicación subcelular. Para la 6xHisHsNMNAT3, esta mostró 

también una disminución significativa de la agregación, comprobándose asi lo obtenido por Zhai et 

al. (228). Sin embargo, la disminución de la agregación aquí reportada es mayor (en promedio 

40.2%) que aquella reportada anteriormente (~25%) para la concentración de proteína empleada 
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(0.25 μM). Esto puede ser debido a que, según se indica en el artículo, la concentración de CS 

empleada fue de 1 μM, por lo que la relación de chaperona:CS sería de 0.25:1. Por otro lado, en el 

presente estudio se empleó una relación equimolar (1:1) para estos ensayos. Esto quiere decir que 

habría mayor cantidad de moléculas de HsNMNAT3 disponibles para prevenir la agregación de CS. 

 

7.2.2.2. Ensayo de actividad foldasa 

En segundo lugar, se realizó la evaluación de la actividad foldasa de la 6xHisLbNMNAT 

cuantificando la actividad de la CS antes, durante y después al estrés térmico, basándose en 

metodologías previamente establecidas (221,222). Para ello, primero se evaluó la inactivación de la 

proteína a lo largo de una hora de incubación a 43 °C, en la cual se observó disminución de la 

actividad (Figura 7-18, A). También es importante aclarar que la proteína no logró en forma 

autónoma recuperar su actividad a pesar de ser incubada a una temperatura inferior (30 °C), por lo 

que se estableció que el ensayo puede ser utilizado para observar la posible actividad chaperona de 

la 6xHisLbNMNAT.  

 

Figura 7-18: Evaluación de la actividad foldasa de la 6xHisLbNMNAT. A. Inactivación por 

calentamiento de la Citrato Sintasa (CS). B. Estimación de la actividad foldasa por ensayos de 

reactivación de CS en ausencia y presencia de chaperonas moleculares (GroEL y 6xHisHsNMNAT3, 

controles positivos), lisozima, ovoalbúmina (control negativo) o 6xHisLbNMNAT (relación 

chaperona:CS 1:1). 

             

Gráficos realizados con el software GraphPad Prism. 
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Cómo puede observarse en la figura 7-18 (B), tanto la proteína chaperona canónica GroEL asi como 

la 6xHisHsNMNAT3 mostraron una recuperación de la actividad para la CS posterior al estrés. La 

actividad de la CS en presencia de estas proteínas con respecto al control en ausencia de estas es 

significativamente diferente (P < 0.05). Este resultado también es evidente para las demás 

chaperonas, teniendo en cuenta que la relación de la concentración chaperona:CS fue de 1:1, ya que 

normalmente se emplean proporciones mucho mayores para garantizar la evidencia de actividad 

chaperona (222,227). Aunque se puede visualizar que la 6xHisLbNMNAT logra preservar la 

actividad de la CS a pesar del estrés térmico y se nota la diferencia entre el porcentaje actividad 

relativo entre esta muestra y la de CS en ausencia de proteínas, no se hallaron diferencias 

significativas entre las medidas a 60 minutos de estrés y posterior al este. Por esta razón, se sugiere 

realizar una mayor cantidad de réplicas para verificar la significancia estadística. Otra posibilidad es 

que la LbNMNAT presente únicamente actividad holdasa debido a que debe asociarse con otra 

chaperona para poder llevar a cabo la función de foldasa y de este modo formar un sistema de 

chaperonas, como se ha visto previamente con la NMNAT2 de Homo sapiens, la cual se asocia como 

cochaperona con la Hsp90 y se activa para ejercer función de foldasa (272). Como fue comprobado 

previamente en nuestro laboratorio, la NMNAT endógena de L. braziliensis posee interacciones con 

proteínas asociadas con el plegamiento proteico, tales como Hsp60, Hsp70 citoplasmática y 

mitocondrial y Hsp40 (271). Por esta razón, es posible que la proteína requiera la interacción con 

alguna o todas estas chaperonas para poder activarse y llevar a cabo una función foldasa. Es 

importante anotar que se demostró la actividad chaperona foldasa en las NMNATs humanas, 

empleando el ensayo de CS, la cual no había sido previamente reportada. Esto refleja la 

bifuncionalidad de estas proteínas. La actividad foldasa de la 6xHisHsNMNAT3 podría estar 

aumentada en este caso dado que la ubicación subcelular de esta y de la CS es en la mitocondria, por 

lo que esta proteína podría ser uno de los sustratos para su actividad chaperona en el contexto celular 

(274,275).  

 

Aunque normalmente se suplementa el ensayo de GroEL con ATP y su cochaperona GroES, se 

conoce que la adición de estos dos no es completamente necesaria para función foldasa de la GroEL, 

sino que regulan su actividad y afinidad por las proteínas cliente en el contexto celular (266,276). 

En este primer acercamiento no se utilizó el ATP en el ensayo foldasa, debido a que se ha reportado 

que, para las NMNATs, la presencia de ATP puede inhibir su actividad chaperona (227). Al poseer 
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tanto la LbNMNAT como la HsNMNAT3 similitud con la MmNMNAT3, se quiso explorar primero 

comprobar con la actividad chaperona antes de evaluar el efecto del ATP en esta.   

 

7.3 Implementación de aptámeros para el reconocimiento de por 

lo menos una de las NMNATs estudiadas 

Los aptámeros han ganado una gran relevancia en el campo biotecnológico gracias a su capacidad 

de reconocer con alta especificidad y afinidad una especie química en particular. De este modo, el 

método más popular para desarrollar esta herramienta es conocida como Evolución Sistemática de 

Ligandos por Enriquecimiento Exponencial (SELEX) (277). Este consiste en rondas reiteradas 

donde se incuba una librería de oligonucleótidos contra una especie química blanco, para luego eluir 

aquellos que se unieron y amplificarlos por medio de PCR. Los amplificados son luego utilizados 

como punto de partida para repetir el proceso (277). Después de varias rondas, se realizan controles 

para detectar aquellas cadenas que se unieron específicamente. A partir de la secuencia, estos pueden 

ser sintetizados con gran facilidad y ser empleados en una gran diversidad de aplicaciones, 

especialmente biotecnológicas. En el presente trabajo se implementaron las primeras etapas de este 

proceso para obtener una herramienta de reconocimiento. 

 

7.3.1 Anclaje de la proteína blanco y evaluación de la librería 

En primer lugar, era necesario activar la proteína blanco que será empleada en el protocolo SELEX, 

para realizar y establecer las condiciones óptimas de las rondas de selección de los aptámeros. En 

este estudio, se realizó la fase de implementación de la técnica SELEX utilizando la 

6xHisHsNMNAT3, debido a su facilidad de obtención, ya que este procedimiento requiere 

cantidades considerables de proteína.  

Se estandarizaron las condiciones de unión de la 6xHisHsNMNAT3 a perlas magnéticas de agarosa-

NTA cargadas con Níquel empleando la etiqueta de histidinas que posee la recombinante. Para ello, 

se realizó el protocolo de purificación incluido en el manual del fabricante de las perlas magnéticas. 

En este, las perlas una vez equilibradas, como descrito en la sección 6.3.1, se incuban con la proteína 

purificada. Para la unión, se evaluaron 3 tiempos distintos: 2 horas, 4 horas y toda la noche. Como 
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se puede observar en la figura 7-19, en todas las condiciones evaluadas, el anclaje de la proteína se 

verificó. Los lavados de la resina no afectaron la unión de la proteína a las perlas. Se observó que no 

toda la proteína fue anclada a la matriz de inmovilización. La proteína finalmente se eluyó, como era 

de esperar, en los primeros eluidos.  

 

 

Figura 7-19: . Evaluación del anclaje de la 6xHisHsNMNAT3 a las perlas magnéticas con distintos 

tiempos de interacción. A. interacción durante 2 horas. B. Interacción por 4 horas. C. Interacción 

durante toda la noche (~16 horas). FS: Fracción soluble. NU: Proteínas no unidas a la resina. L (1-

3): Lavados 1-3. E (1-3): Eluidos 1-3. W: Lavado final com buffer de elución. M: Marcador de peso 

molecular (Pierce™ Unstained Protein MW Marker, Thermo Scientific). SDS-PAGE 12% [v/v], 

tinción azul de Coomassie. 

 

 

La unión y elución exitosa de la proteína blanco es relevante ya que para las rondas de selección es 

importante que permanezca unida a las perlas y asi evitar la unión inespecífica de aptámeros a estas 

últimas. Según el manual del fabricante, aunque se establezca una capacidad de unión máxima, es 

posible que este valor varíe según factores como temperatura, volumen de la muestra y concentración 

de la proteína recombinante. De este modo, las capacidades de trabajo que se alcanzan cuando se 
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emplea una fracción de proteína con concentración de 2 mg/mL es de 40 mg/mL, y 50 mg/mL para 

una interacción de 2 horas o durante toda la noche a 4 °C. Se tomaron en cuenta estos valores, y se 

utilizó una menor cantidad de proteína para alcanzar esta capacidad de carga (0.18 mg para 10 μL, 

cuando se alcanzaría la capacidad máxima con 0.4-0.5 mg) con el fin de asegurar la unión en su 

totalidad. Aunque se visualizó proteína en la fracción no unida, con lavados subsecuentes, esta 

permanecía unida. Únicamente se eluyó en el momento en que la cantidad de imidazol presente en 

el buffer aumentó. Una posibilidad es que la muestra contuviese proteína desnaturalizada que no 

exponía la etiqueta de histidinas y no haya podido unirse correctamente a la matriz de inmovilización 

y por ello permaneció en la fracción de no unidas. Sin embargo, aquellas proteínas que logren unirse 

a las perlas mantienen su interacción incluso durante toda la noche. Con esto en mente y por facilidad 

logística para llevar a cabo las rondas de selección, se eligió una interacción entre proteína y perlas 

magnéticas de toda la noche a 4 °C.  

 

Una vez obtenida la 6xHisHsNMNAT3 unida a la matriz de inmovilización, se procedió a realizar 

la evaluación de la librería. Para ello, se realizó la amplificación de un fragmento de 76 nucleótidos, 

empleando las condiciones de PCRs como señala el fabricante, y adicionalmente, siguiendo las 

condiciones usadas normalmente en el laboratorio, las cuales se expusieron en la sección 6.3.2. Esto 

último con el fin de optimizar el uso de los recursos (primers, dNTPs). Como se puede observar en 

la figura 7-20 (A), empleando las condiciones del fabricante, fue posible obtener un amplificado del 

peso esperado (76 nt, figura 7-20, A). De otro lado, con las concentraciones utilizadas en el 

laboratorio no se produjo amplificación (Figura 7-20, A). Adicionalmente, para tener una mejor 

resolución de los amplificados de bajo peso molecular, se implementó el uso de geles Urea PAGE 

(U-PAGE) (224). 

 

Figura 7-20: Evaluación de las condiciones de amplificación de la librería de aptámeros. Del kit 

XELEX (EurX). A. Amplificación por PCR convencionales empleando concentraciones sugeridas 

por el fabricante. B. Amplificación por PCR convencional empleando concentraciones previamente 

establecidas en el laboratorio. M: Marcador de peso molecular (GeneRuler 100 bp DNA Ladder, 

Thermoscientific). (-): control negativo, H2O. Amp: Amplificado a partir de la librería. Lib: Librería 

inicial sin amplificar. Gel de agarosa 3% [p/v] en TBE 0.5X. Tinción con bromuro de etidio. 
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De esta forma, las condiciones estandarizadas para la amplificación permitieron monitorear cada 

ronda y obtener el material suficiente para continuar con el proceso de selección.  

 

7.3.2 Selección de aptámeros afines a la proteína blanco utilizando 

metodología SELEX 

7.3.2.1.  Ciclos de selección de aptámeros afines a la 6xHisHsNMNAT3 

 

Habiendo establecido las condiciones de amplificación, se realizó la primera ronda de selección. 

Para ello, a la proteína inmovilizada 6xHisHsNMNAT3 se añadió la librería de acuerdo con las 

condiciones expuestas en la sección 6.3.2.1. Al evaluar la presencia de aptámeros en las diferentes 

fracciones mediante PCR (Figura 7-21), se logró obtener amplificado a partir del eluido (Amp), al 

contrastarlo con la muestra previa a la amplificación (Sin amp). Esto corresponde a aptámeros que 

fueron asociados a la proteína, que se liberaron posteriormente y con los cuales se procedió a la 

siguiente ronda. Igualmente, hay presencia de aptámeros en las demás fracciones (no unidas y 

lavado), lo cual corresponde a secuencias no afines a la proteína blanco. 

Figura 7-21: Evaluación de la primera ronda de selección llevada a cabo siguiendo la metodología 

SELEX. (-): control negativo, H2O. (+): control positivo, amplificado a partir de la librería inicial. 

Sin amp: muestra sin amplificar. Amp: muestra amplificada por PCR M: Marcador de peso 

molecular (GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Thermoscientific; 25bp DNA Step Ladder, Promega). 

Gel Urea PAGE 15% [p/v] en TBE 0.5X. 
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Posteriormente, se realizaron dos modificaciones al protocolo original de amplificación. La primera 

fue disminuir la concentración de primers presentes en la reacción ya que eran un factor limitante en 

las reacciones de PCR. Por ello, se evaluó una concentración 4 veces menor (1 μM), y se logró 

visualizar un amplificado. La segunda modificación fue utilizar el protocolo de PCR asimétrica, el 

cual es bastante utilizado en proceso de SELEX gracias a su facilidad para llevar a cabo y a la 

producción de altas cantidades de ADN con una poca cantidad de plantilla de partida, en este 

protocolo se utilizan diferentes concentraciones de cada uno de los primers, favoreciendo la 

amplificación diferencial de las cadenas (223). Se puede visualizar en la figura 7-22, que ambas 

modificaciones fueron exitosas para la amplificación tanto del control positivo (librería inicial) como 

de las fracciones no unidas (NU) y eluido de la ronda 1, por lo que estas fueron establecidas como 

las condiciones a utilizar en las rondas subsecuentes. 

 

Figura 7-22: Optimización de la amplificación de aptámeros disminuyendo la concentración de 

primers e implementando la PCR asimétrica. (-): control negativo, H2O. (+): control positivo, 

amplificado a partir de la librería inicial. NU: fracción no unidas de la primera ronda de SELEX. 

Eluido: eluido obtenido a partir de la primera ronda de SELEX. La flecha muestra la banda de los 

amplificados obtenidos. M: 25bp DNA Step Ladder (Promega). Gel de Urea PAGE al 15% [p/v] en 

TBE 0.5X. Tinción con bromuro de etidio. 
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Teniendo las condiciones modificadas de amplificación, se realizaron las rondas siguientes, con una 

disminución progresiva en la cantidad empleada de proteína anclada (6xHisHsNMNAT3). Esto se 

hizo con el fin de aumentar la astringencia del proceso de selección, para favorecer aquellos 

aptámeros que se unan con mayor especificidad y afinidad a la proteína. Se puede visualizar que hay 

una correcta amplificación a partir de los eluidos obtenidos en cada ronda. Es claro también que, a 

lo largo de estas rondas, sigue habiendo aptámeros que no poseen una especificidad a la proteína 

blanco, evidenciado por la aparición de una banda en las fracciones de no unidas y lavado. Sin 

embargo, la cantidad de ADN amplificada a partir de los eluidos es cada vez mayor (ver siguiente 

sección), con lo que se evidencia que hay un enriquecimiento en estas fracciones y, por lo tanto, que 

cada vez hay mayor cantidad de aptámeros con especificidad hacia la 6xHisHsNMNAT3. Una vez 

se alcanzó el mínimo de cantidad de proteína inmovilizada sugerido por el fabricante del kit en la 

ronda 4, se modificó otro parámetro para aumentar el rigor del proceso de selección. En la ronda 5, 

además de utilizar el mínimo de perlas magnéticas, también se disminuyó el tiempo de interacción a 

únicamente 1 hora. Tal y como se evidencia en la figura 7-23 (D), fue posible amplificar aptámeros 

a partir de la fracción del eluido, por lo que se confirma que, incluso habiendo aumentado la 

astringencia, se encuentran secuencias que son capaces de interactuar con la proteína blanco.  

 

Figura 7-23: Evaluación de la selección de aptámeros afines a 6xHisHsNMNAT3 (rondas 2 a 5), 

siguiendo la metodología SELEX, Amplificación por PCR asimétrica a partir de fracciones de: A. 

ronda 2. B. ronda 3. C. ronda 4. D. ronda 5. (-): control negativo, H2O. (+): control positivo, fracción 

no unida de la primera ronda. NU: Fracción de aptámeros no unidos. L: Fracción de lavado previo 
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a la elución. E: Fracción de aptámeros eluidos. Sin amp: muestra sin amplificar. Amp: muestra 

amplificada. M: Marcador de peso molecular (GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Thermoscientific; 

25bp DNA Step Ladder, Promega). Geles de agarosa 3% [p/v] en TBE 0.5X. La flecha indica la 

banda del peso esperado (76 nt). 

 

 

 

La afinidad aumentada se da ya que teóricamente, con cada ronda se genera más competencia sobre 

los posibles sitios de unión de la proteína, por lo que aquellos con mejor afinidad serán favorecidos 

(278). Se ha evidenciado que la tasa óptima de aptámeros : blanco de selección debería ir desde 

100:1 hasta 1000:1 y se estima que la concentración de proteína a utilizar debería llegar a ser cercana 

a la constante de disociación (KD) que se busca obtener en los aptámeros escogidos (278). Es 

relevante mencionar que el proceso de SELEX no sólo depende de la cantidad de proteína puesta o 

su proporción con respecto a los aptámeros. Hay varios factores que pueden influenciar esta 

selección como el tiempo y temperatura de incubación, la eficiencia de separación de aptámeros no 

unidos, la optimización de la amplificación de los oligonucleótidos eluidos, la correcta generación 

de ADNcs para evitar que haya asociación de cadenas complementarias (19,279). Asi como la 

cantidad de proteína blanco es relevante, el tiempo de incubación también es un factor que puede 

influenciar la interacción específica de los aptámeros por su blanco (280). Se ha visto que la 

disminución del tiempo de incubación fue uno de los factores que ayudó en el proceso de obtención 



102 Estudio de las NMNATs de parásitos protozoos: Determinación de su bifuncionalidad 

 

de aptámeros altamente específicos por la bacteria Shigella dysenteriae (281). Es importante anotar 

que los aptámeros seleccionados pueden en cada fase contrastarse con proteínas no relacionadas o 

controles negativos, para monitorear especificidad y descartar interacciones inespecíficas.  

 

7.3.2.2. Evaluación y amplificación de los eluidos de cada ronda por PCR en emulsión 

Adicionalmente, se decidió evaluar un método de amplificación distinto, con el fin de mantener la 

diversidad del pool de aptámeros presentes en cada ronda, ya que se ha evidenciado que, al realizar 

amplificaciones por PCR convencional, se puede generar subproductos que interfieren con el 

proceso de selección (282). Además, en este tipo de PCR se pueden favorecer secuencias, 

independiente de su afinidad por la proteína blanco (283). De este modo, se siguió el protocolo 

expuesto por el fabricante para esto, empleando el eluido de la ronda 1, asi como la librería como 

control positivo. Se realizó una evaluación de la amplificación empleando una muestra de la fase 

acuosa antes de la purificación, obteniendo la banda del tamaño esperado, lo cual representa los 

aptámeros asociados la 6xHisHsNMNAT3  (~76pb) (Figura 7-24, A). El amplificado posteriormente 

fue purificado empleando una columna de spin. Al evaluar la purificación no se evidenció la banda 

amplificada (Figura 7-24, B). Es posible que debido a su tamaño el ADN no se haya retenido y se 

haya perdido durante los lavados. Otra posibilidad es que el ADN se hubiese quedado retenido en la 

columna. De esta forma, se intentó eluir empleando H2O libre de nucleasas a 50 °C, sin resultado 

positivo (resultado no mostrado). Para futuras amplificaciones, se podría emplear otra estrategia de 

purificación tal como a partir del corte de banda de la electroforesis o empleando una columna de 

exclusión por tamaño . 

 

Figura 7-24: Evaluación de la PCR en emulsión (ePCR) para la amplificación de aptámeros afines 

a la 6xHisHsNMNAT3 posterior a la ronda SELEX. A. Evaluación del amplificado sin purificar. B. 

Evaluación del amplificado purificado por columna de spin. (-): control negativo, H2O. (+): control 

positivo, librería inicial. M: Marcador de peso molecular (GeneRuler 100 bp DNA Ladder, 

Thermoscientific; 25bp DNA Step Ladder, Promega). Gel Urea PAGE 15% [p/v] en TBE 0.5X 

(figura A). Gel de agarosa 3% [p/v] en TBE 0.5X (figura B). Tinción con bromuro de etidio. La 

flecha señala la posición del peso esperado de la banda (~76pb). 
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7.3.3 Evaluación del rendimiento, diversidad y especificidad de 

reconocimiento de la librería seleccionada 

En el presente, además de la evaluación de las rondas de selección mediante PCR asimétrica, se 

realizaron cuantificaciones por medio de espectrofotometría. Al realizar estas mediciones, se pudo 

encontrar que cada vez se necesitaban menos ciclos de amplificación para realizar la siguiente ronda 

de selección. Asi, el eluido; resultado de la primera ronda de selección, fue amplificado 6 veces, 

mientras que el de la cuarta ronda se amplificó 2 veces para obtener la cantidad necesaria a emplear 

en la siguiente ronda (Tabla 7-3). Asimismo, cada vez era necesario menor volumen de plantilla para 

realizar las amplificaciones. Esto también sirve de evidencia para confirmar que cada vez se obtenían 

más secuencias con afinidad específica por la 6xHisHsNMNAT3.  

Tabla 7-2: Evolución del proceso de amplificación durante la selección de aptámeros afines a la 

6xHisHsNMNAT3 por SELEX. 

RONDA 

Volumen de plantilla  

empleado para PCR 

(μL) 

Número de amplificaciones  

realizadas previo a siguiente 

ronda 

Concentración de  

Amplificado 

(ng/μL) 

1 10 6 168,6 

2 10 3 330 

3 4 3 263 
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4 4 2 269 

 

Al momento de entrega de este documento, se encuentra en proceso la realización de la evaluación 

de la diversidad de los eluidos producto de las rondas de selección. Esto se realiza empleando 

reactivos del kit mediante la metodología DisTRO, la cual de una manera rápida da un buen indicio 

acerca de la cantidad de secuencias distintas presentes en los eluidos (225). Para ello, se realizó la 

amplificación de los estándares como expuesto en la sección 6.3.3. Estos fueron evaluados mediante 

gel de agarosa 3 % en TBE 0.5X, mostrándose una correcta amplificación (Figura 7-25), por lo que 

se encuentra en proceso la amplificación de los eluidos de las rondas para tener ADNdc en todos los 

casos y poder proceder con el ensayo DisTRO.  

 

Figura 7-25: Amplificación de los estándares de diversidad utilizados como patrones para el ensayo 

de DisTRO para evaluar la diversidad de aptámeros afines a la 6xHisHsNMNAT3 en cada ronda. A. 

amplificación del patrón de 4N. B. Amplificación de los patrones 0N, 8N y 12N. M: Marcador de 

peso molecular (25bp DNA Step Ladder, Promega). Gel de agarosa 3% [p/v] en TBE 0.5X. Tinción 

con bromuro de etidio. La flecha señala la posición del peso esperado de la banda (~76pb). 
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Además de DisTRO, se puede realizar un ensayo de qPCR para evaluar el proceso de SELEX, ya 

que se ha evidenciado que las curvas de amplificación varían en función de la diversidad de 

secuencias presentes en la muestra. Esto se debe a que las curvas de amplificación cuando cuentan 

con varias secuencias distintas tienen un máximo de fluorescencia y luego una disminución de este 

valor (279).  

Una vez ya obtenidos y secuenciados los aptámeros seleccionados, se puede evaluar la afinidad de 

unión mediante un ensayo de cambio en la movilidad electroforética (EMSA, por sus siglas en 

inglés) (284). Este es un ensayo que no requiere ningún equipo especial y su análisis se puede realizar 

mediante cualquier software que realice análisis densitométricos. En particular, en el EMSA se 

mantiene la concentración de aptámero constante mientras se varía la concentración de proteína y, 

por lo tanto, la proporción proteína:aptámero. Al realizar una evaluación por densitometría, sería 

posible determinar la constante de disociación del oligonucleótido y asi comparar entre los 

candidatos para elegir el más afín por la proteína. También, se puede realizar clonación y 

transformación para poder tener aptámeros “monoclonales” y poder identificar la secuencia de cada 

aptámero (285).  

La implementación que se presenta en este trabajo se trata de los primeros pasos hacia la generación 

de una herramienta de detección que podría ser utilizada a futuro no solamente para el 

reconocimiento de la 6xHisNMNAT3 sino también de otras proteínas cuando ya los protocolos de 

evaluación sean establecidos. De este modo, esto representa un gran avance hacia una solución 

rápida y de bajo costo para generación de soluciones a problemáticas de salud pública en nuestro 

país.  

 

 





 

 

 

 

8. Conclusiones 

8.1 Conclusiones 

Teniendo en cuenta la alta importancia de las NMNATs no sólo en el metabolismo celular basal, 

sino también como proteína moonlight como chaperona manteniendo la proteostasis, se exploró la 

bifuncionalidad de las mismas en organismos protozoos tanto in silico como in vitro. Se lograron 

confirmar secuencias ya propuestas como chaperona comunes entre las NMNATs chaperonas y las 

de parásitos. Adicionalmente, se encontraron residuos hidrofóbicos comunes entre las secuencias 

consenso de chaperonas canónicas y las NMNATs de parásitos protozoos, las cuales a su vez 

coinciden con dominios sumamente importantes para la actividad de las distintas familias de 

chaperonas, especialmente en la LbNMNAT. A nivel de estructura terciaria, se logró identificar que 

las secuencias con posibilidad de actividad chaperona se encuentran en la periferia del sitio catalítico 

de las proteínas y que, para las 3 NMNATs de parásitos protozoos, hay una posición muy cercana 

de los residuos definidos como claves en la actividad chaperona hacia los sustratos enzimáticos. Esto 

resalta la potencial bifuncionalidad que las NMNATs tengan en los organismos protozoarios y por 

lo tanto aumenta su importancia como posible blanco farmacológico.  

 

Debido a la cantidad de coincidencias a nivel in silico, se eligió a la LbNMNAT como modelo para 

explorar su actividad experimentalmente. De esta manera, se obtuvieron de manera soluble la 

6xHisLbNMNAT, la 6xHisHsNMNAT3 y la GroEL. Con ellas, se llevaron a cabo los experimentos 

de agregación y reactivación para evaluar actividad chaperona tipo holdasa y foldasa, 

respectivamente. En ensayos de agregación, la 6xHisLbNMNAT logró proteger a la citrato sintasa 

de su agregación. Adicionalmente, se observó una actividad foldasa de la 6xHisHsNMNAT3, lo cual 

no se había reportado previamente. Se recomienda variar las proporciones de concentración entre la 

proteína candidato y la citrato sintasa, para establecer la relación molecular más adecuada. Este 
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trabajo constituye el primer acercamiento experimental al estudio de la actividad chaperona de las 

NMNATs de parásitos protozoos. 

Adicionalmente, se implementaron con éxito los primeros pasos de la metodología SELEX para 

desarrollar herramientas de detección en la forma de aptámeros que reconozcan a las proteínas 

estudiadas en el laboratorio. De este modo se han obtenido hasta el momento de la entrega 5 rondas 

donde se han encontrado aptámeros que pudieron unirse a la 6xHisHsNMNAT3. Esto constituye 

uno de los primeros pasos del desarrollo de esta tecnología en nuestro país, que tiene un alto potencial 

gracias a su bajo costo y facilidad de obtención.  

.  

8.2 Perspectivas 

En primer lugar, al haber realizado los alineamientos de estructuras terciarias, se encontró una 

posición de algunos residuos muy próxima a los sustratos enzimáticos. Por ello, sería muy relevante 

llevar a cabo ensayos de docking molecular y de dinámica molecular con los sustratos de la NMNAT 

para poder comprobar si la ubicación espacial de los residuos de la periferia del sitio catalítico 

cambia y si, por lo tanto, estos sustratos tendrían una influencia sobre la interacción entre las 

NMNATs de parásitos protozoos y proteínas en proceso de desnaturalización.  

 

Para la parte experimental, se lograron obtener las proteínas recombinantes de interés para los 

ensayos de actividad chaperona estudiados. Sin embargo, se pueden optimizar condiciones de 

expresión para la cepa SHuffle de E. coli transformada con el plásmido pQE30lbnmnat, con el fin 

de establecer si esta cepa puede aumentar el rendimiento de producción de la proteína. También se 

podría realizar la purificación de la co-chaperona de GroEL (GroES) con el fin de incluirla en los 

ensayos de actividad chaperona, para evaluar su influencia sobre la actividad holdasa de GroEL.  

En cuanto a los ensayos de actividad chaperona, sería importante realizar más experimentos para 

comprobar de manera estadísticamente significativa si la LbNMNAT posee actividad foldasa. 

Asimismo, dado que muchas foldasas requieren de ATP para llevar a cabo su actividad, se podría 

evaluar si la presencia de esta coenzima estimula o inhibe la actividad chaperona de la HsNMNAT3 

y de la LbNMNAT en caso de poder comprobar su actividad. Adicionalmente, se propone variar las 

proporciones entre chaperona:CS para evidenciar cual es la relación ideal bajo la cual actúan estas 

proteínas.  
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Finalmente, considerando el punto alcanzado en el proceso de implementación de la metodología 

SELEX, es necesario llevar a cabo rondas subsecuentes del proceso de selección. También sería 

importante realizar una ronda de selección negativa. Además, posterior a las 10 rondas de selección 

(que es el número de rondas que sugiere el fabricante) se podría evaluar mediante secuenciación la 

identidad de los aptámeros producto del proceso SELEX. Partiendo de esto, se podrían clonar las 

secuencias en un plásmido para ser transformadas en una cepa de mantenimiento, a partir de la cual 

se podría extraer el plásmido y realizar la amplificación de las secuencias para evaluar parámetros 

como la constante de disociación (KD).  

 

 





 

 

 

 

 

 

A. Anexo A. Modelos de estructura 

tridimensional para las NMNATs de 

parásitos protozoos 
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B. Anexo B: Gráfico de Ramachandran 

sobre los modelos predichos para cada 

NMNAT de parásitos protozoos 
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