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Resumen 

IDENTIFICACIÓN DE UNA ENZIMA INVOLUCRADA EN EL METABOLISMO DEL NAD+ 

EN Leishmania braziliensis, LA NICOTINATO FOSFO-RIBOSIL TRANSFERASA 

(LbNAPRT) 

La leishmaniasis es una enfermedad causada por el parásito protozoario del género 

Leishmania que, en países como Afganistán, Argentina, Colombia, Brasil, Irán, Siria, 

Etiopía, Sudan del norte, Costa Rica y Perú representan el 75 % del índice de prevalencia 

[1]. La Organización Mundial de la Salud (OMS) reportó un total de 1.5 millones de nuevos 

casos en 102 países incluyendo Colombia. En la actualidad los medicamentos utilizados 

para el tratamiento de esta parasitemia como los antimoniales pentavalentes causan 

diversos efectos secundarios por lo cual, es necesario identificar nuevos blancos 

farmacológicos efectivos [2]. De esta forma el metabolismo energético podría ser 

considerado relevante en la búsqueda de posibles dianas farmacológicas, ya que es 

esencial para el mantenimiento de la integridad celular del protozoario [3]. En este contexto 

la nicotinato fosfo-ribosil transferasa (NAPRT) es una proteína de interés, debido a que 

determina los niveles de NAD+ intracelular.   

La NAPRT es la proteína encargada de sintetizar el mononucleótido de ácido nicotínico 

(NAMN) a partir del ácido nicotínico (NA) y la 5-fosfo-α- D -ribosa 1-difosfato (PRPP), 

siendo esencial en la vía de Preiss-Handler al regular los niveles del NAD+ en el parásito. 

En este trabajo se identificó la NAPRT en Leishmania braziliensis (LbNAPRT). Al analizar 

la secuencia in silico se observaron características asociadas a la interacción con los 

sustratos, regiones de posible oligomerización y de regulación alostérica. El análisis 

experimental se llevó a cabo mediante la generación de la proteína recombinante 

(LbNAPRT6xHis) en el sistema heterólogo E.coli. Se partió de ADN genómico de 

promastigotes de L. braziliensis para amplificar la secuencia codificante y construir el 

vector recombinante pET-22b+LbNAPRT. La proteína obtenida se empleó para el estudio 

de su funcionalidad en ensayo enzimático directo. 

A partir de la producción de proteína recombinante en el sistema heterólogo de E.coli se 

generó una herramienta inmunológica en modelo aviar, contra la LbNAPRT6xHis. 

Adicionalmente se realizaron ensayos de western blot e inmunofluorescencia para 



 
X Identificación de una enzima involucrada en el metabolismo del NAD+ en Leishmania 

braziliensis, la nicotinato fosfo-ribosil transferasa (LbNAPRT). 

 
determinar la localización intracelular de la proteína, la cual presenta una ubicación a nivel 

citoplasmático en el estadio promastigote del parásito.  

Los resultados obtenidos constituyen un paso importante en el metabolismo del NAD, ya 

que se logró identificar funcionalmente la nicotinato fosfo-ribosil transferasa de 

Leishmanian braziliensis, esencial para la síntesis de los precursores del NAD+, como la 

primera NAPRT en protozoarios de importancia en la salud pública. 

 

Palabras clave: NAD+, nicotinato fosfo-ribosil transferasa, Leishmania braziliensis, 

LbNAPRT. 
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Abstract 

IDENTIFICATION OF AN ENZYME INVOLVED IN THE METABOLISM OF NAD+ IN 

Leishmania braziliensis, NICOTINATE PHOSPHO-RIBOSIL TRANSFERASE 

(LbNAPRT) 

Leishmaniasis is a disease caused by the protozoan parasite of the genus Leishmania 

which, in countries such as Afghanistan, Argentina, Colombia, Brazil, Iran, Syria, Ethiopia, 

North Sudan, Costa Rica and Peru represent 75% of the prevalence rate [1]. The World 

Health Organization (WHO) reported a total of 1. 5 million new cases in 102 countries 

including Colombia. Currently, the drugs used for the treatment of this parasitaemia, such 

as pentavalent antimony drugs, cause various side effects, so it is necessary to identify 

new effective pharmacological targets [2]. In this way, the energy metabolism could be 

considered relevant in the search for possible pharmacological targets, since it is essential 

for the maintenance of the cellular integrity of the protozoan [3]. In this context, nicotinate 

phosphoribosyl transferase (NAPRT) is a protein of interest because it determines 

intracellular NAD levels. 

NAPRT is the protein responsible for synthesizing nicotinic acid mononucleotide (NAMN) 

from nicotinic acid (NA) and 5-phospho-α-D -ribose 1-diphosphate (PRPP), being essential 

in the Preiss-Handler pathway by regulating NAD+ levels in the parasite. In this study 

NAPRT was identified in Leishmania braziliensis (LbNAPRT). When analyzing the in silico 

sequence, characteristics associated with the interaction with the substrates, regions of 

possible oligomerization and allosteric regulation were observed. The experimental 

analysis was performed by generating the recombinant protein (LbNAPRT6xHis) in the 

heterologous E. coli system. Genomic DNA from promastigotes of L. braziliensis was used 

to amplify the coding sequence and construct the recombinant vector pET-22b+LbNAPRT. 

From the production of recombinant protein in the heterologous system of E. coli, an 

immunological tool against LbNAPRT6xHis was generated in an avian model. Additionally, 

western blot and immunofluorescence assays were performed to determine the 
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intracellular localization of the protein, which is located at the cytoplasmic level in the 

promastigote stage of the parasite. 

The results obtained constitute an important step in NAD metabolism, since it was possible 

to functionally identify the nicotinate phosphor-ribosyl transferase of Leishmania 

braziliensis, essential for the synthesis of NAD+ precursors, as the first NAPRT in protozoa 

of public health importance. 

Keywords: NAD+, nicotinate phosphoribosyl transferase, Leishmania braziliensis, 

LbNAPRT.
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Introducción 

En muchos países de Latinoamérica, medio Oriente y África la población es afectada por 

enfermedades parasitarias infecciosas de alta incidencia, categorizadas por la 

organización mundial de la salud (OMS) como enfermedades desatendidas, entre ellas la 

leishmaniasis, que es una enfermedad parasitaria que se desarrolla en este contexto, 

causada por la presencia de organismos tripanosomátidos del género Leishmania 

presentes en diferentes regiones tropicales y subtropicales del mundo. En un país como 

Colombia, por su ubicación geográfica, es un ambiente promisorio para el desarrollo de 

este organismo intracelular. En su manera de reproducción durante su ciclo de vida alterna 

entre un huésped invertebrado como función de vector, el cual tiene la capacidad de 

acceder a diferentes especies de mamíferos que brinda un ambiente ideal para el 

desarrollo final de este [4]. 

 

A nivel mundial se presentan anualmente 12.3 millones de casos asociados a 

leishmaniasis, los cuales se reportan en 120 países diferentes incluido Colombia. Cada 

año en Sudamérica se notifican un promedio de 55000 casos de leishmaniasis cutánea y 

mucosa y 3500 casos de leishmaniasis visceral, con una tasa de mortalidad del 7%. En 

nuestro país la semana epidemiológica 20 del año del 2022 se presentaron 677 casos 

clínicos de leishmaniasis, entre los cuales se denotan las tres formas de la enfermedad: 

leishmaniasis cutánea con 671 casos, mucosa 3 y visceral 3 [5]. La incidencia nacional 

general es de 5.74 casos por cada 100.000 habitantes en riesgo. Para la semana 40 de 

este año se han reportado aproximadamente un aumento de 1022 casos en 38 

departamentos en el país [1], [6]. 

 

Debido a la incidencia de esta enfermedad es importante el desarrollo de nuevos métodos 

terapéuticos para el control de esta parasitemia, múltiples estudios experimentales para el 

tratamiento de esta enfermedad se han desarrollado en todo el mundo, pero ningún 
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tratamiento ha presentado una alta eficiencia, en su lugar se generan cepas resistentes a 

los medicamentos usados, los tratamientos con fármacos de primera línea como los 

compuestos antimoniales pentavalentes y diferentes antibióticos sintéticos derivados de 

quinolinas, generan consecuencias negativas en los hospederos, hasta el día de hoy no 

existe una vacuna eficaz frente a esta enfermedad [4]. 

 

Debido a la alta incidencia de esta enfermedad en nuestro país, es necesario la 

identificación de potenciales blancos terapéuticos para el control de la Leishmaniasis. Por 

ende, es importante conocer la bioquímica del parásito. Múltiples estudios asociados al 

metabolismo energético de estos organismos, específicamente a la síntesis del 

dinucleótido de adenina y nicotinamida (NAD+), han demostrado la presencia de múltiples 

enzimas involucradas en la ruta de dicho metabolito, como por ejemplo la Nicotinamida 

mononucleótido adenilil transferasa (NMNAT), que participa en el último paso de la ruta. 

 

En el grupo de investigaciones básicas en bioquímica (LIBBIQ), se estudia el metabolismo 

energético de organismos parasitarios de alta incidencia en nuestro país. Para ser más 

específico, aquellas enzimas involucradas en la síntesis del NAD+ en organismos 

protozoarios, las cuales son consideradas un llamativo blanco terapéutico para inhibir la 

capacidad de desarrollo de estos parásitos. 

 

En este trabajo nos enfocamos en identificar un candidato a nicotinato fosfo-ribosil 

transferasa (LbNAPRT). Estas enzimas se encargan de la síntesis del mononucleótido de 

ácido nicotínico (NAMN) a partir del ácido nicotínico (NA) y la 5-fosfo-α- D -ribosa 1-

difosfato (PRPP) empleando adenosín trifosfato ATP en una reacción de doble 

desplazamiento. Debido que Leishmania braziliensis no cuenta con la nicotinamida fosfo-

ribosil transferasa (NamPT), es dependiente en mayor medida de la LbNAPRT para la 

producción del NAD+ intracelular, mediante la ruta de Preiss-Handler [7]. 
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1. Marco teórico 

Los parásitos protozoarios del género Leishmania son la principal causa de la 

Leishmaniasis, este eucariota basal se caracteriza por contar con una diversidad genética 

interespecífica e intraespecífica y se sabe que las especies incluidas en el subgénero son 

altamente diversas, ya que presentan polimorfismos isoenzimáticos intraespecíficos. Esto 

se sabe por la diferencia cromosomal que existe entre aquellas provenientes del viejo 

mundo que presentan 36 cromosomas, mientras que las del nuevo mundo poseen entre 

34 o 35, aunque en el grupo de L. mexicana el cromosoma 8 y 29 se encuentran fusionados 

al igual que el 20 y 36; en el caso de L. braziliensis son el 20 y 34 que tienen esta 

particularidad. Se conoce que la organización genética en el género Leishmania se 

encuentra altamente conservada, aunque existen muchos polimorfismos en las secuencias 

de ADN. Y hasta la actualidad se estima 12 especies de Leishmania en el continente 

americano que representan un alto parentesco genético [8], [9]. 

1.1 Familia Trypanosomatidae 

Los protozoos parasitarios de la familia de los tripanosomátidos se dividen en géneros 

monoxenos y dixenos. Con respecto a los monoxenos, estos están restringidos a un solo 

huésped invertebrado, aunque en algunos casos existen excepciones como en Crithidia 

mellificae, aislada de la sangre de diferentes especies de murciélagos de la Mata Atlántica 

de Río de Janeiro, además de otros grupos de mamíferos. El género Trypanosoma alberga 

un alto número de parásitos que infectan vertebrados, principalmente transmitidos por una 

amplia gama de artrópodos hematófagos [4]. 

Debido a que estos organismos de vida parasitaria son causantes de un gran número de 

enfermedades de alta incidencia, como la tripanosomiasis africana, el Chagas o la 
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leishmaniasis, resultan ser los protozoos más estudiados [5]. Esta última son un grupo de 

enfermedades parasitarias causadas por protozoos heteroxenos del género Leishmania. 

Este género está compuesto por más de 30 especies, aproximadamente 20 de las cuales 

están descritas como patógenas para los humanos y mamíferos de interés agrícola. Las 

especies de Leishmania cuentan con ciclos de transmisión complejos que incluyen a 

mamíferos domésticos y silvestres de 9 órdenes distintos, además de alternar con docenas 

de especies de insectos vectores de la familia Phlebotominae en el viejo mundo y lutzomyia 

en el nuevo mundo [6]. 

1.1.2 Ciclo de vida de Leishmania 

Durante el desarrollo del parásito, este alterna entre dos estadios ya que cuenta con un 

ciclo de vida digénico, en uno de sus estados dentro del vector flebótomos en el viejo 

mundo se transmite a organismos más complejos por la picadura de este. El ciclo puede 

iniciar cuando el vector hembra se alimenta de la sangre de mamíferos infectados; en el 

intestino del flebótomo entra en la fase de promastigote procíclico no infeccioso, cuando 

estos migran a la probóscide del insecto, el parásito pasa a la fase promastigote 

metacíclico, ya que el ambiente es propicio para la expresión de algunas proteínas 

asociadas a la infección, tales como lipofosfoglicanos (LPG) de membrana y una proteasa 

de superficie (gp63). Se ha encontrado que estas macromoléculas experimentaban 

cambios a medida que el parásito alternaba entre estas dos fases [10]. 

De esta manera son inoculados nuevamente a algún huésped vertebrado mediante la 

picadura y el ingreso de la sangre. Luego de esto los promastigotes son fagocitados por 

los neutrófilos y subsecuentemente por los macrófagos, donde se transforman 

intracelularmente en amastigotes y se multiplican por fisión binaria. La infección se propaga 

a otras células por la fagocitosis de amastigotes libres. Tras una picadura de un vector, las 

células infectadas son ingresadas al huésped inicial, por lo cual se da continuidad al ciclo 

de vida [10], [11]. 

Figura 1- 1.  Ciclo de vida digénico del parásito Leishmania braziliensis, el cual comienza 

cuando los flebótomos hembra y culmina en un vertebrado mamífero [1]. 



 
6 Identificación de una enzima involucrada en el metabolismo del NAD+ en Leishmania 

braziliensis, la nicotinato fosfo-ribosil transferasa (LbNAPRT). 

 

 

1.1.3 Metabolismo energético 

Las proteínas asociadas al metabolismo energético desempeñan un papel multifuncional 

en muchos organismos vivos, produciendo los metabolitos necesarios para el correcto 

funcionamiento. Estas biomoléculas son requeridas para mantener la integridad y la 

viabilidad celular al regular múltiples funciones al interior y exterior de esta. Entre estas 

enzimas se encuentran aquellas con la función de síntesis del NAD+, una coenzima 

utilizada para regular múltiples procesos, tales como el silenciamiento génico y la 

reparación de ADN, además de señalización y movilización de calcio a nivel intracelular, 

estabilización de especies reactivas y catabolismo. Ya que el dinucleótido de adenina 

(NAD+), la nicotinamida (Nam), el ácido nicotínico (NA), la nicotinamida ribosa (NamR) y la 

nicotinato ribosa (NaR) junto con el producto fosforilado del NAD+ (NADP), desempeña 

funciones esenciales en la célula [7], las enzimas que se encargar de su producción 

cuentan con un papel significativo [12]. Por ejemplo, La proteína nicotinato fosfo-ribosil 

transferasa es capaz de sintetizar NAMN a partir de NA y PRPP con ayuda del ATP en un 

mecanismo de doble desplazamiento, al igual que la nicotinamida fosfo-ribosil transferasa 

(NamPT) en la vía de reciclaje, juntas son capaces de producir los mononucleótidos 
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(NAMN, NMN) para conectar con rutas que convergen en NAD+. Por medio de la 

transferencia de un grupo adenosín ribosa catalizada por la enzima nicotinamida 

mononucleótido adenil-transferasa (NMNAT) se produce el NAD+; NAD sintasa es 

necesaria para la conversión del dinucleótido de adenina y nicotinato a dinucleótido de 

adenina y nicotinamida (NAD+) [13]. 

Otro metabolito intermediario que ayuda a la síntesis del NAD+ es el ácido quinolínico (Qa) 

que es el resultado de la vía de novó la cual inicia con la degradación de compuesto de 

carácter aminoacídicos como el triptófano en eucariotas, este se convierte en Qa y es 

reconocido por la enzima ácido quinolínico fosfo-ribosil transferasa, que es capaz de 

eliminar un grupo carboxilo que se convierte en CO2 y sustituye nucleofílicamente el 

pirofosfato en la PRPP por el anillo pirimidínico, generando un enlace carbono-nitrógeno y 

de esta forma producir NAMN, el cual converge en la ruta de Preiss- Handler [14], [15]. 

 

Figura 1- 2. Descripción de la biosíntesis de NAD+. Vía de Novo, Preisse-Handler e 

independiente de Preisse-Handler) permite la biosíntesis de NAD+ a partir de cuatro 

moléculas precursores como Qa, NA, Nam y NamR [13]. 
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1.1.4 Nicotinato fosfo-ribosil transferasa 

La proteína NAPRT como ya se ha mencionado participa en la síntesis del NAMN a partir 

de la PRPP y el NA en una reacción de doble desplazamiento por acción del ATP y es 

capaz de encontrarse tanto a nivel citoplasmático en humanos como extracelularmente, ya 

que no solo se encarga de funciones asociadas al metabolismo energético, sino también 

en la activación de múltiples rutas asociadas a la producción de factores de transcripción 

de necrosis celular en presencia de especies reactivas de oxígeno (ERO). Las múltiples 

funciones de la NAPRT se organizan a través de su ubicación al interior y exterior de la 

célula, a nivel citoplasmático contribuye al igual que la NamPT al aumento de los niveles 

de NAD+ con el fin de facilitar la proliferación celular al promover la glicólisis [16]. 

Cuando las enzimas NAPRT y NamPT no están participando en la regulación de los niveles 

de NAD+, están involucradas en la reprogramación de funcionamiento endógeno 

extracelular asociadas a la inflamación [17]. Estímulos que causan estrés y/o daño dan 

como efecto la liberación de moléculas denominadas alarminas o patrones moleculares 

asociados al año (DAMP), que a su vez pueden modular las funciones inmunitarias a través 

de patrones de unión (PRR), como los receptores tipo Toll (TLR) y de esta manera activar 

la liberación de MYD88 intracelular, una proteína encargada de regular múltiples factores 

de transcripción involucrados en la necrosis celular (NF-κB ) y de esta manera generar la 

secreción de citoquinas que interactúan con el  ligando CD40 (CD40L) que regula el control 

de la inmunidad humoral [18], [19]. 

De manera similar ambas proteínas (NAPRT, NamPT) favorecen la liberación de MYD88 

en células mieloides y promoviendo así un efecto de diferenciación celular; por ejemplo, 

cuando los leucocitos se diferencian a macrófagos, todo esto se debe a estímulos 

extracelulares como la hipoxia o el estrés. Proteínas con una doble funcionalidad con 

acción similar a citoquinas como la nicotinamida fosforibosil transferasa extracelular 

(eNAMPT) en niveles elevados, se relaciona en varios trastornos metabólicos e 

inflamaciones, incluyendo la obesidad, diabetes y cáncer, mientras que nicotinato fosfo-

ribosil transferasa extracelular (eNAPRT) está involucrada en procesos similares como el 

choque séptico y la proliferación de células cancerígenas [19]. 
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1.2 Interacción de los sustratos con NAPRT 

En humanos, la NAPRT1 que se encuentra a nivel citoplasmático, cuenta con una actividad 

de tipo ligasa, transferasa (6.3.4.21 nicotinato fosfo-ribosil transferasa). Una de las 

propiedades de este tipo de enzimas es que cuenta con un plegamiento tipo Rossmann en 

su dominio N-terminal α/β y es aquí en donde moléculas como el NA y la PRPP interactúan. 

Múltiples aminoácidos en la proteína participan en la estabilización de estos sustratos, 

como las argininas 171 y 172 al igual que la leucina 170 para estabilizar al NA; por otro 

lado, en levaduras, este mismo sustrato se une por interacciones electrostáticas a la 

arginina 171 y es estabilizado por interacciones hidrofóbicas por la serina 195, asparagina 

196 y leucina 170, al igual que en humanos; la glicina 379, treonina 380 y serina 381 

participan en la interacción con la PRPP en estos dos organismos. En un medio con H+ la 

reacción exergónica se da mediante la protonación del nitrógeno del anillo pirrólico del NA 

y de esta forma ocurre el ataque nucleofílico al carbono 1 de la ribosa de la PRPP [13].  

Los sustratos se acercan mediante la hidrólisis del ATP que se ubica en un sitio diferente, 

este ligando es reconocido por medio de la isoleucina 358 al formar puentes de hidrógeno 

por medio de los grupos amino del grupo adenosín. Por otro lado, el grupo fosfato del ATP 

interactúa con la arginina 318 y arginina 171. Respectivamente, la metionina 168, arginina 

172, treonina 210, alanina 212, fenilalanina 215, asparagina 356, asparagina 357 y serina 

381 de la cadena lateral se asocian para estabilizar este ligando por medio de interacciones 

hidrofóbicas [13]. 

El sitio de unión de ATP puede reconocer otros ligandos como el acetil-CoA que se acopla 

por puentes de hidrógeno con los residuos arginina 172 y treonina 380, mientras que la 

arginina 318 y glicina 169 están unidos por puentes de hidrógeno al grupo carboxilo de la 

molécula y de esta manera regulando a la baja la actividad de NAPRT. En otro orden, el 

glicerol 3-fosfato (G3P) se posiciona de manera similar que NA entre los mismos 

aminoácidos e incluyendo la valina 197 y de esta forma regalándole a la baja la actividad. 

A diferencia que cuando la enzima NAPRT humana es regulada alostéricamente por un 

cambio postraduccional en la histidina 213, una fosforilación en el nitrógeno 3 del anillo de 

imidazol, da como resultado un cambio conformacional, facilitando la homo-dimerización, 

además de generar una mejor interacción con los sustratos NA y PRPP, causando un 

aumento en la actividad enzimática [13], [20]. 
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1.2.2 Dominios característicos de NAPRT 

Los aspectos  estructurales y catalíticos de proteínas PRTasa se diferencian con respecto 

a su plegamiento y sus sustratos, mientras que proteínas como UrPRT y APRT asociadas 

a la síntesis de nucleótidos de uracilo y de adenina cuentan con un plegamiento común 

tipo α/β con láminas paralelas, al contrario de aquellas enzimas asociadas al metabolismo 

del NAD+ como la NAPRT, NAMPT Y QAPRT, que tienen un dominio N-terminal Rossmann 

fold tipo barril  α/β, este dominio funcional es altamente específico a cada uno de sus 

sustratos. Estas proteínas cuentan con un alto grado de homología de secuencia entre los 

dominios de barril de las NAPRTasas de tipo II, debido a esto se podría inferir que las 

interacciones terciarias y cuaternarias fueran similares. Sin embargo, muchas 

comparaciones a nivel de estructura 3D muestran una fuerte diferencia de estos dominios 

entre NAPRT y QAPRT [21]. Por ejemplo, la proteína QAPRT en bacterias muestra un 

barril α/β irregular de siete hebras y una forma tipo sándwich N-terminal de cara abierta. 

Los miembros de este grupo carecen del sitio de unión de PRPP conservado, en su lugar, 

cuentan con un motivo de unión a fosfato. Otro ejemplo estructural que diferencia a las 

enzimas PRTasas tipo I de tipo II se encuentra en la Antranilato fosfo-ribosil transferasa, 

una enzima que cataliza la primera etapa en la síntesis del triptófano, presente en 

bacterias, la cual contiene dos dominios que cuentan con láminas β mixtas de siete hebras 

[22]. 

En arqueas como Thermoplasma acidophilum esta enzima (TaNAPRT) cuenta con 

característica única en su estructura, además del dominio funcional clásico PRTasa tipo II, 

a diferencia de otras proteínas, tiene un dominio C-terminal adicional unido, el cual 

contienen un motivo idéntico a un nudillo de zinc que tienen 4 cisteínas. La TaNAPRT se 

organiza como un trímero de dímeros en una estructura D3 haciendo que exista un bolsillo 

de sitio activo que se forma gracias a las interfaces del dímero [23]. 

En Saccharomyces cerevisiae, la vía de recuperación del NAD+ se centra en la actividad 

de la NAPRTasa, ya que este organismo eucariota no cuenta con la proteína NAMPT 

presente en la vía del reciclaje en organismos superiores. El plegamiento de dos dominios 

en la NAPRT de Saccharomyces cerevisiae cuenta con una similitud con QAPRT de otros 

eucariotas superiores como humanos; sin embargo, las discrepancias de esta proteína 

frente a otras enzimas de eucariotas tipo II se da en los dominós de barril y tipo sándwich 
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que ocupan una disposición diferente entre la misma, permitiendo que exista una forma 

oligomérica alternativa en levaduras [22], [24]. 

Figura 1- 3. Estructura cuaternaria y terciaria de algunas NAPRTs ya identificadas en 

distintos dominios de la vida. Las subunidades de aquellas estructuras homo-oligomericas 

están en diferente color [25]. 
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2.  Antecedentes 

EL grupo de investigación, laboratorio de investigaciones básicas en bioquímica (LIBBIQ) 

se han enfocado en el estudio de enzimas que participan en el metabolismo energético de 

parásitos protozoarios, causan múltiples enfermedades de alta incidencia en nuestro país, 

tales como Giardia lamblia (giardiasis), Plasmodium falciparum (malaria), Trypanosoma 

cruzi (Chagas) y Leishmania braziliensis (leishmaniasis). Es así como se han identificado 

múltiples enzimas asociadas al metabolismo de estos organismos intracelulares, 

específicamente en Leishmania braziliensis proteínas como [26] LbNMNAT, LbNADK, 

LbNDT1 y LbTXNPxII, estas enzimas están involucradas en la síntesis del NAD+ como en 

su transporte, catabolismo y estabilización de especies reactivas de oxígeno (ROS) [27]. 

Con relación a la síntesis del NAD+ poco se ha explorado la ruta de reciclaje de este 

metabolito. En eucariotas inferiores como protozoarios, específicamente en Leishmania 

braziliensis, trypanosoma cruzi y trypanosoma brucei no se ha identificado la nicotinamida 

fosfo-ribosil transferasa (NamPT) asociada a esta ruta. Por ende, se cree, que estos 

parásitos obtienen su energía mediante rutas alternas tales como Preiss- Handler, 

utilizando al ácido nicotínico (NA) como sustrato inicial, debido a esto, moléculas de 

nicotinamida (Nam) deben ser convertidas en NA por medio de la nicotinamidasa, una 

enzima presente en estos organismos parasitarios, pero no en eucariotas superiores. De 

esta manera se plantea la existencia de una enzima que suministre el sustrato a la ruta de 

Preiss- Handler en estos organismos [13]. Aún no se ha descrito la enzima encargada de 

la producción del mononucleótido de ácido nicotínico (NAMN) en Leishmania braziliensis, 

la LbNAPRT, la cual podría ser un blanco promisorio considerando la importancia del NAD+ 

para el parásito. 
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3.  Justificación 

La mayoría de países de Latinoamérica son afectados por enfermedades tropicales 

infecciosas de alta incidencia, la organización mundial de la salud (OMS) denomina a estos 

padecimientos como enfermedades desatendidas, entre las cuales se encuentra la 

Leishmaniasis, causada por el parásito protozoario Leishmania braziliensis, a nivel mundial 

se han reportado en el último año un total de 1.5 millones de nuevos casos clínicos, con 

una prevalencia de 102 países incluyendo Colombia [28]. 

En América durante los últimos 20 años se han notificado el mayor número de cosas 

asociado a Leishmaniasis cutánea y Leishmaniasis mucosa, en donde los principales 

países afectados son Brasil con un total de casos de 16,432, Colombia con 6,161, Perú 

4,178, Nicaragua 3,443 y Bolivia 2,059, con un porcentaje de incidencia de 18.37 casos 

por cada 100,000 habitantes [29]. 

Un gran número de zonas rurales en Colombia cuentan con las condiciones climáticas y 

biogeográficas para el desarrollo de organismos parasitarios como Leishmania braziliensis, 

que afecta a más de 70 especies de mamíferos entre hechos, animales de importancia 

económica y agrícola. En humanos se presentan tres formas clínicas dependiendo de la 

respuesta inmunológica: leishmaniasis cutánea (LC), leishmaniasis mucocutánea, y 

leishmaniasis visceral (LV). En Colombia se han identificado 9 especies de Leishmania de 

las 21 existentes, siendo en uno de los países con mayor incidencia de esta parasitemia 

[7], [26]. 

Conforme a desarrollar estrategias para controlar la parasitemia asociada de Leishmania 

braziliensis es importante centrarse en las propiedades biológicas y bioquímicas de este. 

El metabolismo energético es esencial para el desarrollo de todo organismo, el cual está 
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asociado a múltiples procesos como señalización, silenciamiento génico, reparación de 

ADN, y procesos oxido-reducción [30]. 

 Por ende, resulta muy relevante el estudio de enzimas asociadas a la producción del 

NAD+. Ya que podrían ser usadas como dianas terapéuticas efectivas. Conforme a esto, 

la identificación de la proteína recombinante LbNAPRT-6xHis y su relación con su ortóloga 

humana, da un panorama para entender el funcionamiento de estos organismos. 
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4.  Objetivos 

4.1 General 

Estudiar a nivel estructural y funcional un candidato a NAPRT de Leishmania braziliensis. 

4.2  Específicos 

❖ Caracterizar in silico un candidato a NAPRT de Leishmania braziliensis. 

 

❖ Realizar una comparación estructural entre la LbNAPRT y su ortólogo humano, 

mediante herramientas bioinformáticas. 

 

❖ Evaluar experimentalmente la identidad del candidato LbNAPRT, a partir de la 

generación de la proteína recombinante en el sistema heterólogo E. coli mediante 

ensayos de actividad enzimática.   

 

❖ Generar una herramienta inmunológica en modelo aviar para el estudio de la 

LbNAPRT endógena. 

  

 

 

 

 



 

 

 

  



18  Identificación de una enzima involucrada en el metabolismo del NAD+ en Leishmania 

braziliensis, la nicotinato fosfo-ribosil transferasa (LbNAPRT). 

 

 
 

5.  Preguntas de investigación 

Teniendo en cuenta la importancia del metabolismo energético del NAD+ para el correcto 

funcionamiento celular en todos los organismos vivos; así como en el parásito Leishmania 

braziliensis, se plantea para este trabajo las siguientes preguntas de investigación: 

¿Existe una NAPRT en Leishmania braziliensis? 

 

¿Las diferencias conformacionales de la LbNAPRT con respecto a su ortólogo humano 

podrían ser objetivo de potenciales blancos terapéuticos para el control del parásito? 

 

¿Podría la LbNAPRT ser una proteína citoplasmática en este tipo de organismos 

(Leishmania braziliensis)? 
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6. Materiales y métodos 

Conforme al desarrollo de los objetivos planteados en este trabajo, asociado a la 

identificación bioquímicas y estructural del candidato NAPRT de Leishmania braziliensis, 

se propone la siguiente metodología. En donde inicialmente se hizo uso de herramientas 

bioinformáticas para el análisis in silico, luego de una comparación de homología de los 

ortólogos en los diferentes dominós de la vida ya descrito (eukarya, bacteria y archaea) y 

de esta manera determinar propiedades asociadas a la funcionalidad de esta proteína en 

Leishmania braziliensis. En conjunto se desarrolló la parte experimental, mediante la 

clonación del inserto Lbnaprt en el vector de mantenimiento pGEM-T. Posteriormente se 

sub clonó en el plásmido pET-22b+-LbNAPRT. Adicionalmente, se expresó, purificó y 

evaluó la funcionalidad de la proteína recombinante LbNAPRT-6xHis. 
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6.1 Aproximación bioinformática 

6.1.2 Análisis de secuencia y estructural del candidato 

La secuencia de aminoácidos del candidato fue obtenida a través de la base de datos 

Uniprot (A0A3P3ZFL4) y su secuencia de nucleótidos a partir de NCBI (XM_001567835.1) 

[8]. Se realizaron alineamientos múltiples de la secuencia proteica potencial de LbNAPRT 

y de organismos ya identificados de diferentes dominios de la vida (Bacteria, Archaea y 

Eukarya) usando el programa CLC Main Workbenc [9]. El modelamiento tridimensional 

(3D) fue realizado por el servidor Alphafold2 [10] y se evaluó mediante el gráfico de 

Ramachandran [11]. Adicionalmente, mediante la base de datos PDB se obtuvieron los 

datos estructurales de NAPRT humana que se utilizaron para realizar una comparación 

con el candidato a LbNAPRT usando el programa USFC-Chimera [31] a fin de determinar 

la homología estructural con su ortóloga humana. 

6.1.3 Acoplamiento molecular con los sustratos 

Se prepararon los sustratos de NA, PRPP y ATP en el programa Avogadro (software) [32]. 

Las cargas de la proteína LbNAPRT (modelo Alphafold2) como de los sustratos se 

establecieron usando el programa Maestro 10.3 (software) [33]. Los archivos generados 

se exportaron al software Autodocktools para el acoplamiento molecular [34]. Se originaron 

9 posibles posiciones de interacción del sustrato en la proteína blanco, posteriormente se 

seleccionaron 2 de estas interacciones que contenían energías de unión más baja. 

Finalmente, los resultados se visualizaron en el programa Maestro 10.3 [33], [35], [36]. 

6.2 Aproximación experimental 

6.2.2 Amplificación de la región codificante para el candidato a 

Lbnaprt 

Partiendo de un material celular de Leishmania braziliensis fase promastigote de la cepa 

MHOM/BR/75/M2904 proporcionado por el Laboratorio de Investigaciones Básicas en 

Bioquímica (LIBBIQ) de la Universidad Nacional de Colombia, se realizó una extracción de 
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ADN genómico y se amplificó la región que codifica para la proteína LbNAPRT usando los 

primers: 5´-GGATCCATGACGCACTCAAATGAG-3´ (Directo Lbnaprt) y 5´-

CTTTCTCCAGAAGTTCCAATTCGAA-3´ (Reverso Lbnaprt). Las condiciones de 

amplificación usadas fueron: 1µL de ADN plantilla, Buffer de amplificación 1X (KCl 50mM, 

Tris HCl 10mM pH 7.2), MgCl2 2.5mM, dNTPs 0.2mM, Primers 0.4µM, Taq polimerasa 1U 

en H2O (dd) a un volumen final de 15µL en el termociclador Veriti 96-Well con un perfil 

térmico de 94°C durante 10 minutos seguido de 30 ciclos de desnaturalización (94°C, 30 

s), alineación de 58°C por 1 minuto y extensión de 72°C, 45s y una extensión final (72°C, 

10min) [37]. Este producto de PCR se evaluó mediante electroforesis de agarosa al 1% en 

TBE 0.5X y sumergido en solución de bromuro de etidio 0.05%, visualizado en el Molecular 

Imager® Gel Doc™ XR image analyzer usando el software Quantity One Basic de BIO-

RADTM [38]. 

 

Figura 6- 1. Ciclo térmico y características de los primers utilizados para la amplificación 

de la LbNAPRT. 

 

Tabla 1. Secuencia de primers y condiciones térmicas 
 

Primers Enzima Secuencia Tamaño Tm°C %GC Tm´°C 

Lbnaprt (dir) BamHI 5´-ggatccATGACGCACTCAAATGAG-3´ 24pb 58 50 60.6 

Lbnaprt (rev) HindIII 5´-ctttctCCAGAAGTTCCAATTCGAA-3´ 25pb 55 40 57.3 
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6.2.3 Clonación de la región codificante 

El producto de PCR fue ligado en el vector de mantenimiento pEGMT- Easy y se usó para 

transformar células de mantenimiento E. coli TOP-10 mediante choque térmico a 42°C y 

se recuperaron en medio SOC (extracto de levadura 0.5%, triptona 2%, NaCl 10mM, MgCl 

210mM, KCl 2.5mM y glucosa 20mM) [39]. Se extrajo el plásmido mediante lisis alcalina y 

luego fue tratado con las enzimas BamHI y HindIII [40] para la liberación del inserto de 

interés, ya que este contaba con los sitios de restricción otorgados por los primers, 

posteriormente el vector de expresión pET-22b+ fue tratado con las mismas enzimas de 

restricción y se religó con el inserto utilizando T4 ligasa [41]. Este producto fue usado para 

transformar células químicamente competentes BL21(DE3) con el procedimiento anterior, 

estas células crecieron en un medio selectivo de ampicilina 100 µg/mL, el constructo fue 

evaluado mediante PCR de colonia utilizando los primers: 5´-CCTATAGTGAGTCGTATTA-

3´ (Directo T7) y ´5-CTTTCTCCAGAAGTTCCAATTCGAA-3´ (Reverso Lbnaprt) para 

evaluar la direccionalidad del inserto en el vector, estos plásmidos se extrajeron por lisis 

alcalina y se secuenció la región Lbnaprt [42]. 

 
Figura 6- 2. Representación esquemática de los vectores recombinantes pGEMT-

LbNAPRT (izquierda) y pET22b+LbNAPRT (derecha). Visualizado en Snapgene software 

(https://www.snapgene.com/). 
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6.2.4 Expresión de la proteína recombinante 

El vector recombinante pET-22b+LbnNAPRT se expresó en el sistema heterólogo de E. 

coli BL21 (DE3), las células se recuperaron en medio SOC e incubaron durante 1 hora a 

37°C. Las células se dejaron crecer en medio Luria Broth (LB) en una dilución de 1:50 

(cultivos), suplementado con Ampicilina 100µg/mL a 37°C en agitación constante (100 rpm) 

hasta alcanzar O.D 600nm de 0.6; la expresión se indujo con Isopropil β-D-1-

tiogalactopiranósido (IPTG) a una concentración final de 0.5mM, durante periodos de 2 

horas a 25°C, como se estableció tras la optimización de estas condiciones. La expresión 

se monitoreo mediante SDS–PAGE y western blot usando αHisx6 (1:5000) y revelado con 

α mouse-Fosfatasa alcalina (1:10000). Las bacterias fueron centrifugadas a 6000 rpm/ 

15min y el pellet obtenido fue tratado con buffer de lisis (50 mM Fosfato de potasio, pH 7.8, 

400 mM NaCl, 100 mM KCl, 10% Glicerol, 0,5% TritonX 100, 10 mM Imidazol) se usó 5mL 

/ gramo de pellet húmedo celular, 1mg/mL lisozima y 1:400 Inhibidor de proteasas. Se 

incubó la mezcla a 4°C durante 1 hora. Posteriormente la muestra se sónico a (50% 

amplitud, pulsos de 15s y reposo de 45s durante 3min) en baño de hielo. Se centrifugó a 

12000 rpm. por 20 min a 4°C (rotor Microliter 30x2 sealed 75003652 ThermoFisher, 

Heraeus Megafuge 16R 75004271 ThermoFisher), separando las fracciones solubles e 

insolubles. Estos extractos fueron analizados mediante SDS-PAGE y western blot revelado 

con BCIP y NBT [43]. 

6.2.5 Purificación de la proteína LbNAPRT por cuerpos de 

inclusión 

La fracción insoluble de la lisis se homogenizó con buffer de lavado 1 (Tris-HCl 100mM pH 

7.0, EDTA 5mM, Ditiotreitol 5mM, Urea 2M y Triton X-100 al 2%) 5mL por cada gramo de 

células húmedas, luego se centrifugó a 12000rpm durante 30min, este procedimiento se 

repitió 3 veces. El pellet obtenido se homogenizó nuevamente con buffer de lavado 2 (Tris-

HCl 100mM pH 7.0, EDTA 5mM y Ditiotreitol 5mM) y centrifugó a las mismas condiciones. 

Finalmente, se resuspendió con el buffer de extracción (Tris-HCl 50mM pH 7.0, EDTA 

5mM, Ditiotreitol 5mM y guanidina-HCl 8M) y se centrifugó a 14000rpm durante 1 h. El 

sobrenadante se recuperó y dializó a 4°C durante 16 horas en buffer Tris-HCl 50mM y 

NaCl 150mM, empleando una membrana (MWCO, Molecular Weight Cut-Off) de 10kDa. 

posteriormente se centrifugó 12000rpm por 20min, la proteína recuperada se desnaturalizó 

(90°C) y se cargó (buffer de carga 1X) en un gel preparativo (SDS-PAGE 20x20cm), 
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utilizando un marcador preteñido (Opti-Protein Marker, abm) para realizar el corte de la 

banda en el gel correspondiente al peso molecular esperado para la proteína recombinante 

(47.85kDa). Las bandas (inferior, media y superior) se cortaron, maceraron y eluyeron con 

agua MilliQ a 37°C en agitación constante durante 16 horas. La muestra, se centrifugó a 

5000g por 10min, recuperando el sobrenadante. Los eluidos recuperados, se cuantificarón 

y el proceso se monitoreo por SDS-PAGE 12% y western blot revelado con BCIP y NBT 

[44]. 

6.2.6 Purificación por cromatografía de afinidad a metales 

acoplados 

La fracción soluble que contiene la proteína recombinante LbNAPRT6xHis se incubó con 

la resina HisPur™ Ni-NTA Resin High Density, (1mL de resina por 8mL de fracción 

soluble), esta se equilibró con buffer de unión (50 mM Fosfato de potasio, pH 7.8, 400 mM 

NaCl, 100 mM KCl, 10% Glicerol, 0,5% TritonX-100) durante 1 hora a 4°C en agitación 

constante. La mezcla se empacó en la columna y se extrajeron las proteínas no unidas, 

posteriormente se aplicó el siguiente gradiente: 10mM, 20mM, 50mM, 75mM ,150mM, 

200mM y 300mM de Imidazol en el buffer 50mM Fosfato de potasio, pH 7.8, (400mM NaCl, 

100mM KCl, 10% Glicerol, 0,5% TritonX-100). Se recolectaron las fracciones y se 

evaluaron mediante SDS-PAGE 12% y western blot [45]. 

6.2.7 Evaluación de la actividad enzimática mediante ensayo 

directo 

Se realizó una mezcla de reacción que contenía 25mM HEPES/KOH pH 7.4, 7.4mM MgCl2, 

1.25mM ATP, 1.25mM NA y 1.25mM PRPP. La reacción se inició al adicionar 5µg de las 

muestras a evaluar [46]. Las reacciones enzimáticas se incubaron a 37°C durante 5min y 

se detuvo agregando 100µL de HCLO4 1.2 M frío, la mezcla se incubó 15 minutos en hielo, 

posteriormente se centrifugó a 12000g durante 3 min, se recuperó el sobrenadante y se 

tomaron 150µL de la reacción y se neutralizaron con 40µL de K2CO3, se incubó y centrifugó 

a las mismas condiciones. Finalmente se tomaron 150µL de esta reacción para analizar 

mediante RP-HPLC, usando una columna C18 de 25cm de largo x 4.6 mm de diámetro 

interno, con un tamaño de partícula de 5µm (Phenomenex) en el cromatógrafo Hitachi. Se 
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realizó un gradiente de elución utilizando el buffer A (0.1mM fosfato de potasio, pH 6.0) y 

B (metanol): 7 min buffer A (100%), 3.5 min buffer B (20%), 5 min buffer B (25%), 6.5 min 

buffer B (25%), 6.6 min buffer A (100%) [46], [47]. Las separaciones se efectuaron a 

temperatura ambiente con un flujo de 1ml/min, inyectando 5µL de muestra. La longitud de 

onda empleada fue 254 nm [13], [48]. 

6.2.8 Producción de anticuerpos IgYs aviares contra la proteína 

LbNAPRT6xHis 

A partir de la proteína purificada por cuerpos de inclusión, se produjo una herramienta 

inmunológica IgYs contra la proteína recombinante, en gallinas de la raza hy line Brown de 

50 semanas de edad [49]. Usando entre 50-150 ng de antígeno (LbNAPRT6xHis) en una 

relación 1:1 de adyuvante completo en la primera inoculación e incompleto en los dos 

periodos posteriores [50]. Se recolectaron 1mL de sangría durante el periodo de 

inmunización (3) y huevos (30). La presencia de los anticuerpos en sangre contra el 

recombinante, se evaluaron contra 250ng de antígeno y 250ng de BSA usando western 

blot (α-LbNAPRT- IgY 1:5000, anti-Chicken fosfatasa alcalina 1:10000, revelado con BCIP 

y NBT). 

6.2.9 Inmunodetección de la proteína LbNAPRT endógena 

Para la detección de la proteína LbNAPRT se emplearon promastigotes de L. braziliensis 

cepa MHOM/BR/75M2904, cultivados en medio Schneider el cual se suplementado con 

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

agitación. 

Para reconocer la proteína LbNAPRT endógena, se utilizó extractos celulares de 

aproximadamente 7,05x108 promastigotes de L. braziliensis (MHOM/BR/75M2904), los 

cuales se obtuvieron por centrifugación a 6500 rpm (rotor Microliter 30x2 sealed 75003652 

ThermoFisher, Heraeus Megafuge 16R 75004271 ThermoFisher) por 10min a 4°C, 

realizando 2 lavados con 10mL de PBS 1x pH 7.4. Este extracto se resuspendió en 500µL 

de buffer de lisis (PBS 0.1x, cóctel de inhibidores de proteasas (1:250), TritonX-100 0.1%). 

Se incubó durante 40min a 4°C en agitación constante. Posteriormente se centrifugó 

durante 20min a 12000rpm a 4°C, con el propósito de separar las fracciones. A la fracción 

soluble se le agregó buffer de carga 6x (1:5) para SDS- PAGE y a la insoluble 200µL de 
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1x y se desnaturalizarón a 90°C. La fracción de proteínas totales se obtuvo lisando cerca 

de 1x105 células/µL de parásitos con buffer 1x (celulares totales). Las muestras fueron 

analizadas mediante SDS-PAGE 12% y WB (anticuerpos primarios αLbNAPRT6xHis-IgY 

1:1000 purificados, revelado con BCIP y NBT) [51]. 

6.2.10 Inmunofluorescencia sobre promastigotes de L. 

braziliensis 

Con el fin de confirmar la presencia del candidato y evidenciar su localización subcelular, 

se realizó el ensayo de inmunofluorescencia, en donde se utilizó promastigotes de L. 

braziliensis (MHOM/BR/75M2904) provenientes de 1mL de cultivo, el cual se centrifugó a 

6000rpm por 5min a 4°C en 3 lavados con 1mL de PBS 1x, y finalmente se resuspendió 

en 300µL de este buffer. Aproximadamente 2x106 parásitos fueron agregados sobre 

láminas tratadas con poli-L-lisina y se fijaron con paraformaldehido 4% preparado en PBS 

1x (1h a 4°C). Posteriormente, se adicionó glicina fría 100mM durante 15min y se 

permeabilizó con Triton x-100 0.05% en PBS 1x fría durante 10min a 4°C [52]. Las placas 

se bloquearon usando BSA 1% en PBS 1x durante 1h, luego se incubó con el anticuerpo 

primario αLbNAPRT6xHis-IgY purificado (1h a temperatura ambiente), diluidos 1:100, 

1:250 y 1:500 en solución de bloqueo. El anticuerpo secundario αIgY acoplado a Alexa 488 

(1:1000 en solución de bloqueo) de Invitrogen, se agregó sobre las láminas 1 h, en 

oscuridad. La marcación del ADN fue realizada con DAPI (1µg/mL en PBS 1x) durante 

5min. Entre cada uno de los pasos las láminas fueron lavadas una vez con PBS 1x durante 

10min; adicionalmente, el montaje se mantuvo en una caja de Petri recubierta con aluminio. 

Finalmente, las láminas se cubrieron con medio de montaje (Fluoromont-G–Invitrogen) 

[51], [53] y se visualizaron empleando el microscopio ZEISS Axio Observer [54], [55]. 
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7. Resultados y discusión 

Las nicotinato fosfo-ribosil transferasas (NAPRTs), han sido identificadas en algunos 

organismos eucariotas, archaeas y bacterias. La funcionalidad de estas proteínas es 

indispensable para el mantenimiento de los niveles del NAD+ en todos los organismos 

vivos. En protozoos, como Leishmania braziliensis se cree que esta enzima es esencial 

para regular los niveles adecuados de este metabolito (NAD+), ya que en su fase 

amastigote se encuentra altamente expuesto a especies reactivas de oxígeno (ROS) 

dentro de los macrófagos. 

Con el fin de dilucidar en L. braziliensis la síntesis del mononucleótido de ácido nicotínico, 

paso esencial en el metabolismo del NAD+, se estudió un candidato a nicotinato fosfo-

ribosil transferasa (LbNAPRT), resaltando que la presencia de este establece la ruta de 

reciclaje a partir del ácido nicotínico considerando la ausencia de la nicotinamida fosfo-

ribosil transferasa. La LbNAPRT en conjunto con la nicotinamidasa constituirían el paso 

inicial en la síntesis del NAMN. La nicotinamidasa produce ácido nicotínico (NA) a partir de 

la nicotinamida (Nam) y de esta manera proporciona el sustrato necesario para favorecer 

la actividad de la LbNAPRT. 

7.1 Análisis bioinformático del candidato LbNAPRT 

El candidato a nicotinato fosfo-ribosil transferasa (A0A3P3ZFL4) de Leishmania 

braziliensis, es una proteína de 413aa codificada a partir de una secuencia de 1242pb 

(XM_001567835.1) ubicada en el cromosoma 33. El alineamiento del candidato contra 

ortólogos ya identificados a nivel de secuencia permitió determinar que este cuenta con 

aminoácidos conservados asociados a la regulación alostérica, oligomerización e 

interacción con sus sustratos NA y PRPP (Figura 7-1). El candidato fue modelado por 

medio de los servidores ROBETTA (Ab-initio) y Alphafold2 (inteligencia artificial) y debido 

a la alta fidelidad, este último se escogió para continuar la aproximación bioinformática. 

Adicionalmente, empleando el servidor Deep-Loc se predijo una ubicación subcelular a 

nivel citoplasmático del candidato propuesto. 
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Las NAPRTasas identificadas se caracterizan por tener tamaños que oscilan entre 30 kDa 

y 65 kDa, en microorganismos como Leishmania braziliensis esta enzima cuenta con un 

tamaño intermedio de 47.043 kDa, al realizar la comparación a nivel de secuencia se 

observa que esta cuenta con aminoácidos conservados en el extremo N-terminal con 

respecto a sus ortólogas, donde se localizan los dominios catalíticos. Con relación a la 

NAPRT humana (57.578 kDa), la LbNAPRT presenta mayor variación con respecto al 

extremo C-terminal, como se observa en la figura 7-2A. 

Tabla 2. Propiedades in silico del candidato a LbNAPRT 
 

 LbNAPRT 

 

 

Estructura tridimensional (modelo 

Alphafold 2) 

 

MHOM/BR/75/M2904 mRNA XM_001567835.1 

Leishmania braziliensis 

MHOM/BR/75/M2904 

A0A3P3ZFL4 

Tamaño del gen (pb) 1242 

Tamaño de la proteína (aa) 413 

Peso molecular (kDa) 47.043 

Hélices α / Láminas β 19/10 

Punto isoeléctrico 5.72 

Ubicación subcelular Citoplasma (0.8388) 
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Ramachandran 98.913% 

 

7.1.2 Caracterización in silico del candidato LbNAPRT 

Como se observa en la figura 7-1, el alineamiento de la secuencia candidato con sus 

ortólogas ya identificadas (Homo sapiens, Saccharomyces cerevisiae, Thermoplasma 

acidophilum, Pseudomonas aeruginosa) permitió identificar aminoácidos conservados 

asociados a su oligomerización, como el ácido aspártico 18 y la tirosina 20 cercanos al N-

terminal presentes en el candidato LbNAPRT, los cuales podrían interactuar a partir de 

puentes de hidrógeno para lograr un estado de oligomerización, como se reporta en el 

caso de la HsNAPRT y ScNAPRT. Igualmente, un aminoácido conservado asociado a la 

regulación alostérica como la histidina 240, posible blanco de fosforilación que podría 

modular la actividad enzimática, como se presenta en las ya identificadas NAPRT 

(HsNAPRT y TcNAPRT). Se observó también la presencia de la triada de NAPRT en el 

candidato (glicina 359, treonina 360 y glutamina 361) que podría participar en la 

estabilización de la PRPP [22], como se ha observado en las ortólogas eucariotas, en 

donde la glutamina es reemplazada por una serina. 

Figura 7- 1. Alineamiento múltiple del candidato a NAPRT de Leishmania braziliensis 

contra 4 proteínas ya identificadas de Pseudomonas aeruginosa, Saccharomyces 

cerevisiae, Homo sapiens, Thermoplasma acidophilum. Aminoácidos asociados a la 

oligomerización (azul). Sitio de modificación postraduccional (verde). Sitio de unión a 

sustratos de NA y PRPP (rojo). Visualizado en el programa CLC Main Workbench. 
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7.1.3 Comparación del candidato con su ortóloga HsNAPRT 

El candidato presenta una conformación tipo barril en su extremo N-terminal altamente 

conservado en las NAPRTasas. Respecto a su estructura tridimensional, la cual fue 

evaluada mediante Ramachandran plot se destaca que el 98.913% de los aa se 

encuentran en la región permitida.  

Figura 7- 2. Comparación estructural de la proteína candidato LbNAPRT (azul) contra su 

ortóloga HsNAPRT (púrpura). A) LbNAPRT vs HsNAPRT, RMSD 0.978 Å 355 parejas de 

átomos. B) Comparación estructural de los sitios catalíticos LbNAPRT (azul) vs HsNAPRT 

(púrpura) RMSD 1.139Å 139 parejas de átomos. Los modelos se obtuvieron en el servidor 

Alphafold2. Visualizadas por el programa USFC236 Chimera. 
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Al realizar la comparación estructural del candidato a LbNAPRT contra la estructura 

cristalizada de la HsNAPRT, se obtiene un valor bajo de RMSD de 0.978 Å (355 parejas 

de átomos), indicando la similitud espacial. Adicionalmente, se realizó la comparación de 

los modelos del dominio catalítico ubicado en la región N-terminal, empleando Alphafold2, 

como se observa en la figura 7-2 B con un RMSD de 1.139Å (139 parejas de átomos) en 

donde se evidenció la presencia del plegamiento tipo Rossman, característico de la familia 

de las nicotinato fosfo-ribosil transferasas (6.3.4.21) [23]. 

7.1.4 Acoplamiento molecular 

Los resultados obtenidos del acoplamiento molecular muestran que se generan 

interacciones entre el sustrato NA y la proteína LbNAPRT (modelo Alphafold2). Las 

argininas 194 y 301 se acoplan con el sustrato NA estabilizándolo por medio de interacción 

electrostática y catión Pi (Figura 7-3A). Es posible que en Leishmania braziliensis este sitio 

de unión cercano al N-terminal a una distancia 2.56 Å y 1.99 Å del ligando esté asociado 

a la actividad de la enzima, considerando las argininas homólogas han sido reportadas en 

esta interacción en la HsNAPRT. Además, la ubicación citoplasmática de la LbNAPRT 

podría contar con el pH óptimo de 7.5 para lograr la desprotonación del grupo ácido del 

NA para facilitar el acoplamiento con la proteína LbNAPRT [56]. 
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En relación con el sustrato de PRPP, este es estabilizado por puentes de hidrógeno por la 

glicina 359 con respecto al grupo fosfato del ligando a una distancia de 2.49 Å, el ácido 

glutámico 241 podría estar asociado a la estabilización del grupo pirofosfato del sustrato 

por medio de este mismo tipo de interacción a una distancia de 2.30 Å. La fosforilación de 

la histidina 240, se asocia con el aumento de la actividad en proteínas ortólogas; este 

aminoácido interactúa con el grupo fosfodiéster de la PRPP en el acoplamiento molecular. 

En consecuencia, se podría inferir una liberación más rápida del sustrato debido al efecto 

de esta modificación postraduccional [57]. 

La reacción de doble desplazamiento se incrementa gracias a la hidrólisis del ATP, este 

es capaz de interactuar con la proteína en un lugar diferente al NA y PRPP, facilitando la 

acción de la enzima, gracias a las lisinas 395 y 340 que permiten la estabilización de los 

grupos fosfatos por medio de puentes de hidrógeno y la arginina 44 que por interacción 

catión Pi es capaz de estabilizar a la adenosina [31]. De esta forma, la reacción exergónica 

permite una liberación inmediata del ADP y el grupo fosfato, ya que la NAPRT es una 

ATPasa facultativa que podría también participar en la autofosforilación de la histidina 240, 

generando una 1-fosfo histidina lábil, que regula la enzima alostéricamente [58], [57]. 

Figura 7- 3. Acoplamiento molecular entre la LbNAPRT (Alphafold2) y los ligandos (NA, 

PRPP y ATP).  A) LbNAPRT-NA. Las energías de unión para el modelo 1 (-6.4 kcal/mol) 

entre el ligando, muestra un acoplamiento estable en función de R194 que interactúa 

electrostáticamente con el grupo carboxilo de NA y del anillo de este por medio de 

interacción catión Pi con R301. B) Interacción LbNAPRT-NA en 2D. C) LbNAPRT-PRPP. 

Las energías de unión entre la proteína y el ligando PRPP (-7.9 kcal/mol), muestra un 

acoplamiento estable con respecto a los aminoácidos G359, E241 e H240, que interactúan 

por puentes de hidrógeno con los grupos fosfato del PRPP. D)  LbNAPRT-PRPP en 2D. 

E) LbNAPRT-ATP. Las energías de unión entre la proteína y el ligando ATP (-4.9 kcal/mol), 

muestra un acoplamiento estable con respecto a los K395, K340, que interactúan por 

puentes de hidrógeno con los grupos fosfato del ATP y la R44 que estabiliza al grupo 

adenosín por medio de interacción catión Pi F) Acoplamiento LbNAPRT-ATP en 2D. 

Visualización de la interacción proteína-ligando en 3D y 2D, Maestro 10.3 (software). 
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Energía de unión: -6.4 kcal/mol ARG 194: interacción electrostática 

ARG 301: Interacción catión Pi 

C 

 

D 

 

Energía de unión: -7.9 kcal/mol GLY 359: Interacción puentes H 

HIS 240: Interacción puentes H 
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F 

 

Energía de unión: -4.9 kcal/mol LYS 395, LYS 340: Puentes H 

ARG 44: Interacción catión Pi 

 

Se puede inferir que debido a la aproximación in silico, el candidato a LbNAPRT cuenta 

con características estructurales y catalíticas en su extremo N-terminal correspondientes 

a este tipo de proteínas (6.3.4.21), con este acercamiento establece los parámetros 

iniciales para la caracterización inicial de esta enzima en Leishmania braziliensis. 

7.2 Acercamiento experimental a la identificación 

de NAPRT en L. braziliensis 

Con el propósito de dilucidar los procesos metabólicos que envuelven a la síntesis del 

NAD+ en este tipo de protozoarios, se abordó el candidato a nicotinato fosfo-ribosil 

transferasa en L. braziliensis, considerando que el metabolismo de este dinucleótido 

presenta variaciones evolutivas, relacionados con la vida parasitaria. Una vez realizado el 

acercamiento bioinformático del candidato se procedió a realizar el acercamiento 

experimental. 
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A partir de ADN genómico de promastigotes de L. braziliensis, se clonó la secuencia 

codificante Lbnaprt, para posteriormente expresar la proteína LbNAPRT6xHis en el 

sistema heterólogo de E. coli BL21(DE3), de esta forma se obtuvo una proteína 

recombinante (LbNAPRT6xHis) la cual fue purificada y funcionalmente evaluada. 

Adicionalmente, para el estudio de la enzima endógena, se desarrolló una herramienta 

inmunológica de anticuerpos policlonales IgYs contra el recombinante, denominados 

αLbNAPRT6xHis, que permitió la detección de la proteína en promastigotes. 

7.2.2 Clonación de la región codificante LbNAPRT 

A partir de promastigote de Leishmania braziliensis (MHOM/BR/75/M2904), se extrajo el 

ADN genómico, el cual fue utilizado como plantilla en varias diluciones, para la 

amplificación de la región codificante de la LbNAPRT, se observó amplificación en la región 

esperada (1251 pb) tanto para el ADN genómico concentrado 1,2 µg/µL (1), 1:10 (2) y 1:50 

(3), observando la especificidad de los primers con el perfil térmico diseñado (Figura 7-4A). 

El producto PCR fue clonado en el vector pGEMT, usando T4 ligasa para acelerar la unión 

de estos productos, la presencia del inserto fue evidenciada por digestión enzimática 

(EcoRI) (Figura 7-4C) y PCR (Figura 7-4B). Con el propósito de realizar la subclonación, 

para obtener el plásmido de expresión pET22b+Lbnaprt, pGEMT-Lbnaprt y vector de 

expresión pET22b+ fueron sometidos a digestión con BamHI- HindIII (Figura 7-4D), para 

efectuar tanto la liberación del inserto de interés como la linealización del vector, ambos 

productos en presencia de la enzima T4 ligasa son unidos, catalizando la formación de 

enlaces fosfodiéster entre los extremos cohesivos previamente formados por las enzimas 

de restricción. 

Figura 7- 4. Clonación de la región codificante LbNAPRT. A) Amplificación por PCR de la 

región codificante a partir de ADN genómico de Leishmania braziliensis: B) Identificación 

por PCR de colonia (1-20) que contienen pGEMT-Lbnaprt. C) Digestión de pGEMT-Lbnaprt 

con EcoRI (1 y 3) para corroborar el perfil de digestión de clones positivos (2997, 687, 573 

pb), plásmido sin digerir (2 y 4). D) Fragmentos purificados Lbnaprt (1), vector pET22b+ 

sin digerir (2), vector pET22b+ digerido con BamHI (3), linealización total del vector 

pET22b+ (BamHI y HindII) (4). 1.0µL Marcador de peso 1kb.  Electroforesis de agarosa 

1% (p/v) en 0.5X TBE, visualizado con bromuro de etidio 0.05 %. 
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Con el fin de obtener múltiples copias del vector de expresión y mantener la integridad de 

este, fue necesario transformar células competentes TOP-10 con el producto de ligación, 

estas colonias se evaluaron por PCR con el propósito de corroborar las condiciones 

adecuadas del inserto en el plásmido para que ocurra correctamente la síntesis de la 

proteína recombinante. La direccionalidad del inserto Lbnaprt (1242pb) en el vector de 

expresión se confirmó mediante PCR de colonias, usando el primer directo T7 ( 5´-
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CCTATAGTGAGTCGTATTA-3´) y el reverso de la región codificante Lbnaprt (´5-

CTTTCTCCAGAAGTTCCAATTCGAA-3´), en dónde se observó una amplificación para las 

colonias 1, 2 y 4 en el peso esperado de 1465pb, las cuales corresponden a la secuencia 

del promotor (T7) con la del inserto (Lbnaprt), comprobando el correcto direccionamiento 

del inserto en el vector de expresión (Figura 7-5 B), además el plásmido proveniente de la 

colonia 2 fue secuenciado con el fin de corroborar la presencia de la región codificante en 

él. 

Figura 7- 5. Evaluación de clones de expresión pET22b+Lbnaprt. A) PCR de colonia para 

evaluar la presencia de la región codificante en el vector, células TOP-10 transformadas 

con pET22b+Lbnaprt. B) PCR de colonia para verificar la direccionalidad del inserto en el 

plásmido de expresión, utilizando el primer directo T7. 1.0µL Marcador de peso 1kb. 

Electroforesis de agarosa 1% (p/v) en 0.5 X TBE, visualizado con bromuro de etidio 0.05%. 
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7.2.3 Expresión de la proteína recombinante LbNAPRT6xHis en el 

sistema heterólogo E. coli BL21(DE3) 

El plásmido proveniente de la colonia 2 (TOP-10) se extrajo por lisis alcalina y se usó para 

transformar células competentes BL21(DE3) E. coli, en medio selectivo de ampicilina 

100µg/mL, evaluando diferentes tiempos de inducción (2h, 4h y ON) de 3 colonias. Se 

observó una banda prominente que corresponden al peso esperado de 48.34kDa, en 

extractos de células totales las cuales se indujeron a una OD 0.6, estas células 

normalizadas se compararon con el resultado de células BL21(DE3) transformadas no 

inducidas (control) y células BL21(DE3) no transformadas.  Se evidencia una expresión de 

la proteína LbNAPRT6xHis notable a las 2 horas en las colonias evaluadas, al igual que a 

las 4 horas, la proteína después de las 16 horas muestra degradación, con la aparición de 

bandas de menor peso molecular, ausentes en células no transformadas (Figura 7-6B). 

Figura 7- 6. Expresión de la proteína recombinante LbNAPRT6xHis en el sistema 

heterólogo E. coli BL21(DE3). A) Evaluación de 3 colonias previamente transformadas, 

colonias no transformadas como control y diferentes tiempos de inducción (0, 2, 4 horas y 

overnight), con una concentración de inductor IPTG 1mM a 37°C. Marcador de peso 

molecular 14.4 – 116 kDa (Thermo Scientific) gel SDS-PAGE al 12%, revelado en azul de 

Coomassie R-250. B) Inmunodetección de la proteína LbNAPRT6xHis (colonia 1, 2 y 3) 

mediante western blot (α-6xHis 1:5000, α-mouse fosfatasa alcalina 1:10000 revelado con 

BCIP y NBT). 
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Con el fin de obtener la proteína recombinante en las condiciones adecuadas para su 

purificación y correcto funcionamiento, se optimizaron las condiciones de expresión, 

evaluando temperatura, concentración de IPTG y duración de la inducción. Estableciendo 

que las mejores condiciones de expresión para obtener la proteína en la fracción soluble 

fueron: 25°C, 0.5mM IPTG y 2 horas. 
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Figura 7- 7. Estandarización de las condiciones de expresión de la proteína recombinante 

LbNAPRT6xHis. A) Expresión de la proteína recombinante LbNAPRT6xHis (48.34 kDa) en 

BL21(DE3) vs tiempo (colonia 1, 2h y 4h): fracción soluble (F.S), fracción insoluble (F.I), 

no inducidas (N.Ind), Marcador de peso molecular 14.4 – 116 kDa (Thermo Scientific), gel 

SDS-PAGE 12%, revelado en azul de Coomassie R-250. B) Inmunodetección de la 

proteína LbNAPRT6xHis (colonia 1) mediante western blot (α-6xHis 1:5000, α-mouse 

fosfatasa alcalina 1:10000, revelado con BCIP y NBT), control positivo (TvNMNAT1). 

A 

 

B 

 

En relación con los tiempos de inducción (2, 4 y 16 horas) es clara la acumulación de la 

proteína en la fracción insoluble. Esto debido posiblemente a la baja solubilidad predicha 

por Protein-Sol para la proteína recombinante en el sistema de expresión de E. coli (0.28 

valor de solubilidad escalado a 0.45 de solubilidad promedio en E. coli) debido a que la 

proteína cuenta con regiones no favorables al plegamiento en el sistema de expresión 

[59]. La presencia de la proteína LbNAPRT6xHis se confirmó tanto en la fracción soluble 

como en la insoluble de la lisis celular por medio de western blot (Figura 7-7B). 

7.2.4 Purificación de la proteína y evaluación de la actividad 

enzimática 

La LbNAPRT se encontró tanto en la fracción soluble como en la insoluble (Figura 7-7B), 

tras evaluar diferentes condiciones de expresión tales como, tipo de cepa, temperatura y 

tiempo de inducción, no se logró incrementar la proteína en la fracción soluble, 

experimentos de purificación a partir de esta fracción obtuvieron muy bajos rendimientos, 
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ante lo cual se abordó la purificación de la proteína desnaturalizada y posterior 

renaturalización. 

El bajo rendimiento en la purificación de la proteína puede estar relacionado con la posible 

oligomerización de la enzima [14]. Algunos reportes señalan la existencia de estructura 

cuaternaria en las NAPRTasas, así por ejemplo homodímeros en humanos [14], al igual 

que en Agrobacterium tumefaciens [60] y diédricas como en Thermoplasma acidophilum 

[23]. Esta disposición oligomérica podría interferir en la interacción del tag de 6xHis con la 

resina de purificación (IMAC), reduciendo la eficiencia de la purificación [61]. 

La proteína LbNAPRT6xHis se purificó mediante cromatografía de afinidad a metales 

inmovilizados (IMAC) empleando resina de níquel, la cual tiene la propiedad de establecer 

interacciones coordinadas entre el níquel y la etiqueta de histidinas (6xHis) fusionada a la 

proteína recombinante de interés. El proceso de purificación se realizó en solución y como 

muestra de partida la fracción insoluble [62], la cual se trató con agente denaturante 

(cloruro de guanidina) y se replegó en la columna eliminando la concentración del agente 

caotrópico de 8M a 0 [63]. Con el fin de estandarizar las condiciones de purificación, se 

usaron las siguientes concentraciones de imidazol: 2mM, 4mM, 8mM y 10mM, la proteína 

se eluyó con 25mM, 150mM y 300mM. Las condiciones empleadas permitieron obtener 

una cantidad observable de la proteína pura, según el análisis de western blot se evidenció 

una serie de productos de degradación de la misma en los primeros lavados y en las no 

unidas, además de un reconocimiento de la proteína purificada en los dos últimos eludidos, 

(inmunodetección con αLbNAPRT6xHis) [64]. 

Figura 7- 8. Purificación de la proteína recombinante LbNAPRT6xHis mediante 

cromatografía de afinidad a metales (IMAC) denaturante. A) Evaluación de perfiles 

electroforéticos, Fracción insoluble (FI), proteínas no unidas (UN), Lavado 1 (L1) 2mM, 

Lavado 2 (L2) 4mM, Lavado 3 (L3) 8mM, Lavado 4 (L4) 10mM de imidazol, eluido 1 (E1) 

25mM, eluido 2 (E2) 150mM, eluido 3 (E3) 300mM de imidazol. Marcador de peso 

molecular 14.4 – 116 kDa (Thermo Scientific) gel SDS-PAGE al 12%, revelado en azul de 

Coomassie R-250. B) Inmunodetección de la proteína LbNAPRT6xHis mediante western 

blot (α-LbNAPRT6xHis-IgY 1:5000, α-Chicken fosfatasa alcalina 1:10000, revelado con 

BCIP y NBT). 
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Los eluidos obtenidos de la proteína purificada (LbNAPRT6xHis) por cromatografía de 

afinidad empleando las condiciones estandarizadas, fueron dializados en medio reductor 

con DTT 1mM [65] y utilizados para evidenciar su funcionalidad mediante ensayos 

enzimáticos directos. 

7.2.5 Evaluación de la actividad enzimática 

La actividad enzimática de la NAPRT se midió en extractos de células transformadas, no 

transformadas y en eluidos de la proteína recombinante LbNAPRT6xHis, purificada por 

IMAC a partir de fracción soluble o insoluble, mediante ensayo enzimático directo, 

adaptando la metodología usada por Contreras et al. [66]. Para llevar a cabo el ensayo se 

utilizaron 5µg de lisado celular o la enzima purificada [24]. En presencia de la enzima se 

observaron los picos correspondientes a los sustratos ATP y NA e igualmente se evidencia 

la disminución de la absorbancia de los sustratos con respecto al control negativo, lo que 

implica un consumo de los mismos. Con relación al sustrato PRPP no es posible 

monitorear su presencia, debido a que no absorbe a esta longitud de onda (254nm). El 

producto de la reacción, NAMN es detectable en la fracción soluble de células inducidas, 

en contraste al control de células no transformadas (Figura 7-9 C) [13], lo cual constituye 

la primera evidencia de que el candidato a LbNAPRT es el responsable de la síntesis del 

NAMN. Estos resultados se confirman al evaluar la proteína purificada LbNAPRT6xHis a 

partir de los cuerpos de inclusión, que fue renaturalizada la cual genera el NAMN a partir 

del consumo de los sustratos (Figura 7-10 B, 7-10 C). Considerando los ensayos directos 
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usando HPLC se logró identificar la NAPRT de Leishmania braziliensis, siendo esta la 

primera reportada en tripanosomátidos. 

Al realizar una búsqueda bibliográfica en otros protozoos del orden tripanosomátidos e 

incluso otros eucariotas inferiores y micobacterias [67], [68], no se encuentra referencia a 

la existencia de NAPRTasas, no obstante, es posible la existencia de proteínas con 

actividad nicotinato fosfo-ribosil transferasa, debido a la presencia de la nicotinamidasa, la 

cual ha sido detectada y se conoce trabaja en conjunto con la NAPRT  

Los tripanosomátidos, al ser organismos de vida parasitaria han desarrollado dependencia 

del NA para la síntesis del NAD+  [69], resaltando la importancia las NAPRTs para la síntesis 

de este dinucleótido. La LbNAPRT como enzima potencialmente esencial para el parásito 

cuentan con diferencias estructurales en el extremo C-terminal en comparación al ortólogo 

humana, estas discrepancias podrían considerarse como un posible blanco terapéutico 

para el control de esta parasitemia. 

Figura 7- 9. Ensayo de actividad enzimática de la proteína recombinante LbNAPRT6xHis 

por RP-HPLC. A)  Control negativo (sin enzima). B) Control negativo (extracto soluble de 

células no transformadas) C) Reacción con extracto soluble de células transformadas 

(pET22b+Lbnaprt). D) Reacción con la LbNAPRT6xHis parcialmente purificada (Eluido 2).  
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Figura 7- 10. Ensayo de actividad de la proteína parcialmente purificada (LbNAPRT6xHis) 

por IMAC denaturante A) Reacción sin enzima (control negativo). B) Reacción con la 

proteína recombinante LbNAPRT6xHis, purificada por IMAC denaturante (Eluido 2). C) 

Reacción con la proteína recombinante LbNAPRT6xHis, purificada por IMAC denaturante 

(Eluido 3). Sustratos (ATP, NA y PRPP no observable debido a que no absorbe a 254nm), 

Producto (NAMN). 
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Tabla 3.  Evaluación de la purificación de la proteína LbNAPRT6xHis 

Proteína Fracción Concentración 
(mg/ml) 

Volumen 
(mL) 

Proteína 
Total 

(mg) 

Actividad 
Total 
(U) 

Actividad 

específica 
(U/mg) 

Actividad 

específica 
(U/mg) 

Rendimiento Factor de 

purificación 

LbNAPRT6

xHis 

(extracto 

soluble) 

Fracción 

soluble 

22.28 3 22.89 0.0376 0.066 0.0016 100 - 

Eluido 2 0.275 0.5 0.137 5.0E-5 0.015 0.0004 0.130 0.22 

 

LbNAPRT6

xHis 
renaturada 

(CI) 

Fracción 

soluble 

4.18 2 7.315 - - - 100 - 

Eluido 3  0.31 0.5 0.28 0.0018 0.419 0.0105 6.92 6.36 

Eluido 2 0.37 0.5 0.32 0.0018 0.452 0.0113 15.22 8.71 

 

En relación a la producción de proteínas recombinantes en sistemas heterólogos (E.coli), 

la formación de cuerpos de inclusión es frecuente, los cuales corresponden a proteína mal 

plegada que se consideraba subproductos de poca utilidad, en los últimos años se han 

desarrollado metodologías de renaturalización para el replegamiento de estas proteínas, 

aumentando la eficiencia de la producción de proteínas de uso comercial y de investigación 

[63]. 

La producción y purificación de la proteína recombinante LbNAPRT6xHis, se realizó a partir 

del extracto soluble del lisado celular y de los cuerpos de inclusión, empleando diferentes 

estrategias, en el primer caso se usó directamente IMAC la purificación no fue eficiente 

debido a que el tag de 6xHis, al cual se asociaría la resina no es disponible para la 

interacción, posiblemente debido al plegamiento de la proteína recombinante. No obstante, 

los eluidos de esta purificación presentaron una baja actividad como se observa en la figura 

7-9 D. De otro lado, la purificación a partir de los cuerpos de inclusión combinando la 

solubilización de los mismos y la purificación de la proteína desnaturalizada, seguida de 

renaturalización, permitieron obtener la proteína parcialmente purificada y corroborar la 

actividad enzimática de la misma como se observa en las figuras 7-10 B, 7-10 C. Los 

anteriores resultados se relacionan en la tabla 3. 
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7.3 Producción de inmunoglobulinas IgYs α-

LbNAPRT6xHis 

La obtención del antígeno necesario para la inmunización del modelo aviar constituyó un 

reto, debido al bajo rendimiento en la purificación de proteína recombinante en los ensayos 

iniciales, ante lo cual fue necesario realizar dos esquemas de inmunización como se 

describe a continuación. 

Se realizó un primer esquema de inmunización con las condiciones descritas en la tabla 4: 

Tabla 4. Esquema de inmunización con el antígeno LbNAPRT6xHis 

Inoculación Fecha Días Antígeno (µg) Vf (µL) Coadyuvante 

1 19-05-22 0 71.56 1200 Completo 

2 02-06-22 14 94.02 1000 Incompleto 

3 10-06-22 21 108.58 600 Incompleto 

 

En la evaluación mediante western blot de las sangrías obtenidas de los días 14, 21 y 28 

no se observó el reconocimiento de la proteína, aunque en la literatura se reporta, que se 

pueden generar anticuerpos usando concentraciones entre 2 y 50µg de antígeno por vía 

intramuscular, para inducir la producción de IgYs [70]. Debido a ello se realizó un refuerzo 

de inmunización un mes después, incrementando la cantidad del antígeno como se 

presenta en la tabla 5: 

Tabla 5. Refuerzo de inmunización con el antígeno LbNAPRT6xHis 

Inoculación Fecha Días Antígeno (µg) Vf (µL) Coadyuvante 

1 29-07-22 0 102.4 300 Incompleto 

2 12-08-22 14 102.4 300 Incompleto 

3 19-08-22 21 102.4 350 Incompleto 

 

Se evaluaron los sueros (S1, S2 y S3) del refuerzo de inmunización, en donde se observa 

claramente el reconocimiento de la LbNAPRT6xHis (250ng) (Figura 7-11A). Se determinó 

la especificidad de los IgYs generados, evidenciando que los anticuerpos producidos, no 

presentaban una afinidad hacia el control negativo empleado (BSA 250ng) (Figura 7-11A). 

Igualmente se evaluó el límite de detección de los anticuerpos purificados previamente por 
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afinidad a partir del suero 3, se evidenció que las IgYs producidas reconocen hasta 4ng 

del antígeno (LbNAPRT6xHis), en una dilución 1:5000 de anticuerpo (Figura 7-11 B) [71]. 

Figura 7- 11. Evaluación de las IgYs α-LbNAPRT6xHis por western blot. A) Determinación 

de la especificidad IgYs, (1) LbNAPRT6xHis 250ng, (2) BSA 250ng. Suero no relacionado 

(SNR), suero inicial (SI1), suero 1 (S1), suero 2 (S2), suero 3 (S3). B) Determinación de la 

sensibilidad de las IgYs anti LbNAPRT6xHis, (1) 250ng, (2) 150ng, (3) 75ng, (4) 35ng, (5) 

18ng y (6) 4ng.  Membrana de nitrocelulosa, α-LbNAPRT IgY 1:5000, α-Chicken fosfatasa 

alcalina 1:10000, revelado con BCIP y NBT. 

A 

 

B 

 

Se evaluaron anticuerpos solo a partir de las sangrías, aunque se colectaron los huevos 
los cuales constituyen una gran fuente de inmunoglobulinas, se evaluaran en trabajos 
posteriores. 
 
Finalmente, se generó una herramienta inmunología en modelo aviar capaz de detectar 
la proteína recombinante LbNAPRT6xHis.  
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7.3.1 Inmunodetección de la proteína LbNAPRT endógena   

Determinar la localización intracelular de una proteína constituye un paso de 

caracterización que permite asociar a la misma con diferentes procesos metabólicos 

asociados a la producción del NAD+. 

La herramienta inmunológica producida en este trabajo, IgYs α-LbNAPRT6xHis se empleó 

para el reconocimiento de la proteína endógena de L. braziliensis mediante ensayos de 

western blot. De esta forma se observó el reconocimiento de la LbNAPRT en el parásito 

en fase promastigote, mediante ensayos de WB usando los anticuerpos policlonales 

(purificados previamente por afinidad). Se evaluaron extractos de proteínas totales del 

parásito, fracciones insoluble y soluble. La proteína se presenta principalmente en la 

fracción soluble. Los resultados obtenidos a partir de este extracto presentan bandas en 

un peso de ∼55 kDa y 100 kDa, que en relación con el peso molecular esperado de la 

LbNAPRT (47.043 kDa) constituyen un aumento considerable. El aparente incremento en 

el peso molecular podría estar asociados a la diferencia de solvatación que disminuye entre 

las partes hidrofóbicas de las proteínas en la fracción soluble que interactúan con el 

detergente de lisis (TritonX-100) o incluso con el SDS, lo cual permite la generación de 

complejos intermedios proteína-proteína o incluso oligómeros, cambiando el perfil de 

migración levemente de las proteínas presentes en los extractos celulares  [72]. 

Adicionalmente, algunos artefactos de migración electroforética pueden formarse debido 

al agente reductor empleado, considerando que no mantendrían los grupos tioles en su 

reducida, como se ha observado con el uso del 2-mercaptoetanol, DTT y el ácido 

tioglicolico [73]. Además, alteraciones en el perfil electroforético pueden atribuirse a 

modificaciones postraduccionales [74]. Así por ejemplo la fosforilación de la proteína 

oncogénica c-jun se ha reportado que altera el desplazamiento en SDS-PAGE [73], [75].  

Con relación a la HsNAPRT, estudios experimentales han determinado fosforilaciones de 

varios aminoácidos (Y21, H213, H537), con alteración en algunos casos en el perfil 

electroforético. Considerando que existe una relación evolutiva con su ortóloga en L. 

braziliensis, es posible que LbNAPRT sea también blanco de similares modificaciones 

postraduccionales, lo cual podría explicar las alteraciones observadas en el peso molecular 

aparente de la proteína endógena [76].  

Figura 7- 12. Inmunodetección de las proteínas LbNAPRT sobre extractos de 

promastigotes de L. braziliensis. A) SDS-PAGE de extractos del parásito. Marcador de 
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peso molecular 14.4 – 116 kDa (Thermo Scientific) gel SDS-PAGE al 12%, revelado en 

azul de Coomassie R-250. B) WB usando α-LbNAPRT6xHis-IgY. MWM: Marcador peso 

molecular preteñido 10 – 170 kDa (Fisher Scientific). FS: Fracción soluble, FI: Fracción 

insoluble, (+) proteína recombinante (LbNAPRT6xHis) (48.34 kDa). Membrana de PVDF, 

α-LbNAPRT-IgY 1:1000 en TBST-leche al 0.5%, α-Chicken fosfatasa alcalina 1:10000, 

revelado con BCIP y NBT. 

            A 

 

  B 

 

En la fracción insoluble se da el reconocimiento de una banda cercana al peso de ∼55 

KDa, similar a la encontrada en la fracción soluble, esto debido posiblemente a una parcial 

lisis de los parásitos o a posibles interacciones a la proteína con membranas celulares. La 

HsNMNAT2 presenta una localización diferencial dependiente de una palmitoilación que 

ancla a la proteína a la membrana [77]. 

Con base a lo observado, podría establecerse que la proteína LbNAPRT tiene una 

localización citoplasmática, al igual que se ha observado en otras NAPRT, esto estaría 

asociado con su función en el metabolismo del NAD+ [78].  
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7.3.2 Inmunofluorescencia sobre promastigotes de Leishmania 

braziliensis 

Con el propósito de determinar la ubicación subcelular de la proteína LbNAPRT endógena 

en promastigotes de Leishmania braziliensis, se emplearon los anticuerpos purificados 

para el ensayo de inmunofluorescencia indirecto, como sugiere la metodología planteada 

en el numeral 6.2.10. Como control positivo se observó la tubulina, la cual es una proteína 

que al expresarse se distribuye en el citoplasma, flagelo y diferentes organelos celulares. 

Como controles negativos se usó el suero preinmune (1:10000), estos anticuerpos no 

presentan reconocimiento de ninguna proteína y por tanto ninguna emisión de 

fluorescencia. 

Como se evidencia en las figuras 7-13 B, 7-13 C la proteína LbNAPRT presenta una 

localización en su mayoría en el citoplasma con una distribución heterogénea. 

Figura 7- 13. Inmunolocalización de la LbNAPRT sobre promastigotes de L. braziliensis. 

Suero preinmune control negativo, α-Tubulina-IgG control positivo, α-LbNAPRT6xHis-IgY 

(1:100,1:50 y 1:25). Detección del núcleo y el cinetoplasto (DAPI), detección indirecta de 

la proteína (tubulina) con ALEXA 488 α-mouse y detección de la LbNAPRT con ALEXA 

488 α-Chicken (1:1000). Visualizado con el software Zeiss Axio Vision. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

52 Identificación de una enzima involucrada en el metabolismo del NAD+ en Leishmania 

braziliensis, la nicotinato fosfo-ribosil transferasa (LbNAPRT). 

 

A  

 

  

 

  



Resultados y discusión    53 

 

 

B 

 

C 

 

 

Al comparar los resultados experimentales con lo predicho por el servidor Deep-Loc, donde 

el score más alto corresponde a la localización citoplasmática, se confirma la ubicación de 

la proteína [79]. Resultados similares, mediante ensayos de inmunofluorescencia indirecta 

para la HsNAPRT, han establecido igualmente una localización citoplasmática, empleando 

macrófagos y monocitos [19], [80]. Variaciones en la localización de esta proteína podrían 

asociarse a los diferentes estadios del parásito o a condiciones de estrés, para ello sería 

interesante realizar la inmunodetección empleando amastigotes. 
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8. Conclusiones  

 En este trabajo se identificó la nicotinato fosfo-ribosil transferasa de Leishmania 

braziliensis (LbNAPRT), empleando herramientas bioinformáticas y 

experimentales. A nivel bioinformático el modelamiento molecular de su estructura 

revela las características de esta familia de enzimas. La LbNAPRT (47.043 KDa) 

en relación con la HsNAPRT (57,578 KDa) es levemente más pequeña, la región 

más variable se encuentra hacia el extremo C-terminal donde se presentan 

inserciones especificas posiblemente relacionadas con regulación y estabilidad.  

 A nivel experimental la generación de la proteína recombinante LbNAPRT6xHis en 

el sistema heterólogo de E. coli, ha permitido identificar funcionalmente a la enzima 

en ensayos directos por RP-HPLC como una proteína generadora de NAMN, 

resaltando su papel central en la vía de Preiss-Handler (esencial para la generación 

del NAD+ en estos parásitos).  

 Se desarrolló una herramienta de inmunodetección en modelo aviar, que es capaz 

de reconocer la proteína recombinante LbNAPRT6xHis y la proteína nativa en 

extractos celulares.  

 Adicionalmente se determinó mediante ensayos de inmunofluorescencia la 

localización citoplasmática de la proteína LbNAPRT en promastigote de L. 

braziliensis. 
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8.1  Recomendaciones 

 Estudiar a fondo las modificaciones postraduccionales que se infiere en el 

alineamiento bioinformático (His240, Tyr21) de la proteína LbNAPRT ya sea por 

inmunoprecipitación de la enzima o por mutagénesis dirigida a este sitio. 

 Por otro lado, en torno a las propiedades cinéticas de la proteína LbNAPRT6xHis, 

se requerirá un estudio a profundidad de los parámetros enzimáticos de afinidad 

por los sustratos NA y PRPP, usando como control la proteína HsNAPRT.  

 Con respecto a la expresión de la proteína recombinante LbNAPRT6xHis en el 

sistema heterólogo de E. coli, se recomienda aumentar la solubilidad de la proteína 

como, por ejemplo, re clonando la secuencia codificante en un vector de expresión 

que genere un tag más expuesto que le brinde mayor solubilidad, con el fin de 

establecer mejores condiciones de purificación y facilitar el estudio de la 

funcionalidad de esta enzima.



 

 
 

9.  Anexos: Mapa de los vectores 

utilizados 

 

 



 

 
 

Anexo 2: Candidatos a NAPRT identificados 
mediante BLAST  

Especie N° Acceso E- value Cobertura Identidad Longitud 

L. guyanensis CCM18550.1 0.0 100% 98.31% 413 

L. mexicana XP_003878346.1 0.0 100% 79.47% 425 

L. braziliensis XP_001567885.1 0.0 100% 100% 413 

L. infantum XP_001468179.1 0.0 100% 82.85% 414 

L. tarentolae GET91840.1 0.0 100% 80.19% 419 

L. major XP_001685853.1 0.0 100% 82.61% 414 

L. 

panamensis 

XP_010702194.1 0.0 100% 98.31% 413 

L. enriettii KAG5469714.1 0.0 99% 83.05% 414 

L. 

martiniquensis 

KAG5469368.1 0.0 99% 81.84% 414 

L. tarentolae GET91840.1 0.0 100% 80.19% 419 
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Anexo 3:    Alineamiento múltiple entre las 
secuencias a NAPRT de Leishmania  
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Anexo 4:      Posibles fosforilaciones en 
LbNAPRT 

Acceso Secuencia Posición Score 

XP_001567885.1 AKVSDSPGKST 392 0.881 

XP_001567885.1 ----MTHSNEF 2 0.701 

XP_001567885.1 GLRQDSGVPVE 304 0.691 

XP_001567885.1 PVAKVSDSPGK 390 0.644 

XP_001567885.1 DPHTKTLVFSD 329 0.602 

XP_001567885.1 SPGKSTCGDLE 397 0.577 

XP_001567885.1 ATVRLTEPECT 70 0.492 

XP_001567885.1 DSPGKSTCGDL 396 0.476 
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XP_001567885.1 FFANHTEAELA 178 0.466 

XP_001567885.1 ALKDDTRFGPH 212 0.460 

XP_001567885.1 AFQQLSPELRH 250 0.456 

XP_001567885.1 AEALVTLHEKL 165 0.446 

XP_001567885.1 LPPVGTQAHEW 237 0.415 

XP_001567885.1 EAELATFKVTE 184 0.415 

XP_001567885.1 --MTHSNEFRP 4 0.411 

XP_001567885.1 MDAFLSDFDTR 287 0.405 

Anexo 5:      Plot de Ramachandran (modelo 
alphafold2) 

Residuos en región favorecida 98.913%, residuos en región no favorables 0.815%, 

residuos en región no permitida 0.2772% 
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Anexo 6:      Determinación de tiempos de 
retención de los sustratos para la reacción 
enzimática de la NAPR mediante RP-HPLC 

 
Nucleótido Tiempo de 

retención 

NAMN 1.122 

ATP 1.399 

NA 1.706 
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