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Resumen

Los parésitos del génelceishmaniason los agente causalesde la leishmaniasis, enfermedad
endémica en regiones tropicales y subtropicales, que afecta a miles de pemsaianundolLas
estrategias farmacologicas actuales generan numerosos efectos secupdaiiogue es necesario
desarrollar tratanientos quecontraen el parasito sin afectar al hospedero. La enzima NMNAT (EC:
2.7.7.1/18) representa una diana terapéutica promisoria, dado que cataliza el paso final en la
biosintesis del dinucledtido de adenina y nicotinamida (NAD) y/o del dinuzléétitienina y acido
nicotinico (NaAD), metabolitos esenciales en multiples procesos celulares.

Como parte de la caracterizacion e identificacdénla NMNAT dé&. braziliensiLbNMNAT)se

realizé un andlisis bioinformatico, comparando NMNATSs del géaistumani&on las tres isoformas
humanas, con lo cual se logro determinar la existencia de inserciones exclusivas en la secuencia de
aminoacidos de la enzima del paradilada la importancia de estas inserciones como componentes
estructurales propios de LONMNAT, se realiz6 el estutliovitroR S f 2 & XAbDNMNAT § p
N2a124l LNMNAT al igual que 8 ¢ Y dzii 1hof iNBINATh Se disefiaron las respectivas
recombinantesa partir de andlisis de modelos estructurales predictivos, tecnologias de ADN
recombinante y estrategias de mutagénesis defed. La expresion de las proteinas se efectlo en la
cepaE. coliSHuffle T7 express y su purificacion se realiz6 mediante cromatografia de afinidad a
niquel. La actividad catalitica de las proteinas parcialmente purificadas set@viaypdr ensayos
enzimaticos acopladasomo directos. Se encontrdugla delecién 1104 afecta uno de los motivos

de unién a ATP, modificando la arquitectura del plegamiento Rossimdaproteinaonllevando a

la inactivacion de lkanzima Por su parte, la delecién 2249, elimina un elemento estructural clave

que conecta los dominias/  &ernfinal disminuyedo drasticamente la solubilidad y actividad
enziméatica de la proteina recombinante correspondiente

Por otro lado para ampliar el conocimientimncional de l&LbNMINAT por interaccién con otras
proteinas, a partide fracciones soluble de promastigotes ldebraziliensisransfectados con el
SO0 2N LY t T H bGFFSse fedlizatora dnsagos de -mamunoprecipitacion acoplada a
egectrometria de masa€olP-MIMS), identificando38 proteinas que fueroglasificadas segun su
funcion celular. 8 analizaroncandidatosrelacionadas coplegamiento de proteinas, homedstasis
redox y traducciérsugiriendo nuevas funciones celulares en las que puede particgrazitaa A
nivelin silicoempleando STRIN&: construyd una red de interaccion protefimateina conformada
por 11 node y 16 conexione&a red fueenriquecidafunciondmentecon las bases de datos KEGG,
PFAM e INTERPR&» donde 5de lasproteinasestan rela@nadas con la ruta metabdlica del
nicotinato y la nicotinamidg, cuatro con motivos de unién a AR este cascse adjudica que la
mayoria de las interacciones son de tipo funciormal.gStasherramientas se del paso inicial en la
construccién de umodelo de interaccidde proteinasonla LONMNAT para establecerevas rutas
funcionales.

Palabras clavesteishmania braziliensisDinucleétido de Adenina y Nicotinamida (NAD
Nicotinamida/Nicotinato Mononucle6tido Adenililtransferasa (NMNAagénesis interacciéon de
proteinas, red de interaccion de proteinas.
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Listade simboloy abreviaturas

Abreviatura Término

6xHis Etiqueta de hexa histidinas

aa aminoacido

ADH Enzima alcohol deshidrogenasa

ADPR ADP ribosa

ADPRc ADP ribosa ciclico

AmB Anfotericina B

ARTs Mono-y poli ADP ribosiltraresfasas

ATP Adenosin trifosfato

BCIP 5-bromo-4-cloro-o {ddoilfosfato

BioGRID Database of Protein, Chemical, and Genetic Interactions
BSA Albumina sérica bovina

CIAP Fosfatasa alcalina de intestino de ternero

ColP Coinmunoprecipitacion

CPN Chaperminas mitocondriales

CS Citrato Sintasa

DEPC Dietil pirocarbonato

DIP Database olnteractingProteins

DRX Difraccion de rayos x

GFP Green fluorescent protein

GO Gene ontology

gor Glutatién reductasa

hnRNP Ribonucleoproteinas nucleares heterogés

HPLC Cromatografia liquida de alta eficiencia

HSP Proteinas de choque térmico

HST Homologous of Sir Two

IMAC Cromatografia de afinidad a metales inmovilizados
IntAct Molecular Interaction Database

IP Inmunoprecipitado

IPTG L & 2 LINDRL1Hidgalactopirandsido

ISTIDs Isoform Specific Targeting and Interaction Domains
kDa Kilodalton

KEGG Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

LB Luria Bertani

MS Espectrometria de masas

NA Acido Nicotinico

NaAD Dinuclettido de adena y acido nicotinico

NaADP Dinucleétido fosforilado de adenina y acido nicotinico
NAD+ Dinucledtido de adenina y nicotinamida Oxidado

NADH Dinucleétido de adenina y nicotinamida reducido



NADK NAD Quinasa

NADP+ NAD fosfato

Nam Nicotinamida

NaMN Mononucleétido de acido nicotinico
NamPRT Fosforibosil transferasa de la Nam
NAPRT Fosforibosil transferasa del NA

NBT Nitro-azul de tetrazolio

NCBI National Center for Biotechnology Information
NMN Mononucleétido de nicotinamida

NR Ribdsido daicotinamida

NRK Enzimas quinasas

NTA Acido nitriloacético

OMS Organizacién mundial de la salud

OPS Orgnazacién Panamericana de la Salud
ORF Marco abierto de lectura

PAGE polyacrylamide gel electrophoresis

PDB Protein Data Bank

PDI Proteina distiliro isomerasa

PIN Redes de interaccion de proteinas

PKC Protein Kinase C

PPI Proteinprotein interactions

PRPP Fosforibosil pirofosfato

QA Acido quinolinico

QAPRT Fosforibosil transferasa del QA

RNAP I ARN polimerasa Il

ROS Especies reactivag axigeno

RRHPLC Cromatografia liquida de alto rendimiento en fase reversa
SDS Dodecil sulfato de sodio

SnRNPs Ribonucleoproteinas nucleares pequefas
STRING Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins
TAP Purificacién por afinidachedndem

TCP1 El complejer proteinal

TR Tripanotién reductasa

TrxB Tiorredoxin reductasa

TXNPx Triparedoxin peroxidasa

USP Universal Strees Protein

WB Western blot

X-Gal 5-bromo-4-cloro-3-indoib -D-galactopiranosido
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1. Introduccién

La mayoria de pises latinoagricanosson afectados porenfermedadestropicalesinfecciosas,
muchas de ellas parasitariagasificadaspor la Organizacion Mundial de la Salud (Ot&®)o
enfermedades desatendidaSntre estas enfermedades encontramos la leishmaniasigatologia
causada por parassael génerd_eishmanigy considerada&omoun problema significativo en salud
publica, debido a su magnitydcomplejidad clinica, biologigaepidemiologicfl].

Anualmente presenta una incidencia de aproximadameht® milones de nuevos casos clinicos,
prevalentes en 98 paises, incluidolombiaEn el territorio nacional.espresentan las tres formas
clinicas de la enfermedad: la leishmaniasis cutamessosa yvisceral[2]. Para el control y
tratamiento de la leishmaniasisslfarmacos mas utilizados son costosos, toyifresuentemente
requieren largos periodos de terapia supervid&fieEntredichos tratamientos se destackas sales

de antinonio pentavalente (St), sn embargo, causan graves y numerosos efectos secundarios
como cardiotoxicidad, deterioro de la funcién hepatica y ratwgr abdominalgntre otros[4].
Adicional a ellpvarias publicacione®saltan resistencia por parte de los parasjfg[7], y en la
actualidad no existen vacunas eficaces frergsta enfermedads].

Dada la inexistenciedarmacos especificos y meraggesivos, se requiere descubrir nuevasatian
moleculares y nuevos agentes terapéuticos que ayudeavemir y tratar la leishmaniasiRara el

disefio de fArmacoss necesario desarrollar estudios integrales que perragancer la biologia del
parasito yla estructura de su maquinaria bioquimican el fin de establecer blancos pateles y
posibles inhibidored.as enzimas son consideradas ulealas clases mas importantde dianas
farmacoldgicas debido a sus funciones cataliticas, esenciales en muchos procesos fifhlégicos
nuestro grupo de investigacion se estudia enzimas involucradas en el metabolismo del dinucle6tido
de adenina y nidmamida (NAD, dado que esta molécula tiene un papel central en el metabolismo
celular, en la produccién de energi@n numerosas reacciones redox en la célula, al igual que en
mecanismos de reparacion del Apéh funciones de sefializacion de cajtij.

Diversas investigaciones sefialan que las enzimas implicadas en el metabolismbsia HiaDas
atractivas para el desarrollo de farmacos contra una variedad de enfermedades h{irhhriRer
ello, nuestro trabajose enfoca en laNicotinamida/Nicotinato mononucleétido adenililtransferasa
(NMNAT) enzima que catalizea condensacion del mononucleétido deatiicamida (NMN) o
mononucleétido de acido nicotinico (NaMN) con el grupo adenilil del ATP para formiarNNAD
(dinucledtido de adeninay acido nicotinid@).

En el paréasitd_eishmania braziliensisuestro laboratorio, ha llevado a calmcaracteizacion
bioquimicade la tnica NMNATencontrada[13]; el estudio seha centradoen aspectostanto
estructurales coméuncionales de la enzintpe evidenciardiferencias notables entre la proteipa
sushomélogas humarsa Pollo queenesteproyecto de investigaciG@ehace hincapiéndiferencias

a nivel de estructura primaria de la proteina del parasito con respecto a las isoenzimas humanas que
se han identificado a través de analisis bioinformatidosialmente, se descone la relevancia
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funcional de estos dominios estructuragspiosde laLbNMNAT y su intervencion en la actividad
enzimatica y/o la localizacion intracelular en el pardBisopor ello, que el andlisis compamta

nivel estructural de INMNAT y las NNIATs humanahNMNAT,) se convierte en un paso necesario
hacia su caracterizacion funcional y la busqueda de potenciales inhibidores selectivos contra la
enzima del parasito o moduladores del metabolismo defNAD

Por otro lado,se conoce que las protefmdlevan a cabo sus funciones celulares a través de
interacciones concertadas con otras proteinas, por lo que es importante conocer la naturaleza
especifica de estas relacion&n el caso de la NMNAT debraziliensiso se ha exploradolas
interaccions quepresentafavoreciendcel uso de herramientas experimentales y teoricas para su
estudia H poder construir una red de interaccida laenzimacon otras proteinas, puedsrecer

nuevos conocimientos sobre la funcion de las proteinas identificamlagdgr a la creacion de un
modelometabdlico en el que se stextualicensus funciones
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2.al ND2 ¢Ss NAO2

2.1 Modelo de estudio Leishmania braziliensis

Los parasitos del génerbeishmaniason protozoarios flagelados pertenecientes al orden
Tripanosomatida y son considerados agentes etiologicos de la leishmaniasis, enfermedad endémica
en regiones tropicales y subtropicales goae en riesgo a cerca de 3&llones depersonas en el
mundo[8]. Esta enfermedad se conoce por diversas maadeses clinicasomolesiones en la piel,
inflamacién de las mucosas e infeccion visceral, conocidas como leishmaniasis cutdnea, mucocutanea
y kalaazarrespectivamentd4]. En Colombia, se presentan las tres formas clinicas de la patologia,
siendola leishmaniasis cutanea @5de los casos) la mas frecuente, ademas es endémica en casi
todo el territorio y se estima que existen dieelor de 10 millones de personas en riedgi. Segun

el ultimo reporte de la Organizéan Panamericana de la SalfdPS/OM$8e abril del 2017, nuestro

pais present6 una incidencia de 33.6 por cada 100.000 habitantes y una ocurrencia de 7541 nuevos
casoq1].

Se sabe quéeishmanigoresenta cerca de 30 especies, de las cuales 20 son patdégenas para el
humano; estas se clasifican en funcion de su biologia, bioguimimunologia y filogenia
moleculafl5]. De igual formd,eishmani&sta dividido en dos subgéneros: el subgéheishmania
encontrado tanto en el viejo mundo (Africa, Asia, el Mediterraneo y el sur de Europa) como en el
nuevo mundo (centrg sur América); y el subgénér@nnia caracteristico deus Américd16]. La
especid_eishmania braziliensts del génerdeishmanigy subgénerd/iannig como se muestra en

la figura2.1. En cuanto dos cuadros clinicos presentados por el hospedaraegistra quearian

segun la especigue infecta (tabla .2)[4].

Figura 2. Clasificacion taxonémica tleishmania braziliensisdaptado deShoemaker et a[17]

Género — Leishmania
’ Sub- género Viannia Leishmania
) [ | | | .
’ Complejos L. guyanensis L. braziliensis L. mexicana L. donovani L. major [, tropica ‘
i E - L. guyanensis L. braziliensis L. venezualensis L. chagasi L. arabica [, killichi
ipecies L. panamensis L. peruviana L. mexicana L. Infantum L. turanica L. aethipica

L. amazonensis L. archibaldi L. gerbilli )
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Tabla2.1 Cuadros clinicos presentados por el hospedero segun espetieshmanialistribuidas
en el viejo y nuevo mundd].

Cuadro clinico Especies Especies
(viejo mundo) (nuevo mundo)
Leishmaniasis viscer; L. donovany L. infantum L. chagasi
Leishmaniasis L. tropica, L. aethiopica L. mexicana, L. guyanensis
cuténea L. mapr, L. infantum y L. amazonensid.. peruvianay
donovani L. braziliensis
Leishmaniasis L. major, L. infantum, L. L. mexicana, L. guyanensis
mucocutanea tropica amazonensiy L. braziliensis

Hay 30 diferentes especide vectores involucrados en el proceso de transmision de la enfermedad,
son insectos hembras hematéfagas pertenecientes a la subf@hiédiaotominaga la cual pertenece

el géneroLutzomyiaque es predominante esur Ameéricg16]. La transmision de los parasitos
Leishmanias antropondtica (de humano a humano a través debyeen Asia y la India, mientras

que en Africa, Europa y las Américas, es zoonotica (transmitida de animal a humano a través del
vector), donde los perros y roedores actiian como principales reseryiigiaora 2).

Figura2.2. Ciclo de vida y transmisi antroponética y zoonética deishmaniaElciclo de vida del parasito

es dimorfico, dividido entre el estado promastigote en el vector y el estado amastigote en el hospedero. El ciclo inicia con
parésitos en el estado promastigote que se inyectan cubbsdfleb6tomos hembra infectados ingieren santjyelgego

son absorbidos por las células dendriticas y los macréfagos, ya sea a través de fagocitosis de los parasitos libres o de
neutrofilos infectados?). De manera seguida, los promastigotes se etievi en amastigotes (forma no flagelada) en el

interior del fagolisosoma del macréfa@) ¥ se divide por fision binarid) (Los amastigotes son liberados por la ruptura

de los macrofago$) para posteriormente ser absorbidos por otro fleb6tomo duratita picadura y succion de sangre.

De esta manera, del estadio amastigote se pasa a la forma promastigotes en el intestino medio de la mosca, y asi se
transmite a otro hospeder®y [4], [15].
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Las medidas actuales para contrarrestar la leishmaniasiaénan tratamientos quimioterapéuticos,

al igual que el uso de farmacos derivados de antimonio pentavé&ifite como el antimoniato de
meglumina, el estibogluconato de sodio (Pentostdm)anfotericina B (AmBgntre otros Sin
embargo, el empleo destos farmacos se asocia a problemas de costos elevados, tratamientos de
alta duracion, efectos secundarios téxicos y sobre todo desarrollo de resistencia por parte del
parésito ante los medicamentos, debido a la variacion en la sensibilidad de l&setgh@ishmania

a las drogas, la variacion en la farmacocinética, y la variacion en la interaccion de las drogas con la
respuesta inmune del hospeddid. Por esta razén, las investigaciones se enfocan en el desarrollo
de nuevas medak de control, prevencion y tratamiento de la patologia. Entre estas nuevas
estrategias se encuentraas enzimas, consideradas como dianas farmacoldgicas debido a sus
funciones cataliticas emumerosoprocesoselulares En el caso de este proyecto irtigetivo, se
estudia lANMNATcomo un potencial blanco faanoldgico en leeishmaniasis.

2.2  Nicotinamida/Nicotinato Mononucle6tido Adenilil Transferasa (NNINAT

Como ya se menciond, la NMNAT (EC: 2.7.7.1/18) es una enzima clave en el metabolismp del NAD
puesto que cataliza la conversién del mononucleétido de nicotinamida (NMN) o su forma de
mononucleétido de &cido nicotinico (NaMN), en nicotinamida adenina dinucleétidd) (NAD

nicotinato adenina dinucleétido (NB), respectivamente (figura32[18]. La anterior reaccién

trl yAOdzNNBE | (N} @dSa& RS dzy F il ljdzS ydzOf S2F Nt AO2 RSt
liberando asi el dinucleétidopjrofosfata Es de resaltar que la reaccion es catalizada poziena

de manera reversible, dado que también presentavidetii NAD pirofosforilasa; sin embargo,
fisioldgicamente esta regulada hacia la sintesis def,NNDcipalmente, por la concentracién de
sustratoq19].

Figura2.3. Esquema general de la reaccion catalizaddapMNAT18]

ﬂﬂ_gh
- ﬁ‘ ﬁ ‘i’ P R L) / o \ ?_d M O I 0 JEI ) ) ’ { = ﬁ__ ﬂ
D—r—o—1-|:p--|v--ﬂ WE *%jrh }@’Q\Q—E—n WO OH B-:'r a-:l;-d

PP

ATP WO OM NAMN (NakI) NAD [NaAD)

Las NMNAs son proteinas globulares, constituidas generalmente por homo oligomeros de 2 a 6
cacenas polipeptidicas idénticaspn masas moleculares que varian entre 20KWD&D presentan
temperaturas 6ptimas de reaccion entre 3@F°C, puntos isoeléctriconitee 5 y 6.5 (célculos
tedricos) y un rango 6ptimo de pH que varia entre 63e9gual formae ha establecido que todas

las NMNATSs estudiadas, dependen de concentraciones milimolares de iones metdlicos divalentes,
predominando el uso del M{J20]. A nivelde estructura terciaria presentan glegamiento tipo
Rossmannnotivo estructural dgroteinasde unién anucle6tidos estructura compuesta por tres o
maslaminas betgaralelas unidas por dd®licesalfaen el orden topoldgico betalfabetaalfa


https://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
https://es.wikipedia.org/wiki/Nucle%C3%B3tido
https://es.wikipedia.org/wiki/L%C3%A1mina_beta
https://es.wikipedia.org/wiki/H%C3%A9lice_alfa
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beta. En cuanto al motivo catalitico y de union al sustrato, se conoce que el motivo GXFxPx [H/T] xxH
se puede encontrar en el-fdrminal de los enzimas, al igual que un segundo motiern@nal,
ISSTxxRug esta implicado en la unidon del sustrggd).

La NMNATes ha caracterizado cinétigaestructuralmente en varios organismos, que van desde
archea[12], eubacteriag22], hasta los seres human[23]. En los seres humanos, se han identificado

tres isoformas conocidas como: hNKF1 (homohexamero) localizada en el nucleo, hNMRIAT
(homodimero) en el complejo de Golgi y la hNMRARomotetrameroken lasmitocondrias; como

se observa, estas isoformas presentan diferente distribucion tejido especifica, localizacién subcelular,
al igual que presemn diferente tamafno lo que sege que estas isoenzimas tienen funciones
especificas distintivas, y no son Unicamente redundantes en su f{@lcion

2.3  ¢Por qué es importante el estudio dettabolismo del Dinucleétido de Adenina y
Nicotinamida (NAT)?

Al hablar del nucleétido de adenina y nicotinamida se hace una asociacion directa canésu fun
como transportador de electrones y-sostiato de varias reacciones redoiy embargo, diversas
investigaciones han demostrado que este nucleétido de piridina tiene un rol importante en el
metabolismo energético, la reparacion del ADN y las viaotgidn celular, asi como las vias de
muerte celulaf18], [24] EI NADy sus derivados, tales como el NADH y NADP(H), son coenzimas
esenciales que participan eaacciones celulares tanto del catabolismo como del anabolismo: el
NAD(H) participa principalmente en la produccién de ATP, mientras que el NADP(H) se utiliza en el
anabolismo para modular el estado redox cel@&}.

Se conoce que para el mantenimiento de los niveles celularef\MAIP, existe una enzima crucial
denominada NADQuinasa (NADK), la cuesdtaliza la sintesis de NADRevando a cabo la
fosforilacion del NADempleando ATP o un polifosfatmrganico como grupo fosforil donf#6].

Hay vams enzimas conocidas que emplean el \i&ilo en su forma reducida como oxidada, al igual

gue el NADPpara llevar a cabo diferente funciones celulares (fi@utp Entre dichas enzimas
encontramos) las money poli ADP ribosiltransferasas (ARTs (B@:21)) que transfieren el grupo
ADRRibosa del NAD(P) a proteinas diana, generando una modificacion covalente y modulacion de su
funcién. El proceso de ADP ribosilacion esta implicado en una amplia gama de procesos celulares,
incluyendo la respuesta alafio del ADN, el mantenimiento de los telémeros, la regulacion
transcripcional, el control de la respuesta inmune y muerte ce[@dr; [28] ii) Las NAD
glicohidrolasas (EB:2.2.5), que generan derivados del NA@mo el dinucleotido fosforilado de
adeninay acido nicotinico (NAADP), el ADPR ¥ddliB® todos ellos con un papel bien reconocido

en la sefalizacion de cal&9]. iii) Las sirtuinas (EC: 2.3)]1 enzimas NADependientes que actdan
comodesacetilasade histonss, factores transcripcionales y enzimas metabdlicas. Se ha determinado
que afectan el metabolismo energético,pliliferacion, la reparacion del ADN, la apoptosis, la
senescencia, la sefializacién endocrina, y la vida media celular ante diversos tipos [BOpstrés


https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Desacetilasa&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/wiki/Histona
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Figura 24. Importancia del NAD(P) en el mattibmo redox y la sefializacif@i].
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En cuanto a la biosintesis del Ng&@Qura 25), se han identificado ciertas moléculas precursoras, las
cuales estan presentes en algunas de las dos rutas de sintesis conocidasidalefotzoen la cual

se utiliza el aminoacido triptéfano, en especial para organismos eucariotas, y la via de reciclaje, en
dénde participan metabolitos como la nicotinamida (Nam), el &cido nicotinico (NA) y el ribésido de
nicotinamida (NR). Ambas rutamnvergen en el punto enzimatico catalizado pbININAT proteina
encargada del paso central en la sintesis del Ni&<ID

En el caso de la sintesis d@vo, los aminoacidos como precursores son catabolizados
enzmaticamente para generar acido quinam(QA), sustrato de la enzifiwsforibosil transferasa

del QA (QAPRTESsta enzima cataliza la decarboxilaciéfosforibosilacion del QA, empleando
fosforibosil pirofosfan (PRPP) como @ustrato parasintetizar ¢ mononucle6tido del &cido
nicotinico(NAMN). BINA también puede ser empleada compiecursor para obtener NAMN, gracias

a la accion de la enzinfasforibosil transferasa d&lA (NAPRTRara la via de reciclaje, La Nam es
modificada por la enzima fosfodsil transferasa de la Nam (NamPRT) para generar el
mononucleétido de nicotinamida (NMN). El ribésido de nicotinamida (NR) y el ribésido del acido
nicotinico (NAR) son dos precursores adicionales que, al ser fosforilados por enzimas quinasas (NRK),
generan NMN y NAMN, respectivamerjies].

Figura2 5. Representacion de la biosintesis de NgdD la via denovoy la via de reciclaj@1]. Tanto

los precursores de la via de regil@omo el quinolinato (QA), producto de la degradacion del fiaipdg son transferidos

al fosforibosil pirfosfato por fosforibosil transferasas especificas que producen el NMN o el NaMN. Adicionalmente, el
ribdsido de nictnamida puede ser fosfoadtlo para dar lugar al NMN. Estas roolas son convertidas en los
correspondientes dinucleotidos por una reaccion de adenilactéhizeala por la NMNAB1].
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24 Metabolismo del NADRen Leishmania

Las rutas metabdlicas son claves para la supervivencia y desarrollo de los orgaisyéosps a

lo largo de todo su ciclo de vida, por lo que dichos procesos son dependientes de moléculas ricas
energéticamente como es el caso del NAEnhLeishmaniaeste metabolitgarticipa en varios
procesos bioquimicos y fisioldgicos, pues resuitaqodial para el correcto desarrollo, proliferacién

y supervivencia del parasitd2], participa en el control del fenémeno apoptotico del pro({33],

y le ayuda en la protemn contra radicales libres mediante un balance redox intracgddiar

En estos parasitos intervienen proteinag@necientes a la familia HST (por Homologous of Sir Two),

las cuales utilizan el NABEomo sustrato para catalizar reacciones de deacetilacion de proteinas.
Previas investigaciones han reportado la existencia de H3Eishmania majofLmSIR2)35] y
Leishmania infantun(LiSIR2)36], proteinas que se distribuyen citoplasmétiemte a lo largo del

ciclo de vida del parasito. Sin embargo, y a pesar que se ha estudiado los procesos bioquimicos y
fisiol6gios en los que participa el NABn pardsitos intracelulares coni@ishmaniano se ha
identificado a plenitud la maquinaria enzimatica involucrada en dichos procesos, por lo que es
necesario incursionar en el estudioastasproteinas, como es el caso ldeNMNAT.

2.5 Estudio de mutantes de la NMNAT

El estudio de mutantes es una herramienta clave para la comprension de procesos biolégicos
importantes Investigadores como Brunegét al [37] mediante la creacién de mutantes delecionales
lograron estudiar el dominio central de la hNMMATpostulando que dicha region puede ser
prescirible para la actividad catalitica, de hecho, confirmaron experimentalmente que la
eliminacion de fragmentos de longitud diferente de este dominio central no comprometia la actividad
catalitica de la enzima o la estructura tridimensional global del sitieoasin embargo, si
establecieron que representa un dominio de control isoeneispecifica dentro de la arquitectura
general de la hNMNAT2.

Por otro ladoanalisis realizados por Lau,eCal [38] han demostrado que los tres genes para las
NMNATs humanas contienen exones que codifican isoformas de inserciones Unicas de secuencias
especificas, denominadas ISTIDs (Isoform Specific Targeting and Interaction Domains) que se vinculan
en la localizaén subcelular, en funciones regulatorias y como sitios de modificaciones
postraduccionalesLa presencia de ISTIDs en regiones cataliticas, los ubican como mediadores de
funciones reguladoras. Por ejemplo el ISTID de la hNMNAT1 participa en la redelecamividad

de PARPL1 en el nucli89], y la palmitoilacion transitoria del ISTID2 puede tener un papel critico en

el mantenimiend de la homeostasis citosolica del NA®diante el control del estado activo de
hNMNAT?2. La identificacion de ISTIDs como unidades funcionales en las NMNATs de mamiferos,
proporciona una base molecular para funciones importantes no catalfioadanto,es valido

plantear que la creacion de mutantes delecionales de la NMNAT llaziliensisserviran para
determinar la importancia de sus inserciones exclusivas.
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2.6 Interacciones proteirproteina: métodos experimentales y métodhsinformaticos

Las ineracciones proteirproteina son eventos criticos para muchos procesos celulares que se
extienden desde la formacion de estructuras macromoleculares y complejos enziméaticos, hasta la
regulacion y la transduccién de sefiaisha revelado que mas del 8084ab proteinas no trabajan

solas sino en complejopor lo quecomprender estas interacciones en detallermite inferir la

funcion ddas proteinaslentro de la célula, pues la funcionalidad de las proteinas no identificadas se
puede predecir con evideia de su interaccion con una protefngya funcion ya esta revelada.
conocimiento de interaccionegntre proteina tambiénda informacion util sobre el mecanismo
molecular défuncionamientacelulat y ayuda en el diseftle farmacos mas especifi¢d8] [41].

A nivel experimental, los métodos para detectar interacciones entre las proteinas presentan
diferencias en resolucion y pueden clasificarse en cuatro catedd@ijpd.a primera categoria
comprendeel andlisis atomico, donde la interaccion es detectada por métodos muy sensibles como
la difraccién de rayeX (DRX) que aporta informacién especifica sobre los atomos y residuos que
participan en la interacai La segunda categoria agripamétodos ga detectan la interaccion de
forma directa, por ejemplo, experimentos de debibrido. La tercera categoria agrupa métodos de
deteccién de complejos mediante técnicas de inmunoprecipitacion o de espectrometria de masas
los cuales se manegj&n este trabf. Yen la cuarta categoriancontramosioensayos realizados a
escala celular, por ejemplo, la proliferaciéon celular estimulada por la interaccion-igeeptor.

A nivel tedricoconocemos queladpido avance y mejoramiento de las tecnologias proitsssn
incluyendo el desarrollo de la egprometria de masagstan dando como resultado un amplio
conjunto de informacion acerca del comportamiento de las proteinas durante los procesos celulares.
Para la busqueda, extraccién automatizada y andlisis d@atos, especialmente para interpretar y
predecir funciones de proteinas en rutas intracelulares, existen herramientas como el analisis de
redes[42].

El andlisis de redes direccionado especificamente al estudio de interacciones de proteinas, se debe
principalmente a que gran parte las de los mecanismos fundamentales de casbsopl@xesos
biol6gicos estan relacionados con interacciones profgiogeina,es por elloque se requiere la
caracterizacién de todas las posibles interacciones que unen las proteinas identificadas en dichos
procesod42]. La generacion de estas redes de interaccion de proteinas (PIN), mejora claramente la
interpretacion de los dafs prote6micosen particular respecto a los analisis estadisf&®ls Existen
multiples aproximaciones y paquetes de software comerciales disponibles para el estudio de
interacciones hipotéticas proteinproteinal44], [45] La mayoria de ellas se representan como un
grafico donde las proteinas son los nodos y las interacciones las conexiones. De acuerdo con la teoria
de redes complejas, las PIN son redes de escala libre, caraskerizan por un grado de distribucion

gue sigue la ley de potenci@z].

Las PIN generadas pueden contener relaciones "directas” y/o "indirectas" de proteinas. Interacciones
directas se definen como aquellas en las que dos proteinas hacen contacto fisico directo entre si, sin
paso intermedio. Estas interacciones puedenuinciodificaciones quimicas, por ejemplo
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fosforilaciones. Las interacciones indirectas se definen como una relacién entre dospduedea
no hay contacto fisicpor ejemplo, donde la expresion de una proteina puraeentar la expresion
de otra[42].

Una de las aplicaciones de las PIN es el estudio de la biologia de organiégespaumanos

como los parasitos protozoaribsishmania spp, Plasmodium spp, y Trypanosomasppequieren

el continuo descubrimiento de blancos y dianas farmacoldgicas, pues es comun encontrar en funcion
del tiempo, resistencia a los medicamentasidentificacion de blancos farmacoldgicos es el primer
paso en el desarrollo de tratamientos. Este paso es complicado debido a que los medicamentos
deben satisfacer una variedad de critefd@]. Principalmente, deben cumplir dos requisitos; (1) ser
esencial para la supervivencia del parasito y (2) ser &spgcho dar lugar a efectos toxicos para el
hospedero human47]. Por lo tanto, el andlisis topolégico y funcional de las PIN en patdgenos de
enfermedades humanas ofrece una estraggotencialmente efectiva para identificar y priorizar
nuevos objetivos farmacolégicis].

3.Antecedentes

3.1 Estudio de la NMNAT é&rishmania braziliensis

Nuestro laboratorio de investigacion, se ha endocen el estudio de enzimas claves en el
metabolismo del NADJe los parasito&iardia lamblia, Plasmodiufalciparum, Trypanosoma cruzi

y Leishmania braziliensi&nel caso de este dltimo, serdestrd la existencia y expresion de la
NMNAT en la fase movil del parasito, mediante andlisis bioinformaticos y herramientas bioquimicas
y moleculare$48].

La NMNAT de. braziliensifue clonada y expresada &scherichia colpermitiendo as$u sobre
expresion y posterior purificacion, dando paso a la determinacion de sus propiedades cataliticas a
través de ensayos enzimaticos acoplados y directos. Por otro lado, se llevd a cabo la produccion de
anticuerpos policlonales (artbNMNAT) en moded murinosy aviares convirtiéndose en
herramienta importantes en ensayos de localizacion subcelular, en los cuales se ha revelado una
distribucién citoplasmatica de la enzima en el par§s8p

A través de procedimient@soinforméaticos como modelamiento predictivo de proteinas, basquedas
cruzadas mediante blastp y blastn y alineamientos multiples entre la estructura primaria de las
NMNATs de diferentes especies del génegishmaniay las tres isoformas humanas, se maha
regiones exclusivas y conservadas en los extremos amino y carboxilo terminales de las proteinas de
los parasitos. Experimentalmente, se encontrd una insercion amino tetrishmaniaspecifica

en la NMNAT, cuya eliminacidgzenera pérdida dda activdad enzimaticade la proteina
recombinantg49].
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Teniendo en cuenta las investigaciones y estudios previos desarrollados sobre la NMNAT de
Leishmania braziliendik3], [4g, [49], y en busca de continuar con la caracterizacion estructural de

la enzima y su interaccién con otras proteinas, se plantean para este trabajo, las siguientes preguntas
de investigacion:

1 ¢Las diferencias estructurales de la LONMNAT con respesto@dimgos humanos puede
relacionarse con mecanismos de regulacion enzimatica y/o localizacion intracelular?

1 ¢Hay proteinas que presentan interacciones con la NMNATeidemania brazilien8is
¢,Cuales y qué tipo de interaccion presentan?

4

5h02S0GA @24
5.1 General

Estudiarestructural y funcionalmente IMMNAT ddeishmania braziliensisediante el analisis de
secuencias especificas y potenciales interacciones con otras proteinas.

5.2 Especificos

1 Evaluar a nivel de proteina recombinante, la participaciétagdaserciones exclusivas de la
LbNMNAT en su actividad enzimatica, mediante el disefio y estudio de mutantes.

9 Estudiarin vivoel efecto de modificaciones estructurales exclusivas de la LoNMNAT en la
localizacién subcelular, empleando parasitos transgén

1 Explorar experimentalmente posibles interacciones de la LbNMNAT con otras proteinas,
utilizando técnicas de inmunoprecipitacion y espectrometria de masas.

1 Identificar posibles interacciones de la Ll con otras proteinas implementando anatisis
redes.
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6.Materiales y métodos

La estrategia metodologi@sta direccionadeen primera instanciehacia la creacion de mutantes
delecionales de la NMNAT Hebraziliensjcomo herramienta clave para determinar la funcién de
regiones especificamn laactividad enzimatica (ensayipsvitrg) y la localizacién intracelular en el
parésito (ensayas vivg. Para estas versiones de la enzisarealizaroestudios bioinformaticog

la creacion déos respectivos vectores de expresiéon el objeto de olaner, purificary evaluar la
actividadenzimaticale las proteinasutadas Por otro lado, para el estudio de la funcién estal

de la LbONMNASe hizaun andlisis combinado de datos experimentales obtenidos de tédeicas
inmunoprecipitacion y espgometria de masas, con datos daekracciones proteingroteina
obtenidas a partir de bases de datos y métodos teéricos de predi¢adas de interaccion).

A continuacionse describe Imetodologiamplementalapara estos dos componentes, divididos en
doscapitulos

CAPITULO 1

6.1 Evaluar a nivel de proteina recombinante, la participaciénsdedarciones exclusivas de la
LbNMNAT en su actividad enzimatica, mediante el disefio y estudio de mutantes.

1 Estudiode mutantes delecionales de la NMNATLde&shnmania braziknsis Para abordar este
objetivo se realkzaron acercamientos computacionales y experiment&esel primero, se
emplearon herramientas bioinformaticésles parala identificacién de inserciones especificas
en la proteina del parasito conspecto a las homdélogas humanasicomo parael analisis de
los diferentes niveles estructues de las proteina&n el caso experimentalaga estudiar el
significado funcional delgunas de lasegiones especificasncontradasin silicg se usaron
técnicas tanto de biologia molecular como de bioquimica que permitieron olpeoinas
recombinantes ddas versiones delecionales 6xHlisso:L LNMNAT y 6xXHj8.10AL DLNMNAT y
ademas,permitieron continuar con el estudio depeoteinabxHisnza1.24d LNMNATDDbtenida en
un trabajo anteriof13].

6.1.1. Acercamiento computacional
6.1.1.1.Comparacion de secuenciasldproteina LONMNAT cdas isoenzimas humanas.

Para la comparacion, a nivel de estructura primaria, de las secuencias de las NMNZMs de
sapieng especies del génet@ishmaniase realiz6é un alineamiento multiplenclos algoritmos
ClustalW y Muscle incorporados enpebgrama CLC Sequence Viewedd.1l (QIAGEN), se
contrastaronlas secuencias de lages isoenzimas humangsédigos de acceso en NCBI:
NP_001284707.1, NP_055854.1Ny? _001307440)1 con las secuencias de las NMNATs
hipotéticasde las especidsbraziliensis.. infantum, L. majot,. donovany L. mexicanéodigos
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de acceso en NCBI: XP_001563913P,_001464802.1,XP_001682392.1, XP_003860000.1,
XP_003874000.1, respectivament&glicionalmentese localizaron los residuos del motivo de
union a ATP.

6.1.1.2.Predicciébn de estructura seciarih, caracteristicas fisicoquimicas y modificaciones
postraduccionales.

Los analisis bioinformaticpara la LONMNASe basaron en la secuen€iaM37960.1 (cédigo

de acceso en el GenBankja determinacion de los pardmetros fisicoquimicos se realizé
empleando la herranienta bioinformatica ProtParafh0] disponible en el servidor ExP A&
(http://web.expasy.org/protparan)/ Para la busqueda de posibles modificaciones
postraduccionalesomo fosforilacionse empled laherramienta bioinformaticaNetPhos D

[52]. Para & prediccion de estructura secundariausiéizaronlas herramientas GQR/ [53],
PHD[54] y PREDATOR5], disponibles en el servidor Networkofeéin Sequence Analysis
(NPS@%6]. De igual forma, para predecir puentes disulfuros se us6 el progrddaro
presente en el servidor SCRATCH Protein Predidtpr//scratch.proteomics.ics.uci.edu/
[57].

6.1.1.3.Prediccion de estructura 3D, validacion de modelos y superposicion estructural

Los modelos estructurales predictivos se generaroplesndolos servidoes ICTASSERS]
(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edtTASSER/ y ROBETTA [59],
(http://robetta.bakerlab.orgf. & minimizaron energéticamente utilizandd servidor de
refinamiento de estratura de proteinas 3D Refing0], y se validam con el plot
Ramachandran en el servidor RAMPJS&E La visualizacion superposicion de los modelos
se efectu6 con el programa UCSF @hamersion 1.112 [62].

6.1.2. Acercamiento experimental
6.1.2.1.0btencién devecior pQE30ks42LbLNMNAT mediante mutagénesis dirigida.

El vector pQE36ks.LbNMNATfue generadopor la técnica de mutagénesis dirigida

mediante PCRempleando el kitQuikChangell SiteDirected Mutagenesis (Agilent
TechnologiesEn esta estrategia, 356 F R2NBa RA&AS3FR2a4 O05ANBOG2Y
ATC TGC GGC AGT 3'. ReversGGC AGC AGT AGA GGA TAA CAT GGA,$&0bican

a ambos lados del sitio de la delegida manera que la region delimitada no esta incluida

en el ampliconanexo ). El mutante fue construida partirdel plasmido recombinante
pPQE36LbNMNAT49], un vector con promotor T5, disefiado para la expresion de la proteina
recombinantebxHisSLANMNAT este vector permite lamunodetecadn ypurificacion de la

proteina mediante protocolos de cromatografia de afinidathetales dado que la


http://web.expasy.org/protparam/
http://scratch.proteomics.ics.uci.edu/
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
http://robetta.bakerlab.org/
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recombinante se expresa fusionada a una etiqdetzeis histidinasn 31 extremoamino
terminal

La reaccion de PCRrsalizécon 1,0uLde la enzina PfuUltra Highridelity (25 U/ul) a un
volumen final de 5QL; seempled 50 ng de DNA plantilla y una concentracion final de cada
uno de los cebadores de 18§. Eberfil térmicotuvo un cicldnicialde desnaturalizacién a
95°C por 38, seguido de 18clos con tiempos y temperaturas de desnaturalizacion, anillaje
y extension de 95°G(s), 55C (1min) y 68°C (3.Bin), respectivamentd.a amplificacion

fue seguida mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) en buffer TRE.B.5X (
mM Tris 44.5mM Borato, 0.025nM de &cido etilendiaminotetraacétiq@DT4) y tincion

con bromuro de etidio 0.05% (vA\A45 uL dereaccién de amplificacion se adicion6 1,0

de la enzima de restriccién Og@OU/uL)y se incubé a 37°C por una hora con aldidigerir

el ADN parental. Posteriormente, célulaguimicamentecompetentes Xl-Blue fueron
transformadas con 5 uL de reaccion mediante choque térfé8j@ incubadas por 16 a
37°C Los clones resultantes se seleccionasobre medio séliddwria Bertani (LB
suplementados con 100 pg/ml denpicilina, 80 pg/ml de -bromo-4-cloro-3-indoiki -D-
galactopiranosido (¥al) y 10mM de IPTG\ a 2 LINRLtitigdlactopiranosidp

La identificacién de colonias transformadas con el nuevo plasmido recombinante se realizé
mediante PCR de colonia. En estsq se emplearon los cebadores disefiados para la
amplificacion del gen de la LONMNATA(NE O (i 2 SGATCETAITADCCTCTACIGC
Reverso: 55CGGGTACBCAGGACGGAAGCCCCTCTCC 37) bajo las condiciones establecidas
por Contrerad., E[13].

6.1.2.2.Extracciéne identificacién del vectopQE36ks4sLbNMNATmediante PCR yigestion
enzimatica con Kpry BamHI

El vector de interés presente en las colonias evaluadas, fue extraido mediante lisis alcalina
[64]. Para elloun inéculo bacteriano enl0 mL de medio L&iplementadacon anpicilina
(100pg/mL)fue incubadadurante12 h a 37°C con agitacion constantkas células fueron
obtenidas por centrifugacién a 6000 rpm por 10 (oantrifuga Heraeus Megafuge 16R de
Thermqy resispendidas eB00> [ uRaSolucion delgcosa 50nM, Tris-HCI 25mM, EDTA

10 mM pH 8.0posteriormente se adicion®00>[ RS & #sis RaQHs0y8, SRS 1%)

y300>[ RS a2f dzOAsy R Sdeydadid MpH 48). Ladezly obterid@ S G I (i 2
se centrifugd a 10000 rpm por 10 min. BIGNB Y I Rl y i S T dzSRNAisAll I R2
(10mg/mL) e incubado por 30 min a 37S€guidamend, se adiciond un volumen de mezcla
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1), se incub6 a 4°C por 10 min y se cerarifugd
11000 rpm por 5 minAl sobrenadante se adicion6 2,5 volimenes de etanol (96%) frio y un
décimo dévolumende acetato de sodio (8; pH: 5,2). La mezcla se incub6 pbr&-80°C.

Una vez trascurrido el tiempo, se centrifugd 10 min a 12000 rpm al4fi@cipitado se le

realizo dos lavados con0ImL de etanol (96%). De nuevo se centrifugé a 12000 rpm por 5

min y el precipitado sgec6 a 37°C por 10miRinalmente, el pellet se resuspendiccénulL

agua DEPietil pirocarbonatg.



28

H producto de la dxaccion seevalu6 porPCR empleanddaq polimerasabajo &s
condiciones de amplificacién citadas anteriormeAicionalmenteel vector (200ng)fue
sometido a digestién enzimatica por h& 37°C con las enzimas K@U; Fermentas) y
BamHI (1U; Ferméas),en bufferlOmM TrisHCI (pH 8.0), M MgCJ, 100mM KCl, 0.02%
Triton X100 y0.1 mg/mLde albamina sérica bovinBSA Tanto el amplificado como los
productos de digestion se siguieron mediante electroforesis horizontal en gel de agarosa al
1,0%(p/v) en buffer TBE 0,5Xigcion con bromuro de etidif.05% (v/v).

6.1.2.3 Oltencién delvector pQE3&-1.104.bNMNAT mediante stddonacién. Este mutante amino
terminal fue generado por la técnica de sunacion(figura 6.1)cuyafase inicl implica la
clonacion en un vector TA, del cual se libera la secuencia de ynsgégaslada un vector
de destino.

Figura 6.1. Técnica de stibnaciénparael vector pQE3®&-1.10A. bNMNATA. El insertoAl-

104Ibnmnatesclonado en el vector pGEMBASy B. Mediante corte conenzimas de restricciéfBamHI y Kgh
se libera la secuencia de inter€las mismagnzimas son usadas para digerir el vector pQB386e liga el
inserto con el vector de expresion.

BamHI

\\\\ B gammi
N —_— 2
\J KPNI  pigestidn

POEMT-1-108LBNMNAT [S— D
P

. BamHI
KpNI \\

Amp | Ligacion \\ KoNI

Xhol \
EcoRI
Hindlll 2
Notl BamHI

Digestion KpNI
. - PQE30 o

A

PQE30-1- 104LNMNAT

BT NJ 3 Y Sydbngnatiiue amplificado meiante PCR utilizando como plantilla ADN
gendmico. La reaccion se realind 2,5U detaq polimerasa2,5mM de MgS®y 0.2uM de

cada uno de los cebadores disefa@i®cto:p QCGGGGATCCATGGAGAAGGCACTTTGTCAC
0;3S @ S NIGEGGGEBTACCTCAGGACGGAAGCCOQTEDparfil térmicgresentd un

ciclo inicial de desnaturalizaciar®4°C po2min y 30 cios de desnaturalizacién a 9416

s), anillaje a 56°@GQs)y extensién a 7Z(1 min). La extension final se realiz6 durante 7 min

a 72°CEl producto deamplificacion (632pb) se separé mediante electroforesis endgel
agarosa 1% (p) utilizando buffemBE 0.5 Xntinciéncon bromuro de etidi®.05% (v/Vv)EI
producto se ligd con el pldsmido de clonacién pGE#SY (Promega) a una razén molar
entre d producto y el plasmido (3:1). La reacciéon de ligacion se utilizé para transformar
mediante choque térmico célulade mantenimiento E. coli TOP10 quimicamente
competentes[63]. Los tnes resultantes se seleccionargobre medios solidos LB
suplementados con 100 pg/ml de ampicilig@,> 3 k Y xgaR$.5mM de IPTG yes
rastrearon mediante PQBondiciones descritas anteriormentd).las colonias positivas s

les extrajo el ADN plasmidico fisis alcaling64].
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Como pas seguidolos vectorepGEMTn M.O4LbNMNAY pQE3&e sometieroraensayos

de doble digestién con las enzimas BamHI y Kpnl (Fermentas) en un tiempo de 16h a 37°C.
Los productos obtenidos se evaluaron mediante electroforesis en geles de agarosa 1% (p/v)
utilizando buffer TAE1X(Q4nM Tris Acetato, InM EDTA)¢on tincionesde bromuro de

etidio 0.05% (v/v)A partir de estos geles| #agmento de interéy el vector pQE36e
purificaronmedianteel método de filtracion (montage DNA Get&otion Kit, Millipore).

Posteriormentegstos productos se ligaraturante12 h a 22°C empleando la enzima T4
ligasa (Promegalareaccion se empled para transformar mediante choque térmico células
E. coliIM109 quimicamente competentdéss clones se seleccionaron sobre medios sdlidos
LB summentados con 100 pg/ml de ampicilina. Las colopasstivasse identificaron
mediante PCR. El vector se extrajo por lisisirsdcglse comprobo la identidakdl mismo
mediante PCR y ensayos de doble digestion con las enzimas BamHI y Kpnl (Ferraaentas) en
tiempo de 16h a 37°C. Los productos obtenidos se evaluaron mediante electroforesis en
geles de agarosa 1% (p/v) utilizando buffer TBE 0.5X.

6.1.2.4 Expresion de la proteina recombinante 6xHigd bNMNAT.

Las cepade expresiorescherichia cdiL21 (DE3)§HuffleT7 Express (New England Biolabs)
fuerontransformadamediante choque térmicf®3], con el plasmido pQE&B:1-10AL bLNMNAT
construido previamentéseccion 6.1.2.3)Un volumen de 20thL de medio liquido LB fue
inoculado con bacterias transformadas hasta alcanzar una densidad 6ptiga-J@B ~0.65,

en ese momento, se adicid el inducdr IPTGen una concentracion final de 1noM. El
in6culo se incub6 a 2€ durante toda la noche con agitacion constante. Este cultivo se
centrifugd a 400@ por 10min a 4°C. El pellet de células obtenido fue resuspendido en buffer
de lisis (NapPQ 50 mM, NaCl 500mM, Imidazol 13nM pH 7.5), en presencia de coctel de
inhibidores de proteasas 1:300 (sigma) y lisozima (Thermo) a una concentracion final de
1mg/mL eincubando a 4°C por #8n. Posteriormente, la muestra fue sometida a sonicacion
(pulsos de 15 con pausas de 16y amplitud del 50%) durante 5 min, empleando el equipo
Ultrasonic Processor, VCX130, 130 Watt, con sondanthe @e diametro. El paso final fue la
centrifugacién a 10009 por 20 min a 4°C para separar el sobrenadante y el precipitado
(fraccion insoluble y soluble, respectivamente). En el caso del proceso de estandarizacion de
las condicionede expresioncon la cep&. coliSHufflese realizé la induccion de la proteina

a diferentes concentraciones de inductor (0.5 y 1mM), difereetepératuras de induccion

(20° y 25°C) y de manera adicional como agestebilizadores del plegamiento, se adiciond

en el cultivaglicerol (0.6M) y etanol 8P6[65] .
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6.1.2.5 Detecci6rde la recombinant&xHisni.10 bNMNAT

Laproteina fusion 6xHig110ALbNMNATRroteinas totales y fracciones solubles e insolubles
se observarorpor SDSAGEy western blot[63]. Para la electroforesis se usaron geles
discontinuos al 12% y se corrieron a una diferenczotencial de 10/ por 2h. Se empled
buffer de carga 1X (T#4¥Cl 50mM pH 6.8, Glicerol 10% (vVABDS 2% (p/v), azul de
bromofenol OM’: O LJngrdaptaetariol 100nM). Para lavisualizacion de las bandas se
utilizé azul de Coomassie 0,25% (p/v) en acido acético: meta®a(56t33:1).

Para el western blpse efetud una electrotransferencia a una membrana de PVDF (floruro
de polivinilidenoxon un tamafio de poro de 0.45um (Merak)OOmA por 2hen buffer de
transferencia(10 mM TrisHCI pH 8.00.2 M glicina,10% (v/v) metanoll.a membrana se
bloqued por 2 en buffer TBST leche descremada 5@0mM TrisHCI pH 7.5.50mM NacCl,
0.1% (v/v) Tween 20%e realizaron tres lavados con -TB&da uno por 1&in.

La inmunodeteccién de la proteina recombinante séa@aon el anticuerpo primaranmti-
6xHis (1:50000Abcam) y el anticuerpo secundario aatidn conjugdo a biotina (1:1@00)
(Sigma).La deteccion cromogénica de los cplgjos inmunoldgicos se realizé con
estreptavidina A conjugada a fosfatasakha (1:3000) (Promega) y fasstratos nitreazul

de terazolio (NBT) (50mg/ml) y 5bromo-4-cloro-o -fddoilfosfato (BCIP§50 mg/ml)
(Promega) en buffer sustratd @0 mM TrisHCI pH 9.0150 mM NaCl,1 mM MgC}). La
deteccién inmunolégica se detuvo con aguatitheda al evidenciar producta®loreados
sobre &membrang13].

6.1.2.6 Purificacién de la proteina recombinante 6xHisd bNMNATmediantecromatografia de
afinidad a metaledNIAQ.

La purificaidn se realizdé por medio de cromatografia de afinidad a niquel, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (Quiagen). El extracto soluble obtenido después de la lisis celular
se incubd h sobre hielo, en agitacion constante con la resifdT¥(Acic nitrilotriacético)
previamente equilibrada con buffde dialisigNaHPQ 50 mM, NaCl 300nM e imidazol 15

mM, pH 7.5, por cada mL de fraccién soluble arificar se tom6 100> f RS.PAB a A Y |
recolectar las proteinas no unidas se centrifugé a 40@0durante Smin. Posteriormente,

se realizaron lavados hasta alcanzar unagdaZercana a cero coouffers suplementados

con concentraciones crecientes de imidazol gR&-50 nM, NaCl 500mM e imidazol 35 mM

y 75mM, pH 8.0) Finalmente, se realizaron eluciones aumentando la concentracion de
Imidazol a 300nM. La purificacion se observé mediante -BB&EE 12% (segun seccion
6.1.2.5)y la cuantificacion de los eluidos se efectim ebmétodo de Bradfordhidiendo
espectrofotométricamente a 5%m [66] usando BSA como patrén

Para efectuar ensayp®sterioresde actividad enzimatica de la recombinante, fue necesario
someter los eluidos dialisis durantd2 h a 4°C, empleando una membrana con peso
molecular nominal iite (MWCO,Molecular Weight CuDff) de 10kDa, cong#acion
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constante contra 50L de buffede lisis Se realizéin recambio del buffer (30@L) cada
dos duranteotras6 horas.

6.1.2.7 Estandarizacién de las condiciones éptimas de solubilizacién de la pmeedmbinante
6xHisn241.240 LNMNAT

En un trabajo previo desarrollado por Contrdrak[13], se construy0 el vector pQEAR:.

24l LONMNAT; plasmido que permitddexpresion de la proteimacombinante en diferentes
sistemas bacterianos. Sin embargo, nopedo llevar a cabo la evaluacion del efecto
delecionalde la secuencia exclusivde la proteina recombinante sobre su igcad
enzimaticadado que no se logré la obtencide la misma de manera solubl&n este
trabajo se retora este estudio con el fin de solubilizar la proteina y evaluar su actividad
enzimaticaPara ello, se efectud la siguiente metodolpgiiedonde séace uso de una cepa
diferente de expresion y se somete el cultivo a diferentes temperaturas de érducci

Células quimicamente competentes Bscherichiaoli SHuffleT7 Express (New England
Biolabs)fueron transformadas mediante choque térmif@3] con el vectorpQE36L 41

24 bNMNATLas condiciones de induccion y lisis celular fueron realizadas como se describen
en el numerab.1.2.4.Se evalué el efecto de la temperatura de induccion, por laguea
concentracion de inductode 1.0mM de IPTGs a untiempo de inducion de16h, se
sometieron los cultivos bacterianos a temperaturas de 16, 25 y B@&°@xpresion y
deteccion de la proteina fusion se realizé por-BRSEL2%Yy mediante western blot
(metodologia descrita en 6.2.1.5).

1 Ensayos enzimdticde las proteinadelecionales de la NMNAEL. braziliensis.a evaluacion de
la actividad enzimaticale las proteinas recombinantes se llevé a cabo mediante dos
metodologias: por un ensayo acoplado con medida indirecta de la actividad y por ensayo directo
mediante cromtografia liquida de alta eficiencia (HPLC). A continuacioén, se descritaméra
detallada los métodos:

6.1.2.8 Evaluacion de la actividad enzimati= las proteinags recombinants mediante ensayos
acoplados
La actividad enzimatica de slgroteinas se deternmdé a través de un ensayo
espectrofotométrico acoplado, basado en la reduccion del NAD+ por accién de la enzima
alcohol deshidrogenasa (ADH). En este ensayo la actividad de la enzima se mide con el
incremento en la absorbancia a 34éh, debido a la reducaiddel NAD+ a NADH, segun
muestra las siguientes reaccioriég].

NMNAT .
NMN + ATP —— NAD* + PPi

ADH
NAD™ + EtOH — NADH+ H™ + CH,CHO

NMN + ATP + EtOH — NADH + H* + CH;CHO + PPi
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Para llevar a cabo estas reaccionesgesaliz6 una mezclaicialque contenia 4M etanol,
25 mM buffer HEPEBROH pH/.5, 2 mM MgCJ, 2 mM de NMN (Sigma)0.2 U de ADH
(Sigmay25>3 RS f I & Y dzBdeadsidrse inicical &diciofiadzd i de ATP
(Sigma) registrandtos valores de absorbancia cadasl@ 340nm durante 30 minLas
medidas se realizaron en espectrofotdmetro Jenway 7315.

6.1.2.9 Evaluacién de la actividad anaticade la NMNAMmediante ensayos directos

En los ensayos directos, la sintesis de *NdD parte de la enzima a evaluar se analiza
mediante cromatografia liquida de alto démiento en fase reversa (RFPLC), cuantificando
los productos de laguiliente reaccion:

000 6"YOuw GO0 0VD'Q

En este casoalenzimaseincub6 a37°C durante 30nin, con unamezcla de reacciogue
conteniad0 mM HEPESH 7.8, 10nM MgCly 1.25mM ATP La reaccion fue detenida con
HCIQ 1.2 M y se neutralizé con®Q 1M. El dinucleétido obtenido como producto de la
reaccion se analiz6 mediante-RPLC, empleando el cromatografo Agilent 1200 Series y una
columna en fase reversa C18 (100 cm de longitu@ xnm de diametro interno y|im de
tamafio de particula, Phenomex), a temperatura ambiente con un flujo de 1.0 ml/min,
aplicandoel buffer A(20 mM de NakPQ pH 6.0) y buffer B (metanplgn el siguiente
gradiente de eluciar2 min de buffer A (1), 4min de buffer AB (80%20%), 11min de
buffer AB (75%25%) y 10min de buffer B (100%).a absorbancia de los ditas fue
monitoreada a 26am.

6.2 Estudiarin vivoel efecto de modificaciones estructurales exclusivas de la LONMNAT en la
localizacién subelular, empleando parasitos transgénicos.

Con el proposito deomocer sila insercion presente en el extremo amino termigalla
enzimaLbNMNATsdeterminanteen la localizacion intracelular, lsescéla expresion déa
proteina delecionadaen el parasito (en su fase méylara determinarlos patrones de
distribuctn subcelular mediantetécnicas déransfeccion e inmunofluorescenciRara sobre
expresar el mutanten el parasito, se hizaso del vector de expresion pataishmania
pSP72RnecaGFR un vector que presenta un fragmento de 1,2 kb que contiene el promoto
ribosomal dd.. braziliensig que permite la expresion de la proteina de interés fusionada a
una etiqueta de GFéh el extremo carboxilo termin@&l8], la cual se aprovechpara visualizar

los patrones de localizacién mediante fluorescencia

6.2.1 Construccion del vector pSR7¢ S-2: 3l bBNMNATGFP

El fragmentoAisdlbnmnat fue amplificado mediante PCR, empleando como plantilla el
plasmidoLY{ t T H WIbNMNATGFP[13] en una concentracion final de 3@/uL.La



33

reaccion se realiz6 con 2detaq polimerasa2,5mM de MgS®@y 0,2uM de bscebadores
diseflade (directo: 5-GGCTCTAGAATGGTCGTTCTCGTCAICT@C reverso:5
GGCTCTAGAGGACGGAAGCGOQitCeste caso, se plrd la técnica de subclonacion,
por lo que se siguio protocolo de ampliéiacion, purificacion y ligacidiel producto con el
plasmido pGEMEasy como selescribié en la seccidon 6.1.2Bara la liberacion del
fragmentoAssgdlbnmnatdesde el plasmido pGEMSe utilizé la endonucleasa X6 U;
Fermentas), con un tiempo de digestién dehl® 37€C. @n la enzima T4 ligasse uniéel
fragmento obtenideonSt @S OG 2 NJ RS S E LIN@Rprewayhentalfigeride wh y S2 h D
con la enzimxbaly sometido a procesos de defosforilacion con la enzimiatasa atalina
de intestino de terneroCIAP(Promegaptendiendo &s instrucciones del fabricant&l
analisis de lozlones se realiz6 mediante P@R colonia y la identidad del plasmido
recombinante 8 veriicé por andlisis de restricciorPZR.

6.2.2 Cultivo de promastigotes deishmania braziliensis

El cultivo celular se realiz6 con promastigotes Lagshmania braziliensigM2904
MHOM/BR/75M290% cultivadosen medio SchneidgpH 7.4 (Sigmajuplementao con
suero fetal bovingSFB) al 10% (Y/& una temperatura de 26°C, en flasks de 25(@i25),
sin agitacionCadavez que el cultivollegé a lafase de crecimiento estacionarige los
parasitos, se diluya una concentracion inicial de 1 » t8lulagmL [70].

6.2.3 Transfeccion de promastigotes lddshmanisbraziliensis

Para la transfeccion de los psitas se empled el vector pramente construido (seccién

6.2.0) que expreaf I DS NE A 5 YL BNMNASGFR. 8¢/ digliié ymprotocolo de
electroporaciénpreviamente estandarizad8]. Los padsitos provenientesle 10 mLde

cultivo confluente se lavaron con 3 mé Cytomix (25nM HEPEBH 7.6, 120mM KClI, 10

mM KkHPQ, 5 mM MgGl 2 mM EDTA, 0.15 mM Ca@io, centrifugando a 10Qffavedades

durante 10 min a £. El precipitado deapasitos se resuspendi6 en 1ae Cytomix, de los

Odzl £t Sa &S NI ylda3 deNcBdp@rationdp 4 mm2fy G1ISY@SYyR2 wp >3
plasmido recombinante. La celdsiscubé sobre hielo durante hfin y se aplicaron 3 pulsos

RS wmMcnn =3 Hp yrBistdvSa inbia ddjarddiniervaiod de-20 s entre los

pulsos. Las células electoypdas se incubaron 24 h a 2@&Cun volumen final de 5 ml de

medio Schneigr suplementado con SFB 20% Yviwego, se adicionaron 5 ml adicionales

del madio mencionado suplementadoconH 1 >3k Yf RS IASyBRIOHMOA Y|l Dnwm
cultivos se monitorearon diariamente ahicroscopio. 15 dias después se observaron

parasitos wos, los cuales se continuaroutivando en medio Schneidauplementado con

SFB10% (Mv € cn >®kYf Dnwmy

Los pardsitos transgénicos cultivados, fueron empleados endagos de inmunodeteccion

(western blot empleando anticuerpos a@FP) y microspia de fluorescencia.
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CAPITULO 2

1 Interacciones proteingroteina de la LONMNAA:continuacion, se describe la metodologia de

dos de los objetivos planteados ambemerte, los cuales tienen como fidentificar posibles
interacciones de la LbNMNAT cotras proteinas. Para elleg abordaron @s estrategias
complementariagjue aportan un conocimiento tantogarimentalcomobioinformatico

6.3 Explorar experimentalmente posibles interacciones de la LoNMNAT con otras proteinas,

6.3.1

6.3.2

utilizando técnicas de inmaprecipitacion y espectrometria de masas.

Entre los métodos experimentales disponibles para detectar interacciones entre proteinas, en
este estudio se plantea el uso de métodos de deteccién de complejos mediante técnicas de
co-inmunoprecipitacion y de pectrometria de masas (MS).dcainmunoprecipitacion es una
técnica para capturar indirectamente proteinas que estan unidas a una proteina diana
especifica; aqudl antigeno proteico es precipitado de una soluciéon usando un anticuerpo que
se une especifianente a esa proteinRara el analisis del complejo proteico, selas4S que

es un poderoso método para estudiar las interacciones macromolecnlaits. El principio

del método es producir iones que pueden ser detectados con base en la relas@oarga,

lo que permite la identificacion de secuencias polipeptidtdsA continuacionse describe
lametodologiadesarrollada para cumplir con este objetivo

Preparacién de extracto de proteinas.

Se trabajaron dos lineas celulares: parasitos transgénidasgienania braziliengis12904
MHOM/BR/75M2904)ransfectadodi | y 12 O2y St @S GaBAedibldaffot T H wh y S ;
como contrg), como conSt @S O 2yNS 2EMMNATRFR[13], (empleado para la

sobre expresion de la proteina de interébtenidos en trabajos anteriores

Para cada linea celularediante centrifugaciéa 8000 rpm por 10 min a &€ se colectaron

promastigotes preenientes de 10nL de cultivoSedvaron 2 veces con 10 rdé PBS pH

7.4, se reuspendieron en 500 pl de buffer de lisis (0.1X PBS, coctel deldrdsbie

proteasas (1:200), 0.1% (y/Friton X100) yse incubaron durante 30 min a2l&on agitacion

constante. La suspensién se céomgd a 12000 rpm por 5 min a@%y se almacend el

sobrenadante a20°C Fraccion solub)fL 3].

Coinmunoprecipitacion de las proteinasociadas BbNMNAIGFP

Con aras de inmunoprecipitar LONMNATGFP se emple6 ahticuerpo comercial anti GFP,

un anticuerpo policlonal producido en conejo de la marca molecular prBbaes.laco-
inmunoprecipitacion, una vez se obtuvierys extractoscomo se describe en la seccién
anterior, se realizéin proceso de aclarado incubando por cada 900 pL de extracto, 100 pL
de perlas de proteina A unida a sefams&taphylococccus aureus (Sigpma)lh a 4°C con
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agitacionconstante. Luegae centrifugda 3000 rpm por 3 minutos a 4°C. Al sobrenadante

aclarado obtenido, se adicionél anticuerpo antGFP,a una oncentracién final de 0.2

pug/mL, dejando incubar por 16 a 4°C con agitacion constantéosteriormente se
agregaronperlas proteina Aefarosa, incubandolgor 2h con agitacién constante a 4°C.

Para obtener el inmunoprecipitado (IP) se centdfacg8000 rpm a 4°C. Las perlas sertava

tres veces con buffer IFr{sHCI 50 mM, pH 7.5, NaCl 150 mM, M&hM, glicerol 5%

(v/V)), yel IP se reuspendicn buffer de carga 1X (THECI 50 mM pH 6.&licerol 10% (v/v),

{5{ w3> O6LXKG@0OZ |1 dzZ RBercapw@aria@ 10§ yifinalmedeltic 6 Lk 0
sometidoa calentamiento ®6°C por 10 minutos.

Paraevaluarel procesale inmunoprecipitaciorse miraronlos diferentes pasos a través de
SDSPAE y western bloEn lanmunodeteccién se emplasbmo anticuerpo primari@anti-
LbNMNATZ1:5000)0 anttGFR1:500) en TBS y como anierpo secundario se uso araton

6 anticonejolgG conjugado a peroxidasa (0B). Comaistema de revelado se emplé-
Cloronaftol y kD, segun elprotocolo descrito en la seccidB.1.2.5 Se contrastaron los
resultadosobtenidos tanto para extractos proteicos provenientes de parasitos que expresan
la LbONMNAT fusimda a GFP, como aquellos quéo s€xpresan la protetn GFP como
control.

6.3.3 Andlisis de proteinas mediante espectrometria de masas

La identificacion de potenciales interacciones de proteinas con la LbNBENAERlizéa

partir de los extractos proteicos obtenidos de los experimentos de inmunoprecipitacion
sefalados en el aparta@dod.2y su analisis mediante espectrometria de masas

Para ello, 60 pL del inmunoprecipitads®e corrieron en un SIPRAGE al 23 con una
diferencia de potencial de 200 V por 5 ntntincion se realizé con Coomassie coloidal (G
250) ((NH)2.SQ 10% (p/v), CoomassieZ50 0,1% (p/v), acido ortofosférico 3% (v/v), etanol
20% (v/v)) durante 16 h.

Las bandas de las proteinas inmunoprecipitadas se cortaron del gel de poliacrilamida y se
enviaron a identificacion por nano L@IS/MS ala empresa ALPHALYSE [72]
(https://www.alphalyse.com/NancLGMS/MS es una técnica lentielicada y muy sensible
donde la mezcla de péptidos se separa mediante HPLC y cada péptido se analiza en solucion
mediante ionizacion por electroespray o-HISIMS erun espectrometro de masas QF

6.4 Identificar posibles interacciones de la LI con atas proteinas implementando andlisis de
redes.

Para la creacion de la retk interaccion proteingroteina dela NMNAT en el parésito
Leishmania braziliensi empleda plataforma STRING V. 10.5 (Search Tool for the Retrieval
of Interacting Genes/Proitgs)[73], gue empleaun enfoqueintegradory proporciona una red
interactiva de proteinas y sus socios funciongesutilizo la informacionde las fuentes:
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neighborhood genefusion text-mining coexpresion, cacurrencia, bases de datog
resultados experimentales, estableciendovalor de 0.40@omopuntuacion de interacén
minima Para las proteinas de la re€realizé un enriquecimiento funcional de las proteinas,
usando sistema de clasificacion funcionales @®(Gene Ontology); posteriormentse hizo

la prediccion de médulos funcionales y conservados empleando las bases datdeR$O
(https://lwww.ebi.ac.uk/interpro/) Pfam (https://pfam.xfam.org/) y KEGG
(http://www.genome.jp/kegg/) Se efectud un analisis topoldgico teniendo en cuenta algunos
pardmetros calculados. Finalmente, se analizaron las proteinas hipotéticas y las interacciones
de interés. Para contrastar los resultadoxon nteracciones fisicas proteiproteira
confirmadas experimentalmente, se hizo busquedantizacciones fisicade la NMNAT en
organismos combomo sapiensE. coli Saccharomyces cerevisigArabidopsis thalianaen

las bases de datos en linedIP (Database of Interacting Progin http://dip.doe-
mbi.ucla.edu/dip/Main.cgBioGRID (Database of Protein, Chemical, and Genetic Interactions)
https://thebiogrid.org/ e IntAct (Molecular beraction Database)
https://www.ebi.ac.uk/intact/


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

EINAD desempefiaun papel vitaken el metabolismo energéticcedtro de las células eucariotas,
pues vincula emetabolismo celular con cambios en eventos de sefalizgdi@anscripcion. Esta
moléculano solo desempefia su funcién como coenzima, sinekmesus metabolitos son sustratos
de numerosas enzimds4]. Al hablar del NAY subiosintesis, se vincula de manera directa a la
NMNATYya quees unaenzima clave easte procesoPor endeseresalta la importancia dempliar
suestudio y caracterizacion, en especial en organismos patégenod eshmaniagque sonobjeto

de continua investigacionste trabajohaceparte deun proyectomas amplique buscaaracterzar
tanto bioquimica como funcionalmente la enzidwl parasito aqui el enfoque comprende dos
componentes principale®l estudiode regiones especificas de la enzimaravés deldisefio y
creacion de mutantes; ka exploracion de poteiales interaccioreproteingproteina enlas que
esté involucrada IlabNMNATA continuacién, se muestran los resultados obtenidos al abordar los
componentes mencionados:

CAPITULQ 1
Estudio de regiones especificas de la enzima a través del disefio y creacion de mutantes

1 Acercamiento computacional

7.1 Existerregiones especificas eEnNMNAT déeishmania braziliensien respecto a las isoenzimas
humanas

En una investigacion previd9], como parte de laaracterizaion y evaluacion funcionde la
LbNMNAT seidentificaronregiones presentes exclusivamerge las secuencias del parasén
contrage con las NMNATs humanasmpliando este andlisisn eestetrabajo, se actualizd y se
profundizé en el analissioinformatico, en especial de las proteipagducto de las deleciones de
las regiones génicas iddigadas.

Para este estudjadde manera iniciake realizéun alineamiento multiple entre las secuencias de
aminoacidos de la NMNAT daco especies del génerbeishmaniacon las NMNAT&nNto de
procariotas como eucitas. Senvolucraon miembros debaderias, protozoosplantas y animales
especiicament los organismasEscherichiacoli, Caenorhabditis elegan$rypanosoma cruzi,
Arabidopsis thalianalMlus musalus Bos taurusy Homo sapiensEste alineamiento se realizé
empleando los algoritos FCofke [75], MUSCLE 6]y QustalO[77].

Bajo los parametros de cadaétodo de andlisis se obseruda insercion en axtremo anmo
terminalenlas especies deecishmaniaon respecto aichosorganismogFigura 71). Estehecho se
present6 también emrabidopsighalianay Trypanosoma cruzén este Ultimo, uranalisisprevio
mostrétambiénque la NMNATde diferentes cepagresentan una regiénde 19 aminoacidos en el
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extremo amino terminal, ausente en las isoenzimas humftsls Al direccionar el analisis
especificamente hacia organismos pertenecierdésorden Trypanosomatida (Anexp), la
comparacion destasadenilil transferasason las humangsermitié observar unalarainserciénen

el extremo N-terminal, lo queabre el estudio para determinar si esteegién puede ser
estructuralmente caracteristicde tripanosomatidos muchos de ellos agentes causales de
enfermedades de alta incidencia en la saldidlipa.

Figura 71. Comparacion de la secuencia primaria de la LONMNAT, en el extremo amino terminal, con

NMNATS de diferentes organismegieamientandltiple deNMNATSs dearias especies desishmanidLbNMNAT:
L.braziliensiMHOM/BR/75/M2904, Ld:.donovanj Li L.infantumJPCM5, Lni:.major FriendlinLmx:L.mexicand, con
ortélogas de otros organismos: H&IHomo sapien8t: Bos taurusMm: Mus musculusCe:C. elegansEc:E. coli At:
Arabidopsis thalianal' c:Trypanosoma cruzkl porcentaje de identidad entre las secuencias es proporcional a la altura de
las barras amarillas. El alineamiento se gener6 con el programa CLC Sequence8Vig\@¢AGEN)

-]
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Focalizando la comparaciéde las NMNATs déeishmaniacon las humanasse realiz6 un
alineamiento multife que permitié identificaradicionalmente cuatragegiones especificas en la
enzima del parasitccuyosaminoacidose ubican en lasggiciones 843, 205212, 241249 y 264
276;estas regiones son insercioneson componentes estructurales particulares del géftegura
7.2).

A partir delanalisidn silicg se estudialichasregionesy su papel en laonformacién estructurale

la enzimapues generamna diferencia substancial con sus ortélogas humarmasandolas como
potenciales sitios de bloqueo funciongara ellp se realiza una aproximacién experimental
recurriendoal disefio y creacion de mutantdsste tipo de analisis hidormaticosy experimentats

ya se han realizado con otras NMNAfrs,donde al gen de interés se le realizan mutaciones
puntuales, inserciones y/o delecionPsar ejemplolasNMNAB humanagienen un Gterminal mas
largoque la NMNAT deE. coliEcNaMNAJT especificamente en 24 aminoacidasenzimade la
bacteriafue modificadacon 17 residuos adicionalesstableciendo que la extensiéon puede ifder

con la union al sustratcausado disminucion en la activida@tros mutantespara laEdNaMNAT
fueron creados realizando modificaciones puntuales en sitimservadosercanos al motivale
union de ATRgesultados que permitieron establecer que el extrerer@inal es importante para

la estabilidad de la proteirj@9].

Para la NMNAZ humana también se realizaron mutaciones delecionales con el fin de investigar la
importancia del dominio central en las promdds cataliticas de la pratei Brunetti, L.et al
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generaron cuatro mutanteson deleciones ddiferentes longitudes, eliminando desde 32 hasta 82
residuosencontrando que los mutantes conservan la capacidad de sintetizaaNyaRir de NMN

y ATRPdemostrando que el dominio ceatmo es esencial para el plegamiento funcional del nicleo
catalitico[37].

Figura7.2. Identificacion de regiones especificas de la NMNAEBidhmania iaziliensisAlineamiento
multiple de proteinas NMNATSs de diferentes especiéedbmaniy las iseenzimas humanas HSNMNAT.I(LbNMNAT:
L braziliensiMHOM/BR/75/M2904, Ld- donovanj Li L infantumJPCMS5, Lni major FriendlinLmx:L. mexicand En
los recuadros verdes se sefiala las cuatro regiones especificas cuyas posiciones corresponden a los ami3p2€i8os: 8

212, 241249y 264276. En los recuadros naranjas se sefialan los dos motivos reportados de union a ATP: [H/T]xxH y SxxxxR

[80]. El porcentaje de identidad entre las secuencias es proporcional a la alturaaedasimarillas. El alineamiento se
generd con el programa CLC Sequence Viewer 7.8.1.
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Si la comparacion se hace a nivel de estructura terciaria entre el modelo de la LONMNAT (obtenido

mediantethreadingcon el servidor-ITASSER) con las estructurasetas mediante cristalografia
de rayos X de las immzimas 1 y 3 humanas (Figurd),/se confirma que la similitud estructural es

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

35 residuos.Con analisis sihares entrelas HSNMNATSs y la ortologle E. colila comparacion
estructuralreveldlj dz§ LJIS&4S || &dz aAYAtAGdzZR SEA&GS dzyl
del plegamiento comun tipo Rossmann, y que son propias de las enzimas hsoradaminis que

median la localizacién subcelular de estas enZi8&s

NBEIAs)
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Figura 73. Comparacion estructural de las isoenzimas humanas 1 y 3 con la LbNNMNAT.
superposicion estructural de laNBINAT1 (codigo PDB 1K@bdlor naranjacon el modelo predicho de la LbNMNAZU(),
presentan un RMSD entre 188 pares de atomos de A.88HA) se resalta la insercion N.terminal, (Bhse sefialamas
cuatro insercionedeterminadas por alineamiento multipée colorverde (C Superposicion estructural de la HSNMNAT3
(codigo PDB 1NURMor magenta) con el modelo predicho de la LoNMpASBentan un RMSD entre 176 pares de atomos
de 0.725 Avisualizacioren el program&CSF Chimera 1.11.2

A

7.2 Las regiones especificas de la NMNATeai#shmania braziliensidentificadasin silicg pueden
presentar modificaciones postraduccionales.

Las modificaciones postraduccionales afectan la funcién y estabilidad de las proteinas, y contribuyen
en la modulacion de la expresion génica, en especial, en organismos como los tripanosomatidos. Se
ha cemostrado que modificaciones como la fosforilacién, metilacién, acetilacion y glicosilacién de
proteinas regulan su funcion y estabilid&d]. Por ello,la secuencia LONMNAT se analizé con
NetPhos3.0, que a partir de redes neuronales detecta sitios de fosforilacion en serinas, treoninas y
tirosinas de proteinas eucariotas con una sensibilidad eangb del 69 al 96952]; con esta
herramenta bioinformatica, se encontrardrece potenciales sitios de fosforilacion, de tsles
cincoserinasy dos treoninas se encuentran en tds las inserciones identificadas (Tabla 6.1). La
presencia de posibles sitios de fosforilacién en estas regiones, sugiere que podrian estar involucradas
en mecanismos celulares habituales de mgah y control del estado de funcionamiento de la
enzima, al igual que en la mediacién de funciones de localizacién intracelular.

En este tripanosomatido, varias proteinas quinasas y fosfatasas se han clonado y caracterizado, y se
ha demostrado que padipan en la regulacion del ciclo celular y el desarrollo del pajé2j84].

Entre las predicciones de quinasas especificaaspor el programa se encontr6 de manera
recurrente la PKC (Protein Kinasgy@)caracterizada dreishmanigy asociada por su papeltard

enla adhesiory en los pasos de internalizacion involucrados en el proceso de if@&gion

En NMNATs de organismos coifmypanosoma cruaventos de fosforilacion fueron analizados
experimentalmente, estableciendo que la enzima es potencial blanco de@ieasaq86]. Para el
caso de INMNAT1 deHomo sapiense encontré que también es stegb de fosforilacion, con tres
residuos de serina con alta probabilidad de presentarmastdificacion (prediccionés silicg. De

los roles de otras modificaciones pastduccionales como metilaciones, acetilaciones y
glicosilaciones, se dispone de informacion limitada en el paj@kjto
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Tabla7.1. Prediccion de potenciales sitios de fosforilacion de la LONMNAT dimoNéD [52].

Residuo Secuencia Puntaje/0,500

A MLSSTAAP 0.663
T13 YALRDKLK 0.865
29 SCP3TAEA 0,975 Insercion 843
35 AEASQVTP 0,603
$H9 AAKRIEGV 0,946
Y90 VGDAGKPG 0.807
8158 EWLEHGRH 0,884
- 210 RGNIDSDD 0,991
Insercion 208212 912 NISEDDFA 0,923
T245 RYTH-AAF 0.892 Insercién 241249
250 FAABVPDD 0,987
T255 VPDDSSTA 0,665
T287 SRLRMLPE 0,632

Con el propésito deonocer la importancia de laecuencias especificas a nivel estructural y
funcional erla enzima, se propuso el disefio de mutantes carentes de estas regiones. Para la seleccién
y disefio de las proteinas, inicialmente se determinaron caracteristicas de tamafio, longitud y punto
isoeléctrico(datos registrados en la tabl&Yy.Para la proteia silvestre sdeterminé la composicion
porcentual de aminoacidos, predominando los residuos con caracter hidrofébico Tigurgl

mismo analisis se realiz6 pdes cuatro insercionesstudiadas, con un porcentajmayor de
aminoacidogolares en tresle ellas (Tabla.3).

Posteriormente, se realizaron predicciones de estructura terciaria a tiaVé&ervidor -TASSER
(Figura ), las cuales fueron refinadas c®Drefine y validadacon el grafico de Ramachandran
(Anexo 3). Con este diagrama se hiz@ndlisis de la calidad estereoquimica de cada modelo, pues
LISNYAGS GAradz- t ATIFENI G2RIF& t1a O2YoAyl OA2ySa L2aAio
aminoacidos que conforman la estructura de la proteina. Para todos los modelos masdiel®0%
residuos presentan combinaciones de los angulos phi y psi dentro de las regiones favorecidas y
permitidas. Segun las estructuras 3D, las deleciones de los residu®$2290264276 muestran

pérdida de giros aleatorios y parte de aminoacidos compuierale hélices alfa; por su parte, en la
region 843 se elimina la estructura no resuelta del extremo amino terminal , mientras 24t

Hndg dzyl 4+ YAYIl 1 o

Aunque todos los componentes estructurales son interesantes de estudieelin vitrose trabajo

la insercibn amino terminal, siendo la de mayor longiudobresaliente en la comparacion
tridimensional con las ortélogas hunsanTambiérse estudio la regién 24449 cercana al motivo
Gterminal de unién a ATPara losmutantes producto de la remocion de los aminoacidos24i5

y 264276, serealizd unasuperposicion estructural entre la proteina silvestre y la correspondiente
version delecionalgomparandoespecificamentdos posibles cambiogspacialesle los residuos
conservados involucrados Enunién con el adenosin trifosfatd56, H59, S256 y R26En el caso
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RS I LD:RLHBNVNKT las tadenas laterales de los aminoécidos sefialados no sufren u

cambio significativo (figura6B),& A G dzt OA 5y RA T S NG AbSMNAEMNIondé Hay LINE ( S N
notorias diferencias espacial@figura 76 A) Aungue la unién con este sustrato es relevante en la

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

0 Nno ser cataliticamente activos.

Tabla 72. Pardmetros fisicoquimicos de la NMNAT Lééshmania taziliensisy los mutantes
delecionales.

Proteina Nimerode  Peso Molecular Punto Isoeléctrico
residuos tedrico (Da) tedrico (pl)
LbNMNAT 307 33737.6 541
N8-43LbNMNAT 272 30123.5 5.38
N205212LbNMNAT 299 32936.8 5.40
N241-249L bNMNAT 298 32632.4 5.29
N264-276LbNMNAT \ 291 31965.5 5.51

Figura 74. La secuencia de l&bNMNATcontiene mayoritariamente aminoacidos no polam@s.
Composicion porcentual de amacidos no polares, polares cargados y polares no cargBjl@omposicion porcentual
de cada uno de los 20 aminoacidos que constituyen la proteina.
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Tabla7.3. Composicion porcentual de aminoacidos no polares, polares cargados y polares no
cargalos de las inserciones identificadas.

Gh
G

Aminoacidos w S 3 A%4¢ Regién 20821 Regién 24249 Regién26476
No polares o hidrofébico 47.3% 25% 55.5% 61.5%
Polares no cargados 16.5% 25% 11.1% 30.8%

Polares cargados 36.2% 50% 33.3% 7.7%
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Figura . Modelos de estructura terciaria de la proteinzesilre y las versionesutadas ) LbNMNAT

(en color magenta, verde, naranja y amarillo estan las regiones especificas ausentes en los mutantes delecionales
correspondientes),-€core=-1,46, TMscore= 0,53 #0.15 B0 -43%bNMNAT,-€core=-0,30, TMscae= 0,67%0,12.(Q

k H ARP2LbNMNAT,-6core=1,25, TMscore= 0,56€,15 PO R 16IdbNMNAT -6core=1,41, TMscore= 0,54:0,15

(B  k-248LLNMNAT, -€core=-1,20, TMscore= 0,569€,15. Generados en el servidoTASSER vy visualizados en el
programa (CSF Chimera 1.10.1.

0A264-276 A8-43LbNMNAT A205-212LbNMNAT

Figura . Modelos de estructura terciaria leLbNMNAT silvestre con fasteinagnzos21. bNMNAT

Y N26a276l LNMNATen unién con ATRA y B)superposicion estructural de las proteinas LoONMNAT (azet),
21l LNMNAT(gris)y nzsa27eL LNMNAT(naranja)en presencia de ATRespectivamenteLos residuos involucrados en la
interaccioén con el sustrato (H56, H59, S256 y R#6iBsaltan en el recuadrdisualizacion en UCSF Chimera 1.10.1.

N205212 bNMNAT N264-276LbNMNAT
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1 Acercamiento experimental

Anivel experimental este trabajo aborda dos las versiones truncadas de la prbteMBIATIaAS-

43 y 1aA241-249, ahora denominadas deleciones amino y carboxilo terminales, respectivamente.
Adicionalmente, se trabajé con un tercer mutante que represengaversion corta de la proteina

0 n1@4LbNMNATYomo herramienta para el estudio funcional del extremo amino terminal.

Para la deleciéB-43, fue necesario realizar la construccion del vector de expresion empleando la
técnica de mutagénesidrigida por ER (en la seccidén47se describe los resultados obtenidos a
partir de la técnica). En cuanto al extremo carboxilo terminal, se buscé la solubilizacion de la
recombinante con el fin de determinar su actividad enzimatica. Las proteinas trabagda
esquemaizan en la figura.7.

Figura 77. Esquema de la proteina 6xHisNMNAT completa, al igual que las proteinas #sHis
42LLNMNATGEXHisK 241.24d bLNMNATy 6xHigk 110 LNMNATLosrecuadros blancos representan las regiones
delecionadas)

Motive catalitico Motivo de unién ATP
S HINAH
s6v

. His-LBNMNAT I I

Gx1Tis

42 307

1
- 1 8 2
I I I | . His-A8-42LBNMNAT I I I
axilis ! 241 249 307
I I . His-A241-249LbNMNAT |_| I I I
Gxllis ! 104 307
| LITTTTT T TNTT ] assousmar {7 |

7.3 Laremocion de los residuos 2249 dela proteina LONMNAT afecta su solubilidad y su actividad
enzimatican vitra

La proteina 6xHi841.24d LNMNAT fue expresada &n coliBL21 (DE3gn forma de agregados
insolubles,a partir del vector recombinante pQEB£124d bNMNAT construido previmente en
nuestro laboratorig13]. Peseaque se realizaromodificaciones enondicionesle expresiértomo
temperatura ysistemasacterianosno selogrélaobtencionde la proteinale manera solublénecho
que imposibitd ladeterminacion del papel de esta insercién en la actividad enzirfiidica

Usualmentealtos niveles de expresion de proteinas recombinantes. eoliproducen proteinas

mal plegadas que se acumulan como agregadi@celularesonocidos como cuerpos de inclusiéon
[87]. Por lo general, cunlo el nivel de expresion de la recombinasuipera el 2% de las proteinas
totales de la célula, se conduce adarfacion de cuerpos de inclusién, probablemegrtde alcanzar
concentraciones no fisiologicqae generarestrés celular gaturacion de la maquinaria encargada

del plegamiento celuldB88]. Entre los factores que promueven la formacde estosagregados
encontramoslas altas temperaturas de induccion, elevadas concentraciones de inductor y expresion
en sistemas de promotores fuertes que favorecen la expresuna tasa alta de trascripci®ese a

que estos factores fueron evaluades un estudio previoon laproteinamutante, no se obtuvieron
resultados satisfactorioEntre lagstrategiapropuestagparacontrarrestaresta situacion, se incluyo
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la clonacién de chaperong$oldasasjue promueva el plegamiento disproteinasSguiendo este
método, se coexpresodla 6xHidva1.240 LNMNATCON chaperonas molecularé@nak, DnaE, GrpE,
GroES y Groklsin lograobtener la proteina de manera solublstaestrategigpudono serexitosa,
dado que no es posiblegrlecir qué chaperonactilitael plegamiento destaproteina en particular,
0 si se requierenas de una chaperona o cofacl8®)].

Retomando este trabajo, se busco una alternativa experimental que permitiera obtener proteina
activa y plegada correctamentara su evaluacion como adenilil transferd®ar lo cual, se estudio

otro factor que afectala formacion de cuerpos de inclusionEencoti alteraciones estructurales de

las proteinas por ausencia de puentes disulf&e.conoce que labicaciénde bs agegadoses
principalmente en uno o ambos polos de lakilas,debidoal apilamiemo macromolecular en el
citoplasma[90], hecho que establece qlee agregacion también puede ser el resultado de ladalta
incorrectaformacion de enlaces disulfuro debido al entorno redugébcitoplasmdoacteriand89.

Estose debe principalmenta que enla mayoria de los sistemas de sebrpresion, la proteina
recombinante producida se expresa en el citoplasma, pero la formacion del enlace disliweo se

a cabo por la oxidasa Dsb\el periplasmajondeE. colesta pco adaptada para produdion altos
rendimientos proteinas unidas por multiples puentes disu[@tb Dado que todas las células vivas
estudiadas hasta la fecha tienen enzimas dedicadas a reducir los enlaces disulfuro en su citoplasma,
la formacién de estos enlaces se ha dividido en compartimextos citoplasmaticos, como el
periplasma B bacterias @m negaitvas[92] o reticulo endoplasmatico en eucariofa8s].

Teniendo en cuenta este aspecse realizé ua predicciorde los posibles enlacessdlfuro que se
puedenpresentaren la proténa empleandoel programa Dlprdel servidor SCRATEde permiten
predecirla existencia o no denlaces entre cisteinaasstimando el dmero de enlacesntre ellags7].
Como resultadose obtuvo qued recombinate tiene en total diez residuos de cisteina, entre los
cuales se predice la formacion de cuatro enlagescritos en la tabla.Z Dado que estos enlaces
sirven principalmente para estabilizar la estructura de la protedgnexteende el andlisis a nivdd
estructura terciaria, en dond& observa cercania espacial de los aminogaidosspecial entre las
cisteinas 22 y 26, al igual que entrd®2 y 186siendolas masprobablespara la formaciérel
enlace(Figura 7).

Figura7.8. Cisteinas presentes en el model  Tabh 7.4. Enlaces disulfuro predichopara

GNARAYSYyaAz2yl f RS -1 laproteina] 6 n HR4IMMNATempleando
249NMNAT En naranja se sefialtas Cysjue participan Dlpro. Pares de cisteinas ordenados por probabilid
en los enlaces disulfuros predichos, en verdes aquellas en orden descendente

no participan.

Enlace Posi®dn  Posicion
disulfuro Cysl Cys2

A4 SO 1 22 26
.. 2 182 186
~ A )\ poos 3 o7 110

S ARh $4 4 122 169
'\\ "‘, 7»"?‘79
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Teniendo en cuentgue la proteinabxHigva1240 LNMNATpodria estar siendexpresada en el
sistema heterélogsinpresenta de manera correcta symientes disulfurgy sabiendaque estos son
criticos para el correcto plegamiengstabilidad y/o actividagebuscé una alternativa enfocada

el usode una cepa de expresidnodificada ersuambiente redoxitoplasnatico.

A nivel comercial, existen pocas cepas de expresioft.emli dedicadas a wdificaciones
postraduccionale$91]. Enel caso ddos puentesdisulfulo encoriramos cepascomo: Origami
AD494, BL21trxB, RoseHa Y y SHufflecaracterizadas por presentar mutaciones en los genes de
la tiorredoxinreductasa (trxBYy la glutatién reductasa (gosts mut&iones se hacen yaug b
presencia de numerosas tiol reducta@asx1, Grx2, Grx3, Trx1, Trx2), de glutation y otros reductores
del grupo tiol mantienen reducidas las cisteinas en el citoplgdha

Experimentalmente, se empled la ceplduffle T7 Express, una cepa queamade |a reductasas

trxB y @r (a letalidad conferida por estas mutaciones se suprime por una mutaciopemxadasa
AhpC* que no tiene la capacidad de reducir los peréxidos, pero tiene la capacidad de redicir Grx1
ademas, tambiérexpresa la DshQina disulfuro isomerasa querwierte los enlaces disulfuros
andmalosen correctos H esquema de la ruta redox en el citoplasma deffffHse muestra en la
figura 79 [91].

Figura . Representaciéesquematica de las rutas redox implicadas emraédcion de enlaces

disulfuro en el citoplasma de SHuffles lineas punteadaepresentan interacciones proteicas deshabilitadas
debido a la eliminacion de trxB y gor. Se indica el estado redox de las cisteinas (esferas amarillas) (oxidado xasfera + bar
reducido = esferajA)La proteina se reduce por Grx1 o se oxida por {B){la proteina parcialmente oxidada se isomeriza

a su estado nativo plegado correctame(@por DsbCFigura tomada dg1].
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Para evaluar si este sistema favorecia la obtencién deoteinm en su forma soluble, se
transformaron las células mediante choque térmico con el plasmiBB8Q Q41240 bNMNATFigura
7.10-A). Se realiz6 la expresion eproteina(~36.5kDg analizando mediante SIPAGE y western

blot proteinas totales y fraccionesluble e insoluble (Figural?-By C). Bajo las condiciones
experimentalesitilizadasse olserva que la proteina se expresa de manera mayoritaria en la fraccion
insoluble sin embargogn esta cepa de expresi@e logra obtener parte de la recombinarmte
manera solubleAprovechando la expresion de proteina solubilizadaevalu6 el efect de la
temperatura de induccion en el plegamientolaenismaya que ha sido bien documentado y es uno
de los factores mas comunes para optimizar durante la produccion de prd6&sihas
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Sesometieronlos cultivos bacterianos a temperaturas déQ.@5°Cy 37°Ca una concentracion de
inductorde 1.0mM y aun tiempo de induccién de 16 Como se detalla en latiga7.10D y E, la
mayor produccién de proteina tanto en fraccion solublaa@msoluble se registra a 3783ta es la
temperatura optima de crecimiento d@ecoli, que coincide con la temperatude maxima actividad

de la T7 RNA polimerasajnqueno es necesariamente la teematura éptima de produccién de
proteinas heterdloga®4]. En célulastuffle,otros investigadoreban determnadoel papel de la
temperatua en la expresion.iegde diferentes proteinase indujeroncon IPTG .0mM, con
modificacion de la temperatura de crecimiento a 16 °@; 887°C, encontrando que la temperatura
Optima vario entreellas permitiendoconcluir gue el efecto de la temperatura especifico deada
proteina[91].

Eneste caso, el uso de la cepa SHuffle permitié obteage dela proteina en la fraccion soluble,
dando a conocer que para su plegamiento y estabilidad es altamente probable la formacién de
puentes disulfuroUna vez solubilizagy empleando la cola de histidinas adicionada en el extremo
amino terminal de la enzima, se realiz6 enamatografia de afinidad a metales, especificamente
nique| obteniendo la proteina parcialmente purificgtigura7.10-F).

Para determinar la imptancia de la insercion carbeaerminal en las propiedades cataliticas de la
LbNMNAT, la proteina truncada presente tanto en la fraccion soluble de SHuffle, como parcialmente
purificada, fue sometida a ensayos de actividad determinados espectrofotométniea En este

ensayo el NAD+ producto de la sintesis de la NMNAT es reducido a NADH por accion de la enzima
alcohol deshidrogenasa, registrando el incremento en la absorbancia a 340 nm. Se emple6 como
control de actividad la proteina silvestre (LoNMNAd@3gnte tanto en fraccion soluble de SHuffle

como purificada (los resultados de expresién, purificacion y actividad se registran en el Anexo 4), de
igual forma se empleé fraccion soluble de la cepa sin transformar y buffer de elucién como controles
negatios.

Enlafigurad1l (A. 0 &S O2YLI NI} fF | OGAGARFIR Syl duyt (A0
24l LNMNAT, observando pérdida de la actividad por parte de la proteina mutada. En el caso de las
fracciones solubles, se ratifica que ninguna proteifasi¢ema bacteriano presenta actividad
adenililtransferasa y que pese a que se empleé 10 veces mas de proteina total con presencia de la
proteina mutante con respecto a la proteina silvestre, esta no presenté aumento significativo en la
absorbancia. Regatlo similar se obtuvo al comparar la actividad de las proteinas parcialmente
purificadas, en ensayos independientes.
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Figura 710. Evaluacion de la expresion de la proteina recombinante jéxHig bBNMNAT en las
fracciones solubles e insolubles de la cepas de expresiénliSHuffle y su purificacién parcial

mediante IMAC(A) Mapa del plasmido recombinante pQB2@240 bNMNAT, figura generada con el programa
SnapGene ViewdB) (D) y (F)SDSPAGH 2%, tincion en azul de Coomasf@y (E)western blot en membrana de PDVF
(anticuerpo primario anbxHis de ratén dilucién 1:5000, sistedearevelado fosfatasa alcalingd)y (C)Proteinastotales,
fracciones solubles e insolubles dedpaSHuffletransformada corl vectorpQE3@yv41.240L bLNMNAT(D)y (E)evaluacion

de la temperatura en la expresion de la proteina en fracciones solubles e insqEfasficacion parcial de BxHidya1.
24 LNMNAT mediante IMAC.
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Fgura 711 Ladelecion carboxierminal afecta la actividad catalitica de la LbONMB#s&yos enzimaticos
acoplados para(A) Fraccién soluble de SHufften las recombinantes 6xHisLbNMN@dntrol positivo),c E | .4
24 bNMNAT y fraccion soluble de la cepa sin transformar (control neg€BYbas proteinas recombinantes (silvestre y
mutada) parcialmente purificadas mediante cromatografia de afinidatN&aAi
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Para confirmar el resultado anterior se contrastd con un ensayo enzimatico dieatonde la
proteina parcialmente purificada es incdbacon los sustratos (ATP, NMN y su cofactét)Mmn

el fin de seguir lproduccion de NADnediante HPLC en fase reverkacialmente, se establecieron

las condiciones de la corrida cromatografica y se determinaron los tiempos de retencion para cada
una de las moléculas (AnexoA)comparar los croatogramas obtenidos (figural2), se ratifica la
pérdida de actividad de la proteina con la delecion catboxinal.

Figura 712 La remocién de los residuos 2249 de la LbNMNAT afecta su actividad
adenililtransferasa a sintesis de NAD+ se verific6 mediant®IREC. Se indican los picos correspondientes para los
sustratos NMN y ATP, asi como para el producto~.N&Rluacion de la actividad enzimatieaA. Buffe de reaccion

(control negativode actividad).B y C Proteina silvestre 6xHiSLONMNATcYE | A &2A9LBNMNAT parcialmente
purificada, respectivamente
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Para conocer los posibles cambios estructurales de la proteina producto de la remocion de los
residuos 24249, se analiztanto la estructurasecundariacomo la terciaria. En la prara de ellas

se encontr6 que los aminoAcidssstraidosestaninvolucrados eri 1 F2 NX I OAsy RS dzyt
como se sefala el perfil grafico et tabla 75, quefue construidaconel predictor PREDATQfRe

usa estadisticas de pares de aminoacidosgadecir puentsRS KA RNFX 3Sy 2 Sy iNB 1} YA
y entre residuos, i+4 en hélices, con una precision aproximada del [E8 estalaminai es

observada de igual forma en el modelo tridimensiotdénido mediantghreadingcon FTASSER

(figura 75-A).

Estructuralmentglas NMNATgontienen undominioa i |j dzS Ay @2t dzQEIBEE RV A Y |
hélicesa y un dominio @erminal formado por de hélicesa. El dominioa /i S& 02y 2 0AR2 02
plegamiento tipo Rossmaryrproporciona los determinantes estructurales necesarios parada uni

a sustratos oligomerizacion y catalis[80]. Sin embargo, es de resaltar qaé comparar las

estructuras resueltas mediante cristalografia de rayos x de difetdMBBATses caracteristica la

presencia de un elemento estructural conformado potaap 6 unloopé dzy | , géezcénkctai

la topologaRossmann con el dominiet&minal,como se muestra en la figural3. Tal elemento

estructural esta sujeto a cambianformacionales que acompafida catalisis y también
proporciona una contribucion clave para kabilizacion del ensamblaje oligomér[80]. En el

mutante carboxterminalse alera la estructuray composicion dé I K22+ i 1jdzS & A NBS
entre los dos dominios mencionados, hegheafectasu actividad enzimatica pese a que la déteci

no involucrade manera directa residuos claves en lales. De esta manerarseliestrala relevancia

estructural y funcioal dedicharegibn y se abre como alternativa la evaluacién de rol en los

procesos de oligomerizacién de la enzima.

Tabla 75. Prediccion de la estructura secundade las proteinas LONMNAT W RRABLINMNAT
Porcentaje de residuos predichos conpthA 0S& h 6L T dzZA 0 f+ YAyl & I o6NRB220 2 NBIA2)
con el nimero total de aminoé&cidos de la secuencia de la proteina LONMNAZ) (@07 & S2ME2A95(308a3).

LbNMNAT
Predictor (%) (%) (%) Giros Perfil grafico estructura secundaria
| SEAO [t YAY aleatorios ] - "-: -
PREDATOR 44.63 10.42 44.95 ol L ol LN H
2 180 150 2 | h
N241-249 bNMNAT L
‘ 1 1
ol ol e
42.28 11.41 46.31 ™ ol L
]

] 109 1 2
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Figura 713. La delecién 24249en la LONMNA&limina urelemento estructuratlavede las NMNATSs

Representaciéon de diferentddMNATS cristalizadas en donde se resalta el domitéonthal (azul), el plegamiento

Rossmann (gris) y el elemento estructural (loop/460@ 2 €n n&anja) que conecta el dominax i O2y St R2ZYAYAZ2
terminal. En el modelo de lbNMNATEe resalta ererde la region sustraida 2249,

.
-
d
_ G

NMNATM. jannashii NaMNATE. coli ~ NaMNATS. aereus

hNMNAT 3 Modelo LONMNAT

hNMNAT 1

7.4 Mediante mutagénesis dirigida eenstruy6 el plasmido pQER@4.LbLNMNAT

Entre las regiones encontradassilico tambiénse llevo al plano experimental la delecdlos
residuos &42de la enzimaPareaello, ue necesaria la construccién del vector mediante mutagénesis
dirigida, una técnica que permite la manipulacién quimica de un geny por ende la proteina codificada
por este DNA. Esta herramienta ha demostrado ser valiosa para estudiar la relaoidtnras

funcion de las proteinas, dado que los cambios estructurales resultantes, pueden estar vinculados a
cambios en funcion, estabilidad y/o activija#l]. Para llevar a cabo esta metodologia se requiere

un vector @ expresion que contiene la secuencia de interégsbyadores que flanqueen la region a
delecionarEn este casoescuenta con el vect@QE36LbNMNAT, que permite expresar la proteina
fusionada a una cola de histidinas.

Al realizar el disefio de cebadsneara la mutacion-83 de la secuencia de interés, se encontrd un

alto contenido de guaninas en el cebador directo, situacion que aumento la probabilidad de formar
dimeros deprimersa la hora de realizar la PCR. Para contrarrestar esta situacionusedéeaéntes
longitudes del cebador, temperatura de anillamiento y porcentaje GC; sin embargo, las
modificaciones de estos parametros no dieron un resultado promisorio. Por esta razon, se realizo el
disefio deprimerspara llevar a cabo la deleciost8, permitiendoadicionalmentensertar sitios de
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corte para las enzimas BamHI y Kpnl, empleadas posteriormente para la confirmacion de la identidad
del constructo.

El proceso de obtencién del vector de expresién se resume en la Tigdr&En donde células
quimicamente competentes fueron transformadas con el producto de amplificacibn que
corresponde al vector linealizado de un tamafio de ~4227 pb. Con el fin de detectar los clones que
presentaron el nuevo pladsmido recombinante, se realizé una reaccién emaadelda polimerasa

para amplificar especificamente la secuencia codificante mutada. La secuencia nucleotidica del gen
de la NMNAT del parésito tiene un tamafio de 936 pb, pero al realizar la delecién la secuencia queda
con un tamafio de 831 pb. De las cignrastreadas una presenté amplificado en el tamafio
esperado. Para confirmar la identidad del mutante se hizo extraccion del vector por lisis alcalina, se
realizé PCR sobre el mismse sometio @oble digestion enzimatica, obteniendo los resultados
espeados.

Una vez disefiado y obtenido el vector, se busco la expresion de la proteinatemal lseterélogo

E. coli(cepa BL21 DE3). Pese a modificaciemelas condiciones de expresidio fue posiblda
inmunodetecciénde la recombinantdfigura 715). A nivel experimental varios factores pueden
afectar el proceso de expresion de proteinas. En el caso de mutagérigila,es probableque
ocurraomision denucleétidosen el sitio de la ligamn en laconstruccion del vectohechoque
cambia el marcabierto de lectura y por ende la proteina expresaBaraconfirmarsi existe
alteracion en la secuencise esperan los resultados de la secuenciacion del plasmido construido
Vale la pena aclarar que se abordaron diversas estrategias para la obtehegztat, sin embargo,

a la fecha se trabaja dmconstruccién del mismo.

A pesar de que los resultados experimentales aun no son concluyentes, seiesiliciios posibles
cambios estructurales que pudiese presentar la enzima al realizarsedinietlado que la region

de interés presenta proximidad al motivo de union de ATP en el extremo amino terminal, se
generaron modelos tridimensionales predictivos en donde se comparé la disposicion espacial de los
residuos conservados de union a esta mdicencontrando que las cadenas laterales de los
aminoacidos involucrados podrian presentar variacion afectandtivalad catalitica (figura 76).
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Figura 714. Construccién del plasmido recombinante pQESRLbNMNAT. Aj. Vector linealizado

(~4274pb) producto de mutagénesis dirigida por PCR empleando como plantilla el vectot iQ&RATB). Analisis
YSRALFYGS t/w RS 02t 2y Ashlanmrat(~8E1pbY &c0ritré hegativo,Rdul como/piakiig).2 n
Confirmacion de la identidad del plasmido medigP€CR, amplificados denimnatsilvestred 2 ¢ 0 & St -5t SOA 2y | ¢
Digestion enzimaticaedos vectores pQE3mMNMNAT pQE30ns.42LbNMNAT(D)Generacion virtual del gel de agarosa al

1% (p/v) de la reaccion de doble digestion con Bariighldel vector recombinante ehprogramaNEBcutteNV2.0. (E).

Gel de agarosa al 1% (p/v), tratamiento del vector pQE30 vacio y con inserto con ks @mzastriccion BamHI y Kpnl.

(F).Mapa del plasmido recombinante, figura generada con el programa SnapGene Viewer 3.3.3.
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Figura7.15. Evaluacion de la expresion de la proteina recombinante/&4bliBNMNATE. coliBL21

(DE3) transformadas con el vecm@E36ks4L LNMNAT sometidas al proceso de induccion. Se evaluaron células sin
transformar (ST), tres colonias que contienen el vector de interés (C#) y como controles se empleé la praeéna silve
(LbNMNAT) expresada en SHYSDSPAGH 2%, tincion en azul de Coomas@B).western blot en membrana de PDVF
(anticuerpo primario aribxHis de raton dilucion 1:5000, sistema de revelado fosfatasa alcHBiyaj)econocimiento
Unicamente ded recombinante completa (~37kBajo de la proteina 6xHig..2L LNMNAT (~33kDa).

BL2I DE3 BL21 DE3

M Shuffle Shuffle M Shuffle Shuffle
ST Cl c2 c3 ST LbNMNAT

ST ci c2 c3 ST LONMNAT
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Figura7.16. Modelos predictivos de la estructura terciaria de la LONMNAT silvestre y el med@nte 8

en unién con ATProteinas LbNMNAT (azuPauL bNMNATgris) en presencia de ATP. Los residuos involucrados en
la nteraccion con el sustrato (H56, H59, S256 y R261) se muestran en color azul y morado, respectivamente. Visualizacion
en UCSF Chimera 1.10.1

T & /‘\(‘

7.5 Andlisigie una version corta de la NMNAT ldsshmania braziliensis

El estudio demutantes delecionalese la LbNMNATo solo abarcé las inserciones especificas
sefialadas anteriormente, sino que involucré tamkei@studiode una version truncada dedazima
queprescindede losprimeros 104esiduosy que buscaonoce el significado funcional del extremo
amino terminal Esde remarcar quelalisefio y creacidde laproteina recombinante con variacion
AAIYATAOL A Bl BNMNAS)Dbuscaréspohdgr2un idtprrogante generado a raiz de
evidencias experimentales obtenidas previamente en nuestrpogde investigacidly que es
fundamentado en lagarticulares formas de regulacién génica que se ha observddeistitmania

Experimentalmente hemos encontrado que al analizar extractos de proteinas totales, solubles e
insolubles de promastigotes tle braziliensisnediante western blot, y empleando anticuerpos anti
6xHisSLbNMNAT producidos tanto en modelos murinos como en modelos aviares (IgYs), se detectd
de manera especifica una sefial intens®@g kDags decir, 2 kDa menos que el peso molecular
tedrico de la proteina LONMNAT (33,7 kDa). Este mismo resultado se obtuvo al emplear anticuerpos
policlonales contra la proteina recombinante NMNAT g@anosoma crugbxHisTCNMNAT) que
presenta un 8% de identidad con la enzimaldgishmaniaAdicionalmente, en ensayos de western

blot efectuados sobre extractos solubles de diferentes especies, no solo del nuevo sino del viejo
mundo (. braziliensis, L. major, L. mexidasa reveld la mma bandagecifica deD 22 kDg13)].

La inmunodeteccion de la NMNAT enddgena del parasitarctamafiosignificativamente menor

al esperadse puedeanalizarteniendo en cuenta varios procesos bioldgicos, sin embargo, basados
en resultados prews de nuestro grup§9], en donde a artir de ADNc se amplifico la secuencia
completa (924 pb) queondifica una proteina de 33.7 kDa, se plantea que la eqmiete ser blanco

de modificaciones post transcripcionales.

La organizacion génica émishmania spps especialentre eucaiotas, pus no contiene intrones
[96]. Los genes se organizan en series de secuencias codifieant&sdem posicionadas
direccionalmente yranscritas de forma policistronicAdemasgcarecen dda capacidad desgular
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el iniciotranscripcionatie la ARN polimerasa RN AP )lal no tenempromotores candnicoBol 11 Por

lo tanto, la regulacion de la expresion génica en estos organismos se produce exclusaamehte
podranscripcional e implical procesamieto del pre-ARNmMm, la estabilidad de la proteina y el control
pod traduccional97].

En detalle, poco se sabe de la sintesis de proteinas en los parasitos protpeo@meETientes a la
familiaTrypanosomatidaeSin embargo, la presencia de la estructagaltamente modificday la
secuencia lider empalmada enegtremo 5entodos los ARNm sugieren posibles diferencias en el
reclutamiento ddosARNmM poparte delos ribosomaf98]. Aunque en eucariotas superiores el 95%
de la traduccion se inicia en el triplete At#Bca al extremg , algunos transcritos eucariotas tienen
disposiciones mas complejas y la secuencia que rodea el codon AUG puede potenciar o inhibir el
inicio de la traduccion en ese sitio. Por lo tanto, si el primer triplete AUG aparece en un amtexto
reconocimiento de secuenai 6ptimo, algunas subunidades 4@witiran este triplete e iniciaran

la traduccion en un sitio de inigi@steriormediante un proceso denominadba&aky scannirgg99].

En este sentio es interesante estudiar f existencia de una variante de la LbONMNAT podria ser
producto de un sitio de idio alterno en la transcripcion.

Alanalizala secuencia codificante de la NMNATdshmania braziliensge observa que contiene

un segundaodon de inicio (ATG) en el mismo marco abierto de lectura (ORF), que puede ser sitio
potencial para el inicio de la traduccidigura 717). La secuencia primaria de la proteina codificada
desde dicho codén (segunda metioninpjesentaun tamafio de 203aminoacidosy un peso
molecular de 22962.1 Da, peso molecular que corresponde coitldaeia experimental obtenida.

Por ello,se plantea la posibilidad que del mismo gen que codifica para la LONMNAT se observe la
expresion de la proteina pero con londis variables del extremo amino terminal. En este caso, se
estudiariala existencia de un sitio alternativo del inicio de la transcripcion, especificamente dos
codones AUG en un mistARNm que conduciria a isoformas de la protd@0].

Se conoce gueivkrsos organismos se benefician de méraos elaborados para modificar sus
proteinas, creando variantes de las mismas (isoforiyasea para aumentar la diversidadstes
funciones como para regulausactividadesPor ejemplo, erLeishmania majota enzimaserin
hidroximetiltransferasa BMT)presentados isoformagon variacionen la extensiordel extremo

amino terminal lo que les permite tener diferentdocalizacion subcelular (citde&d y
mitocondrid)[101]. EnSaccharomyces cerevisglggen SUC2 invertasa contiene multiples codones
ATG, y la iniciacién en el primer sitio produce una proteina invertasa glicosilada que es secretada. Sin
embargo, cuando la traducci&e inicia desde un AUG cadena abajo, el resultado es una proteina
invertasa no glicosilada que permanece en la cf@la

Elgen RAD52 d&accharomycesontienecinco potenciales sitios de la traduccipse detecta
multiples especies de Rad52 con diferentes movilidades electroforé&stasnultiples especies de
proteinas se deben a una elecciorezcladade codones de inicio asi como a modificaciones
postraduccionalef@9]. Para el caso derosophila melanogasteue posee tan@o un gen Nmnat,
existe dos codones de inicio en la traduccién en el primer exén, lo que aumenta la diverkaslad de
proteinas. A través desplicing alternativo se regula la expresion de vaies DmNmnat
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funcionalmente distintas.alenzima DmNmnat asume dos identidadest variante que se expresa
constitutivamente con una vida mediaiga y una variante que exhibe una expresiéon aumentada de
transcritoscomo respuesta al estréSon ate modode regulacion postranscripcial, el organismo
aumenta la tolerancia celular al estrés sin agregar nuevos [€¥igs

Figua 7.17. Analisigle un sitio alternativo del inicio de la transcripaéria gcuencia codificante de
la LONMNAT.
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La secuencia codificante de la LONMNAT contiene ' ’ RNA ’ . .
La proteina codificada desde el segundo coddn

un segundo coddn de inicio (ATG) en el mismo

X ] segunda metionina) tiene un tamario de 203 aa,
marco abierto de lectura (ORF) (segund: ) ama

con un peso molecular de 22,9 kDa

7.5.1 Construccion, expresion y evaluacion de la actividad enzimatica de la proteina recombinante
6XxHig11-10 LONMNAT

Para llevar ghlano experimental la proteir@dificadadesde el segundo coddn de inicio y verificar
si ésta version es activa, se buscé la expresién de la recombinante mediante la construccion del vector
PQE30n1-10AL bLNMNATtilizando la técnica de subclonacién enegdtor pGEMEasy.

A continuacién, se muestran los resultados obteneto$a contruccién de los dos vectares la
figura 718 se encuentranlos pasos de clonacion para deeaciondel constructo pGEMT..
10LbNMNAT que fue empleadomo plantillade la secuencia de interéblna vez corroborada su
identidadmediante PCR tyatamiento conenzimas de restriccion, el insede ligé con el vector
pQE30 digeriddos resultados de la técnica de sidnadon se resumen en la figuval9.
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Figura 718 Construccion dgblasmido recombinante pGEMT10d bNMNAT (A). Mapa del plasmido

recombinante, figura generada con el programa SnapGene Viewer(B)3l3Y LJt A F A O} OA 5 yijodBrnhat F NI I Y Sy i 2
(~632pb) mediante PCR utilizando ADN gendmico como plantilla. El praaptificado se purificd desde el gel y se ligo

con el vector de clonaciéon pGEMasy. La reaccion de ligacion se empled para transformar deludaTOP 10(C).

Lyt fAaaara YSRALFY(GS t/w RS QoabhrangtAQ+ Jconkrot pisvd vECtOOPQEINBNMNAIS | A y a S NI
como plantilla) control negativo, agua como plantili).Generacion virtual del gel de agarosa al 1% (p/v) de la reaccidon

de doble digestién con BamHI y KpNI del vector recombinante en el programa NEBcutt).@2l@le agarosa al 1%

(p/v), tratamiento del vector pQE30 vacio y con inserto con las enzimas de restriccion BamHI y KpNI.
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Figura7.19. Construccién del plasmido recombinante pQJE3IQGLbNMNAT (A). Mapa del plasmido

recombinante. Figura generada con el programa SnapGene Viewer(B)3@NJ 3 Y S yG#Bnmikampurificado y

plasmido pQE30 previamente digerido con las enzimas decgstrKpnl y BamHI. Estas muestras se ligaron y la reaccion

de ligacion se emple6 para transformar cél&asolIM109(C).Andlisis mediante PCR de colonia, amplificacién del inserto

Ni1odbnmnat, G (control negativo, agua como plantillép). Confrmacion de la identidad del plasmido mediante PCR,

ampificacion del inserto delecionado CoOHLIBO® /b 0602 YuNMRAT condd glantildEP@el d@S OG 2 NJ Liv 9
agarosa al 1% (p/v), tratamiento del vector pQE30 vacio y con inserto con las eteziestriccion BamHI y KpNI.
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La proteina de26kDa, dada la adicion de la cola de histidinas, fue expresada en el sistema bacteriano
E. coliBL21 (DE3) encontrandose mayoritariamentelaefraccion insoluble (Fig.2D A-B). Se
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empleaon diferentes estrategias para optimizar la produccion de la proteina en la fraccion soluble.
Se vario la temperatura de induccion (20 y 25°C), la concentracion del inductor (IPTG 0.5y 1.0 mM)
y se modificaron las condiciones del medio LB con la incoiporde glicerol (0.6 M) y etanol (3%

v/v) como aditivos que facilitan el plegamiento y estabilizan la conformacion prateésar de ello

ninguna de las condiciones mostré aumento signifcativia solubilidad (Figura2®d C).

Como estrategia alten, se empled la cepa de expresitircoliSHuffle, que favorecié parcialmente

el correcto plegamiento de la recombinante y permitié la inmunodeteccion de la fraccién soluble
pese a que la proteina se expresd de manera mayoritaria coenpos de inclusiéffigura7.21 A-

B). Mediante cromatografia de afinidachiguel se logré enriquecer y purificar parcialmeete
mutante(figura 721 C).Se observ@o-purificacion de complejos macromolecularesdeoldebido

a que variasproteinas bacterianas nativaxhiben una afinidad relativamtenalta por cationes
divalentes Se conoce que la mayoria de estas proteinas corresponden a enzimas sensibles al estrés,
producidas en gran cadd comarespuesta celular a la expresion proteica hetero[@ga].

Figura 720. Expresion de la proteina recombinante 6%kHlisd bNMNAT (~26kDa) Encoli BL2IDE3)

como cuerpos de inclusidProteinas totales, fraccion solulf®) e insolublé) analizadas mediante SBAGE 12%

(A)y mediante western blot utilizando el anticpe primario anti6xHis y el sistema de revelado con fosfatasa al{@)na
Lamodificacién de las condiciones de cultivo con aditivos, cambios de la temperatura de induccion y concentracion del
inductor (IPTG) para fracciones solubles e insolubles Eeanoa mediante western bloSTE. colBL21 sin transformar),

los asteriscos son las muestras cuyos medios contenian adicionalmente glicerol 0.6M y €@hol 3%

. B C
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Con el fin de evaluar la capacidad de sintetizar'WéDparte de la recombina®, se realizaron
ensayos enzimaticos acopladoedidos espectrofotométricamente a 340 grensayoslirectospor
RRHPLC(figura 722). Por los dos métodos se observd que la proteingmsenta actividad
adenililtransferasa. Como control positivo de &d#it se utilizd la proteina 6xHiBNMNAT
codificada desde el primer codon de inicio de la secuestidiada
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Figura7.21 Solubilizaciény purificacién parciale la proteina recombinante 6xHisi0Al bBNMNAT
(~26kDa)CélulasE. coliSHufflesin transformar (ST) yansformadascon el vector pQE3R1.10bNMNAT(A y B
Fracciones solubles eswlubles de diferentes clonés1, C2 y Cahalzadasnediante SDEAGE 12% western blot (ant
6xHis y el sistema dewelado con fosfatasa alcalina, (*inespecificidad anticuerpo(@y)Purificacion parcial de la
recombinante mediante IMAC.
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Figura 722. La proteina recombinante 6xHis10ALbNMNAT no presentetividad adenililtransferasa.

(A) Ensayos enziméticos acoplados para las proteinas recombinantes (silvestre y mutada) parcialmente purificadas
mediante cromatografia de afinidad aNfA. (En la tabla se especifica la cantidad de proteina emplke@delgnsayo)

La sintesis de NAD+ se verific6 mediantelREC. Se indican los picos correspondientes para los sustratos NMN y ATP, asi
como para el producto NALEvaluacion de la actividad enzimaticaB}Buffer de reaccién (control negativo de actividad)
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Para estudialos posiblexcanbiosestructurales presentadqsor la enzima, se generaron modelos
tridimensionales con los que se comparé topolégicamente las protddNMNAE  1.1kLbNMNAT

Con la pérdida de los aminoacidos del extremo amino terminal hay modificacion en la arquitectura
del plegamiento RossmarfFigura 723). Aunquela proteina de menor tamafimnserva el motivo

de unién al mononucledtido de nicotinamida, pierde uno de los motivos deasndento deATP.

De manera conservada en las NMNATSs se encuentran dos motivosivelaaonservado [H/T]xGH
presente en el sitio activque media el reconocimiento del ATP y la union por parte de la NMNAT

el motivo conservado ISSTxxRe se sospechiacilita la union del sustrato en el sitio catalitico y
media la interaccion con edfator RSt ! ¢t 23 |IdRsalNg80].3X D ¢xiseria Sttt A
del motiw [H/T]XGH en la versidr1l04 se puede relacionar con la pérdida de la actividad NMNAT
(Figura7.24).

Figura7.23 Modelos predictivos de la estiira terciaria de las proteinas LONMNAT..kL bNMNAT

(A). Proteina silvestre,-&core=1.46, TMscoe= 053 +-0.15 (B)k1.10LbNMNAT, Gcore=-0.66, TMscore= 0.63:6.14.

(C)superposicion estructural de la proteisitvestre (azul) con el mutante@A 2t SGF 0z O2y @It 2NJ wa{5 RS
se sefialan la regi@usente Visualizacién en UCSF Chinkr0.1.
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Figura7.24d a2 (A @24 RS dzyAsy | | GiblbMNATeylh el mIMBIdIAE NY | & [ G

estructura terciariase resaltan el motivo [H/T]xGH (amino termiall) y el motivo ISSTxxR (carboxi terrniagin;ja)
de la LboNMNKT(A) Sitio de reconocimiento de unién a ATP en la proteina silvgB)Sitio de reconocimiento de union
a ATP en la proteina mutada. Visualizacion en UCSF Chimera 1.10.1.
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7.5.2 Estudio de la actividad chaperona de las NMNATs

Diversas investigaciea han demostrado funciones adicionales para la NMN&dyendoun papel
potencial en el proceso de reparaciorl dADN a través dmmteracciones proteinaroteina y
funciones neuroprotectoras en el sistemervioso de raton, rata Prosophilgd80]. En este ultimo
modelo se mostro la actividad protectora de la NMNAT con enzimas isdutiicando la existencia
de funciones adicionales independiensesi actividadsintetizadora d&NAD [104], hecho quelkvo

al descubrimiento desu funciéon chaperona Investigadoresdemostraron tanto en ensayos
bioquimicos comacon células cultivadague la NMNAT dBrosophilad DmNMNAT}iene funcion
chaperonay comparte similitud estructural significativa con chapgsoronocida[105] Para la
NMNAT-2 deHomo sapientambién se b determinadcesta funciér{106].

Paraestableceta actividad chaperona de la NMNAddianteensayosn vitrg, se evallda capacidad

de reducir la agregacion térmica de una protenaaelo como la citrato sintasag®© la insulina. En

la investigacion d&race Zhai et 4lL05], se observa@ue la DmMNMNAT al igual que la chaperona

Hsp70, reducen eficientemente la agacién térmica inducida de la CS en ausencia de ATP y de

manera dependiente de la concentracion, confirmando suvidatl chaperonaResultados similares

registraronal evaluar versiones de la DMNMNAT enziméaticanmpatdivas, o que mostré que la

activdad chaperona de NMNAT es independiente de su sintesis de RekBestablecerqué

dominio especifico esbaasociado con esta funcion, crearon tres proteinas truncdalddVINAT

nl T 1jdz§ St AYAyHermbél induigeddelmotRo dd Linkid2TE; Ja NMNAT b = |j dzS

elimina el motivo catalitico-rminal; ylaNMNAJR / b2 1jdzS8 St AYAyl f2a SEGNBY
Como se muestra en la figura2B-C el motivo catalitico ¥erminal no es esencial paradatividad

chaperonasin embargo, se requiel dominio @erminal que contiene el dominio de unién a ATP,

yaque niNMNAJ / YA -b/atb ! @A Sy Sy I Ol A @ur&R712RB yRSDat@skglieLIS NB y |
proporcionan evidencia adicional de que las actividades de chaperona y de sintesis de IHAD

NMNAT se pueden disocid05].

Figura 725. La region Merminal de laDmMNMNAT no es necesaria para la actividad chapetana.

Diagramale lasestructuray dominios de IAIMNAT de longid completa y truncada. NMNAT/ St AYA Yyl Sf R2YA YA
union a ATP -@rminal (1244). NMNATT b St AYAyY Ll St -t¥@idak (@4297)ONMNATE Nt A 8B A YA Y 24
dominios Nterminal y Germinal (64244) (B-D) Actividad chaperona de las proteiNMNAT truncadas. Tomada[d€5].
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La existencide mutantes delecionales que suprimen el motivo de uniomRén el extremo amino
terminaly corservan su actividad chaperonandpasaa la importanciale evaluar si la NMNAT de
Leishmania braziliengisiede actuar como chaperona molecular yessiones de la proteina con
longitud variable del extremo-términal, pueden ser expresalan el parasito para llevar a cabo
este papel biolégx

Incursionando en el analisis de la LbNMBI#o potencial chaperonag realiz6 una comparacion
estructural con la isoforma @ la NMNAT d®rosophila melanogasteespecificamente con la

version truncaddNMNATh b 1j dzS St A YA Y | Sdrmin¥l g quapteentaattividad NG A O 2
chaperong105]. Secontrastoel modelotridimensionalde la DMNMNAJi b @2 nffodelos déa

LbNMNAT silvestre y la proteiga.10ALbNMNAT encontrando ge presentan alta similitud
estructural las versiones truncadas de la NMNATDdesophilay Leishmaniscompartenvarios

elementos estructuralegjue pueden estainvolucradosen el plegamiento de proteinas y que
LISNXYAGSY LRAOBNMNATNDMoO piide: chaperona, siendoecesario llevdo al plano
experimental para corroborarlfigura7.26)

Figura 726.LaLbNMNAT y la versifni104 bNMNAT presentan semejanza estructural con la NMNAT

n b DRBophila melanogastgue tiene actividad chaperon@).Superposicion estructural de la LBNMNAT
(azul) con la NMNAIN (dorado) con RMSD entre 145 pares de atomos de 0.632 A, (entre todos los 207 pares de atomos
4.454 A(B).Superposicion estructural de | 1.101bNMNAT (azul) con la NMNAN (dorado) co RMSD entre 135 pares

de atomos de 0.602 A, (entre todos los 168 pares de &tomos 6.130 A).
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También se realizé una comparacion a nivel de estructura primeacia variaschaperonas de
Leishmaniapero no seencontré6 homologia de secuencia. Coafternativa, seempled elservidor
DALI[107], que compara estructuralmenta proteina con la base de datos PDB (Protein Data Bank),
dand como resultado unéista de vecinos estructurales. Como era de esperar, las proteinas de
mayor homologia estructural fueratras adenililtransferasasin embargo, de manera interesante

se encontr6é qu@resentahomologia con la proteina Ugpniversal 8essProtein)de Archaeoglobus
Fulgidugcddigo 3DLQjue tiene actividad chpeerona[108]109]; obteniendaun Zscore de 4.54alor

>2 presentasemejanza estructural significativeds dosproteinas tienen uv% de iéntidad yal
realizar una superposicion estructural se encuentraeuel centro catéico de la NMNATos
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hélicesa & dzy' I  fpresérary rhayor similitud (figurd.27 A-B). Este tipo de analisis ya se ha
realizado con las ort6logas humanas 1y 3tignen semejanza estructural significativa con la UspA
(Zscore: 5.1) y a las cuales se les ha determinado experimentalmente su actividad chaperona (figura
6.27 GD)80][105]

Figura 727. LaenzimaLbNMNAT y la Usp presentan semejanza estructural signifiggtigerposicion
estructural de la LONMNA(&zul)con la Usgnaranja) con wn 7% de identidad y un RM8Btre los 114 pares de atomos

de 11.859 A, entre los 12 pares de &tomos de mayor superposicion 1.@)9EAtructura cristalina de la Usp (codigo
3DLQ. Visualizacion en UCSF Chimera 1.{8)Buperposicién estructural de NMNAT1 y UspA, con un 13% de identidad y
una RMSD de 3.0 A para la longitud de la proteina. (BpBstructura cristalina de la UsgAguras (C y D) tomadade

[105].

T\ LbNMNAT

Usp

Encontrarelementos estructurales en la LbONMNAT que se asemefaot@inascon actividad
chaperoma, es el primer paso hacia la confirmacion experimental de dicha funciéac&étalud

seria de gran utilidad para el parasito, en especial, a la hora de responder a los cambios ambientales
que sufre a medida que avanza en su ciclo de vida. La adaptacion a dos entornos (distintos
macrofagos en el hospedadorey integino del insectq) generan importantes diferencias en
temperaturaspH, nutrientes y defensagjuerequiere cambios importantes en la expresion génica

7.6 Estudiadn vivodel efecto delecional del extremo amino terminal@i@ bNMNAT en la localizacion
sub-celular

Ademas d estudiar la funcion de las inserciones en la actividad enzintatidziénseestudiosu rol

en lalocalizacion subelulara partir de la expresiéde los mutantesen promastigotes de..
braziliensisSe trabajé con el mutant..sL LNMNAT construyendo el vector de interés mediante
sub-clonacién en pGEMT y usandgklsmidopSP72RnecaGFP En la figura 7.28 se muestra los
resultados delichaestrategia experimental
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Figura 7.8. Construccion desplasmidepGEM¥14LbNM | ¢ & 1 h{bNMNAISFPEI vector
paralaexpresiorde la proteina mutadenLeishmanidue construido por sukzlonacion. Irdialmente se construyo el vector
PGEMTk M3LbNMNATA).! Y LI A TFA OF OA 5 \lRBriat (G00kb)Inédtayitei RCR jutiizmio ADN gendmico
como plantilla. El producto amplificado se purificé desde el gel y setigd eector de clonacion pPGEM® reaccién de
ligacion se empled para transformar céliasoliTOP 10(B). Andlisis mediante PCR de colonia, amplifica@bmslertq

+ (control positivo vector pQERBNMNAT como plantillé]). Confirmacion de la identidad del plasmido mediante PCR,
amplifica@n del inserto delecionad®). Tratamiento del vector pPGEMX M3LbNMNATon la enzima de restriccidtbal
Construccién del plasmido}{ t T4#LBNMNAITGFP(B. VectorpSP72BnecoGFPsin digerir y digerido con la enzima
Xbal (B. Vector pSP72BnecaGFPlinealizado y sometd a desfosforilacion con la éma CIAP(G). Este plasmido
linealizado y desfosforiladp el NJ- 3 Y S pdb@mnat purificado se ligaron y la reaccion de ligacion se empled para
transformar célulag. coliTop 10.(H). A tres de las colonias positivas se les realizé extraccion del plasmids gees
andizaronY SRA L yiGS t/w RS 02t 2y idbamnat, Wedhtrolposithg ADNE *HderRaSé detegaa S NIi 2 n
algunashandasadicionalegdebido a inespecificidad de Ipsmers(l). Verificacion de la direcciolidad del inserto en el

vector mediante PCEmpleando uno de los primers del inserto y otro sobre el vecm.|& confirmacion del vector se
esperan resultados deecuenciamiento.

Amplificado Colonias A1-43LbNMNAT/pGEMT A1-43LbNMNAT/pGEMT
A1-43LbNMNAT —1 3
M

Purificado
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1 2

SP72RonecoaGFP
e PSP72RaoneocaGFP
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E M digerido Sin digerir Vector digerido
F desfosforilado

A1-43LbNMNAT/pSP72
1 2 3 +

A1-43LbNMNAT/pSP72
1 2 3
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Para determinatdos patrones de distribucion subceluti la proteinanutada en sus primeros 43
residuos sebuscodla expresion del transgeéq.sslbnmnatgfp enla fase movil del parasito, por lo que

el plasmidaanteriormenteconstruidose utilizé para transfectar promastigotesldéraziliensjdos

cuales se seleccionaron en medios suplementados con geneticina A34d4.8echa no se han
obtenido parasitos viables, pero se sigue trabajando enlitiavez se estédrca la linea celular, se
observara la localizacion de la protedii@ctamentepor fluorescencia de GFRdicionalmente, se

abordd la construccion de los vectores pSiRédo ALLONMNATGFP y pSP@geocd A

24l LNMNATGFP mediante mutagénesis dirigida por PCR. Sin embargo, tras mdltiples ensayos y
modificaciones de reaccion no ha sido posible la obtencién de los mismos y se sigue trabajando en la
estandarizacion del procedimiento.

En un trabajo anteridd 3], en ensayos de inmunodeteccién con anticuerpos antibhdINA'y la
expresion de la proteina LONMN&FP, se observo un patrén de localizacion primordialmente
citosdlicopara la proteina silvetse en promastigotes y amastigotes del parasib.evaluarla
secuencia del mutde con el predictor SignalP 41110], no se encuentra un péptido sefipbr lo

quees deesperar que no se altere &calizacion subelular. Situacion opuesta a lo encontrado en

la NMNAT1 human{B8], que presenta una region especifica (ISTID) y su eliminacibn cambia
drasticamente su localizacion feer. Por esta razéms necesrio llevar al plan@xperimentalla
determinacion de léocalizaciérdel mutante

CAPITULO 2

Exploracién de posibles interacciones de la NMNAEidemania braziliensien otras proteinas
implementando herramientas experimentales y andlisis de redes.

1 Aproximacion experimental

Ademés de la caracterizacion bioquimigafuncional de la LONMNADBmMo miembro clave en el
metabolismo del NADes necesario incursionar en su contextualizacion biolégica y su participacion
en rutas celularegartiendo de su asociacién con otras proteind@¥do que lasproteinas
generalmente no trabajan de manera aislada, sino que hacengmartea red didmica, descubrir
socioge interacciorde laNMNATde Leishmaniguede proporcionar informacion importante sobre

su funcién en el pasito y direccionar nu@s investigaciones.

Las interacciones proteifmoteina (PPl)estan en la raiz de todos los procesos biolégicos en
condiciones fisiol6gicas y patol6gi€hkl]. Regulan una variedad de funciones celulares, incluida la
progresion del ciclo celu, la transduccién de sefiales, rutastabolicasregulacion de la expresion
génica, transporte vesicular, importe y exporte al nacleo, y la migracion .céldé&anas,son
potencialeglianas terapéuticasjue las ubicaomo objetivos para el desarrollo ff@macog112].

Se han desarrollado diversas técnicas para identificajuePlan sido clasificadaategéricamente

en tres tiposin vitrg, in vivoe in silico En las técnicas vitroun procedimiento dado se realiza en
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un entorro controlado fuera de un organismo viagui encontramospurificacion por afinidad en
tdndem (TAP) cromatografia de afinidad, -t@amunoprecipitacion(CalP) complementadn de
fragmentos de proteinasristalografia de rayos X y espectroscopia de EMMs técnicas vivg
se realiza el procedimiento en el organismo vpaw,ejemplo,el doblehibridos de levadura (Y2H,
Y3H), y en cuantolas técnicai silicose realizasimulacionedioinformaticad41].

Para exploramteraccions de la LONMNA$e empled lao-inmunoprecipitacioren combinacion
con la espectrometriaedmasasuna estrategia ampliamente empleada para la identificacién de
interacconesproteinaproteina[113]. H acople deestastécnicaspermite la identificacion rapida
sensible y confiablde miembros discretos en womplejo de proteinasonvirtiéndose eruna
alternativa atractiva para el descubrimiento de ragesociogle interaccionEs importante destacar
gue con esta metodologia se hdentificado proteinas que interactian darproteinade interésy

gue también han sido demostradas por otras tecnolofpap e refuerza la eficacia del uso de MS
para identificar interactores de proteinas aisladdd4]. Un esquemageneraldel procedimiento
usado en este estlio se muestra efa figura 7.29

Figura?.29. Diagrama cénmunoprecipitaciorespectrometria de masas para identificar las proteinas
gue interactian con la LbONMNA® partir defraccion soluble de promastigotes debraziliensisansfectados con

St @S0i 2N LY t GrPsep@d@pialabNMNAIGERuNto con las proteinas que interactémn ellanediante

el uso dé Iy i A GBEEdGhEoahperlasde sefarosa Los precipitados son posteriormente analizagos
espectrometria de masas, para identificar las proteingsrempitadas que potencialmente tienen interaccion con la
NMNAT.
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7.7 Coinmunoprecipitaciérde proteinas que interactdan con la enzima LoNMd§dcondiciones

de sobreexpresion a promastigotes dé. braziliensis

Se cultivaron tres lineas celulares de promastigotdssdmanidraziliensisuna silvestre y otras

dos transfectadas con gec2 NJ LY t THh y SOt odabtf ¢ 3SOG 2N Ol ON2
respectivamente. Se obtuvierdos extractos y se analizaron mediante western blot empleando el
anticuerpo antiGFP, confirmando la expresion de la proteina en el parasito. El vector vacio sobre
expresa la proteina GFP de 27kDa, mientras que el constructo de sulerésxpresa la LONMNAT

fusionada a GFP (60 kDa) (figura ¥..30

Figura 7.30Expresién de las proteinas LONMMBHP (60 kDa) y GFP (27 kDa) en promastigotes de
Leishmania braziliensisacciones solubles de promastigotes no transfectsiloestre) transfectadogon elvector

pSPE h y §2 h [ 6GFR @BNMNAGFP) y con el vector vacio (QRPSDSPAGE 12%, tincién con azul dernassie.

M, marcador de peso moleculéB).western blot {° anti GFP 10T HConejsHRP (1:1000)).

A

Extractos L. braziliensis

M LbNMNAT-GFP  GFP Silvestre

116 | -

66

45

35

25

18

14

M

B

Extractos L. braziliensis

LBNMNAT-GFP  GFP

Silvestre

Una vezstablecidasas lineas celares,se realizaron de manera independiente dos experimentos
de coinmunoprecipitaciéncon extractos de promastigotes que sokmgpresaban lgproteina
fusionada a GFEn paralelo, células silvess transformadas con el vector vasésometieron a la
misma metodologiaeste resultaddfue usadocomo control y empleadocomo referencia en el
andlisis de datos;on el fin de evitafalsospositivosconsecuencia de la precipitaciéon de proteinas

inespecificas.

Mediante SD®AGE y western bloe $hizoseguimiato de la ceinmunoprecipitaciérpara cada
muestratratada(figura7.31), en cada caso se logdétectar la proteina de interésjostrandoque
la LONMNAT puede inmunoprecipitarse de manera adecuada y especifadir de extractos
celularesParala deteccidbnde una de las muestrag-mmunoprecipitadasle la LONMNATGFR se
empled tanto el anticuerpo comercial aRBFP comaon el anticuerpo ardibNMNATobtenido en
YydzSAGNR I 02N (paliNewg> RNGF (i A FiguENBFIRP)Y Ef Las droteinas
inmunoprecipitadas se separaron por SBSE se tifieron con azul de CoomassaoidalG-250

0 L.
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(figures 7.31) y fueron enviadaa andlisis por nano E@SMS Esas muestras fueron reducidas,
alquiladas y post@rmente digeridas con tripsina. 4 @éptidos resultantes se concentraron
mediante liofilizacion y ge disolvierorpara ser inyectadaosn un instrumento Bruker Maxis Impact
QTOFPara los péptidos se permiti6 maximo una ruptura fallida de tripsina con una tolerancia de
masa de 10 ppm y antolerancia de masa de fragmentacion de 0.05LDs.espectros MS/MS se
emplearon para la busqueéa la base de datos Mascot, empleandalgbritmode puntuaciérpor
probabilidadwww.matrixscience.com

Lasproteinas con la mejor coincidencia significats@n los atos registrados enddablas 7.6y 7.7.

Es de remarcar quse realiz6 una comparaci@ntre las proteinagdentificadas erel control y
aguellaspresentes en las muestras problenhas miembrcs de |& tablas son elproductode este
analisis yos interactores cinmunoprecipitads exclusivamente en presencia HBNMNAT no por
interaccion con GHfpbs resultados dedontrol semuestranen el anexd®).

Teniendo en cuenta lodatosde las dos mestras biolégicmanalizads, se identificaron un total de
38 proteinas entrelas cuales 18 son putativwad conservadad asproteinas putativasson proteinas
predicha expresadaa partir de ORfpara los que no hay evidencia experimedgatraducci@, sin
embargo, comparte similitud de secuencia con proteinas caracteritasagtoteinas conservadas
se definen como una fraccién de los productos genéticos que se encuentran en organismos de varios
linajes filogenéticos que no han sido funcionalmendeaaterizados o destws a nivel de
proteind115]. Todadasproteinas identificadafsieron agrupadas seg@u funcién biolégica (figura
6.31) Las funciones putativase obtuvieron en las bases datas UniProt (www.uniprot.org),
GeneDBwww.genedb.oryy TriTrypDBwiwvw.tritrydb.org; sin embargo, &eisde las secuencias
estudiadaso se les encontrd funcion putativa

Las proteinasde cada experimentse clasificaron en siete grupos: aquellas involucradas en el
proceso de traduccién, en plegamiento de photes, homeostasis redox, procesosshit#ticos,
procesamiento delARN otros procesos biolégicos y proteinasn furcion no caracterizada.
Contrastando los dos ensayos, se encontrgmarteinas relacionadas cdas mismas funcionales
celularespese a que hubwariacion erel nimero y los miembros @ada grupdfigura 7.32.

Como se mencion@nteriormente las muestra 1 y 2 son producto deos experiments
independientes,distanciados tempotmente y provenientes dediferentes cultivos celulares
aspectos qu@uedeninterferir enlos resultados obtenido&n el caso dmuestras provenientes de
distintoscultivoscelulresa | & A y & diddghiiedod promastigotes sufren procesos de replicacion

y diferenciaciérde varios estadiognorfolégicamente distinguibles, se puedecontrarcambios
bioquimicogelevantes & ha establecido quen cultivosin vitrg lospromastigoes delLeishmania
presentan variaciones morfoldgicas correlacionadas con el desarrollo del parésito y asociadas con
cambios genéticos y bioquimicos, que en algunos casos pueden modular funciones Hibldijicas
Varios informes reportanug los promastigotes en diferentes etapas del cultiveitro difieren
significativamente entre si en términos de la composiciobn de su metaboloma, en cambios en
metabolitos individuales, grupos de metabolitos y reacciones enziméticas involucradas en la
produccion de metabolitogd 17].


http://www.matrixscience.com/
http://www.genedb.org/
http://www.tritrydb.org/
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Figura 7.31 Identificacién deproteinas queo-inmunoprecipitarcon la NMNAT de. braziliensis(A).
Control negativoMuestras obtenidas durante protocolde CclP de extractale promastigotes que expresan el vector
vado (extracto aclarado, solubles post IP e IPppaefialados en figura 6.28%1). SDSPAGE 12%, tincién con azul de
CoomassigA-2). SDSPAGE 12% del inmunoprecipitado (IP), tefiido con Coomassie colet8a),(Gortado y analizado
por NaneLGMS/MS (A-3). Western blot, 1° amGFP (1:500), 2° dartonejebiotina (1:5000)(By Q. Muestrasobtenidas
duranteprotocolo CalP de extractsRS LINB Yl adA320Sa GNI yatSoOill RerRPBOHSPS St
PAGE 12%, tincién con azul de Cooma@&R). SDSPAGE 12% del IP, tefiido con Coomassie coloi@aljGcortado y
analizado por NarbGMS/MS.(B-3). Western blot, 1° aBEFP (1:500), 2° anti condjmtina (1:5000) los asteriscos *
indican posibles productos de procesamiento o degradacion de la recombinante LbSHREY.Duplicado CéP de
extractos con sobrexpresion de la LbONMNAIFR a las mismas muestras se lealim inmunodeteccion cofG1).
Western blot, 1° antGFP (1:5000), 2° anti condgimtina (1:10000)La estrella sefiala la cadena pesada del anticuerpo 1°
(G2).Western blot, 1° ati bNMNAT (1:5000), 2° anti mottsetina (1:10000)El IP de esta nedra también fue corrido

en SDSPAGE 12%, tefiido con Coomassie coloid2b(f cortado y analizado por NahGMS/MS.
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Tabla 76. Proteinas identificadasn co-inmunoprecipitacion acoplada a espectrometria deaspara la LONMNAGFP(Muestra 1)

Access:imero de acceso en UniProt. MW (kDa), peso molecular en kilo Daltons; pl, punto isoeléctrico tedrico; MS score, sdifieadididen
dado por Mascot; % Seq, porcentaje de cubrimiento de secuencia. Los g@ainelevantes pafancién molecular y procesogbbgicos fueron
obtenidos de la base de datos UniProt.

Access  Gene hame Protein name Mw pl MS % Molecular funtion Biological process
(kDa) score Seq
A4HP69| LBRM_35 224( Chaperonin HSP60, mitochondiria 60,2 5,13 247 9,9 ATP binding protein refolding
A4H879| LBRM_15_110( Tryparedoxin peroxidase 226 632 238 211 peroxidase activity cell redox homeostasis
A4HCZ3 LBRM_23 132( T-complex protein 1 subunitgamme 60,9 5,77 221 12,2  ATP binding/unfolded prein binding protein folding
A4HC91| LBRM_22_040( Putative 40S ribosomal protein S1! 17,4 10,2 201 14,5 RNA binding/structural constituent of translation
ribosome
A4H6T6| LBRM_12_023( Putative proteasome regulatory 46 8,18 178 11,9 ATP binding/proteasomactivating protein catabolic process
ATPase subunittcc118.3 ATPase activity
A4HEES8 LbrM_25 2050 GTPbinding nuclear protein 245 6,11 178 375 GTPase activity/GTP binding nucleocytoplasmic transpor
A4HE26| LBRM_25 079( Peptidytprolyl cistrans isomerase 19 768 178 18,1 peptidykprolyl cistrans isomerase protein folding
activit
E9AIQ3| LBRM_21 132( T-complex protein 1 subunit delta 60,2 6,69 159 9,6 ATP bin)(;ing protein folding
A4HN57| LBRM_34 384( Putative Tcomplex protein 1, eta 62,4 6,96 124 51 ATP binding protein folding
subunit
A4HQL6 LBRM_35 732( Protein disulfidésomerase 528 543 113 48 protein disulfide isomerase activity cell redox homeostasis
C6KJEO N/A Actin 424 55 104 10,6 ATP binding
A4HKT8 LBRM_32_321( Nucleoside diphosphate kisa 17 8,65 104 137 ATP binding C/G/UTP biosynthetic
rocess
A4HCRS LBRM_23 058( Acetytcoenzyme A synthetase 78,8 5,9 92 3,4 ATP binding/ acetat€oA ligase activity acetyPC%A biosynthetic
process from acetate
A4H7P0O| LBRM_14 083( Putative calpantike cysteine 13 4,7 88 9,6
peptidase
A4HDT2| LBRM_24 229( Putative 60S ribosomal protein L1z 17,7 9,82 83 9,1 structural constituent of ribosome translation
A4HPF3 S24F1 40S ribosomal protein S24 158 109 79 11,7 structural constituent of ribosome trandation
A4HF78| LBRM_26_226( Putative 60S ribosomal protein L3t 15,1 11,3 78 8,7 structural constituent of ribosome translation
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Tabla 77. Proteinas identificadas enieonunoprecipitacion acoplada a espectrometria de masas para la LoNBPATMuestra 2)

Access

A4HK56
A4HEG1

A4H9OU8

A4HAD7
A4HLEG

A4H8T7
A4HEU3
A4HIHG6

A4HKUG
A4HERY
A4HACO

AAHNV2

A4H3H6

A4H4D9

A4HIZ7

A4HIWS

Gene name

LBRM_32_084(
LBRM_25_115(

LBRM_19_022(

LBRM_20_020(
LBRM_33_111(

LBRM_15_108(
LBRM_26_089(
LBRM_18_074(

LBRM_32_330(
LBRM_26_063(
LBRM_20_003(

LBRM_35_105(
LBRM_03_005(
LBRM_05_094(
LBRM_19_071(

LBRM_31_001(

Protein name

putative RNA binding protein
ATP synthase subunit beta

Putative serytRNA synthetase

conserved hypothetical protein

Putative 40S ribosomal protein S3

Tryparedoxin peroxidase
Putative 40S ribosomal protein S1.

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein
Putative 10 kDa heat shock proteir
Malate dehydrogenase
Putative 40S ribosomal protein S1!
D-3-phosphoglycerate
dehydrogenasdike protein
Dipeptidyl peptidase 3
Putative 40S ribosomal protein S1.
Putative 5

methyltetrahydropteroyltriglutamate
homocystein e -#ethyltransferase

MW

(kDg)
253

55,9
53,6

56,5
247

22,5
16,7
77,6

97,9
10,7
33,9

17,5
44,1
76
17,5

86,6

pl

10,48
5,27

5,29

4,87
9,82

6,31
10,17
4,53

4,84

8,72
10,54
6,61
5,47
11,03

5,97

MS
score
552

268

226

193
175

130
126
126

124
121
119

108

107

91

86

83

%
Seq
40,9

9,8
9,9

7,3
16

111
15,4
4,6

3.9
21
7,6

13,7
9,3
3,7

11,9

Molecular funtion

RNA binding
ATP binding

ATP biding / serinRNA ligase
activity
Uncharacterized protein

RNAbinding/ structural constituent
of ribosome
peroxiredoxin activity

structural cosstituent of ribosome

Uncharacterized protein
Chaperone

L-malate dehydrogenase activity

RNA binding/structural constituent ¢
ribosome
NAD binding/ phosphoglycerate
dehydiogenase activity
dipeptidytpeptidase
activity/metallopeptidase activity
structural constuent of
ribosome/Ribonucleoprotein
Methyltransferase

Biological process

ATP synthesis coupled protor

transport

seryHRNA aminoacylation

Uncharacterized protein

translation

cell redox homeostasis

translation

RNA processing and

modification

Uncharacterized protein

protein folding/ Stress respons

malate metabolic

process/tricarboxylic acid cycl

translation

L-serine biosynthetic process

translation

methionine biosynthetic

process



72

A4HCI1

A4HML2
A4HBWG6
A4HCNA4

A4HEG2
A4HD42

A4H746

LBRM_22_040(

LBRM_34_182(
LBRM_21_129(
LBRM_23_022(

LBRM_25_116(
LBRM_23 820

LBRM_13_039(

Putative 40S ribosoahprotein S15 17,5

Putative 60S Ribosomal protein L3 12,02
Putative 40S ribosoal protein S23 16

Putative endoribonucleaseRSP 17,3
(Pb5)
Ribosomal protein S25 13,1

conserved hypothetical protein 17

40S ribosomal protein S12 15,8

10,27

11,26
10,58
5,87

10,13
4,81

4,77

81

68
62
56

55
54

51

10,5

13,3
7,7
6,7

10
8,4

7,2

RNA binding/structural constituent ¢
ribosome
structural constituent of ribosome

structural constituent of ribosome

Ribonucleoprotein

deoxyribonucleoside 5'
monophosphate Mlycosidase
activity
structural constituent of ribeome

translation

translation

translation

deoxyribonucleoside
monophosphate catabolic
process
translation

Figura 7. 32Proteinas canmunoprecipitadas agrupadas con base en la funcién y proceso biolégicaepaitigipan.(A). Muestra Irabla 1 (B). muestra
2-Tabla 2
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7.7.1 Andlisis de interaccién de proteinas de unién al ARN y constituyentes del ribosoma con la
LbNMNAT

En la clasificacién funcional de cada complejo de proteinas inmunoprecipitadas se6encont
mayoritariamente proteinas relacionaron con el proceso de traduagidotal de 12 secuencias se
relacionancon este proceso. Varias de al son proteinas de union al ARNconstituyentes
estructurales del ribosomdaraestablecer su potencial vinegién con ld&.bNMNATInicialmente

se buscarorinteracdones ya caracterizadas 8&8vINATshomologas de organismos ampliamente
estudiados.

En Saccharomyces cerevisig®r ejemplo, la NMA1 la zima homéloga de la NMNAfresenta
interaccion fisica condgproteinas MPT5 y HEK2, ambas proteinas de union $f1 28N119] La

primera de ellas de la familia PUF, implicada en la regulacion postranscripcional, se une
predominantemente a los ARNm que codifican los modificadores de la cromatina y los componentes
del polo del husd;a segunda&;lEK2 esté relacionada en la localiaacorrecta de transcritos en la
célula, es requerida para la localizacion asimététaranscrito ASH1 en elicleo de la célula hija

gue codifica un represor especifico de la transcripcion, ademas participa en la organizacion
estructural y funcionale los telémeros.

En el humangse ha identificado experimentalmente que la NMNAFesenta interaccibfisica con
RBM4B[120], de union al ARN y relacionada con la regulacién circagian&®PL3Qproteina
ribosomal L30)constituyente estructural del ribosoma, anclada a varios procesos biolégicos
incluidos la traduccion cipbAsmica, respuesta de defensa a bacterias Giegativas,
procesamiento de ARNentre otras. Igualmente, la NMNATL1 interaatéa STAUL que se une al

ARN bicatenario (independientemente de la secuencia) y puede desempefiar un papel en el
posicionamiento specifico de los ARNm en sitios determinados de la célula al entrecruzar los
componentes del citoesqueleto y ARN, y al estimular su traduccion en[@Rgitiddicionalmentg
YSRAFYGS 0SOyaA{CGl &S TFAYRa®RS OAsLIGANEBENISOOAsY R
proteinas ribosomales L11 (RPL11) y L22 (RPLZA) la primera componente esencial de la
subunidad grande del ribosoma, necesaria pafasuacion y la maduracion ddRNry la segunda
relacionadacon procesamiento dARN.

Lasproteinasco-inmunoprecipitadason la LoONMNAGFPrelacionadas con la traducciéen su

mayoria son moléculas que contribuyea la integridad estructural del ribosoméproteinas
ribosomaless3,S12, S13, S15, S16, S18, S24 y S32 de la subunidad 40S y las proteinas L12, L35y L36
de la subunidad 6QSPese a que en otros organismos algup@xeinasribosomaleshan sido
caracterizadas en otrgwocesoscelulares, la asignacion de funciones especifiedas proteinas
putativasindividualeso la asociacion potencial con la LoNMN&Tdificil debido aal enorme
cooperatividad del ribosoma ylacomplejaarquitectura que se deriva de la red de interacciones

que conectdas proteinas entre si gonlos ARNr[122] También es importante destacar que es

factible que no todas las proteinas de este complejo interactien directamente con la LONMNAT,
porque las interacciones pueden seprinadas por otras moléculas en la mezcla, como es el caso
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del ARNAunque en el momento, analizar la potenc&hcion de [aNMNAT con la maquinaria
ribosomal presenta una topologia desconocidaasks gran interésnvestigar sobre la estabilidad
delcomplejo y las interacciones entre sus diversos compongniesgl ensamble de ribosomas y

la traduccion de proteinas estan finamente coordinadas con el crecimiento celular, la proliferacion,
la diferenciacién y el desarrollo celular. Adersg@SIMNATodria tener una relacién indirectanla
biogénesis de los ribosomamies dicho procesmnsume un 60% de la energia celylaportanto,

esta estrechamente relacionada con el estado energético de una[é28la

7.7.2 La LbNMIAT puede estar participando en el plegamiento de otras proteinas a través de su
interaccién con un complejo de chaperonas.

Con relacion a otrosniembros co-inmunoprecipitadosidentificados, seisestan relacionads
funcionalmentecon el plegamiento de pteinas pues tieneractividad chaperond.as chaperonas
moleculares son proteinas esenciales para la homeoéstasis del proteoma cuando la célula es sometida
a situaciones de estrés, algunas de ellas son necesarias para el plegamivodieproteinas y

para el mantenimiento de la estructura en condiciones fisiolggoasapaces de reconocer y unir
proteinas no nativas, prevenir la agregacion inespecifica de proteinas y ayudar en la adquisicion de
Sus estructuras nativg$24].

En el caso de las proteinas de choque térmico (HSP) no solo ayudan al plegamientprdeitras

en condiciones de estrés, sino que también actian en condiciones norardlegshmanialado el
ciclodimérfica el parasitesta expuesto a situaciones elgtrés debido a cambios de temperatura 'y

de pH(en el vector los promastigotes se encinan a una temperatura entre 22° y 28¢1H: 5.0

7.4; mientras que en el hospedero se enfrenta a temperaturas entre 31° y@¥.°€.0. Estos dos
factores influyen en el proceso de diferenciacién de promastjgotastigote tayendoconsigo
numerosos canibs en la expresion génicartbios ambientales tan variables, han favorecido que

el parasito adquiera mecanismostdemotolerancig125]. Entre las HSPs deishmanialestaca la
HSP83una de las proteinas mas abundantes del parasito pues representa un 2,8% de la proteina
total celular[126], razénque explica su identificaciom e@odos los ensayos de {® realizados,
incluido ekontrol; situacién similar ocurrié con la HSP70, una de las principales proteinas sintetizadas
ante exposiciones a elevadas temperatuas el parasitdas proteinas de choque térmico y-co
chaperonas no sataente tienenfunciones protectoras contra la temperatura y el entorno adverso
sino que también soefectores y reguladores de vias de transduccion de sefiales y evasion inmune,
posiblementecomo un mecanismo antta falta de expresion regulada de genes gtofas
reguladores etheishmania spfd27].

En nuestros resultados, fueron identificadas dos proteinas de choque térmacputativa de 10
kDay la chaperonirtdsp60 mitocondrial. Lakaperoninase clasifican en dos grupdasdel grupo

| (0 HSP6@uese encuentramprincipalmente en procariotas y en los organulos eucariotas derivados
de la endosimbiosisnjtocondrias y lastog, y las chapeminas del grupo Il (TRELT) que estan en
arqueas y el citosol eucariétifgd®28]. En el genoma deeishmaia existen cuatro genague codifican
chaperoninas mitocondriale€PN6R CPN60.1 se transcribe, pero su productdna sido detectado
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por western blot. CPN60.2 esta codificado por dos copias de genes, se localiza en la mitocondria e
interactla con CPN1Da tercera chaperonina, CPN60.3, no ha sido analizada hasta el momento. En

el caso de CPN10 esta codificado por dos copias de genes idénticos y al igual que CPN60.2, esta
ubicado en la mitocondria y los dos forman complejos estajlescoeprecipitan[127]. Hsp60
(CPN60.gjunto a la Hsp10 (CPNX®nortdlogasal sistemaGroELGroES en bacterig$27].

Como fue canmunoprecipitada la chaperonina Hsp&® realizduna busquedale interacciones
experimentalmente confirmadaedNMNAT de otros orgaismos se encontrdjue mediantepull
downlahomologaNadDde E. colpresenta interaccion con Gratsp60)[129]IntAct]. Sin embargo,
para entender si existe una posibéel de interaccidon este tipo de proteinase analizdas otras
chaperonas identificadas (compléj@roteina 1subunidades gamma, delta y efta30].

Dado que estamos hablando de un gran complejo de chaperonaizosma red de intesccion
tedricade este grupo de proteinasnpleandoel softwareSTRING (Search Tool for the Retrieval of
Interacting Genes/Proteins), una base de datos picd&que contiene informacion de numerosas
fuentes, incluyendo datos experimentales, métodos de prediccion computacional y diversos articulos
de libre accesoque permite predecir interacciones proteipaoteina[131]. Se dtuvo una red de

alta confianza, en términos de correlacién de los datosteeaccion (pvalue: 5.67€05), con un

total de 10 nodos y 25 interaccion€omo se observa en la figura 7.88y interaccidrentre las
chaperoninas identificadas, siendo la proteina putativa Hsp10 el canal entre Hsp60 y las diferentes
subunidades dedP1En la tald 7.8 se registran las proteinas involucradas en la red.

Figura 7.33Las chaperoninas identificadas en ldREmteractian entre si en una red de interaccion

tedrica.Red generada con STRING V.10.5. Vista tipo confianza. Las asocigsdnestes se muestran con lineas mas
gruesasParametros: Score de confianza: el mas alto (0.900). Sin nodos adicionales. Fuentes de irgemalecidas
experimental, bases de datos yepresionLos nodos con una estrella son las proteinas ideadds en la Ci.
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Tabla 78. Listado de proteinas que interactdan con la Hsp10004862295.) bajo la prediccion en
STRINGe describe su ID, proteinas de interaccion predichas y su respectivo score.

Identifier Predicted functionigpartners Score

@® XP_001562295.1 | Putative 10 kDa heat shock protein (100 aa)
“ XP 001568845.: | Chaperonin HSP60, mitochondrial precursor (562 aa) 0,998
A XP:001568844.1 Chaperonin HSP60, mitochondrial precursor (564 aa) 0,998
XP_001567558.2 | Putative chapronin HSP60, mitochondrial precursor (594 ¢ 0,998
® XP_001566905.1  Putative chaperonin HSP60/CNP60 (539 aa) 0,998
» XP_003723169.1 | Putative Tcomplex protein 1, delta subunit 0,994
™ XP_001568487.1  Putative Tcomplex protein 1, eta subunit 0,994
» XP_00156707.1 | Putative chaperonin alpha subunit 0,994
® XP_001567467.1 Putative chaperonin containingeomplex protein 0,994
@ XP_001565895.1 | Putative Tcomplex protein 1, beta subunit 0,994
y XP_001565204.1 | Putative Tcomplex protein 1, gamma subunit 0,994

A partir de esta red de interacci@e establecgue es altamente probable interacciones coordinadas
entre las diferentes chaperoninaie L. braziliensisAdemas,una potencial interaccionde la
LbNMNATpodria estarrelacionadacon elplegamiento de proteinag relacionada a una posible
funcién chaperonastando anclada @ana respuesta frente a condiciones de estrés. fsteria un
papel redudante pues es de sumapartanciapara la supervivencia del parasito.

Interaccion NMNA€haperonaya se ha registido, en Homo sapiengor ejemplo,lJa HSNMNAT2

puede actuar como chaperona para redulcs agregados de proteinas, gta funcion es
independiente de su actividadnocida en la sintesis enzimatica de NAficional interactlia con la
proteina de choque ténico 90 (HSP90) para regée los agregados de proteinaseliminaciénde
HsNMNAT2n neuronas corticales las hace vulnerables al estrés proteico o la excitotgtio&jad
Estudios erDrosophilahan demostradajue la NMNAT es también una proteina de respuesta al
estrés, necesaria para la termotolerancia y la mitigacion de la vida util acortada inducida por el estrés
oxidativo. La enzima se regula transcripcionalmente durante diversas condiciones de estrés,
incluyendo el choque térmico y la hipoxia a través del factor de choque térmico (HSF) y el factor 1
inducible por la hipoxia. La DMNMNAT presenta regulacion trasiengl bajo estrés y desempefia

un neuroprotectoren respuesta astrés celulaf132].

Al comparar la regulaciéon de DmMNMNAT y Hsp70 en condiciones de estrés se encontraron notorias
diferenciagen la regulacion transcripcional, sugiriendo que la NMNAT como enzima metakbiélica
expresion constitutiva, puede representar una clase diferente de proteinas de respuesta al estrés. Al
ser una protein&iousekeepingsta facilmente disponible en condiciones normales y puede dar una
respuesta primaria una condicion de estrés y deeanodo reducir la proteotoxicidad resultante

[132]
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7.7.3 Proteinas canmunoprecipitadas con la NMNAT son importantes en homeéstasis redox.

En relacion a las protein&dentificadas vinculadas con la homeostasis redes,encontraron las
enzimas disulfuro isomerageDI)y triparedoxin peroxidasél XNPx)esta ultima pesentando un

mayor potencial de interaccién con la LbNMNAT al ser identifica en los dos ensayes de co
inmunopreciftacion. La TXNPx participa en la defensa contra el estrés oxidativo como un
antioxidante al metabolizar el peréxido de hidrégéi®,) en moléculas de agya33].

El parasito es capaz de sobrevivir eémospedero graciad enetabolismo redogue contrarrestdas
células producidapor los macréfagos del huéspdRiara evitar el dafio celular debido a especies
reactivas de oxigermnitrogeno(RO® RN), los tripanosomtidos tienenperoxidasague muestran
una caracteristica Unica en el uso de equitakereductores derivados de tripanotiam ditiol que

se encuentra exclusivamente en estos protozoos, en contraste con otros eucarmtasligan
glutation y catalasd.a accion combada delas enzimas antioxidantéspanotion reductasa(TR)
tryparedoxin(TXN)y triparedbxin peroxidasg TXNP>@s central paral mantenimiento de una baja
concentracion de ¥, regulandoel estrés oxidativo y tnosativo mediante el desplazamiento de
equivalentes reductores de NADPH a hidroperéxidos y peroxinjitBd$ Algunos resultados de
analisis funciondlan revelado que TXNPx esté involucexdal fenotipo de resistencia al antimonio
en L. braziliesis sugiriendoque el aumento de la expresion de esta enzima puede jugar un papel
importante en la resistencia clinieaompuestos derivados dsste elementd133].

En cuanto a la proteina disulfuro isomerasamiembro de la gperfamilia de la tioredoxina, y
presentatres actividades enzimaticas y funcionales especificas: isomerasa, reductasa y chaperona
Actiia dpendiendo del entorno redoxyues ayuda a la formaén, ruptura o reorganizaciode

enlaces disulfuren todas las proteinas no nativas a través de sus dos sitios CXXEathivoscion
permite su actividadomochaperona moleculatesempefiandoin papel claven elplegamientade
proteinas[135].

Tanto la triparedoxin peroxidasa como la disolisomerasa ya han sido estudiadad.eishmania
[133k[137], y esnecesario establecer si entre ellas existe asociacion fisica, pues sus homologos en
Homo sapiengn ensags de canmungrecipitacién presentamteraccién[138]. Sn embargo, no
secuenta connformaciénclaraparaentender yrelacionar de manera dicéa estas enzimas con la
NMNAT A la fechao sehaencontradointeraccién en homoélogos de otras especies, ni una conexion
evidente entre laslosvias celulare€n las queactian Por tanto, & necesaria una validaciéon de la
asociacion mediante otras estrategias experiment&es.ejemplodeterminar si hay interaccion
NMNATFTXNPx con una identificacién cruzada, al realizacaimanunoprecipitaciorde laTXNPx
enddgena dd.. braziliensig/ realizarun wester blot con anticuerpos aNMNAT.Confirmar este

tipo de asociaciones permitirgenerarinformacionnovedosaen relacién asiasmetabdlicas y de
regulacion redox en situaciones elgrés tanto en el parasito como en otros tripanosomatidos
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1 Andlisis global de los resultados de interaccién de proteinas medialREM3MS

La diversidad de proteinas y variedad de funciones celutétesidss mediante esta metodologia
experimental,se puederelacionarcon la complejidad celular, pues las interacciones se regulan
dependiendo de una sefial particular, estimulo o un estado celular especifico. Ademas, dependen de
muchos factores, como el tipo celular, el estadio de desarrollo de la célula, lalfeistod=elular,

las condiciones externas y obviamente la presencia de otras prdtE38as

Las proteinagdentificadas estan involucradas en una amplia gama de actividades celulares tales
como plegamiento de proteds, traduccion, homeostasis redox, sintesis y muchas otras funciones
limitandoseen este casel analisis a las tres funciones mencionadas inicialmente.

Es importante decir que todas las asociaci@madizadason candidatapromisoriasy esnecesario
realizar validaciones directas paranfirmar su validez. Para cada caso particsdgendra que
explorar cual o cuales de las técnieasstentes actualmente puede ser usada para su estudio
(cromatografia de afinidadTAPMS, doble hibrido, etc)Con elb, se podrd comprender si las
asociacionesonmayoritariamente transitorias, con tasas de disociacion rapida como respuestas a
estimulos o el estadio del parasito o si gsitables.

7.8 Analisis bioinformatico y generacionudered de interaccién de la NNAT dd.. braziliensis

Una variedad de métoddn silicose han desarrollado para apoyar las interacciones querse h
detectado experimentalmenteLos métodos computacionales para la prediccion PPI incluyen
enfoques basados en secuencias, en estructeraproximidad cromosomica, fusion génica, doble
hibridoin silicg arboles fidgenéticos, ontologia génicaypresion génica. Hay una gran variedad de
servidores web que permiten desarrollar estos tipos de andi&is

En este caso,gua la creacion de la red deteraccionde la LbNMNATse utilizOun enfoque
integrador,con el fin de obtener asociaciorfésicas yuncionales etre las proteinas queonformen

un proceso biolégicocomun. Por ello, 8 empleé STRINGgue manejadiversos fuentes de
informacon facilitando urandlisis comparativajado quepresenta un alto rendimiento de datos
experimentales, curacion manual, predicciongxionales y un elevado nimero de interacciones
proteinaproteina; ademasa diferencia de otras bases de datagistrael organismo de interés
(Leishmanigbraziliensis) En la tablar.9 se contrastan diferees bases de datogjue también
recopilan infomacién de PRL40].

En STRINGad interacciones se derivan de multiples fuen{@sinteracciones experimentales
conocidas importadas de bases de datos primgiipspnocimiento de las rutas celulawlizaas

a partir de bases de datos curadas manualegiii) mineria de textos automatizada para descubrir
enlaces estadisticos y/o semanticos entre proteinas, basado en resimenes de Medline y una gran
coleccion de articulos de texto comple(iv) interacciones predichade novopor una serie de
algoritmos que utilizan informacién gendmica, asimmo por analisis de coexpresion (&)
interacciones que se observan en un organigs®transfieren sistaaticamente a otros organismos

a través de relaciones de ortologia-pedculada$l31].
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Tabla7.9.Algunas bses de datos de interaccién protefimateina (estadisticasle mayo de 201740}

Base de Caracteristica Proteinas  Interacciones Especies
datos
HPRD Interacciones fisicas entre proteinas humanas 30047 41 327 1
INTACP | Base de datos devidencias experimentalee 98289 720 711 7
interacciones entre proteinas
HINE Base de datos de alta confianza para interacciones fi NA 387 615 12
entre proteinas
MIPS Base de datos curada manualmente de alta precision 982 1859 3
BIOGRID | Base de datos de evidencia experimental de 65958 1137 230 62

asociaciones fisicas y funcades entre proteinas

STRING | Entradasa BIOGRID e IntAct junto con predicciones

computacionales y transferencia ortologa de otros 9643763 1 380 838 440 2031
organismos. Los puntajes de confianza se basan en (

red bayesiana

aHFRD http://www.hprd.org/ dMIPS: http://mips.helmholtmuenchen.de/proj/ppi/
bintAct: http://www.ebi.ac.uk/intact/ eBIOGRID: https://thebiogrid.org/
cHINT: http://hintyulab.org f STRINGhttps://string-db.org/

Con STRINGs genero una rede interaccion de profeas para l&RbNMNAT(figura7.34). Esta red
se trata de un grafo interconectado, donde los nodos son las protdamaristas las interacciones.
El nodoXP_001563913 representa la pteina de interés (color rojo) y los nodos restariées
proteinascon las que interactlaegistradasen la tablaz.1Q La puntuacién para cada nodo (score)
representa la confianza parcada asociacién y skerivan de d evaluacion al comparar las
predicciones y un conjunto de referen@aociaciones validadas KE®) [73]. En la creacion de la
red se esthlecio arbitrariamente que la puntuacién de interaccion minima requerida fuera de 0.400
(confianzanedia) empleandtodas las fuentede informaciéra excepcion deextmining Entre bs
parametros que describen la topologia de la sedencontaron 11 nods con un total de 16
conexionesun grado por nodo de 2.91,es decir, cuantas interacciones tiene una proteina en
promedio en la reg unclustering coefficierde 0.885

Figura 734 Red de interaccion de la NMNAT Lerbraziliensisred generada con SW& V.10.5. Vista tipo

confianza. Las asociaciones mas fuertes se muestran con lineas méas gruesas. Parametros: Score de confianza medio (0.400).
Sin nodos adicionales. Fuentes de interaccion empleadas: experimental, bases de-dapyssainco-ocurrenda,gene

fusiony neighborhoodLa NMNAT es el nodo de color rojo identificada como XP_001563913.1.
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Tablar.10. Listado de proteinas que interactGan con LoONMNAT (XB68913.1) bajo la prediccién 88 RING.
Se describe su ID, proteinas de interaccién predichas y su respectivo score.

Identifier

Predicted functional partners Score

@ XP_001563913.1 LbNMNAT
XP_001567885.1 Putative nicotinate phosphoribosyltransferase (443 0.964
! XP_001567539.1 Putative NAD+ synthase (293 aa) 0.964
XP_001561981.2 ATPNAD kinasdike protein (1257 aa) 0.911
® SIR2 Putative NARlependent SIR2 (284 aa) 0.909
! XP_001565810.1 Putative ribokinase (329 aa) 0.856
£ XP_001562450.1 Putative nitrilas (279 aa) 0.658
XP_001568356.1 Putative RNA binding protein (458 aa) 0.629
@ XP_001567942.1 Putative RN/inding protein (129 aa) 0.629
& XP_001566631.1 Hypothetical protein (210 aa) 0.629
£ XP_001566494.1 Putative RNA binding protein (648 aa) 0.629

En la red obtenida la totalidad de las proteinas son predictmagutacionalmente a partir de sus
secuencias de acidos nucleicos y no han sido demostradas mediante evidencia experimental. No es
de extrafiar pues los genomas de tripanosoméatidos son conocidos por tener una gran cantidad de
proteinas hipotéticas (~6098). Como parte del andlisis, se realizé un enriquecimiento funcional de

la red teniendo en cuenta informacion de las bases de datos KEGG, PFAM e INTERPRO, de donde se
extrajo informacion de las rutas bioldgicas y los dominios predominantes en las pteseases.

Cinco de laproteinasincluida la NMNAEstan relacionadason la ruta metabdlica delcotinatoy

la nicotinamida, ancladate manera especial modulo de sintesis de NAEnN la busqueda con

PFAM e INTEMPRO, se enamoincuatromiembrosconmotivos de unia a ARNfigura7.35).

Figura 7.35Enriquecimiento funcional de la red de interaccion de la LoONMN&Jenerada con STRING
V.10.5. Vista tipo confianZan rojo, nodos presentes en el metabolismo de la nicotinamida y el nicotinapulEnodos
con motivo de unién al ARN identificados tanto por PFAM e INTERPRO. En gris proteinas no asagiadde lasidps
grupcs.
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Al realizar la curacion manual y analisis de las fuentes de inforrdad@mproteinaginculadason

el metalwlismo de la nicotinamidaitotinato, se encontré que las asociaciones fueron altamente
influenciadas potas vias metabdlicas y de sefializacion importadas de KEGG, eredpinales
vecina enla misma rutaecibieron enlaces de asociaciqor lo cual sepuede adjudicar quéas
interaccionegle los miembros de la suted sonde tipo funcional.

La reconstruccion metabdlica del metabolismo del NADegshmanidlevado a cabo en nuestro
grupo de investigacion por Contreras=[13], refuerza la existencia de los genes codificantes para
las enzimas NAD sintas&Nicotinato fosforibosiltransferagflaPRT@n el genoma del parésitén

la actualidad, un trabajo adelantado en nuestro laboratorio ha clonado, expresado y wideriai
actividadenzimatican vitrode la NAD quinasa (NADQI€) parasito fesis en desarroljoEn cuanto a

la enzima SIR2, en otras especiek@&lshmaniga hasidoevaluada experimentalmenfé41]. En la
figura 7.36se ubican las enzimas encontradaslaruta metabolicamencionada, se muestra su
relacién funcional y su descripcion se complementa tbla 7.11.

Figura7.36. Metabolismo del nicotinato y nicotinamida kaishmania braziliensiseccion de la ruta
metabdlicaextraida de KEGG (Ibz0O07&9) donde se destacan las proteinas candidatta red de interaccion (verde). La
sintesis d&NaAD por partale NaPRTNMNAT respalda la presencia de la enzima'Nifasa en el parasito, la cual piadr
sintetizar NAD a partir de NB.ElI NADes fosforilado por la NAQéra la obtencion de una de las moléculas claves en el
sistema de defensa frente al estrégdativo. SIR2 usa el NAIdmo sustraten su funcidn deacetilasa.
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Tabla 7.11Caracteristicas funcionales de las proteimaslucradas era ruta metabdlica de la
nicotinamida/nicotinato.

Proceso Proteina Dominio Proceso biol4gico Funcid molecular
Sintesis NaPRT Nicotinato Biosintesis del nucleétido Actividad nicotinato
fosforibosiltransferasa  de nicotinato fosforibosiltransferasa
Sintesis NAD Actividad NAD sintasa
sintasa NAD sintasa Biosintesis de NAD (hidroliza glutamina),
uniéna ATP
Modificacion| NADK Dominio catalitico Biosintesis del NADP Actividad NAD quinasa
diacilglicerol quinasa
consumo Actividadmono-ADR
SIR2 Sirtuina ribosiltransferasa, deacetilasa. Unién al NAD

De este grupo de proteines sirtuinas han sidovestigadagxperimentalmente eheishmaniaSe
conoce queel parasitoexpresa tres sirtuinaSIR2RP1, SIR2ZRPEIR2RP®e las tres, ya se ha
caracterizado I8IR2RP1 dn majory L. infantun]32][36]. Esta enzimast& ubicadan el citoplasma

y es indispensable para la supeewcia del parasitoademas,sus actividags deacetilasa
dependiente de NADy ADFribosiltransferasa no estarelacionada con el silenciamiento
epigenético. SIR2RP2 es unBPAbosiltransferasa dependiente de NADBe localiza en la
mitocondria de los promastigotes y se estudidedonovaniLa otra sirtuina, SIR2RP3, aliin no se ha
caracterizadg141].

Al buscahomélogosjueinteractian en otras especiesando las bases de datos BioGRID e IntAct
se encontré quéa NMNAT1 humana presenta interaccion fisica con §lRd]1lal igual gue NMA2
con SIR4 eBaccharomyces cerevisjad3]. Algunos autores han hipotetizado que la cercania de las
enzimasNMNATASIRT1 puedea€ilitar eluso mas eficiente de NADprobablemente por un
mecansmo de canalizacién de sustrafigunos mencionague las enzimas involucradas en la
biosintesis de NADpueden formar un complejentre ésa molécula y SIRT1, creanda u
microdominio de alta concentracién de NADe permitelaregulacion de la actividad de la sirtuina
[142]. Mediante una validacién directa seria interesante estudd kis enzimas relacionadas en la
ruta metabdlicalel NAD, puede existir interaccion fisisViNATSIR2 en el parasito.

En relaciéra lascuatroproteinas de union al ARN presentes en lasadjinculacioriue producto

de relacionar genes homoélogos vecinos en ofgesomas(neighborhoodl y por interaccion de
homdlogos putativosen otra especie Gampylobacter curvisLa caracteristica comun de las
proteinas es que ttas presentan el motivBRM, encontrado enn amplio grupo deroteinas de
union al ARN por ejemplo ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas (hnRNP), proteinas
implicadas en la regulacion dgplicingalternatvo (SRU2AF, Sxl), componentes proteicos de
ribonucleoproteinas nucleares pequefias (snRNMPy U2) y proteinas que regulan la estabilidad y
traduccién del ARN (PABP, La, (Hu@rPro: IPRO00504)ungue las fuentes de informacioa son
contundentes para relacionar estas proteinas con la NMNAT, es necesario asociar los ensayos
experimentales obtenidos en este trabafseccion %.1) en don@ cuatro proteinas ce
inmunopreicipatas e identificadas por espectrometria de masas son proteinagm@lulRNINa

de ellas con el motivo RREldemas como ya se menc@rexisteninteracciones identificadas de
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NMNATs homologas con este tipo de phode, o que impulsa su estudio para una mejor
comprension de los procesos biolégicos en los que estan involucradas.

Es de resaltar que bmja cobertura de proteinas interactuantssla redpuede ser motivo gue no

es posible realizar asignaciones de thiona varias proteinas dreishmanigpues solo el 18.0% del
proteoma de este parasito se conserva en todas las esfé€ieso que limita el uso dalgunos
métodos para la prediccion de redes de proteinas, por ejemplo, aghaiadosn ortologia Sin
embargq algunos autoreban realizado pedicciones computacional@g® interacciones proteina
proteina en proteomas predichos teishmanigd3]. Rezende et al. emplearon el métokiderolog
Mapping que supone que si dos proteinas tienen una gran similitud deesgia frente a dos
proteinas de una base de datos publica, y estas Ultimas interactian, entonces las primeras también
interactdan para ello hicieron uste las bases de datos publicB®omine, PSBase, IntAcy String;

y desarrollaron un sistema combittade puntuacién para abordar la robustez de las predicciones.
Lasinteracciones proteingroteinapredichasse extendié dos organismosk. braziliensis, L. major y

L. infantum3].

Para el interactoma de. braziliensjsla red present6 .818 nodos cor89.420 interaccionesAl
examinar la informaciéisuministrada por los investigadores y ver la descripcion de todas las
interacciones proteicas predichas y los puntajes de confianza suministrados, se encontrd la LbONMNAT
como parte de la redzue asociadaon nueve proteinas, como se muestra en la t@kla entre las

cuales se encuentran las enzimas NADK," I$kilasa y NaPRpresentandolos puntajes mas
significativos y siend@sultados comunes rauestra redLa diferencia con las otras proteinas es de
esperarpuesla cobertura y la precision deslarediccioes pueden variar segin los parametros y
herramientas empleadas

Tabla7.12 Interacciones proteicas predichas para la NMNAD. Heaziliensigor el métoddnterolog

Mappingimplementado por Rezepekt. al [3] SourceLbrM17_V2.1470 es la enzima NMN¢SEore) puntaje de
confianza.

Gene name
Source Target Protein Score
LbrM17_V2.1470, LbrM20_V2.0060 possible fusion of chromosomes 20 and 34 0.0808878
LbrM17 V2.1470| LbrM21 V2.1450 Putative aénylate kinase 0.0855324
LbrM17_V2.1470, LbrM22_V2.1430 Putative dephosph&€oA kinase 0.0565392
LbrM17_V2.1470| LbrM30_V2.1840 Aderylate kinase isoenzyme 0.0967497
LbrM17_V2.1470| LbrM32_V2.1840 Putative NAD+ synthase 0.821101
LbrM17_V2.1470 LbrM33_V21160 Putative nicotinate phosphoribosylitransferase 0.814374
LbrM17_V2.1470| LbrM33_V2.1290 Putative guanylate kinase 0.0984216
LbrM17_V2.1470| LbrM34_V2.3070 Riboflavin kinase/fmn adenylyltransferdise protein 0.0730211
LbrM17_V2.1471| LbrM06_V2.0470 ATP-NAD kinasdike protein 0.782374
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La creacion de una red de interaccion de proteinas de la LoONMNAThatzimpo intersante de
investigacion,pues ratifica el elevado numero de proteindpotéticas cuya caracterizacion
bioguimica yasociaciones fisiolégicas no han sido desciitasdo la oportunidad de expandir el
conocimientg en especial en el metabolismo del NAD elparasito.En el casgarticular de la
NMNAT, se puede postular que funcionalmente no trabaja de manera as#hadaie es altamente
probable su interaccién con otras proteinas, incluso con otras moléculas como Es AR Xesaltar

que las interacones analizadas pueden ser transitorias o estables, y de esta manera ser fisicas o
funcionales.

El modelo de inteleion creado en este trabajo es la primera aproximacion para la enzima y se puede
convertir en un medio practico para obtener informacid@siba, para plantear otras estrategias de
investigacion y por supuesto para ser objeton#gorasy nueva herramienas computacionales que
permitan ampliar su robustez y aplicacioresecesarianencionar quéas redes de interaccion de
proteinas son irmmpletas y propensas a errofdsgl4], sin embargo, estudios sistematicos de ellas y
retroalimentacion continua de informacion confirmada experimentalmente las conviertes en
herramientas valiosas de investigacion.

Al realizar un paralelo entre losstdtados obtenidos con la metodologia experimental y la
computacional, se encontraron proteinas cuya caracteristica comun fue su capacidad de unién al
ARN.Aunque no hay una proteina especifica presente en las dos aproximaciones y no es clara su
relacion on la NMNATsi comparten esta furd@m celular, convirtiéndola en una ruta interesante de
estudio.Es de resaltar, que los resultados experimentales obtenidos en este trabajo, constituyen un
aporte importante, dado la limitada informacion experimentalatifigle en las bases de datos para

la NMNAeste paésito e incluso de organismos més estudiados.

Los dos métodos empleados para determinar interacciones preiedteina, al igual qumdos los
métodos y técnicas en investigacion tienen ventajas y degasnpor lo que abordat analisis de
interaccionescon mas de un enfoquéedricd experimenta), puede dar informaciéon comun y/o
complementarialtiles para la confirmacién y validacide informaciény proporcionan mejores
resultadoscon el fin @ canprender la complejidad dehteractomacelular y contribuir da
identificacion de nuevas dianas farmacologicas
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8 Conclusioney perspectivas

1 Por comparacion a nivel de estructura primaria y modelos predictivos de estructura terciaria
entre la NMMT dd_. braziliensig los homologos humanos HsSNMNAT4e encontaron cuatro
insercionegpresentes exclusivamenén la secuencia del paras@minoécidos de las regiones
8-43, 205212, 241249 y 264276) El rol estructuray papel en la actividad cftica & estudio
a través de predicciones estructurales. doihalmente mediante eldisefio y creacion de
mutantes delecionalede las inserciones-83 y 241249,

1 El uso de una cepde expresion ddé. colimodificada en su ambiente redox citoplasmético
permitio la solubilizacion de la recombinan®&Hif\s1240l LNMNAT El analisis del modelo
estructural de esta proteina arrojo gles residuos 24249 involucran uelemento estructural
gue conecta los dominias/  &ernfinalde la enzima y su remociéafectan de manera drastica
la actividad adenililtransferasa.

1 Se disefio, expresé y determind la actividadna version truncada de la enzima que prescinde
de los primeros 104 residuoson el fin deestudiar un sitio alternativo del inicio de la
transcipcion en la secuencia codificante de la LONMNAT. La recombixitigs. oL ONMNAT
pierde la capacidad de sintetizar NADebido a la pérdidade uno de los motivos de
reconocimiento de ATyPamodificacion en la arquitectura del plegamiento Rossmann

1 Se exploraron interacciones de la LbNMNAT con otras proteinas utilizamdo
inmunoprecipitacion acoplada a espectrometria de maSaddentificaron un total de 38
proteinas, entre las cualese analizaronmiembros relacionadascon homeostasis redgx
traducciény plegamientode proteinas Estas interacciones deben ser validadse proponen
para futuras investigaciones.

1 Agrupamio los resultados de esta tesise postula que la LbONMNAT presenta elementos
estructurales que se asemejampm@teinas chaperonas conocidgpuede estar participando en
el plegamiento de otras protes a través dena potenciainteraccion con un complejo de
chaperonasSeabre la posibilidadue estamportante enzima metabdlica sea parte integral de
la red de respuesta al estrger parte del parasito

1 on la plataforma STRING M.5, & realizéuna primera exploraciériedrica de redes de
interaccionproteinaproteinapara la LoNMNAifitegrandoasociaciones fisicas y funcionates
encontraronproteinas relacionadas con la ruta metabdlica del nicotinato y la nicotinamida
(asociacionefuncionaés), y otras cuya caracteristica genkfae la presencia del motivo RR
de unién a ARRInteraccion fisical.a red de interaccion predicla consider@omo punto de
partida para futuras aproximaciones computacionales y experimentales
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Perspectivas

Haer ensayosn vitro para determinaila actividad chaperona de la LoNMNATUes atender
esto permitirdaampliar la informacidén que permita entendetdamotoleranciadesarrollada por
el parésito

Validar experimentalmente las interacciones protgir@eina en las quese relaciona la
LbNMNATon los candidatos mas promisorios encontrados en este trabajo.

Determinarla localizacion subceluldel mutante/r.4sLbNMNAThediante inmmofluorescencia
y western blot.
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9 Anexos

Anex 1. Construccion del vector pQEB®4LbLNMNAT mediante mutagénesis dirigida
mediante PCR

A continuacion, se muestra la secuencia de la proteina LONMNAT con la ubicacion de los cebadores
disefiados para generar la deleciédaaB

1 Secuencia delemnada

1 Azul.cebador directw Q@ // D D¢/ D¢¢ / ¢/ D¢/ !¢/ ¢D/ DD/ ! D¢
1 Verde cebador reversé’- GGC AGC AGT AGA GGA TAA CAT GGA TGC

CCGGTCGTTCTCGTCATCTGCGGC
AGTTTTAACCCCATCCACAACGCGCATCTAAAGCTTTACGACG!
GATCCATAGAGGGCGTTGATGGCCGTGTGGTTCTTGGCGGCT
CTGTCGGTGACGCCTACGGCAAACCGGGATTGCGCTGTGCG!

v GTGCAGGTCATGGAGAAGGCACTTTGTCACCACCCTGAACTC
ACGTGGGAGTGCCAGCAGCCCACGTACACGCGCACCTECGA
GCGCTGGAGGAGCACGTCAACGCTTGGTATGCTCAATCGGAC
CATGGAGTGGCTTACCTCGCATGGACGCCACGTGCGCGTTGI
TGGCGCCGATCTCTCTITTTTTGGCGCCCAGGCTGCTGGTCG
CTGCTGCGACAACTCCTCGACTCCTTCCCGCTGGTTGTTGTC(
- - - GTGCTCGAGGCAACATCAGCGACTCCGATGACTTCGCGCGTC
CGGCTCCGCTTCTGTGGGAGACGGCGGAGGATGGAGAGAGA
GACATGTTGCGATATACCTTTACTTTCGCGGCCTTTTCCGTGC
CATCCTCGACAGCATETGAATGCGGTGATGGAACTTGCAAAGA”
GTAGACGAAGTGACGGCGCGCACAGCGCTGCAGTCGCGTCT!
GCTCCCCGAGGCGGCAATCCAGCTGGTGGTGGATCTCTACG(
TTCCGTCCT&ATACC

.
L7 5P

# Reverso

PQE30-LbNMNAT
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Anexo 2Existe una insercién amino terminal EMNATsde organismos pertenecientes al orden

Trypanosomatida en comparacién con sus ortélogas humasiasamiento mailtiple de proteinas NMNATs
de diferentes Tripanosomatidog las iseenzimas humanas HsNMNAJ IXP_001563913.1l eishmaniabraziliensis
MHOM/BR/75/M2904,AGU68163.1 Crithidia acanthocepha XP_816384:1Trypanosoma cruzi strain @rener,
XP_009306976.Irrypanosoma grayORC87711:ITrypanosoma theileEPY28255.1Angomonas deaneAGU68094.1
Angomonas desouzaAGU68213.1Strigomonas galatiAGU68126.1Strigomonas oncopeltEPY3832.1 Strigomonas
culicis AGU68192.1Herpetomonas muscaruril porcentaje de identidad entre las secuencias es proporcional a la altura
de las barras amariieEl alineamiento se generd con el programa CLC Sequence Viewer 7.8.1 (QIAGEN)

» “ © P
1 1 |
XP_001563913.1 MLSSTAAP-- -YALRTDKLK PLEGCAASCP TSTAEAASQV TPLLQPVVLV ICGSFNPIHN AHLKLYDAAK RSIEG-VDG- GGFLSPVGDA 89
AGU68163.1 MAAASPPPLP PYSLRADKLK LLSTCDTALA TSP------- «+««-QPVVLA ICGSLNPIHN AHVKLYEAAK AALTSDQQS- GGFFSPVGDA 82
XP_816384.1 MSDDTAA|--- SYRFSGLKLT PWSAIDVTV- -+VRRLALVA MCGSFNPIHL AHIAMYDAAR DALMH----- HTEATDAP- - GGFFSPVNDH 83
XP_009306976.1 MRDETVS|-- - SYSFCGAKLT PWCEIDVSK- --VRRLLLIA MCGSFNPIHE AHTAMYDAAW NALMR----- ETDGTLAA-- ----E--AVV GGFVSPVNDG 8!
ORC87711.1 MKNASSS]- - - SYHFCGAKLM PWHKIDVTV- - -VMHLAVVV MCGSFNPMHY AHIAMYEAAC DTLLNKKYND NSEKKEASVS RKNDSKIVVV GGFVSPVNDH 94
EPY282551 MSTEN- -|- -YTLPTNKLK PLSSAFSA-- GPLPQPVVIA LCGSFNPIHN AHIAIYEAAK QLLEQEKTTE EPHRPFA--- GGYVSLVSDA 84
AGUGB094.1 MSAEP - - -YSLVTSKLK PLSSVMSA-- SPLPQPVVIA LCGSFNPIHN AHLTIYDATK QLLEQEKTHE EPHRSFT- GGF I SLVGDA 84
AGUB8213.1 MSTQT - - -YKFNGDKLK PLPSA-PA-- SPV-QPVVIA LCGTFNPMHT AHICMYDAAK AALTQSTTAD PLHRRFS- GGYVSPVHDE 82
AGUB8126.1 MSAQA - -YHFNGDKLK PLPPA-AA- - QPV-QPVVIA LCGTFNPMHT AHICMYNAAK AALTESTATD PSQRRFA- GGYVSPVHDE 82
EPY35032.1 MSAQA- - -YQFNGSKLK ALPPM-AA-- QPV-QPVVIA LCGTFNPMHT AHICMYDAAK AALLQSSATD AMQRRFA- GGYVSPVHDA 82
AGU68192.1 MTRE---|--- -YRLRTRKLK RPSGRSGT- - ----QPVVVA VCGSFNPVHK THLALYAAAK ARLGEKNEAV E----YE--- GGFLSPVSDA 72
HSNMNAT1 MENSEKT - - - - ccccmmmnn mimmiiies aiiinan cennn EVVLL ACGSFNPITN MHLRLFELAK DYMNG- - --- ---TGRYTVV KGI| |SPVGDA 54
HsNMNAT3 MKS- -RI--- - ACGSFNPITN MHLRMFEVAR DHLHQ----- ---TGMYQVI QG| |SPVNDT 52
HSNMNAT2 MTETTKT--- ---------- - ACGSFNPITK GHIQMFERAR DYLHK- - - - - ---TGRFIVI GGIVSPVHDS 54
Conservabion [Jomeey Tl e TN Come ey o 00 A0 O el 0 ool = b MR
@ e ® o : =
XP_001563913.1 YGKPGLRCAA DRVQVMEKAL CHHPELNVDT WECQQPTYTR TFFVLRALEE HVNAWYAQSE -« - -AMEWLT 157
AGU68163.1 YGKPGLRSAA QRVA| |ADAV RDHPDLNVDT WECTQATYTR TFYVLQQLEQ HVNAWYTQSE - ---AMQQLH 150
XP_816384.1 YGKEGLRPFA QRAAICKAAL ADHPSLAVDE WEGLQPMYVR TVHVLDHLQK AAQRWYETDA - - -NATQLAW 152
XP_009306976.1 YGKECLRPFA ERAAMCAASL AGHPSLSVDE WEGRQPTYVR TFCVLDHLQR AAQKWYEDDA - - -SEAQRAW 150
ORC87711.1 YKKEELRPFA QRSAICAASL REHPSLALDE WEGLQPNYVR TFYVLEHLQE SVQRWYETDA - - -NEEQLAW 163
EPY28255.1 YPKKGLHPFV EREA|AQAAL RSHPDLCVDL WEGTQKEYVR TLYVLQHLED TIREFYYNTE ----LLARLV 152
AGU68B094.1 YPKKGLRPFT EREAIAQAAV ADHPDLAIDR WEGTQKEYVR TLYVLQHLED TIRAHYIRKE ----LLSRLV 152
AGU68213.1 YNKKGLHSFA ERAQVADLCV ANHPELAVDR WEGLQPHYVR TFYVLEQLEA SVQQWYAAKE - ---AVAELE 150
AGUB8126.1 YNKKGLHSFA ERAEVADLCA ASHAELAVDR WEGLQPHYVR TFYVLEQLEA SVQQWYAARE ----AVAQLQ 150
EPY350321 YNKKGLHSFA ERAEVADLCV ASHPELAVDR WEGLQTHYIR TFYVLEQLEA SVQNWYAEKE - - -AFERLK 150
AGU68192.1 YGKPGLAPLA TRLEILDLAL ADHPELDVDE WEGLQETYTR TAIVLGHLED ALNEWQKNLF PS--vccvcve cocannnnnn cnnnannnnn - ---EAVCSPE 141
HsNMNAT! YKKKGL | PAY HRVIMAELAT KNSKWVEVDT WESLQKEWKE TLKVLRHHQE KLEA------ TLERPGRKRK WTETQDSSQ- - - -KKSLEPKT 145
HsNMNAT3 YGKKDLAASH HRVAMARLAL QTSDWIRVDP WESEQAQWME TVKVLRHHHS KLLR------ SP---.. QMEGP- - --- ---ee--DH- -c-cnnnnn -GKALFSTP 124
HsNMNAT2 YGKQGLVSSR HRL IMCQLAV QNSDWIRVDP WECYQDTWQT TCSVLEHHRD LMKRVTGCIL SNVNTPSMTP VIGQPQNETP QPIYQNSNVA TKPTAAKILG KVGESLSRIC 164
Conservabon [ IHTE~ A bren~mn =MW1 - [T e TR T oM p 0 el
i i i i gl
XP_001563913.1 SHGRHVR- - - - ..... - VVFACGADLF FSFWRPGCWS LCLLRQLLDS FPLVVVQRGG ARGN---1SD SDDFARVCQT APLLWETAED GER---- 234
AGU68163.1 AQGRRVR- - - VVFVCGADLF SSFWRPGCWP LHLLKRLLDT FLMVVVYRD- VEGE---VKS AEDFERVCQT SPALAETAAD
XP_816384.1 VRQHPLS- - - - VVFVCGSDLF ASFLRPGCWS LKLLKQLLDN FDVMVVRRAC TNVGC----- -EDMLRR--H GSFLRENVKD
XP_009306976.1 VRQNPVR- - - - VVFVCGSDLF ASFLRPGCWP LGLLKRLLDS FDVLVVRRV- GSPGC----- -AAILRQ--S DPVLQERVQE VDGSTT---- 24
ORC87711.1 VRQHPVR- - - VVFLCGGDLF SSFLRPGCWP LELLRKLLDS FDVLVVRRA- GSAGC----- -AEMMRQQKN GSVLCESVGE ADTDNTTINS 243
EPY282551 EDGTQIR-- - - VVFACGADLF SSFFTPGVWP LKLLQSLLDR FI1VILRRAG KSADDHYVNS QEECNKRYAA ---PLTEIHE
AGU68094.1 EDGTQIR- - - - VVFACGADLF NSFFVPGVWP LKLLQSLLDR FIITILRRAA KKQGEHYLEC QEDCDKKYTN N--PLVEVND
AGU68213.1 KAGLHVR- - - VVFACGGDLF SSFFVEGCWP LNLLQRLLDN FPVVVLQREG Q----HDIGT -EAAYLRHAQ SHAPMSQVVE
AGU68126.1 KAGLHVR- - - VVFACGGDLF SSFFVEGCWP LNLLQRLLDN FFVVVLQREG Q----HDIGT -EAAYLRHAQ SHPPMSQVVE
EPY35032.1 NAGLRVR-- - VVFACGGDLF SSFFVEGCWP LNLLQRLLDS FLVVVLQREG L----HKIGT -EAAYLLHAH SEPPMSQVVE
AGU881921 TTRLPIR-- - - VVFACGADLF ESFLRPGCWP |ALLKKLLDR HLLVVVGRPG FGND---VEE LA--KRAMAD GRTVLHEEKD
HSNMNAT1 KAVPKVK- - - --LLCGADLL ESFAVPNLWK SEDITQIVAN YGLICVTRAG N--DAQKFIY ESDVLWKHRS NIHVVNEWIA
HSNMNAT3 AAVPELK--- «rcvccnnnn camnnnnnns --LLCGADVL KTFQTPNLWK DAHIQEIVEK FGLVCVGRVG H--DPKGYIA ESPILRMHQH NIHLAKEPVQ NE-------- 199
HsNMNAT2 CVRPPVERFT FVDENANLGT VMRYEEIELR |LLLCGSDLL ESFCIPGLWN EADMEVIVGD FGIVVVPRDA A--DTDRIMN HSSILRKYKN NIMVVKDDIN HPM------- 265
Conservation {1 MG T T n 000N Oenidlen nnne e Seereee o meeren O
" » » . s
XP_001563913.1 - --------- --|EIDMLRY TFTFAAFSVP DDTSSTAVRN AVMEL--AKM PVDEVTARTA LQSRLRTMLP EAAIQLVVDL --YGEGLP-- --cceencene cnonnnn S-- 307
AGU68163.1 - --TELDMRAY HFNFAQFDSP DDTSSTAVRE VAVALTEAEE KSGSTTERER LQQQLASMVP ASAVATIVEY --YGNG-G-- ---------- ------ G-- 300
XP 8163841 - v i RLLTLDLAAY RFMEVEIFA- NETSSSAVRE ALAADHAAD- ---vvvenn. -+« |SNLVP AGADSLIRAF --YANNTQ-- «vvvvcenne vunnnnn NY 289
XP_009306976.1 =« ««ceevnn ~LLTLDLSVY HFKEADLYD- NPISSTTIRD LLAADPAAN- -c-veennnn «+-LRGLVP ASGEALIRAC --YTGGVS-- -vvvevenns sunnnn LSP 286
ORC87711.1 NNNNNNNNNN KVLSLDLVAY HFLEAEIFA- NTISSSMIRE |LMDNPNAD- -- ----LRBLVV EGAETLVRAY --YTDGTL-- ----ccccee conooanann 313
EPY28255.1 --FSIEMTKY KFFFGDFAAP DNTSSTKIRE LLSSSKTPEE K- -QKELSLMVP NDAASLILKY
AGUBB094.1 - --FSIEMTKY KFFFGSFSSP DNTSSTQIRE LLASSKSEEE K- -KKALADLVP SSAVSLIYQY --YSQ----- -cvommnnnn cumnnn K-- 292
AGUBB213.1 - --FTLDLSKY KFYFGAFSSP NNTSSTAVRA |ASSSDTAEE K- -HAKLKNMIP ENAIDFVLAH --YGH--=«- cccvvccccs cunnnn A-- 287
AGUB8126.1 --FTLDLSKY KFYFGAFASP NNTSSTAVRA |ASSSDSAEE K- ~RAKLKDMIP ENAITFVLEH --YGR--==v serecennns cunnnn A-- 287
EPY35032.1 - --FTLDLSKY KFYFGAFSSP NNTSSTTVRA |ASSTDSTEE K -RTKLHGLIP DNAIDYVLSH --YGY----s -cecencann connnn A-- 287
AGUB8192.1 --QELDLSRY KFQFTVFPKE DATSSTSIRA LATQLSHATT P -RVQLEAMVP AVVADIVIKY --YGS----v covvemmnnn vunnnn E-- 285
HsNMNAT1 --ISSTKIRR ALRRGQS--- --- - ----IRYLVP DLVQEYIEKH NLYSSESEDR NAGVILAPLQ RNTAEAKT- 279
HSNMNAT3 - --1SATYIRR ALGQGQS- - - ----VKYLIP DAVITYIKDH GLYTKGSTWK GKST------ -QSTEGKTS 252
HSNMNAT2 « -« v mmme enmmmmnmenns anmmnennnn SVVSSTKSRL ALQHGDGHV- =« =< vxvnx- +e-VDYL-S QPVIDYILKS QLYINAS-=+ =erevcnene semenenn G 307
Conservaton e e e e | | Aas I o s e | .
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Anexo3. Prediccién del Plot de Ramachandran de los modelos 3D de la proteinaABMMN
las versiones delecionadas.

LbNMNAT N H R2Pp2LbNMNAT

N y43LbNMNAT

% Residuos n ya3 N H Rp2 N H A240 N H €276
enregiones LbNMNAT LbNMNAT LobNMNAT LbNMNAT LbNMNAT
favorecida 77.4 85.9 81.5 84.1 85.9
permitida 13.1 8.5 11.8 9.5 8.5
atipica 9.5 5.6 6.7 6.4 5.6
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Anexo 4 Expresién, purificacioym determinacién de la actividad enzimética de la proteina

recombinante 6xHiSLbDNMNAA)Expresion de la proteina 6xHisSLONMNAT en el sistema heteBtmgjicepa
SHuffle(B)Purificacion parcial de la recombinante mediante afinidadi(C)Actividadenzimatica de la 6xHiSNMNAT
mediante ensayo enzimatico acoplado, con lectura de absorbancia a 340nm.

A B 500 mM
M LbNMNAT Eluidos 300 mM Imidazol Imidazol
M Fraccion No Lavl Lav3
soluble  unidas 20mM 75mM 1 2 3 1 5
114 116 - —
66 — 66
—_—
45 3 45
—
35 —— 35 *0’99ug/u|_
25
” =
18
18 14
14
C 0,35
0,3
0,25
T
c
2 02
)
s
2 015
]
2
2 o1
<
0,05
0
0 250 500 750 1000 1250 1500

Tiempo (s)

Eluido 5 LbNMNAT dializado
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Anexo 5.Cromatogamas para la determinacién de los tiempos de retencién de los

compuestos NMN, ATP y NAD

NMN
,,,,, %
1000 (
)\ 5
| 2
o B e T
2]
ATP
mAU =
2
3500
T‘r‘\
3000
2500 ‘ ‘
200 ‘ \
|
} }
1
SO 8 5
T g ]
=l ~.. — w
1
NAD+
mAU 8
¥
1000 | |
800
800 |
400 /
200 ‘
+
i oo e e g g
= 2 5 & £ 8
oft— T Y
i

Compuesto Tiempo de retencién (min Concentracion

(mM)
NMN | 1,010 2,0
ATP | 1,020 2,0
NAD | 4,456 1,0
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Anexo 6Proteinas identifixdas en cénmunoprecipitacion acoplada a espectrometria de masas para la LoNMIYCTontro)

Access

A4HGY1
A4H5S5
A4HII0

A4HL70
A4HPO3

A4HCU5
A4HPQ9
A4HTT6
A4HBV4
A4HLCO
A4HNM?7
A4HT27
A4HMZ0

Gene name

LBRM_28_299(
LBRM_09_102(
LBRM_30_244(

LBRM_33_034(
LBRM_35_157(

LBRM_23_084(
LBRM_35_415(
N.A
LBRM_17_009(
LBRM_33_093(
LBRM_35_027(
LBRM_13_019(
LBRM_34 314(

Protein name MW
(kDa)
Putative heasshock protein hs70 71.2
Elongation factefl gamma 46.4
Putative heat shock #@lated 714
protein 1,mitochondrial
Heat shock protein 83 80.6
Putative translation elongation factc 22.9
1-beta

Putative 3ketoacylCoA thiolase 47.5
Adenosylhomocysteinase 47.8
ENOL protein 46.7
Elongation factor -hlpha 49.0
Tubulin beta chain 49.7
Elongation factor 2 94.2
Tubulin alpha chain 49.6

Putative cystathione gamma lyase 44.6

pl
5.46

5.39
5.8

51
4.61

7.6
5.75
541
9.03
4.76
591
4.89
6.31

MS
score
849

769
576

517
458

375
282
275
263
149
147
119
105

%
Seq
22.3

33.2
16.5

11.9
39.3

18.8
13.3
10.5
145
10.8
6.9
6.4
6.1

translation elongation factor activity

acetylCoA Gacyltransferase activity

Molecular furction Biological process

ATP binding protein folding
Protein biosynthesis

unfolded protein binding protein folding

unfolded protein binding protein folding

Elongatiorfactor Protein biosynthesis

metabolic process
NAD binding one-carbon metabolic proess
magnesium ion binding glycolytic process
GTPase activity
GTPase activity microtubule-based process
GTPase activity
GTPase activity microtubulebased process

lyase activity
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