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Resumen y Abstract Vil

Resumen

Trypanosoma cruzi es el causante de la enfermedad de Chagas. El aumento reciente de
esta enfermedad, se debe en gran medida al desarrollo de resistencia por parte del
parasito a las drogas comUnmente usadas contra este. Las NMNAT (EC: 2.7.7.1)
catalizan un paso clave en la biosintesis del NAD®. Dado que el NAD" es fundamental
para sostener procesos fisioldgicos basales en T. cruzi, garantizar su supervivencia en el
hospedero y contribuir a los mecanismos de resistencia a drogas, la identificacién de la
NMNAT de T. cruzi (TcNMNAT) es primordial para desarrollar nuevas estrategias
terapéuticas contra la enfermedad de Chagas; partiendo del conocimiento de la
bioquimica del parasito.

En este estudio se buscaron secuencias candidato para la TcNMNAT mediante
programas de alineamiento, usando las bases de datos TritrypDB y PDB. Se generaron
modelos tridimensionales de la proteina correspondiente, y un mutante delecional de la
misma, en el servidor I-TASSER. La secuencia identificada se amplifico y clon6 en el
vector de expresion pET-100. La proteina 6xHisTcNMNAT fue expresada en E. coli y
purificada parcialmente empleando cromatografia de afinidad. De esta proteina se
confirmé su actividad enzimatica y se determinaron sus constantes cinéticas
correspondientes; todo esto mediante ensayos enzimaticos directos empleando RP-
HPLC.

En este trabajo se identificé un marco de lectura para una NMNAT en el genoma de T.
cruzi, cuya proteina recombinante presenta actividad adenilil transferasa. Esto
representa primera la identificacion y caracterizacion cinética de una NMNAT en
Trypanosoma cruzi; lo cual constituye un primer paso en la comprension del metabolismo
del NAD" en este parasito, dando nuevos aportes al conocimiento del metabolismo del

NAD" en parasitos intracelulares.

Palabras clave: NAD, NMNAT, Proteina recombinante, = Trypanosoma cruzi.
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Abstract

Trypanosoma cruzi is the etiologic agent of Chagas disease. Increase in the incidence
rates of such illness, is due to resistance by the parasite to commonly used drugs against
it. The NMNAT (EC: 2.7.7.1) catalyze a key step in the biosynthesis of NAD". Since NAD"
is essential for sustaining basal physiological processes in T. cruzi, ensuring its survival in
the host, and also contributes to drug-resistance mechanisms, the identification of a T.
cruzi NMNAT (TcNMNAT) becomes essential to develop new therapeutic strategies
against Chagas disease; departing from a comprehensive knowledge of this parasite’s
biochemistry.

In the present study, TcNMNAT candidate sequences were searched by means of
alignment programs and data bases such as TritrypDB and PDB. Three dimensional
models of the resultant protein and its deletional mutant were generated by the server |-
TASSER. The identified candidate sequence was amplified and cloned into the
expression vector pET-100; and the corresponding recombinant protein (6xHiSTCNMNAT)
was expressed in E. coli and partially purified using affinity chromatography. Enzymatic
activity and the equivalent kinetic constants were determined for this protein, through

direct enzymatic assays using RP- HPLC.

In this project the ORF for an NMNAT was identified in the genome of T. cruzi and its
recombinant protein shows adenylyltransferase activity, which represents the first
identification and characterization of a NMNAT in Trypanosoma cruzi. This finding
constitutes a first approach in the understanding of this parasite’s NAD" metabolism,

contributing also to the understanding of NAD" metabolism in intracellular parasites.

Keywords: NAD, NMNAT, Recombinant protein, = Trypanosoma cruzi,
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. Introduccioén

El modelo de estudio: Trypanosoma cruzi.

La enfermedad de Chagas es un importante problema de salud publica en los paises
latinoamericanos, dada su alta prevalencia y los altos niveles de morbilidad y letalidad
observados en algunas de sus formas clinicas (Rassi and Marcondes de Rezende 2012).
Esta enfermedad es causada por Trypanosoma cruzi, quien se muestra en la Figura 1-1.
Este es un hemo-protozoario flagelado transmitido a vertebrados susceptibles por
hemipteros hemato6fagos de la subfamilia Triatominae. En la mayoria de los casos los
individuos permanecen infectados de por vida, siendo entre el 30 y 40% susceptibles de
presentar inflamaciones crénicas que suelen terminar en cardiomiopatias y disfunciones
del tracto gastrointestinal (Molina-garza et al. 2007). De igual forma el parasito puede ser
transmitido por trasplante de érganos, transfusién de sangre, por via oral y de madre a
hijo durante el embarazo (Schmunis and Yadon 2010); en este Ultimo caso, si bien la
mayoria de infantes son asintomaticos, también pueden presentar manifestaciones
clinicas severas como complicaciones respiratorias, hepatomegalia, esplenomegalia, y

dafio neurolégico. En estos casos la mortalidad es alta (Mufioz et al. 2007).

Figura 1-1. Micrografias electrénicas de epimastigotes de Trypa  nosoma cruzi. (a)
Microscopia electrénica de barrido.  Se observan: flagelo (flechas pequefias) y bolsillo
flagelar (flecha grande). (b-c) Microscopia electrénica de transmisién. Seccién
longitudinal (b): bolsillo flagelar (Flecha gruesa), nucleo (N), kinetoplasto (K), complejo
Golgi (G) y mitocondria (M). Seccion transversal (c): zona de anclaje flagelar (flecha
pequefia) y los microtlbulos sub-peliculares (cabeza de flecha). En las secciones
longitudinal (b) y trasversal (c) se observa el Axonema (A), El cuerpo paraflagelar (*).
Barras: a _ 5um; b _ 1um; ¢ _ 100nm. Tomado de:(Rocha et al. 2010)



T. cruzi pertenece a la familia Trypanosomatidae; la cual comprende parasitos obligados
gue infectan vertebrados, invertebrados y algunas plantas (Stevens 2008). Varias
especies de tripanosomatidos son importantes agentes patégenos para el hombre, como
Trypanosoma brucei, causante de la tripanosomiasis africana o enfermedad del suefio y
varias especies del género Leishmania; quienes causan diferentes formas de
leishmaniosis (Hamilton et al. 2004; Stevens 2008).

Trypanosoma cruzi presenta 3 estadios morfolégicos durante su desarrollo: una forma
con un flagelo incipiente que se divide por fisién binaria (Amastigote), un segundo estadio
con un flagelo visible originado en una posiciéon anterior al nacleo, con capacidad de
dividirse pero incapaz de infectar tejido mamifero (Epimastigote), y un estadio con un
flagelo largo originado en posicién posterior al nlcleo, incapaz de reproducirse pero
capaz de infectar tejido mamifero (Trypomastigote). Su ciclo de vida se desarrolla en dos
tipos de hospederos: mamiferos de hasta siete distintos 6rdenes (incluyendo humanos) y
varias especies de insectos triatomineos; alternando segln se encuentre, entre las

formas mencionadas (Rassi and Marcondes de Rezende 2012).

Los trypomastigotes de T. cruzi entran en su hospedero mamifero, cuando la herida
causada por el insecto triatomineo al alimentarse entra en contacto con las heces o la
orina del mismo. Al ingresar por la herida los trypomastigotes invaden las células de los
tejidos aledafios, diferenciandose en amastigotes en el interior de estas. Luego los
amastigotes se dividen en el interior de la célula para asi transformarse en
trypomastigotes tras protruir de esta, ingresando al torrente sanguineo. De ahi pueden
infectar células de otros tejidos repitiendo el proceso. Cuando el insecto triatomineo se
alimenta de un mamifero infectado, este toma trypomastigotes presentes en el torrente
sanguineo. Dias después de la alimentacion, los trypomastigotes de la sangre del
mamifero infectado se diferencian en epimastigotes en el tracto digestivo del insecto,
donde se dividen y adhieren a las membranas perimicroviliares de dicho tracto. Ya en el
recto, una porcion de los epimastigotes se diferencia como trypomastigotes, siendo
eliminados en las heces y la orina, y por lo tanto perpetuando el ciclo (Rassi and
Marcondes de Rezende 2012). Un esquema simplificado de este ciclo puede observarse

en la figura 1-2.
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Figura 1-2. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi . Fuente: (Nagajyothi et al. 2012). Editado
para su traduccion al espafiol.

Se considera que la enfermedad de Chagas se encuentra restringida al area continental
de américa, mas especificamente desde el sur de los Estados Unidos hasta Chile y
Argentina (Molina-garza et al. 2007; Rassi and Marcondes de Rezende 2012; Schmunis
and Yadon 2010) presentando un problema en aumento para las poblaciones locales.
Estimaciones de la Organizacion mundial de la salud apuntan entre 13 y 15 millones de
personas infectadas por T. cruzi, con una incidencia anual de 200.000 casos, mientras
gue otros estudios estiman entre 16 y 18 millones; siendo ademas la principal causa de
enfermedades cardiacas en areas endémicas (Molina-garza et al. 2007; Rassi and
Marcondes de Rezende 2012). La Globalizacién del Chagas también se considera un
problema de salud publica en expansion, dada la migracion de poblaciones

latinoamericanas a paises desarrollados (entre las cuales puede haber individuos
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infectados); presentando un riesgo de transmisién de la enfermedad por medio de
canales que no impliquen el vector triatomineo tradicional (Mufioz et al. 2007; Schmunis
and Yadon 2010). En consecuencia la distribucion geogréafica de la enfermedad de
Chagas se extiende mas alla del continente americano, como se observa en la figura 1-3.

No estimated cases
KLess than 1000
= 1001 10,000
B8 10,001 100,000
N 100,001 1,000,000
1,000,000 and above

» Flow of recent migration from Central and South America

Figura 1-3. Poblacién actual estimada, infectada con Trypanosom a cruzi. Fuente:
(Rassi and Marcondes de Rezende 2012)

Desde comienzos de la década de los setenta, el Nifurtimox y el Benznidazol, han
constituido los principales tratamientos contra la enfermedad de Chagas en distintas
regiones de Suramérica. Los estudios clinicos realizados para ambos farmacos muestran
una gran variabilidad y poco consenso dependiendo de los autores y las particularidades
del estudio (Rodriques Coura and de Castro 2002). En general los resultados obtenidos
son positivos para los casos de fase aguda y de infeccion reciente. No obstante para los
casos de infeccidn crénica los resultados han sido negativos; ya que tales tratamientos
presentan poca eficacia, junto con numerosos efectos colaterales adversos y
contraindicaciones. Las diferencias en la susceptibilidad que presentan distintas cepas
del parasito a estos medicamentos, son un elemento adicional que complica el manejo
farmacolégico de esta enfermedad, y puede causar el fracaso del tratamiento (Maya et
al. 2007; Rodriques Coura and de Castro 2002).

En general, la incidencia de enfermedades producidas por protozoarios del género

Trypanosoma y Leishmania, no solo es el producto de factores ambientales,
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saociopoliticos y culturales; sino que ademas se debe a la carencia de vacunas efectivas y
al desarrollo de resistencia a las drogas cominmente usadas contra estos parasitos. Esto
ultimo explica en buena parte la variabilidad en la eficacia que presenta un medicamento
determinado, respecto a la cura de estos padecimientos (Borges et al. 2005; Filardi and
Brener 1987; Murta et al. 1998). En consecuencia, el tratamiento de este grupo de
zoonosis depende de una deteccion temprana y un tratamiento efectivo. Esto implica la
identificacion de blancos que permitan desarrollar racionalmente métodos y agentes de
control, capaces de afectar el parasito sin afectar a su hospedero. Para ello es necesario
encontrar diferencias fundamentales entre ambos organismos a nivel bioquimico vy

fisiologico.

Los parasitos intracelulares dependen de la capacidad de sus sistemas REDOX para
soportar el gran estrés que demanda; tanto la eliminacion de los radicales libres propios,
producto de su oxidacion metabdlica, como su adaptacion a la exposicion a los radicales
producidos por su hospedero. Estos sistemas antioxidantes le permiten al parasito
sobrevivir en lo que de lo contrario seria un medio sumamente hostil, y adaptarse a
nuevas condiciones durante el cambio de anfitrion (Paramchuk et al. 1997; Romao et al.
2006). En la ultima década se han identificado estos sistemas antioxidantes y de
detoxificacion (R.Luise Krauth-Siegel, Meiering, and Schmidt 2003; Schmidt and Krauth-
Siegel 2003) donde las enzimas involucradas se consideran como blancos promisorios
para el desarrollo de farmacos (Becker et al. 2000; Castro et al. 2002; R.L Krauth-Siegel
and Coombs 1999a; Levick et al. 1998) Todas estas rutas y mecanismos convergen en
su dependencia de los sistemas regulacion del NAD®, elemento indispensable en la
reposicion de tio-compuestos fundamentales como el glutation, la tioredoxina, la
glutaredoxina, la plasmoredoxina, el ovotiol y la tripanotiona (Turrens 2004).

A pesar de la hostilidad del medio en el que se desarrolla, T. cruzi consta de
mecanismos de defensa contra el estrés oxidativo menos diversos en comparacion con
su hospedero final mamifero; pues muchos sistemas de control de radicales libres
presentes en este Ultimo no se encuentran en el parasito. En T. cruzi no se ha
evidenciado la existencia de catalasa o glutatién-peroxidasa, y la actividad de la
superoéxido-dismutasa (SOD) es minima. Ademas, no hay ninguna evidencia publicada
de la existencia de -tocoferol en el parasito. (R.Luise Krauth-Siegel, Meiering, and
Schmidt 2003; Maya et al. 2007; Turrens 2004).
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Ello centra el metabolismo de especies reactivas de oxigeno en la accion de la
tripanotiona; un conjugado de dos moléculas de glutatién con espermidina (Dumas et al.
1997; R Luise Krauth-Siegel and Comini 2008). La tripanotiona es una biomolécula
presente en todos los tripanosomatidos y es indispensable para otros procesos muy
importantes ademas del control del estrés oxidativo. Entre estos estan varios
mecanismos de resistencia a farmacos (Ariyanayagam et al. 2005) y la sintesis de
precursores del ADN (Dormeyer et al. 2001; R Luise Krauth-Siegel and Comini 2008;
Maya et al. 2007), como se muestra en la figura 1-4 A. El NADPH es una coenzima
fundamental para la accion de la tripanotiona-reductasa, que tal y como se muestra en la
figura 1-4 B, se encarga de reducir y regenerar la tripanotiona a su forma funcional (R
Luise Krauth-Siegel and Comini 2008; Miiller et al. 2003). En consecuencia El NAD" se
constituye como un punto clave respecto al control de especies reactivas de oxigeno en
el parasito, si se tiene en cuenta su conexion con la tripanotiona, como precursor del
NADPH.

NDP
A D
SH
NADP <~ —» T(SH)2 - 152 _~ NADPH
TR /|| TRYPAREDOXIN | TR
NADPH — - TSy <« g $ ISH <~ NADP
# |
B dNDP
TS, reduction
CoO H o 1‘3 0 [oleley
o HN NH HS o
S vj Trypanothione reductase ('\/
HN* /’ \ NHp
s J/ NADPH + H* NADP*
o /H HN NH S o
H
HyN* \/\/\N/WN\AO OJ\/NW‘J\NMNH’.
H H
coo- o o coo-
TS, T(SH),

Figura 1-4. Relacion entre el NAD * y la tripanotiona . A) Sintesis de
deoxiribonucleétidos, dependiente de tripanotiona. Izquierda: reduccion espontanea de la
ribonucleétido-reductasa por la tripanotiona. Derecha: reduccion regulada de Ila
ribonucleétido-reductasa por medio de la triparedoxina. B) Regeneracion de la
tripanotiona reducida por la tripanotiona-reductasa. Fuentes: (Dormeyer et al. 2001; R.L
Krauth-Siegel and Coombs 1999b; Miiller et al. 2003)
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El NAD" también es fundamental en el mantenimiento de otros sistemas contra radicales
libres, como es el caso de la Old Yellow Enzime de T. cruzi (TCOYE). Esta enzima es
capaz de reducir varios tipos de drogas anti-tripanosomiasis, metabolizandolas e
inhibiendo parcial o totalmente su efecto (Kubata et al. 2002). Las enzimas de esta
familia son NADPH-oxidoreductasas capaces de oxidar NADPH y NADH (Brown et al.
1998, 2002); por lo que el NADH y el NADPH bien pueden aportar el poder reductor

necesario en las reacciones catalizadas por la TcOYE, permitiéndole ejecutar su funcion.

Varios compuestos con actividad tripanocida como el Nifurtimox, el Benznidazol y sus
versiones derivatizadas, explotan la poca adaptabilidad y eficiencia de los sistemas de
control de especies reactivas de oxigeno del parasito. Esto se logra ya sea a través de la
formacion de especies reactivas de oxigeno, metabolitos electréfilos o conjugados con
grupos tiol, que secuestran, reducen y/o exigen al limite, dicha precaria defensa contra el
estrés oxidativo (Kubata et al. 2002; Maya et al. 2003, 2007; Uchiyama et al. 2005).

Esto en teoria deberia dar lugar a un tratamiento efectivo y de accién especifica; sin
embargo se observa un éxito variable y relativamente pobre que se suma a una toda una
serie de contraindicaciones y efectos colaterales dafinos (Rodriques Coura and de
Castro 2002). EI NAD" igualmente desempeiia un papel protagénico en los procesos de
control de especies REDOX (como fuente Ultima de poder reductor) y en el
funcionamiento de rutas de detoxificacion del parasito (ej. como cofactor de la TcOYE);
ademas es responsable de la activacién de farmacos tripanocidas mediante la accién

reductasas especificas (Maya et al. 2007; Uchiyama et al. 2005).

El NAD" esta involucrado en multiples procesos que le permiten a T. cruzi sobrevivir, y
también participa de los mecanismos en los que se basa la accién farmacolégica de
medicamentos como el Nifurtimox y el Benznidazol. Por lo tanto entender el
funcionamiento del metabolismo NAD" en este parasito, puede ofrecer una explicacién
integral a fendbmenos como la existencia de clones resistentes, y la susceptibilidad
variable de distintas cepas a los medicamentos actualmente utilizados. En vista de los
efectos colaterales nocivos que son causados por los farmacos estandar durante

tratamiento de la enfermedad de Chagas, conocer cabalmente el metabolismo del NAD*
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también puede servir al disefio de nuevas y mejores estrategias de control de esta
enfermedad.

El dinucledtido de nicotinamida y adenina (NAD ) y su metabolismo.

El dinucleétido de nicotinamida y adenina NAD", y su forma fosforilada NADP*, son
metabolitos derivados de la Niacina (vitamina B3) considerados como coenzimas
fundamentales; dada su habilidad de transportar iones hidruro, contribuyendo al flujo
REDOX de la célula al formar el par molecular NAD*/NADH (Foster and Moat 1980;
Gossmann et al. 2012). Cada forma de este par participa como aceptor o donador de
hidruros en multiples reacciones de 6xido-reduccién en la célula. De acuerdo con la base
de datos KEGG, se especifica que 1.788 reacciones de 8.807 utilizan el par NAD"/
NADH o NADP*/ NADPH como cofactores (Octubre 2011). La importancia del NAD" se
refleja en el hecho de que sélo protones, agua y oxigeno estan involucrados en un
nimero mayor de reacciones (Gossmann et al. 2012). EI NAD" participa en la regulacion
de mudltiples rutas metabdlicas, como el ciclo de acido citrico y la cadena respiratoria. Por
ende es importante en la produccién masiva de energia en forma de ATP (Foster and
Moat 1980; Ghosh et al. 2010). La forma fosforilada del NAD", el NADP" se caracteriza
por participar en sintesis reductivas como la de acidos grasos, colesterol, en procesos
como la fotosintesis, y en rutas anfibélicas como la via de las pentosas fosfato (Foster
and Moat 1980). Adicionalmente el NADP"* es esencial para el mantenimiento de los
mecanismos antioxidantes celulares, a través de la regeneracion de compuestos tales
como la tioredoxina y el glutatién (Kirsch 2001) o por medio de la reduccion directa de
radicales libres (Petrat et al. 2003). Las deficiencias de esta coenzima comprometen el
control del estrés oxidativo (Leopold et al. 2003; Minard and McAlister-Henn 2001).

El NAD", aparte de ser importante como cofactor, desempefia una funcion igualmente
relevante como sustrato, pues es usado como tal por tres familias de enzimas: ADP-
ribosiltransferasas (PARP), cADP-ribosasintasas y deacetilasas como las sirtuinas
(Ghosh et al. 2010). Estas familias de enzimas usan al NAD" para llevar a cabo procesos
que comprenden desde la modificacion covalente de proteinas por acetilacion o ADP-
ribosilacién, hasta la movilizacién de calcio por medio de la sintesis de ciclo-ADP-ribosa
(CADPR).

Las ADP-ribosiltransferasas son conocidas por catalizar la ADP-ribosilacién. Para ello

hidrolizan el NAD" generando nicotinamida y ADP-ribosa (ADPR), donde esta Ultima es
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transferida a una proteina-blanco para su modificacién pos-traduccional. Esta reaccion
orquesta procesos celulares como la regulacion de la estabilidad genémica del ADN, la
expresion génica y la apoptosis (Berger, Ram rez-Hernandez, and Ziegler 2004). Las
cADP-ribosasintasas o NAD"-glicohidrolasas (NADasas) hidrolizan el NAD* a ADPR y
nicotinamida, catalizando asi la sintesis de ciclo-ADP-ribosa. Pero también pueden
producir fosfato del dinucle6tido de acido nicotinico y adenina (NAADP) mediante la
ruptura del NADP® (Berger, Ram rez-Hernandez, and Ziegler 2004; D'’Amours et al.
1999). Estos compuestos actlan como segundos mensajeros en la transduccién de
sefiales intracelulares mediante la movilizacion de calcio; regulando asi la expresion
génica en mdltiples grupos de seres vivos (Berger, Ram rez-Hernandez, and Ziegler
2004; Ghosh et al. 2010; Ziegler 2000). Las Proteinas SIR2 o sirtuinas (SIR- Silence
Information Regulator) son una importante familia de deacetilasas que asocian los
cambios en los niveles de NAD" con la expresion génica. Modifican proteinas por
deacetilacion principalmente, o en contados casos por ADP-ribosilacion. Al hidrolizar el
NAD" usan la ADP-ribosa resultante como un aceptor del grupo acetilo de la proteina,
para generar O-acetil-ADP-ribosa (OAADPR) (Ghosh et al. 2010). Las sirtuinas regulan la
expresion de distintos sets de genes mediante la deacetilacion de histonas y factores de
transcripcién, acoplando el metabolismo y la expresién génica; lo que las convierte en un
“sensor” metabolico en los eucariontes (Gasser and Cockell 2001).

Debido a la presencia de tantas reacciones de consumo del NAD" implicadas en el
desarrollo de multiples procesos celulares, los niveles de este dinucleétido necesitan ser
repuestos constantemente (Gossmann et al. 2012); ello dota de gran relevancia al

estudio del anabolismo de este dinucledtido.

Si bien la sintesis del NAD" se presenta como un proceso universal, existe una notable
diversidad respecto a la biosintesis del mismo. Los dos tipos basicos de sintesis de NAD"
comprenden rutas biosintéticas de novo y rutas biosintéticas de reciclaje (Gazzaniga et
al. 2009). Las rutas de sintesis de novo se clasifican en dos vias para la posterior
obtencion del NAD*, como se muestra en la figura 1-5: la primera implica la degradacion
aerébica de triptéfano, (propia de células mamiferas y ciertos eucariotas inferiores)
mientras que una segunda ruta anaerébica utiliza precursores de bajo peso molecular
para la sintesis del anillo de piridina del NAD". Esta Ultima predomina en organismos

procariotas (Foster and Moat 1980; Katoh et al. 2006). Sin importar el precursor, ambas
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rutas desembocan en la sintesis de acido quinolinico, un metabolito necesario para
sintesis del NAD" por la ruta de novo en todos los organismos (Foster and Moat 1980).

La via de novo aerobia, consiste en un complejo sistema de varias reacciones que
implican la degradacion del triptéfano y la formacién del correspondiente &cido
quinolinico. Esta via se describe como aerdbica, dados los estrictos requerimientos de
oxigeno de la primera y la tercera enzima de la ruta metabdlica: la triptéfano oxigenasa,
y la quinurenina 3- hidroxilasa. La via de novo anaerobia parte del L-acido aspartico,
sometiéndolo a reacciones de condensacién con otros metabolitos de poco tamario,
como la dihidroxiacetona y el acido férmico (Foster and Moat 1980; Katoh et al. 2006).
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Figura 1-5. Rutas de biosintesis del acido quinolinico. Fuentes: (Foster and Moat

1980)

Las rutas de reciclaje, se denominan como tales dado que sintetizan NAD" a partir de los
productos de su consumo; siendo el principal, la nicotinamida (Gossmann et al. 2012).
Este producto se genera tras la escisién del enlace N-glicosidico entre la ADP-ribosa y la
Nicotinamida en la molécula de NAD"; un aspecto crucial en la gran mayoria de las rutas
de consumo de este dinucleétido (Berger, Ramrez-Hernandez, and Ziegler 2004).
Ademas de la nicotinamida, otro importante precursor que alimenta tales rutas, es el
acido nicotinico o nicotinato; que en muchos organismos es producido a partir de la
deamidacion de la nicotinamida por parte de la Nicotinamida-deamidasa (NADA). Juntos,
el acido nicotinico y la nicotinamida, se denominan colectivamente como niacina y son
los principales precursores de las rutas de reciclaje (Gazzaniga et al. 2009). Por otra
parte, estudios recientes identifican a los ribésidos de la nicotinamida y el acido nicotinico
como precursores adicionales que entran a la sintesis de NAD" por rutas alternativas (de
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Figueiredo et al. 2011). Del ribésido de la nicotinamida (NaR), se sabe que contribuye a
los niveles de NAD* mediante al menos dos vias en Saccharomyces cerevisiae (Denu
2007). En las rutas de reciclaje, todos aquellos sub-productos del NAD" que contienen el
anillo de piridina de este (el acido nicotinico, la nicotinamida o sus respectivos ribdsidos)
se importan desde el exterior de las células o se reciclan en el interior de las mismas
para regenerar el NAD" en unos pocos pasos (Gazzaniga et al. 2009). Las rutas de
reciclaje son fundamentales para la gran mayoria de organismos, pues estos cuentan
con sistemas enzimaticos para regenerar NAD" ya sea partiendo de nicotinamida o de
acido nicotinico: de hecho existen especies que carecen de rutas de sintesis de novo, y
bien parecen vivir en un ambiente rico en cualquiera de las formas de la niacina
(Gossmann et al. 2012).

Independientemente de la ruta de procedencia (si la biosintesis es de novo o de
reciclaje), los pasos finales para la obtencién de NAD" implican un proceso, que como se
observa en la figura 1-6, puede dividirse en dos fases: la primera implica la formacién de
nucleétidos de niacina: mononucleétido del nicotinato (NAMN) y mononucleétido de la
nicotinamida (NMN). La segunda fase comprende la formacién de NAD" a partir de estos
mononucledtidos.

En la primera fase, el acido quinolinico, la nicotinamida y el &cido nicotinico, son sujetos
de la accion de fosforibosil-transferasas especificas para sintetizar sus respectivos
mononucleétidos: NAMN en el caso del acido nicotinico o el acido quinolinico, y NMN en
el caso de la nicotinamida (Berger, Ram rez-Hernandez, and Ziegler 2004). De igual
forma, los ribésidos de la Nicotinamida y el acido nicotinico se transforman en sus
respectivos nucledtidos de niacina mediante rutas alternativas. Del ribosido de la
nicotinamida se sabe que es sujeto de la accién de la Nicotinamida-ribésido-quinasa
(NRK) para formar NMN; pero también puede ser degradado escindiendo la nicotinamida
del enlace glicosidico para incorporarla a la sintesis del NAD® por medio de una
fosforibosil-transferasa (Denu 2007).

La segunda fase de la ruta de sintesis es catalizada por la Nicotinamida mononucle6tido
adenilil transferasa (NMNAT). Esta enzima transfiere el adenilato del ATP al
mononucleétido de niacina para dar lugar a un dinucleétido de niacina y adenina (figura
1-6). En el caso del NMN se da lugar al NAD" y en el caso del NAMN se da lugar al
dinucleétido del nicotinato (NAAD) (Lau, Niere, and Ziegler 2009).

Para el caso especifico del &cido nicotinico, la sintesis de NAD" comprende: 1) la adicion

de fosfo-ribosa a este produciendo NAMN, 2) la posterior adicion de AMP (a partir del
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ATP) por la NMNAT para sintetizar NAAD, y 3) la subsecuente amidacién de este ultimo
por la NAD-sintetasa, (a partir del amonio o la glutamina) para producir NAD". Esta ruta
en particular, se conoce como la via Preiss-Handler en honor a sus descubridores, y
comprende el reciclaje del acido nicotinico. Dicha ruta es predominante en organismos
unicelulares, sin embargo en organismos superiores la sintesis de NAD" ocurre de forma
directa pasando de la nicotinamida al NMN y de este al NAD", gracias a la accion de la
NMNAT (de Figueiredo et al. 2011). Finalmente el NAD" puede ser fosforilado a NADP*

por la NAD-quinasa.
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Figura 1 -6. Convergencia de las rutas de reciclaje y sintesisd e novo en la reaccion
catalizada por las NMNAT. Fuente: (Lau, Niere, and Ziegler 2009)

La NMNAT (EC: 2.7.7.1/18) es una enzima clave en la biosintesis del NAD", pues en el
paso catalizado por esta enzima, convergen tanto la rutas de sintesis de novo como las
rutas de reciclaje. Tal es su importancia que se sabe de su existencia en todas las
especies analizadas a nivel de secuencia de ADN, excepto en Haemophilus influenzae.
No obstante, la Nicotinamida ribonucleétido adenilil transferasa (NadR) de H. influenzae
posee actividad NMNAT vy actividad Nicotinamida ribosa quinasa (NRK) (Gossmann et al.
2012). Esto deja claro que la NMNAT es esencial para la biosintesis de NAD".

Existe evidencia de la presencia de las NMNAT en los tres dominios de la vida (Monica
Emanuelli et al. 2003; Lau, Niere, and Ziegler 2009; Schweiger et al. 2001; Stancek,
Schnell, and Rydén-Aulin 2005). En particular se han identificado isoenzimas de la
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NMNAT en eubacterias como: Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus y
Salmonella typhimurium, en cianobacterias como Synechocystis ssp, y en
arqueobacterias como la arquea termofila Methanococcus jannaschii; ademas de varios
eucariotas (Bi, Wang, and Xie 2011; Jayaram, Kusumanchi, and Yalowitz 2011; X. Zhang
et al. 2003). En el caso de los eucariontes, en la pasada década se identificaron y
caracterizaron las isoenzimas humanas de la NMNAT (Berger et al. 2005; Werner et al.
2002; X. Zhang et al. 2003; Zhou et al. 2002a); estas se localizan en el ndcleo, aparato
de Golgi y mitocondrias respectivamente, presentando secuencias caracteristicas de
localizacién intracelular para cada organelo (Berger et al. 2005; Jayaram, Kusumanchi,
and Yalowitz 2011; Lau et al. 2010; Raffaelli, Sorci, and Amici 2002). La comparacién de
dichas enzimas con sus equivalentes procariotas ha permitido establecer diferencias
estructurales y funcionales. De estos estudios se puede concluir que las NMNAT de
varios organismos muestran cierta homologia, pero la variabilidad estructural es alta en
muchas especies; esto concuerda con el hecho de que los procariotas como grupo
muestran una gran heterogeneidad en su metabolismo y composicion genética (Jayaram,
Kusumanchi, and Yalowitz 2011). Para ilustrar lo anterior cabe notar que las NMNAT de
bacterias, arqueobacterias y humanos comparten entre si sélo una limitada identidad de
secuencia (menor al 20%), pero dicha identidad define la conservacion de aspectos
estructurales vinculados al centro activo de tales enzimas (Bi, Wang, and Xie 2011).

Las rutas de biosintesis de cofactores ofrecen un gran potencial farmacolégico dado el rol
fundamental que desempefian las coenzimas en el metabolismo (Bi, Wang, and Xie
2011). Ello dota a las NMNAT de gran interés respecto a la busqueda de blancos
terapéuticos; dada su ubiquidad y baja conservacion estructural entre distintos
organismos. En Mycobacterium tuberculosis el agotamiento de los niveles de NAD(P)* o
la acumulacion de intermediarios de sus ruta de sintesis, como el acido quinolinico o los
mononucledtidos de niacina, son téxicos para la célula; lo que convierte a la NMNAT en
un prometedor blanco de futuros antibiéticos (Bi, Wang, and Xie 2011). Varios inhibidores
de enzimas clave en la biosintesis del NAD" se encuentran en fase de prueba para B.
subtilis y M. tuberculosis (Bi, Wang, and Xie 2011; Jayaram, Kusumanchi, and Yalowitz
2011). Varios de estos inhibidores, impiden selectivamente el crecimiento microbiano
(Jayaram, Kusumanchi, and Yalowitz 2011). En humanos, las NMNAT se consideran un
blanco farmacologico de amplio espectro; teniendo en cuenta que pueden actuar como

chaperonas para proteger contra la neurodegeneracion y se correlacionan con sintesis
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ADN durante el ciclo celular, participando en su reparacion (Bi, Wang, and Xie 2011;
Jayaram, Kusumanchi, and Yalowitz 2011). Las NMNAT también catalizan la conversion
metabdlica de potentes pro-farmacos antitumorales, como la tiazofurina y el ribésido de
benzamida, a sus formas activas que son analogos de NAD". Estos dinucleétidos inhiben
la Inosina-5'-mono-fosfato deshidrogenasa (IMPH), por lo que son utilizados ampliamente
como antibidticos, agentes inmunosupresores y agentes anti-cancer (Jayaram,
Kusumanchi, and Yalowitz 2011).

Teniendo en cuenta el potencial terapéutico que ofrece la sintesis del NAD*, nuestro
grupo de investigacién se ha enfocado en el estudio de esta ruta metabdlica en distintos
protozoos pardasitos. Esto ha fructificado en la identificacién de dos NMNAT en Giardia
lamblia, una NMNAT en Plasmodium falciparum y una NMNAT en Leishmania
brasiliensis, que constituyen el primer acercamiento al metabolismo del NAD® en
protozoarios parasitos (Buitrago-Gutiérrez and Ramirez-Hernandez 2009; Contreras and
Ramirez-Hernandez 2010; Marin-Mogollén and Ramirez 2010).

El trabajo presentado, que consiste en la identificacion y caracterizacion de la NMNAT de
Trypanosoma cruzi (TcCNMNAT), constituye un primer paso para estudiar el metabolismo
del NAD" en Trypanosoma cruzi, y un primer acercamiento en la comprension de la
sintesis de NAD" en tripanosomatidos. Esto representa un avance importante hacia la
dilucidacién de cémo funciona y como se podria relacionar la sintesis del NAD" con otros
procesos celulares en este parasito; promoviendo asi la identificacion de nuevos blancos
farmacolégicos, y en consecuencia el desarrollo de mejores estrategias para el control de
la etapa crénica de la enfermedad de Chagas. De igual forma este trabajo realiza nuevos

aportes al conocimiento del metabolismo del NAD" en pardsitos intracelulares.
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ll. Hipotesis de trabajo.

Teniendo en consideracion la ubiquidad e importancia del NAD* como cofactor y como
sustrato, Junto con el rol central que desempefia la NMNAT en todas las rutas de
biosintesis del NAD", Debe existir por lo menos una isoenzima funcional perteneciente a

la familia de las NMNAT en Trypanosoma cruzi.

Ill. Objetivo general.

Estudiar el metabolismo del NAD" de Trypanosoma cruzi mediante la identificacion y
caracterizacion de la TcNMNAT, una enzima fundamental en el metabolismo de este

organismo.

V. Objetivos especificos.

Clonar y expresar una proteina recombinante de la NMNAT de T. cruzi en el
sistema de expresion heterdlogo Escherichia coli.

Caracterizar la actividad enzimatica la(s) NMNAT de T. cruzi.

Realizar una buasqueda bioinformatica en aras de la identificacion de secuencias
candidato a la NMNAT de T. cruzi.

Realizar un estudio in sillico de la proteina identificada a fin de predecir sus
caracteristicas estructurales y establecer comparativos con sus homologos

humanos.






1. Procedimientos metodoldgicos.

En este apartado se mencionan y describen los materiales y métodos empleados en la
identificacion y caracterizacion de la TCNMNAT de Trypanosoma cruzi. Tales estrategias
se presentan mediante dos aproximaciones: (1) Aproximacion bioinformatica: esta
comprende la bldsqueda de candidatos a NMNAT en T. cruzi y la realizacion de un
estudio in sillico de la estructura de la TcNMNAT identificada, asi como su comparacion
con los respectivos homoélogos humanos. (2) Aproximacién experimental: en esta se
efectian la clonacion, expresion y caracterizacion enzimatica de la proteina
recombinante 6xHisTcCNMNAT. De igual manera se describe la metodologia utilizada
para proponer un mutante delecional de la TCNMNAT, tras haber confirmado previamente

la identidad de tal enzima.

1.1 Aproximacion bioinforméatica.

1.1.1 Identificacion bioinformatica de la TCNMNAT.

Para la obtencién de secuencias candidato, se comenz6 con la busqueda de secuencias
hipotéticas mediante la herramienta Nucleotide del NCBI (Geer et al. 2010). Con los
candidatos encontrados se realizaron alineamientos entre las secuencias de amino4cidos
y nucledtidos de estos, mediante los programas MUSCLE (Edgar 2004) y CLUSTAL
Omega (Sievers et al. 2011). Posteriormente se realizaron busquedas con estas
secuencias por medio de tBASTn, mediante la base de datos TritrypDB (Aslett et al.
2010) en los genomas de las cepas disponibles de la especie Trypanosoma cruzi. Los
alineamientos resultantes se visualizaron mediante el programa CLC Sequence Viewer
(v6.9) (CLC bio. Aarhus, Dinamarca).
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(NMNAT) en Trypanosoma cruzi. Enzima Clave en el Metabolismo del NAD+.

1.1.2 Analisis bioinforméatico estructural de la Tc NMNAT.

Inicialmente se realizaron andlisis de estructura primaria, secundaria y terciaria para uno
de los candidatos a TcNMNAT de T. cruzi. Para el analisis de la estructura primaria se
utilizé la herramienta ProtParam del servidor web EXPASy (Gasteiger et al. 2005), donde
se obtuvieron predicciones sobre distintos aspectos fisico-quimicos de la proteina
hipotética. Por otra parte, la bdsqueda de motivos y dominios se efectué mediante las
bases de datos Conserved Domain Database del NCBI (Marchler-Bauer et al. 2013) y
Pfam (Finn et al. 2006). Las predicciones de estructura secundaria se generaron en los
siguientes algoritmos del servidor web Network Protein Sequence Analysis (NPS@)
(Combet et al. 2000): GORIV (Garnier et al. 1996), PHD (Rost and Sander 1993) y
PREDATOR (Frishman and Argos 1996).

Los modelos de estructura terciaria se realizaron mediante el servidor I-TASSER (Roy,
Kucukural, and Zhang 2010; Roy, Yang, and Zhang 2012; Y. Zhang 2008). De este
servidor se tuvo en cuenta: el mejor modelo tridimensional generado y los términos de
ontologia genética (GO terms). Ademas de este servidor se tomaron las predicciones de
cédigo EC, mejores homodlogos estructurales, y mejores analogos estructurales,
generados por las herramientas COFACTOR (Roy, Yang, and Zhang 2012), y TM-align
(Y. Zhang and Skolnick 2005). La visualizacién de los modelos obtenidos y sus
respectivas superposiciones, se llevo a cabo gracias al programa UCSF Chimera v1.8
(Pettersen et al. 2004).

Los alineamientos estructurales se realizaron mediante la herramienta Matchmaker del
programa UCSF Chimera v1.8 (Pettersen et al. 2004) y mediante el servidor DALI (Holm
and Rosenstrom 2010). La superposicion de modelos en el alineamiento se llevé a cabo
gracias al programa UCSF Chimera v1.8 (Pettersen et al. 2004). Para el refinamiento de
los modelos se llevaron a cabo minimizaciones de energia gracias al programa UCSF
Chimera v1.8 (Pettersen et al. 2004), con pasos de minimizacion de un tamafo de 0,02
angstroms. Los modelos minimizados posteriormente se evaluaron mediante el servidor
RAMPAGE (Ramachandran Plot Assessment) (Lovell and Davis 2003).
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1.2 Aproximacion Experimental.

1.2.1Clonacién de la Tcnmnat.

Disefio de cebadores para amplificar la nmnat de T. cruzi.

Habiendo corroborado que los dos candidatos encontrados en la seccion anterior
(candidato 1 GI: 322828790, candidato 2 Gl: 71655647) correspondian a un mismo locus
en el genoma de T. cruzi, se disefiaron 3 cebadores distintos (Tabla 1-1). Uno para el
extremo 5 (idéntico en ambas secuencias putativas) y dos para el extremo 3°; dados
ciertos polimorfismos en las secuencias de nucleétidos halladas. En el cebador directo se
adicioné la secuencia accesoria 5-CACC-3' para la correcta ligacion al vector de
expresion pET-100 D-TOPO (Invitrogen) (Dieffenbach, Lowe, and Dveksler 1993). El
disefio mencionado contemplé un Tm tedrico de 58°C para todos los cebadores.

Tabla 1-1. Secuencias de los cebadores para amplificar un posi ble ORF de la
TcNMNAT. Se observan las secuencias v nombres de los cebadores disefiados.

Cebador Secuencia
TcF (Extremo 57) 5-CACCATGAGCGATGACACA-3
TcR1 (Extremo 57) 5-TCAACAATTTTGAGTATTGTTTG-3’
TcR2 (Extremo 57) 5 -TCAATAATTTTGAGTATTGTTTG-3’
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Amplificacion de la Tcnmnat por PCR.

La extraccion de ADN gendmico se realizé por el método de fenol cloroformo (Pereira et
al. 2000) A partir de epimastigotes de Trypanosoma cruzi cultivados in vitro, en medio
Schneider suplementado con suero fetal bovino al 10% (V/V) (Baker and Price 1973;
Miralles et al. 2002). La amplificacién del fragmento se llevé a cabo tomando los
cebadores TcF y TcR1, mediante PCR (Dieffenbach, Lowe, and Dveksler 1993). La
amplificacion a partir de ADN gendmico se realizo utilizando el sistema Platinum® PCR
supermix high fidelity (invitrogen). Cada reaccion consto de: 22,5uL de Buffer Platinum®
10x (contiene Tag-polimerasa, Pfu-polimerasa, dNTPs, Mg* y anti-tag), 1uL de plantilla
(ADN genomico 200ng/pL), 0,5uL de cebador TcF (10uM), 0,5uL de cebador TcR1
(10uM) y 0,5uL de agua-dietilpirocarbonato (DEPC). El perfil térmico tuvo una
denaturacién inicial de 5 minutos a 94°C, seguido de 30 ciclos de denaturacion,
anillamiento y extension, donde cada uno consté de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a
50°C y 1 minuto a 72°C; seguido de una extensién de 10 minutos a 72°C. Los resultados
se evaluaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% detectando con bromuro
de etidio (Sambrook and Russell 2006).

Para obtener un amplificado de la Tcnmnat apto de ser ligado en el vector de expresion
pPET-100 D-TOPO, se realiz6 una primera amplificacién a partir de ADN gendmico,
mediante el sistema Platinum® PCR supermix high fidelity (invitrogen). Posteriormente el
amplificado, producto del anterior proceso, fue sujeto de una re-amplificacion mediante el
sistema Pfu ADN polimerasa (Fermentas). En el caso del primer sistema, la composicién
de la reaccién y el perfil térmico empleado fueron los mismos utilizados en la PCR del
parrafo anterior. Con el sistema Pfu ADN polimerasa se utilizé 1uL de plantilla (Producto
de PCR), 2,5uL de Buffer de reaccion 10X, 2,5uL de MgSO, (25mM), 0,5uL de dNTPs
(10mM), 0,5uL de cebador TcF (10uM), 0,5uL de cebador TcR1 (10uM), 0,5uL de Pfu
polimerasa y se completdé a 25uL con agua tratada con DEPC. Para la amplificacion se
ejecutd un perfil térmico con una denaturacion inicial de 5 minutos a 95°C, seguido de 30
ciclos de denaturacion, anillamiento y extension, donde cada uno consté de 30 segundos
a 95°C, 30 segundos a 50°C y 2 minutos a 72°C; seguido de una extension de 10 minutos
a 72°C. Los resultados se evaluaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%,
con visualizacién por bromuro de etidio (Sambrook and Russell 2006).



27

Clonacion del Vector recombinante pET-100/Tcnmnat.

En primera instancia se realizé la ligacion directa del producto de PCR al vector pET100
D-TOPO (Invitrogen). Para ello se utilizaron aproximadamente 12,1ng (4uL), de
amplificado segun mediciones por densitometria, junto con 1uL de vector y 1L de buffer.
La mezcla se incubo durante 30 minutos a 22°C. El producto de ligacion se transformé en
células quimicamente competentes de la cepa de mantenimiento Escherichia coli
TOP10, mediante choque térmico. Para ello se mezclaron 50uL de células quimicamente
competentes de E. coli TOP10 con 3uL de reaccién de ligacion. Se incubaron por 30
minutos sobre hielo, para luego someterlas a 42°C por 30 segundos, e inmediatamente
pasarlas a incubacién sobre hielo por 2 minutos. Posteriormente se le agregaron 250uL
de medio de cultivo Luria-Bertani (Lb) y se incubo a 37°C durante una hora. La mezcla se
plated sobre medio sélido Lb con ampicilina (100ug/mL). Las placas se incubaron a 37°C
durante toda la noche. Los clones transformados se verificaron mediante PCR utilizando
como plantilla la colonia transformada, suspendida en 40uL de agua-dietilpirocarbonato
(DEPC) (Sambrook and Russell 2006). Para ello se hizo uso de la Tag DNA polimerasa
(purificada del vector-pTTQ18). En este ultimo caso, los cebadores, la composicion de la
reaccion y el perfil térmico fueron idénticos a los mostrados para la Pfu ADN polimerasa

(fermentas); excepto por la cantidad de Taq polimerasa, que fue de 1pL/reaccion.

De los clones positivos se realizaron indculos de 10mL en medio liquido Lb con
ampicilina (100pg/mL), para luego realizar la extraccion del pldsmido mediante lisis
alcalina/fenol-cloroformo; tomando como base las siguientes metodologias (Bimboim
and Doly 1979; Birnboim 1983; He, Wilde, and Kaderbhai 1990). Para esto, se
centrifugaron los in6culos a 6000rpm por 10 minutos. Los pellets resultantes se
mezclaron inicialmente con 300uL de solucién de re-suspension, compuesta de Glucosa
50mM, tris(hidroximetil)aminometano (tris)-HClI 25mM y acido etildiaminotetraacético
(EDTA) 25mM pH 8.0. Tras re-suspender el pellet se mezclaron 300uL de solucién de
lisis (NaOH 0.2N, dodecilsulfato so6dico SDS 1%) y después de agitar 10 veces por
inversion e incubar por 5 minutos sobre hielo se mezclaron 300uL de solucién de
neutralizacion (Acetato potasico 3M pH 4.8). La mezcla resultante se centrifugd a
10000rpm durante 10 minutos a 4°C y se le extrajo el sobrenadante; este se incubd con
2uL de RNasa A durante 30 minutos a 37°C. Tras la incubacion se le agregé a la mezcla

Fenol: Cloroformo (relacion de volumen 1:1) y se incubé a 4°C por 10 minutos; agitando
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por inversién cada 2 minutos. Luego se centrifugé de nuevo a 12000rpm por 5 minutos a
4°C y se retir6 el sobrenadante (fase acuosa). A dicho sobrenadante se le agregaron 2,5
volumenes de etanol absoluto frio junto con 1/10 de volumen de acetato de sodio 3M pH
5.2; luego se mezcl6 por inversion y se incubd una hora a -20°C, tras lo cual se centrifugd
a 12000rpm 10 minutos a 4°C. En seguida se realizaron dos lavados con 1mL de etanol
al 70%, centrifugando en cada lavado a 12000rpm por 5 minutos. Tras la centrifugacion
se retird el sobrenadante y se secé el pellet resultante a 37°C por 10 minutos. Dicho
pellet se suspendié en agua DEPC. La verificacion del inserto en los vectores extraidos
se confirmé mediante la amplificacion por PCR, asi como por perfiles de digestion del

plasmido, con la enzima de restriccion EcoRV (Fermentas).

La verificacién por PCR se llevé a cabo usando el plasmido extraido como plantilla. Para
esto se utilizé la Tag polimerasa (purificada del vector-pTTQ18). Los cebadores, la
composicion de la reaccion vy el perfil térmico fueron idénticos a los mostrados para la
amplificacién donde se utilizd Pfu ADN polimerasa (fermentas); excepto por la cantidad
de Taqg polimerasa, que fue de 1uL/reaccion. Los perfiles de digestién del plasmido con la
enzima de restriccion EcoRV (Fermentas), se obtuvieron mezclando 0,5uL de plasmido,
0,5uL de enzima, 1uL de buffer de reaccién y completando a 10uL con agua DEPC. La
mezcla se incubd toda la noche a 37°C. La visualizacién de las amplificaciones y
digestiones en todos los casos se realizaron por medio de electroforesis en gel de
agarosa, al 1% para la amplificacién por PCR y a 0,8% en el caso de la digestién. En
todos los casos se visualizé con bromuro de etidio (Sambrook and Russell 2006). Los
clones obtenidos, pET-100/Tcnmnat en E. coli cepa TOP10, tras su evaluacion fueron

crio-preservados en medio Lb con glicerol al 40%; a -80°C.



29

1.2.2 Expresion de la proteina recombinante
6XHISTCNMNAT.

Obtencion de Células competentes.

Se realizaron indculos liquidos con células de las cepas de expresion BL21 (DE3) y
BL21-CodonPlus (DE3)-RIL. Estos inoculos se incubaron toda la noche a 37°C con
agitacion vigorosa en medio Lb con cloranfenicol (34 g/mL), en el caso de la cepa BL21-
CodonPlus (DE3)-RIL (a fin de mantener la seleccién sobre el plasmido que contiene
copias extra de tRNA para codones raros), o solo en medio Lb para la cepa BL21 (DE3).
A continuacion se realiz6 una dilucion 1:10 de cada indculo en su respectivo medio, y se
incub6 a 37°C hasta alcanzar una ODgy entre 0.3- 0.4. Cada cultivo se centrifugé a
3500rpm a 4°C por 10 min; tras lo cual se descarté el sobrenadante. El pellet restante se
re-suspendio en 800 L de cloruro de calcio (50mM); manteniendo la mezcla sobre hielo.
A continuacion se volvié a centrifugar, recuperando de nuevo el pellet, el cual se re-
suspendié nuevamente en la solucion de cloruro de calcio; se centrifug6 otra vez y se
reiterd el procedimiento dos veces mas. El pellet obtenido en el Ultimo paso fue re-
suspendido en 500 L de CaCl, y 200 L de glicerol al 100%. La mezcla se crio-conservé
en alicuotas de 50 | para su posterior uso a -80°C. Este procedimiento fue modificado de
la siguiente metodologia (Mandel and Higa 1970).

Transformacion en cepas de expresion de E. coli e I nduccién de la
expresion de la 6xHisTCNMNAT.

Se transformaron células de E. coli cepa BL21 (DE3) o BL21-CodonPlus (DE3)-RIL con
el vector pET-100/Tcnmnat, por medio de choque térmico, mediante procedimiento
mencionado con anterioridad (seccion 1.2.1). Con los clones transformados se realizaron
in6culos liquidos usando medio Lb con cloranfenicol (34 g/mL) y ampicilina (100 g/mL)
en el caso de la cepa BL21-CodonPlus (DE3)-RIL, o medio Lb con ampicilina (100 g/mL)

para la cepa BL21 (DE3). Estos inéculos se incubaron toda la noche a 37°C en agitacién
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constante. Seguidamente se realizaron diluciones 1:50 con los inéculos en su respectivo
medio, segun el caso. Posteriormente se continuaron incubando las diluciones a 37°C en
agitacion y justo tras haber alcanzado una ODgy de 0,6, se indujo la expresion de la
proteina recombinante con isopropil  -D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) (1mM),
adicionandolo en el medio liquido de seleccién. En este estado se continué la incubacién
a 37°C en agitacion durante toda la noche o se tomaron alicuotas del cultivo a distintos
tiempos de induccidn, de acuerdo con el experimento a llevar a cabo. Pasado el tiempo
de induccién, el cultivo fue centrifugado a 8500rpm por 15 minutos a 4°C; descartando el
sobrenadante y conservando el pellet (células totales).

En los experimentos relacionados con la optimizacion de la expresiéon de la
6xHisTcCNMNAT y su purificacién, se realizaron ciertas modificaciones en cuanto al

protocolo de induccién, Tales modificaciones incluyen:

Incubacion del cultivo a temperatura ambiente, tras la induccién.

Disminucion de las concentraciones de inductor (0,5mM de IPTG),

Aumento de la densidad 6ptica (ODsoo) del cultivo, previa a la adicién del inductor
(0,7).

Obtencion de fracciones proteicas a partir del sist ema de expresiéon pET-
100/Tcnmnat en E. coli.

Las células totales de cultivos inducidos fueron lisadas por medio de choque térmico o
maceracion en nitrégeno liquido segun el volumen del cultivo. Para ello se centrifugaron
los cultivos post-induccién a 6000rpm 10 minutos a 4°C. Los pellets resultantes se
suspendieron en buffer de lisis (NaH,PO, 50mM, NaCl 300mM, Imidazol 10mM pH 8.0)
usando una relacién de 5mL/g. Posteriormente se adicionaron a la mezcla: Inhibidores
de proteasas (Sigma P8340) con una relacion 1/200 respecto al volumen de buffer de
lisis (concentracién final: 1mM AEBSF, 14 M E64, 15 M Pepstatin A, 40 M Bestatin,
20 M Leupeptin, 0,8 M Aprotinin), RNasa relaciéon 1/200 (concentracién final:
6,25 g/mL) y lisozima (10mg/mL); relacién 1/10 (concentracion final Img/mL). La mezcla

resultante se dejé incubar por 30 minutos sobre hielo. Luego, se realizaron 10 ciclos de
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choque térmico (preparaciones pequefias) 0 se macerd por nitrégeno liquido segun el
caso. En cada ciclo de choque térmico se incubaron los viales con alicuotas de la
mezcla, en nitrdgeno liquido durante 8 segundos e inmediatamente se paso a incubar a
37°C durante 30 segundos; o hasta que se descongelara la mezcla. Cada tres ciclos de
choque térmico se homogeneizo la mezcla por agitacion por vortex. Para maceracion por
nitrégeno liquido, sobre la mezcla en un mortero se vertié el nitrogeno (hasta que el
volumen del nitrégeno cubriese totalmente la muestra), tras lo cual se maceraba hasta
homogeneidad. Dicho proceso se repetia tres veces. Ulteriormente, y para ambos
procedimientos, la muestra se centrifugé a 12000rpm por 20 minutos a 4°C; retirando
cuidadosamente el sobrenadante y almacenando el pellet (fraccion insoluble) a -20°C. El
sobrenadante se pas6 por una jeringa diez veces, y seguidamente se volvié a centrifugar
bajo las condiciones mencionadas; tomando de nuevo el sobrenadante (fraccion soluble)
y descartando el pellet restante (fraccién insoluble).

Para la optimizacién de la purificacion de la 6xHisTcCNMNAT por cromatografia de
afinidad, se realizaron ciertas modificaciones al protocolo de lisis mencionado. Tales

modificaciones incluyen:

Variacion de la relacion volumen inicial de cultivo/ volumen de buffer de lisis. Las
lisis realizadas en funciébn de una relacion de peso volumen (5mg/mL)
corresponden a un factor de concentracion de alrededor de 50 veces. Esta
relacion se aumentd a 70 veces, lo cual implico utilizar menores cantidades de

buffer de lisis en funcién del volumen inicial de cultivo liquido inducido.

Implementacion de la sonicacion como complemento para la maceracién por
nitrégeno liquido. Previendo el riesgo de una lisis incompleta dados los altos
factores de concentracion (70 veces), se sometid la mezcla de lisis a un proceso
de sonicacién previo a la maceracién por nitrégeno liquido. Dicho proceso se
realizé con 10 pulsos de 45 segundos, dejando 20 segundos de intervalo entre
pulsos. Todo esto se realizé sobre hielo, para asi reducir el deterioro de la

proteina.
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Co-expresion de chaperonas con la 6xHiSTCNMNAT.

Para la construccién del sistema de co-expresion se transformaron 50 L de células
competentes BL21 (DE3) por choque térmico con 1 L del plasmido pTfl6 (Takara) que
codifica para la chaperona Triger factor. El extendido de las células se llevé a cabo en
placas de agar Lb suplementado con cloranfenicol (50 g/mL) y se dejo creciendo toda la
noche a 37°C. Con una de las colonias resultantes de la transformacion, se realizé un
inoculo liquido en el mismo medio para preparar a partir de este, células competentes; tal
y como se describe en el primer apartado de esta seccién. Posteriormente se re-
transformaron 50 L de tales células competentes por choque térmico con 1 L ADN
plasmidico de pET100/ TcNMNAT purificado. Las células post-transformacion se
extendieron en placas de agar Lb suplementado con ampicilina (100 g/mL) y
cloranfenicol (50 g/mL), tras lo cual se dejaron creciendo toda la noche a 37°C.

La expresion de las proteinas recombinantes en el sistema de co-expresion, se efectud
mediante la adiciébn de los respectivos inductores para la 6xHisSTCNMNAT y/o la
chaperona Factor trigger (IPTG y L-arabinosa respectivamente) dependiendo del

tratamiento a evaluar. El procedimiento se detalla a continuacion.

Partiendo de una colonia transformada con el plasmido de expresién de chaperonas y el
plasmido recombinante, se realiz6 un indculo liquido en medio LB con ampicilina
(200 g/ml), cloranfenicol (50 g/mL) y glucosa al 1%; el cual se dejé creciendo toda la
noche a 37°C. El dia siguiente se realizé una dilucién del cultivo 1:50 en el mismo medio
(Lb con ampicilina y cloranfenicol) pero esta vez suplementado con el inductor de la
chaperona (L-arabinosa 1mg/mL). Paralelamente se realiz6 una segunda dilucion del
in6culo 1:50 en el mismo medio, pero sin adicionar el inductor de la chaperona Factor
trigger (L-arabinosa). En ambos casos se suplementaron los medios con glucosa al 1%.
Ambas diluciones se incubaron a 37°C en agitacién hasta alcanzar una ODggo de 0,6. Al
llegar a este punto se separaron en dos alicuotas: aquellas a las cuales se les induciria
la expresion de la 6xHisTcNMNAT (muestras inducidas) y aquellas no-inducidas
(muestras control). A las muestras inducidas se les adicioné IPTG (1mM) a fin de inducir
la proteina recombinante. No obstante todas las muestras (inducidas y no-inducidas) se
incubaron a 37°C con agitaciéon constante, toda la noche. Finalizada la induccién se

centrifugaron los cuatro cultivos a 6000rpm por 10 minutos a 4°C, descartando el
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sobrenadante. Con los pellets de células totales obtenidos se realizd la respectiva lisis
para obtener la fraccion proteica soluble e insoluble de las mismas (seccién 1.2.2).

Deteccion de las proteinas recombinantes por electr  oforesis SDS-PAGE y
Western blot.

Los cultivos de células totales, junto con sus respectivos sobrenadantes y pellets, se
analizaron por separado para detectar la presencia de la proteina recombinante inducida
en los diferentes experimentos. Para ello dichas fracciones totales, solubles e insolubles
de los clones inducidos, se evaluaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida y
dodecil-sulfato de sodio (SDS-PAGE) y por ensayos de Western blot. Para la realizacion
de los SDS-PAGE las alicuotas de la fraccién correspondiente se re-suspendieron en
buffer de carga para electroforesis (concentracion final: Tris 0,083M, SDS 1,74% (p/v),
Glicerol 5% (v/v), -mercaptoetanol 5,5% (v/v) y Azul de bromofenol 0,002% (p/v)). Las
muestras se calentaron a 92°C por 10 minutos y luego se cargaron 10 | de la muestra en
un gel de acrilamida discontinuo, con un gel concentrador del 3,9% (buffer concentrador:
Tris 0,125M pH 6,8 SDS 0,1% (p/v)) y un gel separador: 12% o 10% segun el
experimento (buffer separador: Tris 0,375M pH 8,8 SDS 0,1% (p/v)). La separacion
electroforética se llevd a cabo manteniendo una diferencia de potencial de 108V en buffer
de corrida Tris-Glicina (Tris 25mM, Glicina 192mM, SDS 0,1% (p/v)). La visualizacion de
las bandas se logré mediante tincién del gel en solucién de azul de Coomassie (Azul de
Coomassie R250 0,05% (p/v), isopropanol 25% (v/v), acido acético 11,2% (v/v)) El
procedimiento se efectud con base en las siguientes metodologias (Brunelle and Green
2014; LAEMMLI 1970).

En los ensayos de inmunodeteccion (Western blot) las proteinas separadas por SDS-
PAGE fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa, usando el método de electro-
transferencia hiumeda (Towbin, Staehelin, and Gordon 1979). En este proceso se utilizd
buffer de transferencia (Tris base 25 mM, Glicina 192 mM y Metanol 10% V/V, pH 8,3)
aplicando 200mA por 2 horas o 20mA durante toda la noche. La membrana de
nitrocelulosa y el gel a transferir se equilibraron en buffer de transferencia antes de
realizar la electro-transferencia. Para detectar la proteina recombinante se emple6 el

sistema Biotina-estreptavidina conjugada a fosfatasa alcalina o peroxidasa de rabano
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(Fra et al. 1995; Ramprasad et al. 1996) segun el experimento. Para la ejecucién de
sistema Biotina-estreptavidina conjugada a fosfatasa alcalina primero se bloqueé la
membrana por una hora en buffer TBST-L (leche 5%, Tris-HCI 20 mM pH 7,5, NaCl 150
mM y Tween 20 0,1% V/V). Luego, se incubé durante una hora con anticuerpo primario
monoclonal de ratén, contra la etiqueta de histidinas propia de las proteinas
recombinantes expresadas por el vector pET100. Dicho anticuerpo se encontraba en
TBST (1:5000). A continuacién se realizaron tres lavados de 10 minutos con TBST-L y
seguidamente se incubd durante una hora con el anticuerpo secundario biotinilado, anti-
IgG de ratén, en TBST (1:5000). Posteriormente se realizaron de nuevo tres lavados de
10 minutos con TBST-L y se incubé la membrana durante 30 minutos con estreptavidina-
fosfatasa alcalina en TBST (1:3000). Se lavé luego durante 10 minutos, tres veces, con
TBST y se procedi6 con el revelado de la membrana. Para esto se utilizaron los sustratos
cromogénicos NBCIP (5-Bromo-4-Chloro-3’-Indolyphosphate p-Toluidine Salt, S381C,
Promega) y NBT (Nitro-Blue Tetrazolium Choride, S380C, Promega) en el buffer de
reaccion (Tris-HCI 100 mM pH 9,0, NaCl 150 mM, MgCI2 1mM). La deteccion
inmunolégica se detuvo con agua destilada cuando se evidenciaron productos
coloreados sobre la membrana.

Para la deteccidn de la proteina recombinante por el sistema de Peroxidasa de rabano,
en primera instancia se bloque6 la membrana por una hora en buffer TBS-L (leche 5%,
Tris-HCI 20 mM pH 7,5, NaCl 150 mM). A continuacién, se incubé durante una hora con
anticuerpo monoclonal primario anti-histidinas de ratén, en TBS (1:5000). Luego se
realizaron tres lavados de 10 minutos con TBS-L y en seguida se incubé durante dos
horas con anticuerpo anti-lgG de ratén conjugado a peroxidasa de rabano en TBS
(1:3000). Seguidamente se repitieron los tres lavados de 10 minutos con TBS-L para
luego proceder con el revelado de la membrana. En este paso se utilizé TBS, 4-Cloro-
Naftol y perdxido de hidrégeno. Tan pronto como se evidenciaron productos coloreados
sobre la membrana se detuvo la reaccién de revelado con agua destilada.

Los procedimientos de SDS-PAGE y Western blot mencionados, también se utilizaron en
la visualizacion de las distintas fracciones y eluidos propios de las estrategias de

purificacion empleadas.
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1.2.3Purificacion de la proteina recombinante
6XHISTCNMNAT.

Cromatografia de afinidad a Ni-NTA.

La fraccion soluble de cultivos E. coli BL21 (DE3) pET-100/Tcnmnat inducidos se purifico
parciamente utilizando cromatografia de afinidad a niquel. Para esto se empleé resina de
niquel y acido nitrilotriacético (Ni-NTA) como fase estacionaria y como fase mévil Buffer
de lisis (NaH2PO4 50mM, NaCl 300mM pH 8,0), con distintas concentraciones de
imidazol para las etapas de unién a la resina, lavado y elucion; segun las instrucciones
del fabricante (Quiagen). Inicialmente, se tomaron 100uL de resina en suspensién por
cada mL de fraccion soluble utilizada. Dicho volumen de resina se centrifugd a 4000rpm
por 3 minutos, descartando el sobrenadante. Esta resina se activd con 2 lavados con
buffer de unién (buffer de lisis con Imidazol 10mM pH 8,0) usando tres veces el volumen
inicial de resina y centrifugando a 4000rpm por 3 minutos. Habiendo descartado el buffer
de unién se adiciond el volumen correspondiente de la fraccion proteica soluble, para
incubar sobre hielo, en agitacién toda la noche. Seguidamente se centrifugé a 4000rpm
por 5 minutos y se tomé el sobrenadante (las proteinas no unidas a la resina).
Posteriormente se realizaron varios lavados, cada uno con 1mL con buffer de lavado
(Buffer de lisis con Imidazol 20mM pH 8,0), hasta alcanzar una densidad 6ptica constante
a 280nm (menor a 0,05). Cada lavado se realiz6 mezclando por inversién 10 veces y
centrifugando a 5200rpm por dos minutos. Por Gltimo, se realizaron 4 eluciones con el
respectivo buffer (buffer de lisis con Imidazol 250mM pH 8,0), usando el volumen inicial
de la resina en suspension. La primera elucion se incubd con la resina sobre hielo en
agitacion durante toda la noche; las eluciones restantes se incubaron una hora cada una.
La purificacion se observé mediante SDS-PAGE y Western blot, usando las proteinas no
unidas a la resina, lavados y eluciones colectadas.

Por otra parte también se realizaron cromatografias de afinidad con esquemas de elucion
escalonada. El protocolo en estos casos fue practicamente el mismo, con ciertas

modificaciones mencionadas a continuacion:
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Utilizacion del mismo buffer para la unién de las proteinas a la resina y los
lavados de esta Ultima. Para este tipo de cromatografias se unié y se lavé con el
buffer de unién; el cual consta de buffer de lisis (NaH2PO4 50mM, NaCl 300mM
pH 8,0) suplementado con 10mM de imidazol.

Utilizacion de distintos buffers de elucion. En los esquemas de elucion
escalonada se utilizaron distintas concentraciones de imidazol en el buffer de
lisis, de acuerdo con lo requerido por cada experimento. En resumen se utilizaron
concentraciones de 50mM, 75mM, 100mM, 160mM, 200mM y 250mM de

imidazol.

Purificacion por cromatografia de filtracion en Gel

La fraccion soluble de cultivos E. coli BL21 (DE3) pET-100/Tcnmnat inducidos se purifico
parciamente mediante cromatografia de filtracién en gel, empleando resina sephadex G-
75 superfina (rango de fraccionamiento 3000-80000 Da) como fase estacionaria, en una
columna de 18cm con un volumen total de 23mL. Como fase mévil se usaron 300mL de
buffer de lisis (NaH2PO4 50mM, NaCl 300mM, Imidazol 20mM pH 8,0), los cuales fueron
filtrados con un tamafio de poro de 0,45um. Para preparar la fase estacionaria se
hincharon 1.333 gramos de resina seca en 20mL de agua destilada (12-15mL/g).
Previamente se excluyeron las particulas ultra-finas mediante la adicién 40mL de agua y
decantando toda la noche, para luego realizar 5 lavados con 40mL de agua a 70-90°C.
En cada lavado se re-suspendi6 la resina para luego retirar el sobrenadante tras decantar
por 5 minutos. Para el empaque de la columna, Inicialmente se lavaron, la columna de
vidrio y las canulas con buffer de lisis, usando un flujo de 6,4mL/min durante 5 minutos.
Luego se adicionaron 3mL de buffer de lisis a la columna con la llave cerrada, se
homogeneizé la resina y se adicionaron 13mL de esta en un solo paso. La resina se dej6
en reposo por 5 minutos tras lo cual, con la llave de flujo abierta, se mantuvo con un flujo
de 0,25mL/min durante dos horas media. Asi se obtuvo una altura constante de lecho de
empacado de 15,7 cm. Finalmente se equilibré la fase estacionaria con buffer de lisis
pasando aproximadamente tres volimenes (60mL) de buffer a través de la columna. La

calidad del empacamiento de la resina y el volumen muerto se determinaron mediante la
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adicion de 260uL solucién de azul de dextran (polimero de anhidroglucosa) a 2mg/mL
(buffer Tris-HCI pH 7.5, 50 mM. KCI 100mM). EI volumen muerto medido fue de 4,5mL.
Para la aplicacion de la muestra se adicionaron 260uL de sobrenadante. Se recogieron
50 fracciones de 250uL (5 gotas). Las fracciones fueron cuantificadas por absorbancia a
280nm. Todas se almacenaron a -20°C. Para la evaluacién de las muestras por SDS-
PAGE y Western blot, inicialmente realizaron 5 mezclas de 10 fracciones cada una (30uL
por fraccion para un total de 300uL). A cada mezcla se le adicionaron 3 volumenes de
acetona fria (900uL), mezclando muy bien e incubando a -20°C durante toda la noche.
Luego se centrifugaron a 12000rpm por 10 minutos a 4°C. Acto seguido se lavo el pellet
con 1mL de etanol al 70% frio, para luego centrifugarlo a 12000rpm por 10 minutos a
4°C. Se dejo secar el pellet y se re-suspendié en 60uL de buffer de carga 1X para SDS-
PAGE; habiendo concentrado la muestra alrededor de 6 veces. Las fracciones
individuales seleccionadas fueron sujeto del mismo procedimiento realizado en las

mezclas. La visualizacion de éstas se efectud por SDS-PAGE y Western blot.

Precipitacion con sulfato de amonio.

Inicialmente se determind la concentracion de sulfato de amonio ((NH,;).S0O,) a la cual se
precipita la 6xHisSTCNMNAT, utilizando concentraciones crecientes de la sal. Para ello a
las fracciones solubles de cultivos E. coli BL21 (DE3) pET-100/Tcnmnat inducidos se les
adicioné una determinada cantidad de Sulfato de amonio ((NH,),S0O,). La mezcla se
incub6 sobre hielo toda la noche con agitacion. Posteriormente esta se centrifugd a
10000rpm a 4°C por 10 minutos y se separd el pellet del sobrenadante. Estos
experimentos fueron monitoreados por SDS-PAGE y Western blot.

Una vez establecida la concentracién de sulfato de amonio a la cual precipita la
TcNMNAT (20%) el pellet de la precipitacién se re-suspendié en buffer de lisis (NaH,PO,
50mM, NaCl 300mM, Imidazol 10mM pH 8.0) utilizado la mitad del volumen original del
sobrenadante inicial. A continuacion esta hueva mezcla se dializé contra 900mL de buffer
de lisis (mediante 2 cambios de 450mL) a fin de retirar el sulfato de amonio presente en
la solucién. La fraccion dializada resultante se acoplé a una cromatografia de afinidad
bajo las condiciones previamente mencionadas (seccion 1.2.3). La fraccién dializada y
las fracciones correspondientes a la cromatografia de afinidad a la que se acopld, se

analizaron por medio de SDS-PAGE y Western blot.
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1.2.4 Ensayos enzimaticos.

Ensayos enzimaticos directos.

La actividad enzimatica de las proteinas recombinantes purificadas parcialmente se
determin6é mediante ensayos enzimaticos directos. La mezcla de reaccion (HEPES/KOH
pH 7.4 25mM, MgCI2 10mM, ATP 1mM, NMN 1mM o NAMN 1mM) se incubé a 37°C
durante 5 minutos y se inicid la reaccién enzimatica al adicionar 5 g de las muestras a
evaluar. Inicialmente los ensayos se ejecutaron en un volumen de 50 | a 37°C, durante
30min. La detencién y neutralizacién de las reacciones se realizé empleando HCIO4
1,2M y K2CO3 1M, respectivamente (Balducci, Emanuelli, and Raffaelli 1995; Monica
Emanuelli et al. 1999). La separacion de los analitos (50uL) se efectu6 mediante RP-
HPLC utilizando una columna C18 de 25cm de largo x 4.6mm de diametro interno, con
tamafio de particula de 5 m (Phenomenex); operada en un equipo HPLC (Agilent Serie
1200). En dicha separacion se aplicéd el siguiente gradiente de elucién con buffer de
fosfatos (fosfato de potasio, pH 6.0, 0.1mM) y metanol: 8 minutos de buffer de fosfatos al
100%, 4 minutos para aumentar progresivamente la concentracién de etanol al 20%, 2
minutos con buffer de fosfatos al 80% y metanol al 20% y 4 minutos para disminuir
progresivamente la concentracion de etanol al 0%; terminando con 2 minutos con buffer
de fosfatos al 100%. Las separaciones se efectuaron a temperatura ambiente con un flujo
de 1.5mL/min. La deteccién de los analitos se realizd6 a 254nm, teniendo en cuenta el
tiempo de elucidén area bajo el pico, en comparacion con el patrén apropiado (ATP, NMN
y NAD+).

Cuantificaciéon de proteina.

La concentracién de proteinas se determiné mediante andlisis por densitometria y/o el
método de Bradford utilizando albumina sérica bovina (BSA) como patron (Bradford
1976).
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1.3 Generacion in sillico del mutante amino terminal de
la TCNMNAT.

Tras haber confirmado la identidad de la TcNMNAT y caracterizar su actividad mediante
una aproximacion experimental se propuso un mutante delecional de esta enzima. Para
ello se realizaron alineamientos mdltiples entre las secuencias de aminoacidos de las
NMNAT de cepas disponibles de T. cruzi y las correspondientes isoenzimas humanas de
la NMNAT gracias a los programas MUSCLE (Edgar 2004) y CLUSTAL Omega (Sievers
et al. 2011). Las secuencias divergentes de interés, evidenciadas mediante dicho
alineamiento, se sometieron a busquedas de posibles motivos de modificacion covalente
mediante las herramientas bioinformaticas NetPhos 2.0 (Blom, Gammeltoft, and Brunak
1999), NetAcet 1.0 (Kiemer, Bendtsen, and Blom 2005) y GPS 2.1 (Xue et al. 2008).
Eliminando dichas secuencias exclusivas, se genero la secuencia del respectivo mutante
delecional, el cual fue sometido a los mismos analisis bioinformaticos estructurales que la
TcNMNAT (seccion 1.1.2). Adicionalmente se realizaron alineamientos estructurales
entre los modelos de estructura terciaria del mutante y su version nativa usando las
herramientas mencionadas en la seccién 1.1.2.






2.Resultados experimentales.

2.1 Aproximacion bioinformatica.

2.1.1BuUsqueda de secuencias candidato.

Con el objetivo de encontrar secuencias candidato para la NMNAT de Trypanosoma
cruzi, se comenz6 con la basqueda de secuencias hipotéticas en la base de datos
Nucleotide del NCBI (Geer et al. 2010). Dichas secuencias debian estar anotadas como
isoenzimas pertenecientes a esta familia y como proteinas putativas de T. cruzi. Se
encontraron dos posibles candidatos cuyas entradas para las secuencias de aminoacidos

Y Sus respectivas regiones genémicas de origen, se encuentran en la tabla 2-1.

Tabla 2-1. Candidatos a la NMNAT de Trypanosoma cruzi. Bases de datos, entradas,
y tamarfios de las secuencias respectivas.

Candidato | Base de datos Locus Regiones de origen. Proteina (aa) ADN (pb)
1 Genbank EFZ32462.1 ADWP01000734.1 289 aa 870 pb
2 Refseq XP_816384.1 | NW_001849567.1 289 aa 870 pb

En esta tabla se observan dos marcos de lectura putativos: el del candidato 1 (Gl:
322828790) anotado en las bases de datos Genbank (Benson et al. 2005) y el del
candidato 2 (Gl: 71655647), anotado en la base de datos Reference Sequence (Pruitt et
al. 2014). Cada uno de estos posibles genes codifica para una proteina de 289aa vy
32kDa a partir de una regién codificante (CDS) de 870 nucleétidos.

Posteriormente se realizaron alineamientos entre las secuencias de aminoacidos y
nucleotidos de estos dos candidatos, mediante los programas MUSCLE (Edgar 2004) y

CLUSTAL Omega (Sievers et al. 2011). De esta forma se podria determinar si ambos




42 Identificacion y caracterizacion de la Nicotinamida Mononucleétido Adenilil Transferasa

(NMNAT) en Trypanosoma cruzi. Enzima Clave en el Metabolismo del NAD+.

constituian un mismo marco de lectura. Los porcentajes de identidad arrojados por los
programas de alineamiento se encuentran en la tabla 2-2. El alineamiento entre
secuencias de aminoacidos muestra una identidad del 98,27% con cinco sustituciones,
en tres de estas los aminoacidos son sustituidos por otros de propiedades similares
(Anexo A). Esto es congruente con el alineamiento de las correspondientes secuencias
de nucleédtidos; en donde existe una identidad del 98,05% con un total de 18
sustituciones de nucleétidos (Anexo B). Dado que las pocas sustituciones de nucleétidos
se reflejan en un nimero adn menor de sustituciones en la secuencia de aminoacidos, es
muy probable que tales diferencias se deban a polimorfismos entre las cepas analizadas
de esta especie de tripanosomatido, y en consecuencia constituyan un mismo marco de

lectura.

Tabla 2-2. Alineamientos entre candidatos a la NMNAT de T. cru  zi. Porcentajes de
identidad entre los alineamientos de las secuencias de aminoacidos y nucleétidos de los
dos candidatos a NMNAT de T. cruzi.

Herramienta bioinformatica Identidad proteina (%). Identidad ADN (%).
CLUSTAL OMEGA 98.27 98.05
MUSCLE 98.27 98.05

Ya habiendo encontrado un posible candidato de una NMNAT en T. cruzi se procedi6 a
verificar la existencia de este en el genoma de dicho tripanosomatido. Para ello se
Sometié la secuencia del candidato 2 a una blsqueda por medio de tBASTn, en la base
de datos TritrypDB (Aslett et al. 2010) El resultado de esta busqueda arroj6 cuatro
registros para genes candidatos anotados como isoenzimas NMNAT putativas (tabla 2-
3). Estos registros pertenecen a distintas cepas de Trypanosoma cruzi y en general sus
alineamientos constan de identidades entre 92% y el 100%. Es de destacar el marco de
lectura TcCLB.507047.170 del genoma de T. cruzi cepa CL Brener Esmeraldo-like, que
arroj6 un 100% de identidad en el alineamiento correspondiente con la secuencia
candidato. En este caso la region gendémica de origen para el gen encontrado es la
misma que la del candidato 2. Para los cuatro registros encontrados se predijo una
funcién biosintética (predicted GO process) y una actividad nucleotidil-transferasa
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(predicted GO function). Estos resultados permiten concluir que existe un marco de

lectura para una NMNAT putativa (TcCNMNAT) en el genoma de T. cruzi.

Tabla 2-3. Marcos de lectura de TcNMNAT putativas en T. cruzi.

Marcos de lectura para
distintas cepas de T. cruzi, halladas mediante tBLASTn con la secuencia de aminoacidos del
candidato 2 en la base de datos TrtrypDB.

TcNMNAT (Candidato 2)

Gene ID

Organismo

Puntaje

E-Value

Secuencia genémica

Ubicacion

Identidad

alineamiento

TCSYLVIO_008891

T. cruzi Sylvio X10/1

598

0,00E+00

ADWP02020923

12,533 — 13,402 (-)

285/288 (98%)

TcCLB.507047.170

T. cruzi CL Brener
Esmeraldo-like

590

0,00E+00

TcChrl7-S

188,592 — 189,461 (-)

289/289 (100%)

TcCLB.509179.80

T. cruzi CL Brener Non-

Esmeraldo-like

586

0,00E+00

TcChrl7-P

188,641 — 189,510 (-)

285/288 (98%)

Tc_MARK_7577

T. cruzi marinkellei
strain B7

526

0,00E+00

TcMARK_CONTIG_420

29,693 — 30,562 (-)

266/287 (92%)

2.1.2 Analisis bioinformatico de la estructura de

la

TcNMNAT putativa.

Partiendo de la secuencia origen del candidato 2 (tabla 2-1) se obtuvo la correspondiente
a la secuencia de aminoacidos. Con esta se efectu6 un andlisis in silico de los distintos
niveles de estructura de esta NMNAT putativa de T. cruzi (TCNMNAT). La estructura
primaria de esta proteina putativa tiene una longitud de 289aa, una masa molecular de
32031.4Da y un punto isoeléctrico tedrico de 5,85. Todo esto de acuerdo con las
predicciones del programa Protparam (Gasteiger et al. 2005). De igual manera este nivel
de estructura posee motivos que pueden catalogar a este candidato como una posible
NMNAT, tal y como se muestra en la tabla 2-4. En esta tabla se observa que de acuerdo
con la base de datos Conserved Domain Database del NCBI (Marchler-Bauer et al. 2013)
se detectaron dos motivos: un indicador de un posible sitio activo basado en la similitud
de secuencia con otras isoenzimas NMNAT, y un motivo (T/H)XGH, relacionado con la

catdlisis de nucleotidil-transferasas. De igual forma la base de datos Pfam (Finn et al.
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2006) detect6 la presencia de un dominio propio de citidil-transferasas, un tipo de

nucleotidil-transferasas.

Tabla 2-4. Dominios y motivos en la estructura primaria de la TcNMNAT. Motivos
encontrados en la Conserved Domain Database del NCBI. Clasificacion del dominio
encontrado mediante la blsqueda en la base de datos Pfam.

Herramienta NCBI Conserved Domain Database
Motivos Regién secuencia | Residuos caracteristicos Secuencia
Sitio Activo NMNAT 5-21 9 ACGSFNPITNMHLRMFE
(T/H)XGH 13-16 4 TNMH
Herramienta Pfam
Clasificacion Familia Clan Regién secuencia
Dominio CTP_transf_2 CL0039
Descripcion Citidil-transferasa HIGH-signature proteins 35198

Para el modelamiento de patrones de estructura secundaria se hizo uso de tres distintos

algoritmos de prediccion; todos ellos presentados en la tabla 2-5.

El algoritmo PDH: un algoritmo de tercera generacion, con una precision mayor al

70% y basado en redes neuronales adaptativas.

El algoritmo GORIV: que se basa tanto en las propensiones de cada aminoacido
a formar una determinada estructura secundaria, como en las vecindades de los
mismos en una ventana dinamica de determinada longitud. Consta de una

precision aproximada del 64%.

El algoritmo PREDATOR (precision ~68-75%), que se basa en el reconocimiento
de aminoacidos potencialmente unidos por puentes de hidrégeno.

Estos programas se utilizaron por medio del servidor NPS@ (Network Protein Sequence

Analysis) (Combet et al. 2000). En general los tres métodos bioinformaticos mostraron
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resultados similares con un promedio de residuos en hélices alfa del 42,91% +3,90, en
laminas beta del 12.57% +3,36 y de regiones aleatorias del 44.52% +1,11 (tabla 2-5).

Tabla 2-5. Prediccion de patrones de estructura secundaria por algoritmos de
segunda y tercera generacion para la TcNMNAT hipoté tica (candidato 2).
Porcentajes de residuos predichos como hélices alfa, laminas beta o regiones aleatorias,
respecto al nimero total de aminoacidos (289) de la secuencia. Las regiones de hélices
alfa y laminas beta se muestran en azul y rojo, respectivamente; las regiones aleatorias
se observan en purpura.

Herramienta Hélice- | Lamina- | Random Perfil grafi
ioi At - : erfil grafico
b|0|nfc;rmat|c (%) %) | Coil (%) 9
’\HH ‘!H\HH ‘ [ HHHN (f ‘ H H\HHHH\HH\HH\‘ I ‘ (0 ‘ HH ‘H‘ iy ' il \‘H‘\ HH 1l H\‘ M T v H‘
GORA4 44.98 11.76 43.25 J ) I ‘ ‘ !
PHD 3841 | 16.26 45 33 “ [ | [ e e T m‘
‘ I \ anll I il I - ‘
PREDATOR | 45.33 9.69 44.98 . ‘ - . 0 n

El modelamiento de la estructura terciaria y la asignacion de una funcion putativa, se
efectuaron mediante la simulacion de un modelo de tridimensional para la secuencia de
aminoacidos del candidato 2 mediante el servidor I-TASSER (Roy, Kucukural, and Zhang
2010; Roy, Yang, and Zhang 2012; Y. Zhang 2008).

El mejor de los cinco modelos alternativos arrojados por el servidor, posee un C-score de
-0.78, un RMSD de 7.8 Angstrom y un TM-score de 0.61 (figura 2-1). En dicho modelo
es notable la presencia de un plegamiento tipo Rossmann; caracteristico de proteinas
que se unen a nucledtidos (motivo ). Este modelo tridimensional corrobora las
predicciones de estructura secundaria simuladas por los algoritmos GORIV, PDH y
PREDATOR. Asi mismo, los términos de ontologia genética (GO terms) predichos por
este servidor para la funcién de la proteina en cuestion son congruentes con las

caracteristicas funcionales conocidas para proteinas NMNAT: GO: 0005524, unién a ATP
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(94% confianza), GO: 0004515, actividad nicotinato-nucleétido-adenilil-transferasa (94%
confianza) y GO: 0000309, nicotinamida-nucledtido-adenilil-transferasa (74% confianza).
Por otra parte, el servidor I-TASSER mostré predicciones acerca de la funcion proteica,
mediante el método para la anotacion de funcion proteica COFACTOR (Roy, Yang, and
Zhang 2012), y el algoritmo de comparacién y alineamiento estructural de proteinas TM-
align (Y. Zhang and Skolnick 2005).

Figura 2-1. Modelo de estructura terciaria de la proteina putat iva TcNMNAT
mediante el servidor I-TASSER. Heélices alfa en azul, laminas beta en rojo y random
coils en verde. Para el N-terminal (gris) y el C-terminal (negro) se muestran sus
respectivas cadenas laterales (Metionina y Tirosina respectivamente).

Herramienta I-TASSER
Algoritmo predominante Threading
C-score -5<-0.78< 2
TM-score 0<0.61+0.14<1
RMSD hipotético. 7.8 +4.4A

La herramienta COFACTOR detect6 los mejores 5 homélogos estructurales en el Protein
Data Bank (PDB) (Bernstein et al. 1978) para el candidato evaluado (tabla 2-6). De esta
tabla se destaca el hecho de que todos los homdlogos poseen un codigo EC 2.7.7.1/18,
lo que indica que son isoenzimas de la familia de las NMNAT (EC: 2.7.7.1) o NaMNAT
(EC: 2.7.7.18). El homologo mas similar de cédigo PDB: 1NUU (X. Zhang et al. 2003),
corresponde precisamente a un modelo por cristalografia de la isoforma mitocondrial de
la NMNAT humana (NMNAT3).

El programa TM-align identifico los 9 mejores analogos estructurales de la TcCNMNAT

modelada (tabla 2-7). Ocho de estos analogos estructurales corresponden igualmente a
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isoenzimas de la NMNAT en distintos organismos, mientras que el noveno corresponde a
una ATP sulfurilasa de soya; también conocida como ATP sulfato-adenilil-transferasa.
Especialmente, los dos mejores analogos estructurales de codigos PDB: 1KR2 (Zhou et
al. 2002b) y INUP (X. Zhang et al. 2003) corresponden respectivamente a estructuras
por cristalografia de las isoformas nuclear (NMNAT1) y mitocondrial (NMNAT3) de la
NMNAT de Homo sapiens.

Tabla 2-6. Mejores homdlogos estructurales de la TcCNMNAT, seg0  n COFACTOR.
Intervalo de confianza, Codigo PDB de la plantilla, TM-score (medida de la similitud
global) entre plantilla y modelo, RMSD entre los residuos alineados, Identidad de la region
alineada. Taza de cobertura del alineamiento, Cédigo EC y residuos predichos para el
sitio activo.

Confianza PDB TM-score | RMSD | Identidad | Cobertura | Cddigo EC Res'd;gt‘?vgel Sl
36,38,46,102,164,247
0.461 INUU 0.700 1.45 0.269 0.734 2.7.7.1 271
2.7.7.1 2.7.7. | 36,38,46,164,168,247
0.437 1KR2 0.708 1.62 0.287 0.747 18 251271
0.401 3e27 0.601 1.72 0.189 0.640 2.7.7.18 124,162,178,250,252
0.389 1K4M 0.651 2.48 0.184 0.723 2.7.7.18 37,124,162,178
0.369 1YUN 0.631 2.66 0.187 0.716 2.7.7.18 46,81,271

Tabla 2-7. Mejores analogos estructurales de la TcNMNAT, segun

TM-align. Cédigo

PDB de la plantilla, TM-score (medida de la similitud global) entre plantilla y modelo,
RMSD entre los residuos alineados, Identidad de la regién alineada y cobertura.

PDB TM-score RMSD Identidad Cobertura
1kr2 0.708 1.62 0.287 0.747
1nup 0.700 1.43 0.269 0.734
1k4k 0.653 2.38 0.184 0.720
lyum 0.636 2.68 0.185 0.723
2qtr 0.608 1.74 0.187 0.647
lkaq 0.597 1.73 0.185 0.637
2h2a 0.587 2.17 0.177 0.644
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3h05 0.513 1.89 0.182 0.550

4mafA 0.481 3.90 0.107 0.609

Para la validacién del modelo se llevaron a cabo minimizaciones de energia gracias al
programa UCSF Chimera v1.8 (Pettersen et al. 2004). Utilizando distintos pasos de
minimizacion con un tamafio de 0,02 angstroms. Los modelos minimizados
posteriormente se sometieron al servidor RAMPAGE (Ramachandran Plot Assessment)
(Lovell and Davis 2003), en aras de determinar la cantidad de residuos en
conformaciones poco favorables de acuerdo con sus angulos psi ( ) y phi ( ) tras la
minimizacion de energias; y de esa forma tener un indicio de la calidad del modelo. Los
resultados para el ndmero de residuos en posiciones favorables, permitidas y
desfavorables se muestran en la tabla 2-8.

Tabla 2-8. Comparacion entre modelos de la estructura terciari a de la TcNMNAT con
distintos grados de minimizacion de energias. Numero de residuos en posiciones
favorecidas, permitidas y no permitidas, de acuerdo con las simulaciones del plot de
Ramachandran por el servidor RAMPAGE, para modelos estructurales de la TCNMNAT
con distinto nimero de pasos de minimizacion.

No. Pasos | Posiciones favorecidas Posiciones permitidas Posiciones no permitidas
0 245 24 18
200 239 31 17
500 242 26 19
700 242 24 21
1000 239 26 22
1500 235 30 22

Esta tabla evidencia que el nimero de residuos en posiciones no permitidas disminuye
en cierta medida a los 200 pasos de minimizacién, pero posteriormente aumenta
proporcionalmente en funcién del nUmero de pasos de minimizacion. Por esta razon se
tomaron los 200 pasos de minimizacion y el correspondiente modelo minimizado, como
plantilla para simulaciones posteriores.

A continuacién se realizaron alineamientos estructurales entre la TcNMNAT con la
estructura terciaria de la NMNAT humana (HsNMNAT) de cédigo PDB: 1NUU (X. Zhang
et al. 2003) generada a partir de datos de difraccion de rayos X (XRD). Estos se
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realizaron mediante la herramienta Matchmaker del programa UCSF Chimera v1.8
(Pettersen et al. 2004) y mediante el servidor DALI (Holm and Rosenstrom 2010). Los
resultados de tales alineamientos se muestran en la figura 2-2. En esta figura se
evidencian claras coincidencias estructurales en varias hélices alfa y laminas beta de las
proteinas superpuestas; con un RMSD de 1.5 angstroms para 168 pares de atomos, y
1.022 angstroms para 212 pares de atomos evaluados. El andlisis de los distintos niveles
de estructura de la proteina aporta importantes argumentos a favor de la pertenencia del

candidato del presente estudio a la familia de las NMNAT.

Figura 2-2. Alineamientos estructurales entre la TcNMNAT con | a estructura
terciaria de la NMNAT humana (1 NUU). Superposicién de modelos visualizado por el
programa USCF Chimera: 1NUU (gris), TCNMNAT (Colores). Valores de RMSD segun las
herramientas utilizadas para el alineamiento estructural.

Herramienta No. pares

o i RMSD
Bioinformatica | de atomos.
Matchmaker 168 1.022
DALI pairwise 212 15

La aproximacion bioinforméatica provee de numerosos argumentos que sugieren que : (1)
existe un marco de lectura en el genoma de Trypanosoma cruzi que se corresponde con
la secuencia del candidato a TcCNMNAT propuesto desde un principio, y (2) La proteina
putativa codificada por dicho marco de lectura consta de atributos estructurales que la
identifican como una NMNAT. En consecuencia se cuenta con razones e informacién

suficiente para realizar el subsecuente acercamiento experimental, teniendo como
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objetivo de constatar mediante distintas técnicas experimentales la existencia de dicho

candidato y su identidad funcional como NMNAT.
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2.2 Aproximacion experimental.

2.2.1 Obtencion de Acidos nucleicos de  Trypanosoma
cruzi.

Inicialmente se contaba con epimastigotes de Trypanosoma cruzi cepa CL Brener
cultivados in vitro. El mantenimiento del cultivo fue realizado por personal entrenado para
ello. Partiendo lisados de estos parasitos, tratados con proteinasa K, se realizé la

extraccion de ADN gendmico a partir método de fenol cloroformo (Pereira et al. 2000).

2.2.2 Clonacion de la Tcnmnat .

Con el objeto de disefiar y clonar un plasmido recombinante para la expresion
heter6loga de la TcNMNAT en Escherichia coli, Inicialmente se estandarizaron las
condiciones para la amplificacion de la secuencia candidato de 870pb, por reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR). Dicha estandarizacién se realizé con los cebadores
disefiados en la metodologia (Tabla 1-1). Las temperaturas de denaturacion y extension
se utilizaron segun las recomendaciones del respectivo fabricante, de acuerdo con el
sistema de amplificacién utilizado (Pfu ADN polimerasa de Fermentas o Platinum® PCR
supermix high fidelity de invitrogen); tal y como se especifica en los materiales y métodos
para la amplificacion de la Tcnmnat por PCR (seccion 1.2.1). Para la determinacion de la
temperatura de anillamiento se evaluaron temperaturas, al menos 5°C por debajo de la
temperatura de anillamiento tedrica calculada a partir del contenido GC (58°C). Para esto
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se efectuaron reacciones de PCR a temperaturas de anillamiento (Ta) de 50°C y 52°C,
usando como plantilla ADN gendémico de Trypanosoma cruzi (200ng/pL). En la figura 2-3
se observa en ambos tratamientos la amplificacién, de una banda ubicada entre los 800
y los 900pb segun lo indicado por el marcador de peso molecular.

Figura 2-3. Amplificacion del ORF de la TcNMNAT (870pb) a parti r de DNA
gendémico. Electroforesis en gel de agarosa 1% (p/v) en TBE. Bromuro de etidio.
Marcador de peso molecular, amplificados desde gADN usando Ta de 50°C y 52°C y
control negativo (reaccion de PCR sin plantilla).

Marcador Control

Pb 100pb  50°C 52°C Negativo

1000
%0 -—— - - - ~870pb
700

600
500

I

400
300

200

Gel agarosa 1% TBE. Bromuro de
etidio; SuL/pozo

El tamafio estimado de la banda concuerda con el tamafio tedrico de la secuencia
candidato a amplificar. Ambos tratamientos no muestran amplificacion alguna de
inespecificidades. No obstante la banda de ~870pb del tratamiento de 50°C muestra
ligeramente una mayor intensidad. Por lo tanto se establecié 50°C como temperatura de
anillamiento a utilizar en experimentos posteriores.

Ya habiendo estandarizado la temperatura de anillamiento 6ptima para la amplificacién
del fragmento, se busc6 obtener un inserto apto para ser ligado en el vector pET100 D-
TOPO (Invitrogen). El sistema de amplificacion estandar (usando la Taq polimerasa)
genera fragmentos amplificados con asideras en los extremos 3" no adecuadas para la
ligacién al vector mencionado. Por ende se opté por amplificar partiendo de ADN

gendmico el fragmento en cuestion mediante Long PCR, y con el amplificado de dicha
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reaccion, realizar una segunda PCR con una polimerasa de correctura (Pfu polimerasa)
la cual no deja extremos adicionales; tal y como se indica en la metodologia. En la figura
2-4 se observa el amplificado del fragmento de ADN tras utilizar los dos procedimientos

mencionados.

Figura 2 -4. Amplificacién del fragmento codificante para la TcN MNAT por long PCR
y PCR con Pfu polimerasa. Electroforesis en gel de agarosa 1% (p/v) TBE. Bromuro de
etidio. Marcador de peso molecular y amplificado final tomando como plantilla el
amplificado de gADN por Long PCR (Ta 50°C).

Gel agarosa 1% TBE. Bromuro
de etidio; SpL/pozo.

En esta figura se puede apreciar claramente una banda de ~870pb, la cual fue
cuantificada por densitometria, donde se obtuvo una cantidad de 46ng para la banda en
cuestion. El fragmento amplificado se ligé al vector pET100 D-TOPO; utilizando 12,1ng
de inserto en una relacion molar 4:1 con respecto a la cantidad de plasmido empleado.
Con la reaccion de ligacién resultante se transformaron células competentes de
Escherichia coli, de la cepa de mantenimiento TOP10. En la figura 2-5 se observan las
colonias resultantes del mencionado proceso de transformaciéon. Teniendo en cuenta

este resultado se calcul6 una eficiencia de transformacion de 2,975 UFC/ng de ADN.
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Figura 2-5. Transformacién de células com petentes TOP10 con el producto de
ligacibn pET100/Tcnmnat . Seleccién en medio Lb-ampicilina. Colonias seleccionadas
de la cepa TOP10 transformadas por choque térmico a 42°C.

Posteriormente las colonias transformadas se sometieron a un proceso de verificacion
por medio de PCR de colonia, a fin de saber que colonias poseian el vector recombinante
con el inserto de interés. En la figura 2-6 se observa la amplificacién de una muestra de
22 colonias, en donde el 59% de las mismas amplifican claramente un fragmento de
~870pb que se corresponde con los respectivos controles positivos. Esto indica que tales

clones poseen el vector recombinante con el fragmento de interés.
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Figura 2 -6. Rastreo de transformantes por PCR de colonia. Electroforesis en gel de
agarosa 1% (p/v) TBE. Bromuro de etidio. Marcador de peso molecular y reacciones de
PCR de colonias transformadas con el producto de ligacién pET100/Tcnmnat (Ta 50°C).
Amplificado de ~870pb para colonias positivas.

De los clones positivos para el ensayo anterior, se escogieron los clones 3, 5, 16 y 19
(dada la abundancia relativa de su amplificado) para ser sujeto de un proceso de
extraccion de plasmido por medio de lisis alcalina, tal como se especifica en la
metodologia (seccién 1.2.1). A los respectivos plasmidos extraidos (nombrados con el
namero del clon del cual provenian) se les verificd la presencia del inserto de interés
mediante dos técnicas. Por un lado se realizaron ensayos de PCR en aras de amplificar
el inserto de ~870pb. Por otra parte se realizaron ensayos de digestién con la enzima de
restriccion EcoRV; donde los perfiles electroforéticos de la digestion se compararon con
simulaciones in silico para las secuencias del vector recombinante y su contraparte vacia,
generadas por el servidor NEBcutter V2.0 (Vincze, Posfai, and Roberts 2003). En la
figura 2-7 se observa el resultado de la amplificacion por PCR del inserto, usando los

plasmidos extraidos como plantilla.



56 Identificacion y caracterizacion de la Nicotinamida Mononucleétido Adenilil Transferasa

(NMNAT) en Trypanosoma cruzi. Enzima Clave en el Metabolismo del NAD+.

Figura 2 -7. Verificacién de insercion del fragmento Tcnmnat en el vector PET100/D-
TOPO por ensayos de PCR . Electroforesis en gel de agarosa 1% (p/v) TBE. Bromuro
de etidio. Marcador de peso molecular, amplificados por PCR de los plasmidos extraidos
de las colonias 3, 5, 16 y 19 (transformantes E. coli TOP10 pET100/Tcnmnat), control
positivo (JADN) y control negativo (reaccion sin plantilla).

En este gel se puede ver la banda caracteristica de ~870pb, que indica la presencia de
vectores recombinantes con la secuencia de interés en todos los clones seleccionados.
En la figura 2-8 se observan patrones electroforéticos de digestion del plasmido
recombinante con la enzima EcoRV. Tales patrones son congruentes con las
simulaciones para las secuencias del vector con el inserto, lo cual confirma el resultado
anterior. No obstante en el caso del plasmido de la colonia 5 se observa que, adicional a
las bandas del perfil que muestran la presencia de plasmido en el inserto, existe una
tercera banda de ~1534pb. Esta banda es congruente con la simulacién para el vector
vacio. Ello sugiere que en dicho clon se encuentran plasmidos de ambos tipos: tanto
recombinantes con el inserto de 870pb, como recombinantes con un inserto de mucho

menor tamano. Esto indica un evento de co-transformacion.
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Figura 2 -8. Verificacién de insercion del fragmento Tcnmnat en el vector PET100/D-
TOPO por ensayos de digestion con la enzima de rest riccion EcoRV. A)
Electroforesis en gel de agarosa al 0,8% (p/v) en TBE (Bromuro de etidio): Marcador de
peso molecular, plasmidos extraidos de cepas de mantenimiento TOP10 y Control
negativo (vector sin insercion de fragmento). B) Perfil tedrico de electroforesis segun el
programa NEB CUTTER: perfil de bandas para el vector con el inserto y perfil de bandas
para el vector vacio.
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2.2.3 Expresion de la proteina recombinante
6XHISTCNMNAT.

A los clones seleccionados y verificados de la cepa TOP10 (clones 3, 5, 16, y 19) se les
realiz6 la extraccion de los plasmidos recombinantes pET100/Tcnmnat;, estos se
emplearon en la transformacion de células E. coli BL21 (DE3) (cepa de expresion). A los
transformantes que resultaron se les indujo la expresion de la proteina recombinante a
37°C, con 1mM de inductor (IPTG).

Todos los transformantes se indujeron cuando el cultivo se encontraba a una ODeoo de
0.6, buscando un estimativo de la cantidad de proteina recombinante producida. Esto se
efectu6 como se menciona en los materiales y métodos para la expresiéon de la
6xHisTCNMNAT (seccion 1.2.2).

Los extractos celulares colectados tras inducir toda la noche, se evaluaron mediante
SDS-PAGE vy la proteina recombinante se monitoreé mediante Western blot contra la
marca de seis histidinas (6xHis), adicionada al extremo amino terminal durante la
clonacién a la TcNMNAT por el vector pET-100/D-TOPO. Tal y como se observa en la
figura 2-9 de los 4 clones evaluados solo en el clon transformado con el plasmido de la
colonia 16 mostré una banda de ~35kDa consistente con el peso esperado para la
proteina recombinante 6xHiSTCNMNAT.
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Figura 2-9. Induccién de la proteina recombinante 6xHisSTCNMNAT en células
transformadas BL21 (DE3). A) SDS-PAGE 10% (p/v) tincién azul de Coomassie. B)
Ensayo de Western blot por fosfatasa alcalina (primario: IgG His 1:5000; secundario

His-ratén 1:2000). Marcador de peso molecular, Control negativo (cepa sin transformar)
y clones de E. coli transformados con el vector de expresion de la 6xHiSTCNMNAT
(Colonias 3, 5, 16, 19). Asterisco sefiala la proteina recombinante (~35kDa).

Con el objeto de establecer las condiciones de expresion de la proteina recombinante
6xHisTCNMNAT, se buscé establecer que tanto de la proteina recombinante se expresa
de manera soluble y que tanto como proteina insoluble (cuerpos de inclusién). Para ello,
se evalu6 la cantidad relativa de proteina expresada a distintos tiempos de induccion,
tanto en la fraccion soluble como en la insoluble. Las fracciones solubles e insolubles de
cada tiempo de induccién se analizaron por SDS-PAGE y se confirmé la presencia de la
proteina en los distintos tratamientos por Western blot; empleando anticuerpo anti-6xHis
contra la marca de histidinas.

Tal y como se observa en el SDS-PAGE de la figura 2-10, a partir de las dos horas de
induccién aparece una banda de ~35kDa detectable por Western blot; tanto para las
fracciones de proteina insoluble, como para las de proteina soluble. Dicha banda muestra
ser abundante en aquellos tratamientos que corresponden a la fraccidn proteica
insoluble, no obstante también es notoria en las fracciones solubles correspondientes.
Este resultado sugiere que la expresién de proteina como cuerpos de inclusién es mayor
que aquella expresada como proteina soluble para todos los tiempos de induccién. De
igual forma no se observa que en los tiempos de induccion para las fracciones solubles,
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exista un incremento significativo de proteina recombinante en funcién del tiempo. Por lo
tanto, se considerd que a las dos horas de induccion se establece un tiempo 6ptimo para
la expresion de la 6xHisTCNMNAT soluble, en la cepa de E. coli BL21 (DE3).

Figura 2-10. Expresién de la proteina recombinante 6xHiSTCNMNAT en la fraccion

soluble e insoluble de células BL21 (DE3). A) SDS-PAGE al 10% (p/v) tincién azul de
Coomassie. B) Ensayo de Western blot por peroxidasa de rabano (primario: IgG His
1:2000; secundario His-ratén 1:2000). Marcador de peso molecular, Control negativo
(células sin transformar) y distintos tiempos de induccién para la fraccion soluble (seccion
superior) e insoluble (seccion inferior) de células transformadas e inducidas. Asterisco
sefiala la proteina recombinante (~35kDa). Para cada tiempo de induccién y el control
negativo se tomd la misma cantidad de cantidad de células de acuerdo con la
absorbancia.

Sabiendo entonces que la proteina 6xHisSTCNMNAT se expresaba mayormente como
cuerpos de inclusion, se busco estandarizar condiciones que favorecieran la expresion de
esta proteina en la fraccion soluble. Este proceso de optimizacion consistié en:
estandarizar temperaturas de induccién, concentraciones de inductor y la fase de
crecimiento en donde se inicia la induccién; Asi como comparar la expresion de proteina
soluble en cepas alternativas y bajo co-expresion con un plasmido recombinante para

expresion de chaperonas.
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En cuanto a la estandarizacion de las condiciones de induccion, se evalud el efecto de la
temperatura y la concentracion de inductor sobre la expresion de proteina recombinante.
Para esto se indujo a temperatura ambiente (alrededor de 18°C), con menores
concentraciones de inductor (0,5mM de IPTG), y aumentando un poco el ODsoo en la fase
de crecimiento (0,7). No se encontraron diferencias apreciables respecto a la produccion
de 6xHisTcNMNAT en la fraccién soluble. Por ello las inducciones de los experimentos
relacionados con la purificacion de la proteina 6xHisTCNMNAT se realizaron bajo las
condiciones mencionadas, dado que se no se encuentra un incremento de la cantidad de
proteina soluble a altas concentraciones de inductor (ImM), temperaturas de 37°C, ni a
fases de crecimiento mas tempranas (ODsoo 0,6). Ademas no se afecta la calidad del

resultado.

Para evaluar la expresion de la 6xHisTCNMNAT en cepas alternativas, se compar6 la
expresion de proteina inducida en las fracciones soluble e insoluble de cepas BL21 (DES3)
y BL21-CodonPlus (DE3)-RIL. En la figura 2-11 se observan los perfiles de expresion
para ambas cepas por SDS-PAGE y la correspondiente deteccion de la proteina
recombinante por Western blot contra la marca de histidinas. En esta figura se observa
gue la proteina recombinante es expresada tanto en la fraccion soluble como en la
fraccion insoluble de ambas cepas. De igual forma también se puede concluir que no hay
mayor diferencia en la produccién de proteina soluble entre las dos cepas evaluadas,
habiendo empleado las mismas condiciones de induccion. Sin embargo la cantidad de
proteina recombinante como cuerpos de inclusién es mayor en la cepa BL21 (DE3) que
en la cepa BL21-CodonPlus (DE3)-RIL.
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Figura 2-11. Expresion de la proteina recombinante 6xHis TCNMNAT en fracciones
solubles e insolubles de E. coli BL21 (DE3) y BL21- CodonPlus (DE3)-RIL. A) SDS-
PAGE al 10% (p/v) tincién azul de Coomassie. B) Ensayo de Western blot por peroxidasa
de rabano (primario: IgG His 1:2000; secundario His-ratén 1:2000). Marcador de peso
molecular, fracciones insolubles, fracciones solubles y controles negativos (cepas sin
transformar) de la cepa BL21 (DE3) y la cepa BL21-CodonPlus (DE3)-RIL;
respectivamente. Asterisco sefiala la proteina recombinante (~35kDa).

Respecto a la evaluacion de la expresién de la proteina 6xHisSTCNMNAT bajo condiciones
de co-transformacion, se transformé el vector pET100/Tcnmnat, en células E. coli BL21
(DE3) previamente transformadas con el plasmido pTfl6 (Takara); que codifica para la
chaperona Trigger factor (56kDa). Posteriormente se evalu6 la producciéon de proteina
recombinante bajo condiciones de expresién que abarcan temperaturas de induccion de
37°C y temperatura ambiente (alrededor de 18°C), ademas de la inducciéon de la
6xHISTCNMNAT sin y con la co-expresion de la chaperona Trigger factor. Para los
tratamientos que expresan la 6xHisSTCNMNAT, las inducciones se realizaron agregando
1mM de inductor (IPTG), cuando el in6culo alcanzé una ODsoo de 0,6 en medio Lb-
glucosa (1%) con los antibidticos de seleccién (ampicilina 100 g/mL y cloranfenicol
50 g/mL). Para los tratamientos que expresan la chaperona Trigger factor, el in6culo se
incub6 en el mismo medio, pero suplementado previamente con el inductor de la
chaperona (L-arabinosa 1mg/mL); como se menciona en el apartado sobre co-expresion
de chaperonas en la metodologia (seccién 1.2.2.). El resultado de este experimento se

observa en la figura 2-12.
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Figura 2 -12. Expresion de la proteina recombinante 6xHisTCNMNAT en fracciones
solubles e insolubles para E. coli BL21 (DE3) co-tr ansformada con pTfl6. A) SDS-
PAGE al 10% (p/v) tincién azul de Coomassie. B) Ensayo de Western blot por fosfatasa
alcalina (primario: IgG His 1:5000; secundario His-raton 1:2000). Marcador de peso
molecular y fracciones solubles e insolubles bajo distintas condiciones de induccion:
expresion de la 6xHiSTCNMNAT (IPTG 1mM), expresion de la chaperona Triger factor (L-
arabinosa 1mg/mL). Medio de cultivo: Lb-glucosa (1%) ampicilina (100 g/mL) y
cloranfenicol (50 g/mL). Induccion toda la noche. La proteina inducida se representa con
el signo mas (+) y la no-inducida con el signo menos (-). Asterisco sefiala la proteina
recombinante 6xHisTCNMNAT (~35kDa). Flechas sefialan la regién donde debe aparecer
la chaperona Triger factor (~56kDa).

() 6xHisTcNMNAT (~35kDa). () Chaperona Triger Factor (~56kDa).

En esta figura se muestra que en los tratamientos que corresponden a la fraccién soluble,
a 37°C no existen diferencias notorias en los tratamientos respecto a la produccion de
proteina recombinante soluble. Sin embargo a temperatura ambiente parece haber
expresion de esta solo cuando no se co-expresa con el Triger factor. Para los
tratamientos de la fraccion insoluble, a 37°C no se observa la 6xHiSTCNMNAT cuando se
induce su expresién con el Triger factor, mientras que a temperatura ambiente hay una

mayor presencia de 6xHisTCNMNAT bajo co-expresién con la chaperona.

Es extrafio que cuando se induce el Triger Factor, a 37°C se detecta mejor banda de la
proteina 6xHisTCNMNAT soluble, mientras que a esta misma temperatura no se detecta
nada en la fraccion insoluble. En las fracciones solubles, la presencia de una banda de
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sobre-expresion en la regién de los ~56kDa indica la expresidn de la chaperona; por lo
que una falla en la expresion del Triger factor, no se puede ser la razén por la cual no se
observa la 6xHiSTCNMNAT en la fraccion insoluble de la inducciéon a 37°C bajo co-
expresion. Es posible que en este caso exista error experimental en cuanto a la cantidad
de proteina cargada.

De igual manera es notoria la degradacion de la proteina a temperatura ambiente, en
cuento a los tratamientos de la fraccion insoluble. Esto se constata al presenciar bandas
de bajo peso molecular que igualmente son detectadas por el anticuerpo contra la marca
de histidinas (IgG His).

También es importante notar que en los ensayos de expresiéon correspondientes a la
fraccion insoluble de proteina, el SDS-PAGE muestra diferencias notorias en la cantidad
de proteina total cargada en el gel (debido a la viscosidad de la muestra), lo cual puede
estar afectando los resultados en esta parte del experimento. No obstante el objetivo
principal de este experimento es la proteina nativa. Por ende se concluye que la co-
expresion con chaperonas no tuvo un efecto significativo sobre la solubilidad de la
6xHisTCNMNAT; pues no se incrementa la presencia de esta proteina en la fraccion

soluble.
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2.2.4 Purificacion de la proteina recombinante
6XHISTCNMNAT.

A fin de obtener una fraccion lo suficientemente pura como para realizar ensayos de
actividad y caracterizar enzimaticamente la 6xHisTCNMNAT, Inicialmente se llevé a cabo
una purificacién parcial de esta proteina por medio de cromatografia de afinidad a Niquel
(Ni-NTA) (Quiagen). Para esta cromatografia de afinidad, se partié6 de una la fraccion
soluble de células E. coli BL21 (DE3) pET-100/Tcnmnat inducidas. Esta cromatografia se
llevo a cabo antes de optimizar las condiciones de expresion de la 6xHisTCNMNAT; como
se menciond en la seccién 2.2.3. Por lo tanto la respectiva induccién se realizé bajo las
siguientes condiciones previamente establecidas: 37°C, 1mM de IPTG y ODesoo de 0,6. La
fraccion proteica soluble se obtuvo mediante el método de lisis por choque térmico con
nitrégeno liquido que se describe en la metodologia (seccién 1.2.2).

Esta fraccion se unié a la resina previamente equilibrada, usando 10mM de imidazol en el
respectivo buffer de unién (NaH,PO, 50mM, NaCl 300mM pH 8,0). Tras incubar por una
noche sobre hielo, se realizaron varios lavados, cada uno con 1mL del mismo buffer pero
usando 20mM de imidazol, hasta alcanzar una densidad Optica constante a 280nm
(menor a 0,05). Finalmente se obtuvieron 4 eluidos con el buffer mencionado con 250mM
de imidazol. Para ello se incub0 la resina lavada con dicho buffer de elucion durante toda
la noche para el primer eluido y durante una hora para cada uno de los tres eluidos
restantes. Todo esto se efectu6 tal y como se menciona en el apartado de la

metodologia para la cromatografia de afinidad a Ni-NTA (seccion 1.2.3).

Eventualmente se monitored esta cromatografia, observando las proteinas no unidas a la
resina, lavados y eluciones colectadas mediante SDS-PAGE y Western blot. En la figura
2-13, se observa el resultado de dicho seguimiento; en donde es posible apreciar la
purificacién parcial y el enriguecimiento de una banda de ~35kDa detectable por Western
blot mediante el anticuerpo IgG His contra la marca de histidinas de la 6xHiSTCNMNAT.

Por lo que dicha banda corresponde a la proteina recombinante en cuestion.
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Figura 2 -13. Purificacion parcial de la proteina recombinante  6xHiSTCNMNAT por
cromatografia de afinidad Ni-NTA. Evaluacién prelim  inar. A) SDS-PAGE al 10% (p/v)
tincién azul de Coomassie. B) Ensayo de Western blot por fosfatasa alcalina (primario:
IgG His 1:5000; secundario His-raton 1:2000). Marcador de peso molecular, Fraccion
insoluble (FI, control de Western blot), proteinas no unidas a la resina (PNU), primer
lavado a 20mM de imidazol (L1), dltimo lavado a 20mM de imidazol (L15), y eluidos a
250mM de imidazol. Asterisco sefiala la proteina recombinante (~35kDa).

En esta figura igualmente se detecta la presencia de algunas proteinas contaminantes
visibles por SDS-PAGE pero no detectables por Western blot. La presencia de tales
contaminantes sugiere que es necesario modificar las condiciones de astringencia en la

unién y los lavados de la cromatografia, a fin de reducir el nimero de impurezas.

En aras de optimizar el proceso de purificacion por cromatografia de afinidad a Ni-NTA,

se evaluaron de manera paralela dos posibles alternativas:

Explorar otros métodos de purificacion y pre-tratamientos de la fraccion soluble,
para si acoplarlos a una futura cromatografia de afinidad a Ni-NTA en un
esquema de purificacién.

Optimizar la purificacion de la cromatografia de afinidad a Ni-NTA mediante la
estandarizacién de condiciones que favorezcan el enriquecimiento y la pureza de

la 6xHiISTcNMNAT en los mismos.
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La exploracién de métodos de purificacién y pre-tratamientos a acoplar a la cromatografia
de afinidad, abarcé dos técnicas: la purificacion de la proteina por medio de
cromatografia de exclusion y el pre-tratamiento de la fraccion soluble mediante

precipitacion utilizando sulfato de amonio.

Para la purificacion de la 6xHisSTCNMNAT por cromatografia de exclusion, se usoé resina
sephadex G-75, partiendo de la fraccion proteica soluble; buscando obtener una fraccion
enriguecida y libre de algunos contaminantes de bajo peso molecular. De la totalidad de
las fracciones colectadas, se determind que la proteina recombinante se encontraba
dentro de las 10 primeras fracciones (250uL cada una). En la figura 2-14 se observa el
analisis de estas 10 fracciones de por SDS-PAGE y Western blot,

Figura 2 -14. Purificacion parcial de la proteina recombinante 6x  HisSTCNMNAT por
filtracion en gel. A) SDS-PAGE al 10% (p/v) tincion azul de Coomassie. B) Ensayo de
Western blot por fosfatasa alcalina (primario: 1IgG His 1:5000; secundario His-ratén
1:2000). Marcador de peso molecular y las 10 primeras fracciones colectadas (250puL
cada una) de la cromatografia de exclusién. Resina utilizada sephadex G-75. Asterisco
sefiala la proteina recombinante (~35kDa).
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Como se muestra en el Western blot la figura 2-14, en las primeras 9 fracciones de las 10
evaluadas, se detecta la banda caracteristica de ~35kDa correspondiente a la proteina
6xHiSTCNMNAT. La respectiva sefial de inmunodeteccion presenta un maximo de
intensidad en las fracciones 5 y 6, de acuerdo este ensayo. En el respectivo SDS-PAGE
se observa que en dichas fracciones predominan bandas con pesos superiores a 30kDa.

Ello indica que se enriquecieron algunas fracciones con la proteina.

El hecho de que la proteina recombinante haya sido eluida en las primeras fracciones de
la cromatografia indica que esta no se encuentra dentro del rango de resolucién de la
resina (3000-80000Da). Esto podria explicarse por la constitucion de oligdbmeros. Es
posible optimizar este procedimiento utilizando una resina de poro mas grande para un
rango de fraccionamiento mas especifico o aumentar el tamafio de la columna a fin de

obtener mayor poder de separacion.

Para la purificacién de la proteina recombinante a partir de la fraccion soluble de células
inducidas E. coli BL21 (DE3) pET-100/Tcnmnat empleando sulfato de amonio, se
determiné el porcentaje p/v a utilizar para la precipitacién de la proteina. Se establecié
gue con 20% se precipitaba la 6xHiSTCNMNAT y se reducian los contaminantes.
Posteriormente se acopl6 este procedimiento a una cromatografia de afinidad: tomando
el precipitado a 20% de sulfato de amonio para re-suspenderlo en buffer de lisis,
dializarlo y seguidamente realizar la unién a la resina Ni-NTA; continuando luego con la
respectiva cromatografia. En la figura 2-15 se observa el seguimiento de este proceso
mediante SDS-PAGE y Western blot. La precipitacién por sulfato de amonio y la
cromatografia de afinidad se realizaron tal y como se describe en los correspondientes

apartados de la metodologia (seccion 1.2.3)
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Figura 2 -15. Precipitaciéon de la proteina recombinante 6xHisTcNM  NAT con sulfato
de amonio al 20%, acoplada a cromatografia de afini  dad Ni-NTA. A) SDS-PAGE 10%
(p/v) tincion azul de Coomassie. B) Western blot por fosfatasa alcalina (primario: 1IgG His
1:5000; secundario His-ratdbn 1:2000). Marcador de tamafio. Fracciones iniciales de
células inducidas: fraccién insoluble y fraccion soluble (S. inicial). Precipitacion por sulfato
de amonio: sobrenadante (Sob.S.A.), precipitado total (Dializado), fraccién soluble y
fraccion insoluble del dializado. Cromatografia de afinidad acoplada: proteinas no unidas
a la resina, primer lavado a 20mM de imidazol (L1), Gltimo lavado a 20mM de imidazol
(L20) y eluidos a 250mM de imidazol. Asterisco sefiala la proteina recombinante
(~35kDa).

En el SDS-PAGE, el tratamiento denominado como “Dializado” (que consta del
precipitado por sulfato de amonio al 20% de la fraccién soluble de células inducidas)
muestra un enriquecimiento de la banda que corresponde a la TCNMNAT recombinante
segun el reconocimiento por Western blot (~35kDa). Ademas este tratamiento presenta
una disminucién marcada de las bandas contaminantes, especialmente aquellas de
~66kDa, ~27kDa, ~25kDa, ~14kDa. Estas proteinas contaminantes en particular se
caracterizan por permanecer como remanentes tras la purificacion por cromatografia de
afinidad, como puede verse en la figura del experimento anterior (figura 2-13). Sin
embargo en los carriles correspondientes a los eluidos de la figura 2-15, se observa muy
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poca proteina total en el SDS-PAGE y una muy baja deteccion de la proteina
recombinante por Western blot. Este mismo resultado prevalecidé a pesar de utilizar
condiciones de minima astringencia en la unién y los lavados de la cromatografia de
afinidad (buffer de unién sin imidazol y buffer de lavado de 10mM de Imidazol). Por lo que

es posible que haya poca retencion de proteina total por parte de la resina.

Los tratamientos correspondientes a la fraccion soluble y a la fraccion insoluble la
precipitacion por sulfato de amonio en la figura 2-15 (denominados como “D. soluble” y
“D. insoluble™), surgieron tras centrifugar con un pulso de 4000rpm dicho pellet después
de ser re-suspendido y sometido a dialisis (tratamiento “Dializado”). Esta centrifugacion
se realizé bajo la sospecha de que no hubiese una buena disolucion del dializado original
al re-suspenderlo en el buffer de lisis; ya que poseia una consistencia lechosa. Al
centrifugar con este pulso se obtuvieron dos fases discretas, las cuales se analizaron por
SDS-PAGE y Western blot. En la fase insoluble del dializado (D. insoluble) se observa la
mayoria de la proteina total que originalmente estaba en la precipitacion por sulfato de
amonio, junto con practicamente toda la 6xHisTcNMNAT, segln el ensayo de inmuno-
deteccion. Por otra parte en el tratamiento “D. soluble” la banda caracteristica de ~35kDa
no se puede detectar con el anticuerpo anti-histidinas. Esto indica que el precipitado
obtenido por Salting-out con 20% de sulfato de amonio presenta problemas para
resuspenderse en el buffer de lisis. De tal forma se explica la poca cantidad de proteina y
el bajo reconocimiento de la banda de ~35kDa en los eluidos de la cromatografia
acoplada; ya que si la 6xHisTcCNMNAT no se encuentra soluble no puede unirse a la
resina Ni-NTA bajo condiciones nativas. Pese a realizar varios ensayos para solubilizar el
precipitado, los resultados fueron negativos. Por lo tanto se elimindé esta fase del

procedimiento de purificacion.

La optimizacion de la purificacion de la 6xHisTCNMNAT por cromatografia de afinidad a
Ni-NTA se llevd a cabo estandarizando: el factor de concentracién (La razén existente
entre el volumen de cultivo inicial y el volumen de buffer de lisis con el cual se extrae la
fraccion soluble), y las condiciones de astringencia representadas por la concentracion

de imidazol en los buffers de unién, lavado y elucion.
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En las primeras cromatografias de afinidad realizadas como en figura 2-13 se utiliz6 un
factor de concentracion (volumen inicial de cultivo/ volumen de buffer de lisis) de
alrededor de 50 veces. Por cual se propuso inicialmente aumentar dicho factor de
concentracion a 70 veces, esperando asi contar con una fraccion soluble mas
concentrada, y en consecuencia, con una mayor concentracion de la 6xHisSTCNMNAT; lo
gue en teoria podria facilitar la captura de esta proteina recombinante por parte de la
resina. La cromatografia de afinidad a Ni-NTA realizada bajo un factor de concentracién
de 70 veces se observa en la figura 2-16; donde se muestran los respectivos SDS-PAGE

y Western blot.

Figura 2 -16. Purificacion parcial de la proteina recombinante 6x  HisSTCNMNAT por
cromatografia de afinidad Ni-NTA. A) SDS-PAGE al 12% (p/v) tincién azul de
Coomassie. B) Western blot por fosfatasa alcalina (primario: IgG His 1:5000; secundario

His-ratén 1:2000). Marcador de peso molecular, Células totales, fraccion insoluble,
fraccion soluble, proteinas no unidas a la resina, primer lavado a 20mM de imidazol (L1),
Gltimo lavado a 20mM de imidazol (L15) y eluidos a 250mM de imidazol. Factor de
concentracion: 70 veces (volumen cultivo: volumen buffer de lisis). Asterisco sefiala la
proteina recombinante (~35kDa).
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En la figura 2-16 es posible observar que los eluidos poseen una menor cantidad e
intensidad de proteinas contaminantes en comparacién con la cromatografia de la figura
2-13. Igualmente existe un enriguecimiento relativo de la banda de ~35kDa, que
corresponde a la proteina recombinante. El resultado anterior indica que aumentar la
concentracion de proteina total 70 veces con respecto al volumen de cultivo, da lugar a
eluidos mas enriquecidos para la banda de ~35kDa que corresponde a la
6XHiISTCNMNAT.

Para la estandarizacién de las condiciones de astringencia de la cromatografia de
afinidad (concentracién de imidazol en los buffers de union, lavado y elucién), se decidio
por disefiar esquemas de elucién escalonada, utilizando buffers de elucién con distintas
concentraciones de Imidazol. De esta manera, observando el perfil de los eluidos por
SDS-PAGE y monitoreando la elucién de la 6xHisTcNMNAT por Western blot, se puede
obtener la proteina recombinante con un grado de pureza superior. Para el disefio de
tales cromatografias escalonadas, se buscé realizar los lavados caracteristicos de este
proceso con un buffer que representase la menor condicion de astringencia posible; y asi
retener al maximo la proteina 6xHisTCNMNAT. Por ello en los lavados se utilizd la misma
concentracion de imidazol que en el buffer de union (L0mM). Asi mismo se empled el

factor de concentracion estandarizado en el experimento de la figura 2-16.

En la figura 2-17 se observan el SDS-PAGE y el Western blot del primer esquema de
elucion escalonada llevado a cabo, en donde se realizaron 4 eluciones con
concentraciones de 50mM, 100mM, 200mM y 250mM de imidazol, respectivamente. En
todos los pasos de elucion se utilizé un volumen del respectivo Buffer igual al volumen de
resina empleado. En esta figura el Western blot, empleando anticuerpo anti-histidinas
contra la 6xHisTcNMNAT, muestra que la proteina recombinante comienza a ser eluida a
partir de los 100mM de imidazol. En los eluidos con 200mM y 250mM de imidazol
observa un abundante enriquecimiento de la banda de ~35kDa de la proteina

recombinante.



73

Figura 2-17. Cromatografia de afinidad Ni-NTA de la proteina rec ombinante
6xHisTCNMNAT con elucién escalonada. A) SDS-PAGE al 12% (p/v) tincion azul de
Coomassie. B) Ensayo de Western blot por fosfatasa alcalina (primario: IgG His 1:5000;
secundario His-raton 1:2000). Marcador de peso molecular, fraccién insoluble, fraccién
soluble, Proteinas no unidas a la resina, primer lavado a 10mM de imidazol (L1), dltimo
lavado a 10mM de imidazol (L31) y eluciones a 50mM, 100mM, 200mM y 250mM de
imidazol. Asterisco sefiala la proteina recombinante (~35kDa).

Se evidencian también ciertos productos de degradacion de la 6xHisTCNMNAT en estos
eluidos. En las eluciones con 200mM y 250mM de imidazol se observan numerosas
proteinas contaminantes, no obstante la presencia de la banda correspondiente a la
6xHisTCNMNAT es muy superior, indicando claramente el enriqguecimiento de la proteina
recombinante en estas fracciones. En los carriles que corresponden a las proteinas no
unidas a la resina y los lavados, no se detecta la proteina recombinante. Esto sugiere
retencién eficiente de proteina de interés en la resina. Por otra parte, en los eluidos
visualizados por SDS-PAGE se observan distintos perfiles de proteinas contaminantes a
distintas concentraciones de imidazol. A 50mM y 100mM se muestran bandas de mayor

intensidad en lo que concierne a contaminantes de alto peso molecular.

Teniendo en cuenta el resultado anterior se realizé un nuevo esquema de elucion
escalonada a fin de eliminar contaminantes en los eluidos previos y obtener una fraccion
mas pura en las eluciones finales. En esta cromatografia se realizaron tres eluidos con
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50mM de imidazol, dos eluidos con 75mM de imidazol y 4 eluidos con 250mM de
imidazol. Para las eluciones de 50mM se empleé el doble de volumen Buffer de elucién
con respecto al volumen de la resina. En los demas pasos se eluyé usando el mismo
volumen de la resina, respecto al Buffer de elucion. El resultado de dicha purificacion se

puede observar en la figura 2-18.

Figura 2-18. Cromatografia de afinidad Ni-NTA de la proteina recombinante
6xHisTcNMNAT con eluciéon escalonada. Eluciones con 50mM, 75mM y 250mM de
imidazol. A) SDS-PAGE al 12% (p/v) tincion azul de Coomassie. B) Western blot por
fosfatasa alcalina (primario: IgG His 1:5000; secundario His-ratén 1:2000). Marcador de
peso molecular, fraccion insoluble, fraccion soluble, proteinas no unidas a la resina,
primer lavado a 10mM de imidazol (L1), ultimo lavado a 10mM de imidazol (L31), tercera
elucién a 50mM de imidazol (50-111), eluciones a 75mM y eluciones a 250mM de imidazol.
Asterisco sefiala la proteina recombinante (~35kDa).

En el Western blot de esta figura se puede detectar claramente la banda caracteristica de
~35kDa de la proteina recombinante, a partir del primer eluido con 75mM. La intensidad
ésta banda aumenta dramaticamente en el primer eluido de 250M; por lo cual se infiere
que la 6xHisTCNMNAT se eluye mayormente a concentraciones de 250mM de imidazol.
En el SDS-PAGE de la figura 2-18, es clara la reduccién de proteinas contaminantes, en
intensidad y numero, tomando como referente el esquema de elucién anteriormente

empleado (figura 2-17). No obstante aln se observan cuatro bandas principales: 2 de
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~66kDa, una de ~27kDa y una de ~34kDa. Las proteinas de ~27kDa y ~34kDa se
correlacionan espacialmente con los productos de degradacion observados en el
Western blot de la presente figura y en la figura 2-17; ademas son reconocidos por el
anticuerpo empleado y se acumulan paulatinamente conforme las bandas de ~66kDa

disminuyen en cantidad.

La presencia de las dos proteinas de ~66kDa, junto con las demas proteinas
contaminantes de poca cantidad a lo largo de todo el carril de los eluidos, en la figura 2-
18, motivé a optimizar ain mas las condiciones de la elucion escalonada. Por lo cual a
continuacién se realiz6 un ultimo intento de eliminar los contaminantes mencionados en
las eluciones finales dicha cromatografia. Para ello se realiz6 un esquema de elucion en
donde ademas de utilizar buffers de eluciéon con concentraciones de 50mM, 75mM vy
250mM de imidazol, se incluyeron dos eluciones con 160mM de imidazol. Estas
eluciones se incluyeron después de las de 75mM pero antes de las eluciones con 250mM
de imidazol. Adicionalmente se modificaron las relaciones de volumen entre respectivo
buffer y la resina. En consecuencia las eluciones de llevaron a cabo de la siguiente
manera:

En las tres eluciones con 50mM de imidazol y en la elucion con 75mM de

imidazol, se utilizé un volumen de buffer de elucion equivalente cuatro volimenes

de laresina

En las eluciones restantes ( un eluido de 75mM, dos de 160mM y cuatro de

250mM de imidazol) se utilizé un volumen de buffer de elucién equivalente dos

volimenes de la resina

Los resultados de esta cromatografia se presentan en la figura 2-19. En el SDS-PAGE se
observa que los eluidos de 250mM se encuentran relativamente puros. También se
observa que a partir de los tratamientos de 75mM se elimina casi por completo la banda
inferior del par ubicado en la regién de ~66kDa. Si bien el resultado de este experimento
no es comparable con el de la figura 2-18 ya que los eluidos de 250mM se encuentran
mas diluidos, es claro que el aumento en el nimero de pasos de elucién y en el volumen
de buffer de elucidon por paso (en las primeras eluciones) contribuyeron a la disminucion
de la banda inferior del par de proteinas contaminantes 66kDa. Por otra parte, en el
Western blot de esta misma figura se detecta solo la banda de la proteina de interés

(~35kDa), y muy poco las bandas de ~34kDa y ~27kDa. Esto podria sugerir que las
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bandas mencionadas (~34kDa y ~27kDa) no corresponden a productos de degradacion
de la 6xHisTCNMNAT. Sin embargo la “ausencia”’ de reconocimiento en el Western blot,
puede ser un efecto de la dilucién de las proteinas en los pasos de elucion. De hecho, las
bandas de ~35kDa ~34kDa y ~27kDa, son visibles en el SDS-PAGE desde el primer
lavado a 50mM de imidazol, pero no se detecta nada en el Western blot sino hasta la
elucion a 75mM de imidazol. Por lo tanto puede ser que en las eluciones donde se
visualiza la banda de ~35kDa, las bandas de ~34kDa y ~27kDa no se encuentran en una
concentracion suficiente como para ser inmuno-detectadas; aun mas considerando que

el anticuerpo solo reconoce la marca de histidinas en el extremo amino terminal.

Figura 2-19. Cromatografia de afinidad Ni-NTA de la proteina recombinante
6xHiIsTcNMNAT con elucién escalonada. Eluciones con 50mM, 75mM, 160mM vy
250mM de imidazol. A) SDS-PAGE al 12% (p/v) tincion azul de Coomassie. B) Western
blot por fosfatasa alcalina (primario: IgG His 1:5000; secundario His-raton 1:2000).
Marcador de peso molecular, fraccién soluble, proteinas no unidas a la resina, eluciones a
50mM, 75mM, 160mM y 250mM de imidazol. Asterisco sefiala la proteina recombinante
(~35kDa).
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Los resultados anteriores presentan diversas estrategias empleadas en aras de la
purificacién de la 6xHisTcCNMNAT. No todas las aproximaciones abordadas llevaron a
resultados concluyentes; no obstante la estandarizacion de un esquema de elucion
escalonada en una cromatografia de afinidad a Ni-NTA, junto con ciertas modificaciones
en el proceso de lisis, permiti6 exitosamente la purificacion parcial de la proteina
recombinante de interés. Esto se considera de vital importancia, para proceder

eventualmente con caracterizacion de su actividad enzimatica.
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2.2.5 Determinacion de la actividad enzimatica de la
6xHisNMNAT.

Paralelamente a la purificacion de la proteina recombinante se buscé detectar su
actividad enzimatica, partiendo de los distintos eluidos de las cromatografias de afinidad
mencionadas en el capitulo anterior. Con tales eluidos se realizaron ensayos de actividad
directos evaluados por RP-HPLC; utilizando como condiciones 37°C de temperatura, un
pH de 7,3 y diferentes volimenes de eluido en la reaccion. Mediante la constatacion de la
actividad enzimatica se podria entonces confirmar identidad de la 6xHisSTCNMNAT como
una enzima de la familia de las NMNAT. Inicialmente se efectuaron multiples ensayos
enzimaticos, los cuales fueron infructuosos a pesar de probar con distintos volimenes del
eluido en la reaccién del ensayo. Por lo tanto, se concluyé que la calidad del eluido,
respecto a su pureza y concentracion de proteina recombinante, podria estar impidiendo
la deteccion de la actividad enzimatica de la 6xHiSTCNMNAT. Posteriormente se
realizaron ensayos enzimaticos empleando los eluidos la cromatografia de afinidad
mostrada en la figura 2-16, en la cual se habia aumentado el factor de concentracion de
50 a 70 veces. Igualmente se evaluaron eluidos carentes de vector, en los cuales no se
observo actividad.

En la figura 2-20, se observan los ensayos de actividad evaluados por RP-HPLC con los
eluidos mencionados. En estos ensayos se utilizaron los dos sustratos normalmente
usados por la familia de las NMNAT; el Mononucle6tido de Nicotinamida (NMN) vy el
Mononucleétido de &cido nicotinico (NAMN). Como control positivo se utilizé la
6xHisHSNMNAT1 (una isoenzima humana de la TcNMNAT) y como control negativo se
sustituy6 la enzima por solo buffer de eluciéon a 250mM de imidazol.

En los cromatogramas correspondientes a los controles positivos, se muestran tres picos
cuyos tiempos de elucién corresponden a los dos reactantes de la reaccion (ATP, NAMN
o NMN) y el respectivo producto de la misma (NAAD o NAD, respectivamente). Los
ensayos enzimaticos donde se evalla la actividad de la 6xHiSTCNMNAT muestran el
mismo patrén de picos presente en los controles positivos. Esto implica que para los
tratamientos de la 6xHiSTCNMNAT se observa un pico congruente con el producto
principal de la reaccién catalizada (NAAD o NAD segun el sustrato utilizado); de acuerdo
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con los tiempos de retencion observados (12,08 minutos para el NAAD y 12,8 para el
cado del NAD). Este resultado evidencia la actividad enzimatica de la proteina
recombinante 6xHiSTCNMNAT parcialmente purificada, e identifica al candidato estudiado
como la primera NMNAT en Trypanosoma cruzi.

Figura 2 -20. Determinacion d e la actividad enzimatica de la  proteina recombinante
6xHiSTCNMNAT. Ensayos realizados con los sustratos A) NAMN y ATP, y B) NMN y
ATP. Se observan de Arriba abajo: Controles positivos (ensayos con la

6xHisHsNMNAT), ensayos con la 6xHisTcCNMNAT. Controles Negativos (Ensayo con
buffer de elucion).
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Considerando la inestabilidad caracteristica de las NMNAT y dada la necesidad de
proteina recombinante para la caracterizacion enzimatica, se buscaron establecer las
condiciones de almacenamiento.

Esta determinacion llevd a cabo realizando ensayos enzimaticos a distintos tiempos de
almacenamiento bajo tres condiciones diferentes: 4°C, 20°C bajo cero y 80°C bajo cero;
con alicuotas equivalentes de los eluidos del esquema de purificacion mostrado en la
figura 2-18. En la figura 2-21 se muestran los niveles de actividad enzimatica de las tres
condiciones empleadas a distintos tiempos de almacenamiento; tomando el dia 0 como el
100% de la actividad. Esta figura permite inferir que la perdida de actividad enzimatica en
funcién de la medicion inicial es mayor a 4°C, mientras que a 20°C u 80°C bajo cero
tales pérdidas de actividad son mucho menos significativas; siendo ligeramente menor
en el caso de 80°C bajo cero. Con base en este resultado los eluidos almacenaron en

alicuotas distintas a -80°C para posteriores ensayos.

Figura 2-21. Determinacion de temperaturas de almacenamiento de la proteina
recombinante 6xHisTCNMNAT.  Azul) Actividad relativa de eluidos almacenados a 8°C.
Rojo) Actividad relativa de eluidos almacenados a -20°C. Verde) Actividad relativa de
eluidos almacenados a -80°C. Mediciones realizadas a los 0, 7 y 19 dias desde la
purificacién del eluido.
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2.2.6 Caracterizacion de la actividad enzimaticad e la
6XHISTCNMNAT.

Para la caracterizacion cinética de la 6xHisSTCNMNAT, en primera instancia se realizaron
ensayos a fin de determinar el tiempo propicio en que la reaccion catalizada poseyera un
comportamiento lineal; junto con las condiciones Optimas de temperatura y el pH para el
desarrollo de la misma.

La determinacién del tiempo de la reaccion catalizada se evalilo midiendo la produccién
de NAD" en funcién del tiempo, mediante ensayos enzimaticos directos analizados por
RP-HPLC. Para ello se considero el area del pico de elucion correspondiente al tiempo
de retencion del NAD", de acuerdo con los patrones empleados a una longitud de onda
de 254nm. Todos los ensayos enzimaticos se efectuaron a una temperatura de reaccion
de 37°C y a un pH de 7,5. En total se realizaron dos series de tratamientos: una curva de
progreso con 1,25ug de enzima y 5mM de sustratos (ATP y NMN), y una segunda curva

usando 0,25ug de enzima y 1mM de sustratos. Esta Ultima se registra en la figura 2-22.

En esta figura se puede ver la variacion en la actividad enzimatica de los tratamientos
correspondientes a 0, 10, 20, 30 y 40 minutos de reaccion. Es claro que después de los
20 minutos de reaccion de observa una repentina disminucion en el incremento paulatino
de la actividad (produccién de NAD"). En consecuencia este resultado sugiere que entre
los 0 y los 20 minutos la reaccion catalizada consta de una cinética lineal. Por lo cual el
tiempo propicio para realizar posteriores ensayos enzimaticos se encontraria por debajo
de los 20 minutos. De igual manera en el tratamiento de 40 minutos se registra una
actividad menor que la de los 30 minutos. Este resultado totalmente inesperado podria
sugerir inestabilidad o degradacién de la enzima en un lapso cercano a los 40 minutos,
bajo las condiciones de este experimento en particular. Cabe notar que para el
experimento analogo con 1,25ug de enzima y 5mM de sustratos también se observé
linealidad hasta llegados los 20 minutos de reaccion. No obstante se tomaron como
referente inicial las condiciones presentadas en la figura 2-22, buscando economizar
material y para alcanzar una saturacion mas temprana de los sustratos a evaluar (ATP y

NMN) en la fase de determinacién de constantes cinéticas.
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Figura 2 -22. Actividad de la proteina recombinante 6xHisTCNMNAT en funcién del
tiempo. Unidades de absorbancia para el NAD" desde 0 a 40 minutos de reaccion.
Cantidad de Enzima: 0,25ug. Concentracién de sustratos (ATP y NMN): 1mM.
Tratamientos por triplicado.

La determinacién de la temperatura 6ptima del ensayo, se realiz6 evaluando la
produccion de NAD" (como se menciona en parrafos anteriores) en funcion de diferentes
temperaturas de incubacién de la reaccion, a un pH de 7,5, en un lapso de 15 minutos y
utilizando 0,25ug de enzima. Dicho comportamiento se puede observar en la figura 2-23.

De acuerdo con este resultado, conforme la temperatura se acerca hacia los 30°C se
registra la mayor actividad enzimatica por parte de la 6xHisTCNMNAT, siendo esta la

temperatura 6ptima para posteriores ensayos dentro de la escala empleada.
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Figura 2 -23. Actividad de la proteina recombinante 6xHiSTCNMNAT en funcion de
la temperatura. Unidades de absorbancia para el NAD" desde temperaturas de 4°C a
50°C para la incubacién de la reacciéon. Tratamientos por triplicado.

Para la determinacién de pH éptimo se evallio la produccién de NAD® en tratamientos
con buffers de reaccion de distinto pH (utilizando valores de 3,4 hasta 9,5), bajo una
temperatura de 30°C, un tiempo de reaccién de 15 minutos y usando 0,25ug de enzima;

tal y como se observa en la figura 2-24.

Como se puede ver en esta figura, a pesar de la enorme barra de error en el tratamiento
de pH 8,6 Esta no se traslapa con aquella del tratamiento de pH 7,5. Esto sugiere que el
pH de 7,5 es tentativamente el pH o6ptimo para la catdlisis de la reaccion. Lo cual

concuerda con los valores de pH fisioldgicos en el parasito.
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Figura 2 -24. Actividad de la proteina recombinante 6xHiSTCNMNAT en funcion del
pH. Unidades de absorbancia para el NAD" en funcién de valores de pH de 3,4 a 9,5
para el buffer de reaccién. Tratamientos por triplicado.

Ya habiendo estandarizado los parametros para el desarrollo de la reaccion en el ensayo
de actividad, se procedié a hallar las constantes cinéticas de la 6xHisSTCNMNAT para dos
de sus sustratos principales; el ATP y el NMN. Inicialmente se realiz6 una evaluacion
preliminar de la cinética de esta enzima en funcién de las concentraciones iniciales de
cada uno de los sustratos mencionados, a fin de obtener un rango de concentraciones
iniciales en donde se pudiese observar la “saturacién” tipica de una enzima con una
cinética de Michaelis-menten. Para estos ensayos se emplearon las condiciones
previamente establecidas (15 minutos, 30°C, pH 7,5y 0,25ug de enzima) y al tratarse de
una enzima bi-sustrato, en los tratamientos con distintas concentraciones iniciales del
sustrato a evaluar se mantuvo una concentracion constante y en exceso del otro sustrato
(sustrato en saturacion). El rango de concentraciones vario de 0 a 5mM respecto al
sustrato evaluado y el sustrato en saturacion se mantuvo a 5mM. En la figura 2-25 se
pueden observar las mencionadas evaluaciones preliminares.
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Figura 2 -25. Evaluacion preliminar para la determinacion de cons  tantes cinéticas
de la proteina recombinante 6xHiSTCNMNAT.  Comportamiento de la velocidad de
sintesis de NAD" en funcién de la concentracion inicial de sustrato: A) ATP de 0 a
15mM (sustrato en saturacion NMN 5mM) y B) NMN de 0 a 5mM (sustrato en
saturacion ATP 5mM). Cantidad de enzima: 0,25ug.

En esta figura es evidente que en el caso de ATP, el comportamiento de la velocidad
sefiala una cinética de saturacion. Esto implica que para este sustrato, el rango de
concentraciones iniciales empleado es idéneo para la determinacién de sus respectivas
constantes cinéticas. Sin embargo en el caso del NMN se observa aun una dependencia
lineal entre la velocidad de catalisis y la concentracion inicial de sustrato. Lo que por el
contrario indica que el rango actual de concentraciones de NMN no cubre por completo el
desarrollo de la cinética de saturacion que la curva deberia presentar. Por esta razon
realizé el mismo experimento pero ampliando dicho rango de concentraciones para el
NMN, de 0 a 12mM. El resultado de dicho experimento fue a grandes rasgos, el mismo
presentado en la figura 2-25, pues la curva correspondiente al NMN seguia presentando
una dependencia lineal entre la velocidad y la concentracion de sustrato, mientras que su
respectivo “control” (la curva correspondiente al ATP) seguia presentando una cinética de
saturacion.

A raiz de tal resultado se optd por ampliar alin mas el rango de concentraciones iniciales
del NMN vy variar las cantidades de enzima, bajo las mismas condiciones de temperatura,
pH y tiempo ya establecidas. En este nuevo experimento se realizaron tratamientos
desde 0 hasta 15mM respecto al sustrato evaluado, mientras que el sustrato en
saturacion se mantuvo a 15mM; y ademas se usaron cantidades de enzima equivalentes
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a la mitad (0,125ug) y aproximadamente un tercio (0,083ug) de la cantidad inicialmente
establecida para la caracterizacion. Esto se efectud esperando que la velocidad maxima
del sistema disminuyese y en consecuencia se pudiese observar una saturacion de la
enzima dentro del nuevo rango de concentracién establecido. Cabe notar también que
por cada curva en funcién de la concentracion del NMN, se realiz6 una curva “control” en
funcion de la concentracion de ATP. Dicha curva se encontraba bajo el mismo set de
condiciones (rango de concentraciones del sustrato a evaluar, concentracién de sustrato
en saturacién y concentracion de enzima) que su respectiva curva en funcion del NMN.
El dltimo tratamiento de ambas curvas poseia las mismas concentraciones de NMN y
ATP (15mM), siendo igual tanto para curva control como para la curva del NMN; en
consecuencia la velocidad de la reaccion para este Ultimo tratamiento deberia ser igual
para las dos curvas proporcionandonos un comparativo extra en el experimento. El
resultado de este experimento se puede observar en la figura 2-26.

En esta figura se muestra el aspecto de la velocidad de la reaccién en funcién de la
concentracion inicial de NMN y comparacién a escala, con la curva control del ATP; todo
esto bajo dos concentraciones distintas de enzima. En la parte izquierda de la figura se
observa claramente que a 0,125ug de enzima el sistema no se ha saturado aln, mientras
gue a 0,083ug de enzima se observa una cinética de saturacién para el NMN. El
problema surge al comparar las curvas de saturacién para el NMN con las respectivas
curvas control. En la parte derecha de la figura, las velocidades del dltimo tratamiento
para ambas curvas constan de velocidades practicamente iguales como se esperaba
desde un principio. No obstante la curva control se desvia de aspecto estandar de una
cinética de Michaelis, disminuyendo su velocidad a altas concentraciones de sustrato,
para asi coincidir con la curva del NMN. En la curva control con 0,125ug de enzima, esta
tendencia es leve y podria deberse al error propio del experimento, pero para curva
control con 0,083ug de enzima dicha tendencia a la baja es notoria. El comportamiento
de la curva control en el sistema genera serias dudas sobre la saturacion que se observa
para el NMN a 0,083ug de enzima (figura 2-26 B); puesto que para esta curva la
concentracion de sustrato en saturacion (ATP) es de 15mM desde el primer tratamiento,
y esta concentracién de ATP en la curva control muestra una velocidad que en principio

no deberia presentarse.
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Figura 2 -26. Curva de saturacion de la proteina recombinante 6xH  iSTCNMNAT para
el NMN con ATP como sustrato en saturacion (15mM). Izquierda: velocidad de
sintesis de NAD en funcidén de la concentracion inicial de NMN de 0 a 15mM (sustrato en
saturacion ATP 15mM). Derecha: Comparacién con la curva control (ATP de 0 a 15mM;
sustrato en saturacion NMN 15mM). A) Ensayos con 0,125ug de enzima, B) Ensayos con
0,083ug de enzima.

El comportamiento anémalo de la curva control en la figura 2-26 sugiere que
posiblemente el ATP a altas concentraciones inhibe la reacciéon enzimatica. De ser asi,
el comportamiento de la curva para el NMN no seria fidedigno, pues estaria influenciado
por dicha inhibicion. A fin de resolver este inconveniente se plantearon inicialmente dos
explicaciones alternativas al comportamiento de la curva control en el experimento

anterior:

Las altas concentraciones de ATP alteran el pH del sistema, mas alla de la
capacidad del buffer empleado en el ensayo enzimatico: Una mescla equimolar
de ATP y MgCl, contiene proporciones apreciables de iones MgATP%, ATP* y
HATP%*; estas especies son producto de la ionizacién del ATP (Storer and
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Cornish-Bowden 1976) dado el caracter acido de sus grupos fosfato. Esto abre la
posibilidad de que a altas concentraciones de ATP se supere la estabilidad
generada por el buffer y se acidifique el pH del sistema; lo cual afectaria la
actividad de la enzima. De ser asi, la concentracion actual del buffer empleado en
el ensayo de actividad (HEPES 25mM) seria suficiente para mantener el pH

deseado.

Las altas concentraciones de ATP afectan la disponibilidad cofactor (Mg?®) o
sustrato (MgATP?), limitando la actividad enzimatica de la enzima. EI ATP existe
mayormente como MgATP? (80%) en soluciones donde la concentraciéon de
MgCl, excede a la concentracién total de ATP por 1 a 10mm; sin embargo dicha
proporcién de MgATP? varia enormemente si las concentraciones de MgCl, y
ATP salen de este rango (Storer and Cornish-Bowden 1976). Teniendo en cuenta
gue la concentracion de MgCl, en el ensayo (10mM) se encuentra por debajo de
la concentracion de ATP (15mM) podrian presentarse dos escenarios: en el
primero se quelaria la mayoria del Mg* dejando a la enzima sin cofactor; en el
segundo caso se afectaria la concentracion de MgATP? y dado que este complejo
es esencial para la utilizacion del ATP como sustrato, esto también disminuiria la
actividad de la enzima. Por lo tanto en ambos casos la concentracion actual de
MgCl, podria estar afectando la realizacion del ensayo.

Ambas hipétesis sugieren que de aumentarse la capacidad buffer y la concentracion de
MgCl, del sistema, la actividad enzimatica no se veria afectada a altas concentraciones
de ATP y no se presentaria el comportamiento observado en la curva control de la figura
2-26. Por esta razdon se efectud un nuevo experimento en donde se observé el
comportamiento de la velocidad de la reaccion en funcién de sustrato NMN vy el sustrato
de la curva control (ATP). Pero esta vez se doblé la concentracién de buffer (HEPES
50mM) y se utilizaron dos concentraciones de MgCl, equivalentes al doble (20mM) y al
cuadruple (40mM) de la concentracion inicial; tal y como se observan en la figura 2-27.

En los experimentos correspondientes a la mencionada figura se utilizé una cantidad de
enzima de 0,083pug, dado que esta fue la condicién en donde se observé un detrimento

notorio en la velocidad (figura 2-26 B). No obstante para la condicion observada en el
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aparatado A de la figura 2-27, también se realiz6 un experimento idéntico pero utilizando
0,125ug de enzima. En este experimento el comportamiento para la curva control fue el

mismo que el observado la figura 2-27.

Figura 2 -27. Curva de saturacion de la proteina recombinante 6xHisTCNM  NAT para
el NMN bajo mayores concentraciones de buffer HEPES y MgCl.,. lzquierda:

velocidad de sintesis de NAD en funcién de la concentracion inicial de NMN desde 0 a
15mM (sustrato en saturacién ATP 15mM). Derecha: Comparacién con la curva control
(ATP de 0 a 15mM; sustrato en saturacion NMN 15mM). Cantidad de enzima: 0,083ug.
A) Ensayos con 50mM de HEPES y 20mM de MgCl,, B) Ensayos con 50mM de HEPES y

40mM de MgCL,.

En la figura de este experimento se observa en el apartado A, las velocidades del ultimo
tratamiento (para la curva del NMN vy la curva control) siguen siendo similares, pero a
costa de una caida en la velocidad en la curva correspondiente al ATP. Aunque
cualitativamente la disminucién es menos abrupta para la misma cantidad de enzima, en
comparacion con la curva control de la figura 2-26, se sigue presentando una desviacion

de la cinética de Michaelis a altas concentraciones de ATP. Esto igualmente genera
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dudas sobre la saturacion observada para la curva del NMN en la parte izquierda del
segmento A de presente figura. En el apartado B de esta figura 2-27, se observa que el
aumento en la concentracién de MgCl, a 40mM no conlleva a una mejora sustancial en el
comportamiento de la curva control; a pesar de que los valores de la velocidad en los
puntos con 5 y 10mM de ATP de la curva control, son mayores a 40mM (figura 2-27 B)
gue a 20mM de MgCI, (figura 2-27 A). En conclusién este experimento indica que doblar
la concentracion de buffer HEPES y asi mismo aumentar la concentracién de MgCl,
entre el rango de 20 a 40mM, no mejora ni perjudica el comportamiento anémalo de la
curva control. Cabe notar que en general las velocidades para los puntos de ambas
curvas de la figura 2-27, son mayores que los valores los puntos en las curvas de la
figura 2-26; por lo que es posible que el aumento de la capacidad buffer y el incremento
la concentracion de MgCl, a una proporcién por encima de la concentraciébn maxima de
ATP, sean condiciones que proporcionen una mayor estabilidad al sistema. Aun si esto
no fuese cierto, al parecer tampoco ejercen una influencia negativa en el desarrollo de la
reaccion. En consecuencia para posteriores experimentos se optd por mantener una
concentracion de buffer HEPES de 50mM y una concentracion de MgCl, de 20mM, en
aras de evitar posibles inconvenientes futuros relacionados con la inestabilidad el pH o el

guelamiento excesivo del ion Magnesio.

Teniendo en cuenta el resultado anterior, se consideré una tercera hipotesis que
explicase la desviaciéon de la curva control de la cinética de Michaelis. Esta vez se
considerdé una posible inhibicién por sustrato. Este fenbmeno se caracteriza por la
aparicion de valores de velocidad menores a los esperados, bajo altas concentraciones
iniciales del sustrato a evaluar (Copeland 2004); un perfil que encaja perfectamente con
lo que ocurre para la curva control en los experimentos anteriores. La inhibicién por
sustrato no solo puede detectarse por su aspecto andomalo en un grafico de Michaelis;
sino que ademas este comportamiento puede corroborarse por medio de gréaficos de
Lineweaver-Burk. Por lo tanto se graficaron los dobles reciprocos para las curvas control

(ATP) de los resultados de las figuras 2-26 y 2-27; estos se muestran en la figura 2-28.

De acuerdo con la figura 2-28 todos los gréaficos de dobles reciprocos muestran un
comportamiento comun y singular; una curvatura hacia arriba en los valores mas

pequefios del inverso de la concentracion (eje horizontal). Esta dramética curvatura
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hacia arriba en las regiones cercanas al eje Y, es algo que caracteriza a una enzima que
presenta inhibicién por sustrato respecto los graficos de dobles reciprocos (Copeland
2004). Entonces, lo que sugieren graficos de Michaelis y Lineweaver-Burk es que el
sustrato ATP es quien inhibe el proceso de catdlisis desde concentraciones cercanas a
los 10mM. Dado que la enzima es bi-sustrato, en las curvas para la saturacion del NMN
se utilizaron concentraciones del sustrato en saturacion (ATP) de 15mM. Esto conlleva a
gue el desarrollo del proceso catalitico en todos los tratamientos se encuentre
parcialmente impedido desde el inicio del ensayo y en consecuencia el desarrollo de la
velocidad en funcion de la concentracion de NMN no sea Optimo ni represente una

situacion real.

Figura 2-28. Gréficos de Lineweaver-Burk para las curvas de satu racion de la
proteina recombinante 6xHisSTCNMNAT con el sustrato ATP de las figuras 2-26 y 2-

27. A) Dobles reciprocos para las curva control de la figura 2-26, B) Dobles reciprocos
para las curva control de la figura 2-27.

La confirmacion de una inhibicion por parte ATP, obligé en primera instancia a replantear

el desarrollo de los experimentos para conseguir la saturacién del NMN; pues si bien en
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un principio se pens6 en aumentar el rango de concentraciones del sustrato a evaluar (y
con ello la concentracion el sustrato ATP en saturacién) y en disminuir la cantidad de
enzima del ensayo, la primera opcién ya no es posible dada la inhibicién por sustrato.

Por ello se desarroll6 un nuevo experimento en donde se busco estandarizar la curva de
saturacion para el NMN utilizando un rango menor a 10mM en dicha evaluacion. Para
ello se empled un rango de concentraciones desde 0 hasta 7,5mM de NMN, junto con
una concentracion de sustrato en saturacion ATP de 7,5mM. También se utiliz6 una
concentracion de buffer HEPES de 50mM, a fin de garantizar mayor estabilidad de pH en
el ensayo, y una concentracién de MgCL, de 20mM; un valor apenas superior al rango
planteado por Storer y Cornish-Bowden (1976). De igual manera se realiz6 una curva
control con el ATP (mismo rango y concentraciéon de sustrato en saturacion) y se
emplearon dos cantidades de enzima como en experimentos anteriores. El

correspondiente resultado se puede apreciar en la figura 2-29.

Figura 2 -29. Curva de saturacion de la proteina recombinante 6xH  iSTCNMNAT para
el NMN con ATP como sustrato en saturacion (7,5mM). Izquierda: velocidad de
sintesis de NAD en funcién de la concentracion inicial de NMN de 0 a 7,5mM (sustrato en
saturacion ATP 7,5mM). Derecha: Comparacion con la curva control (ATP de 0 a 7,5mM,;
sustrato en saturacion NMN 7,5mM). A) Ensayos con 0,125ug de enzima, B) Ensayos con
0,083ug de enzima.
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El resultado de esta figura muestra claramente que la curva control ya no presenta la un
comportamiento de inhibicion como el observado anteriormente con concentraciones
superiores a 10mM de ATP; lo cual indica que el rango empleado es propicio para la
determinacion de constantes cinéticas. En grafico de la velocidad en funcién del NMN ya
no se observa una saturacién evidente, como si se puede observar en experimentos
anteriores donde se mantuvo la concentracién de sustrato en saturacion (ATP) a 15mM
(especialmente aquellos con 0,083ug de enzima). Este resultado muestra por un lado
que los presuntos comportamientos de saturacion observados en los experimentos
anteriores eran erroneos; no obstante también indica que adun no se ha logrado una

saturacion para el NMN bajo estas condiciones.

Dado que no era posible aumentar el rango de concentraciones del NMN se buscé esta
vez reducir alin mas la cantidad de enzima para poder observar la saturacién con este
sustrato. En esta ocasion se usaron 0,063ug de enzima bajo las condiciones
estandarizadas en los anteriores experimentos. El correspondiente resultado se puede
observar en la figura 2-30.

En el apartado A de esta figura se puede observar que para la curva control hay una
cinética de saturacion clara, mientras que en el caso del NMN se presenta un
comportamiento que bien podria indicar la saturacion de la enzima con el sustrato en
cuestion. Para estar seguros se observaron los datos numéricos de la velocidad de la
curva del NMN vy el resultado se encuentra representado en el apartado B de la figura 2-
30. Aqui se ilustran las regresiones lineales de grupos de tratamientos (puntos) que
constituyen distintos segmentos de la curva del NMN vy la curva control segin el caso. En
cada grafico se muestran valores de la pendiente (que representa el cambio de la
velocidad en funciéon de la concentracién, para dicho segmento) y el coeficiente de
correlacion de la regresion lineal para el segmento en cuestion. Lo importante de la
representacion de la figura 2-30 B, radica en que para la curva control (ATP) el cambio
en la velocidad disminuye tendiendo a cero mientras la concentracién de sustrato
aumenta, y lo mismo ocurre con la curva del NMN. Esto indica para en los tratamientos
con mayor concentracion de sustrato a evaluar, la velocidad se puede considerar como
independiente del aumento de la concentracién inicial (Copeland 2004). Esto nos

permite afirmar que en el caso del NMN se observa la saturacién de la enzima en



94 Identificacion y caracterizacion de la Nicotinamida Mononucleétido Adenilil Transferasa

(NMNAT) en Trypanosoma cruzi. Enzima Clave en el Metabolismo del NAD+.

cuestion con este sustrato; por lo cual se cuenta con una curva lo suficientemente

completa para la determinacion de las constantes cinéticas.

Figura 2 -30. Curva de saturacion de la proteina recombinante 6xHiSTCNMNAT para
el NMN usando 0,063ug de enzima. A) lzquierda: velocidad de sintesis de NAD en
funcion de la concentracion inicial de NMN de 0 a 7,5mM; sustrato en saturaciéon ATP
7,5mM (experimento por duplicado). Derecha: Comparacion con la curva control (ATP de
0 a 7,5mM; sustrato en saturacion NMN 7,5mM). B) Tasa de cambio de la velocidad para
las curvas del NMN y el ATP. Pendientes y coeficientes de correlacion para regresiones
lineales de grupos de puntos que representan distintas secciones de la curva. lzquierda:
secciones de la curva para el NMN. Derecha: secciones de la curva control (ATP).

Teniendo en cuenta la curva de la figura 2-30 se realizaron los calculos de las constantes
cinéticas por distintos métodos de para la linealizacién de la curva del gréfico de
Michaelis. Los métodos empleados para tales fines, se encuentran enlistados en la tabla
2-9.
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Tabla 2-9. Constantes cinéticas de la proteina recombinante 6x

HisTcNMNAT para

el NMN. A continuacion se presentan estimaciones del K, la Velocidad maxima, el K.

y la eficiencia catalitica para enzima 6xHisTCNMNAT, con el sustrato NMN.

| "HE" (% "# (0% &#.0
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La curva del ATP de la figura 2-29, en el experimento donde se utilizaron 0,083ug de
enzima, fue un experimento realizado por triplicado; con el cual se hizo el célculo de las
constantes cinéticas para este sustrato por distintos métodos de para la linearizacién
como se muestra en la tabla 2-10. Para ello se retiraron ciertos puntos de la curva
original a fin de amentar los coeficientes de correlacion en aquellos métodos de
linearizacion que empleaban regresion lineal. La curva original por triplicado y la versién

modificada se muestran en la figura 2-31.

Tabla 2-10. Constantes cinéticas de la proteina recombinante 6x  HiSTCNMNAT para
el ATP. A continuacion se presentan estimaciones del K,,, la Velocidad maxima, el K.y y
la eficiencia catalitica para enzima 6xHisTCNMNAT, con el sustrato ATP.
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Figura 2 -31. Curva de saturacién de la proteina recombinante 6xH  iSTCNMNAT para
el ATP utilizada en la determinaciéon de constantes cinéticas. Velocidad de sintesis
de NAD en funcién de la concentracion inicial de ATP de 0 a 7,5mM (sustrato en
saturacion NMN 7,5mM). Izquierda: curva original Derecha: curva modificada con menos
puntos.

De las tablas 2-9 y 2-10 hay dos aspectos a resaltar. En primera instancia los valores
para el K, para el NMN son mayores que para el ATP. Si bien es cierto que el Ky
depende de la cantidad de enzima empleada (por lo cual los valores de cada sustrato no
son comparables), también es cierto que a menores cantidades de enzima este debe
disminuir, dado que la velocidad es directamente proporcional a la cantidad de enzima
(Copeland 2004); por lo cual en un principio los valores de K, determinados para el NMN
deberian ser menores que los del ATP ya que se utilizé menos enzima. El hecho del que
aun asi los K, del NMN sean mayores que los del ATP es una muestra de la mayor
afinidad que posee la 6xHisTCNMNAT por este Ultimo sustrato; un hecho que ha sido
constatado a lo largo del proceso experimental para la determinacion de las constantes.

En segunda instancia es de notar que los valores de K. para ambos sustratos son
distintos. Esto es importante dado que el K. es un parametro independiente de la
concentracion de enzima y al ser la 6xHisTCNMNAT una enzima bi-sustrato, el nUmero
de recambio deberia ser igual ya que por evento catalitico se deben usar ambos
sustratos. No obstante el hecho de que los distintos valores de K. para ambos sustratos
se parezcan, acercandose a 0,20 s, muestra precisamente esa relacion sefialada para

las enzimas bi-sustrato.
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2.3 Generacion in sillico del mutante amino terminal de
la TCNMNAT.

Tras haber confirmado la identidad de la TCNMNAT y caracterizar su actividad mediante
una aproximacion experimental, se buscé encontrar diferencias estructurales entre esta
enzima y las NMNAT humanas. Al carecer de informacion experimental sobre la
estructura secundaria o terciaria de la TcNMNAT, se parti6 de comparaciones entre la
estructura primaria estas enzimas para encontrar secuencias divergentes entre las

mismas.

Con este objetivo se realizd un alineamiento mudltiple entre las secuencias de
aminodacidos de la TcNMNAT y las secuencias que corresponden a las 3 isoenzimas
humanas de la NMNAT (HSNMNAT-1, HsNMNAT-2 y HsNMNAT-3). De dicho
alineamiento se identific6 una insercién de 19 aminoacidos en el amino terminal de la
estructura primaria de las TCNMNAT, que se encuentra ausente en la estructura primaria
de las isoenzimas humanas (figura 2-32). Esta secuencia fue sometida, mediante
tBLASTn y BLASTp, a la busqueda en las bases de datos TritrypDB (Aslett et al. 2010) y

aquellas presentes en el NCBI (Geer et al. 2010).
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Figura 2 -32. Alineamiento multiple de secuencias de NMNAT humana syde T. cruzi .
A) Secuencias utilizadas en el alineamiento multiple; secuencias de T. cruzi (Azul),
secuencias humanas (Naranja). B) Fragmento del alineamiento mdultiple y secuencia
ausente en isoenzimas humanas.

A.
Secuencias de alineamiento multiple
Gene ID Organismo Descripcién
TCSYLVIO_008891 T. cruzi Sylvio X10/1 TcNMNAT
TcCLB.507047.170 T. cruzi CL Brener Esmeraldo-like TcNMNAT
TcCLB.509179.80 T. cruzi CL Brener Non-Esmeraldo-like TcNMNAT
| Twsem [ Tewimmsmn [ s
Q9HN9 Homo Sapiens HSNMNAT-1
Q9BzZQ4 Homo Sapiens HSNMNAT-2
Q96T66 Homo Sapiens HSNMNAT-3
B.

Secuencia ausente en isoenzimas humanas

Secuencia de aminoacidos Longitud

AASYRFSGLKLTPWSAIDV 19 Residuos
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Respecto a la blusqueda realizada en TritrypDB se encontraron los mismos candidatos
presentes en la tabla 2-3. En el caso de las bases de datos del NCBI se encontraron dos
proteinas hipotéticas obtenidas de ARN mensajeros parciales con nameros de acceso
XM_811350.1 y XM_811291.1, ambos de la base de datos Reference Sequence. Para la
secuencia XM _811291.1 se observé una secuencia codificante con niimero de acceso
XP_816384.1; el numero de acceso correspondiente a la secuencia del candidato 2
(tabla 2-1). La secuencia XM_811350.1 posee un marco de lectura con el numero de
accesion XP_816443.1. Esta secuencia se sometid a su vez a un tBLASTn en la base de
datos TritrypDB y como resultado se obtuvieron de nuevo los genes de la tabla 2-3. De
hecho, el alineamiento con el marco de lectura TcCLB.509179.80 del genoma de T. cruzi
cepa CL Brener non-Esmeraldo-like, consta de un 100% de identidad. Estos resultados
argumentan a favor de la idea de la secuencia divergente de la figura 2-32, es exclusiva
de las NMNAT de T. cruzi.

Con el objetivo de averiguar sobre la posible importancia de esta secuencia en la funcién
de la proteina putativa, se utilizaron las herramientas NetPhos 2.0 (Blom, Gammeltoft,
and Brunak 1999), NetAcet 1.0 (Kiemer, Bendtsen, and Blom 2005) y GPS 2.1 (Xue et al.
2008) para detectar posibles motivos de maodificacion covalente en esta regién en

especial. El resultado de esta blsqueda se puede observar en la tabla 2-11.

Tabla 2-11. Predicciones para sitios de modificaciones pos-tra duccionales .
Programa de prediccién, residuo y péptido o contexto de reconocimiento especifico.

Predictor Prediccion Residuo Péptido
NetPhos 2.0 Fosforilacion Serina (S15) LTPWSAIDV
GPS 2.1 Fosforilacion Serina (S15) GLKLTPWSAIDV***
GPS 2.1 Fosforilacion Serina (S7) *AASYRFSGLKLTPW
GPS 2.1 Fosforilacion Tirosina (Y4) ***AASYRFSGLKL
GPS 2.1 Fosforilacion Serina (S3) *FFFAASYRFSGLK
GPS 2.1 Fosforilacion Threonina (T12) RFSGLKLTPWSAIDV
NetAcet 1.1 Acetilacién Serina AASYRF
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En dicha tabla se observa que este fragmento presenta aminoacidos que podrian ser
sujetos de fosforilacion y acetilacion, lo cual permite proponer esta regibn como un sitio

importante en la regulacion de la proteina.

Partiendo de esta secuencia amino terminal Unica de las TcNMNAT se generd un
mutante denominado NT-TcNMNAT. Este consta de una secuencia muy similar a la del
candidato 2 de la TcNMNAT, pero con el fragmento amino terminal ausente de la misma.

Este mutante se sometié a una evaluacion in silico sus distintos niveles de estructura.
Los analisis de estructura primaria muestran que este mutante posee, segun las
predicciones del programa Protparam (Gasteiger et al. 2005), una longitud de 270aa, una
masa molecular de 29967.0Da y un punto isoeléctrico tedrico de 5.73. la base de datos
Conserved Domain Database del NCBI (Marchler-Bauer et al. 2013) detecta los mismos
motivos de sitio activo y (T/H)XGH, que se detectaron incialmente para la portéina nativa;
al igual que con el dominio detectado con Pfam (Finn et al. 2006) de la tabla 2-4.

Esto muestra claramente que la delecién del fragmento amino terminal no interrumpe ni
afecta a ninguno posibles sitios involucrados en la actividad de la enzima. Por otra parte
se modeld la estructura secundaria de la NT-TcNMNAT mediante los algoritmos
GORIV, PDH y PREDATOR del servidor NPS@ (Network Protein Sequence Analysis)
(Combet et al. 2000). Los porcentajes de distintos patrones de estructura secundaria
tanto del mutante como los previamente calculados para la TC(NMNAT se encuentran en
la tabla 2-12.
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Tabla 2-12. Comparacion entre patrones de estructura secundaria de la TcNMNAT
y el mutante delecional NT-TcNMNAT. Porcentajes de residuos predichos como
hélices alfa, laminas beta o regiones aleatorias mediante los algoritmos GORIV, PDH y
PREDATOR. Promedio de porcentajes para patrones de estructura secundaria.

. TcNMNAT NT-TcNMNAT
Herramienta
bioinformatica Hélice- Lamina- Random Hélice- Lamina- Random Coil
(%) (%) Cail (%) %) (%) (%)

GOR4 44.98 11.76 43.25 42.22 15.56 42.22

PHD 38.41 16.26 45.33 35.19 18.15 46.67

PREDATOR 45.33 9.69 44.98 45.56 10.37 44.07

PROMEDIO 42,91 12,57 44 52 40,99 14,69 44,32

En los promedios para los porcentajes de hélices y Hojas se observa que el mutante
posee mas Hojas que la proteina silvestre, y menos hélices  que esta. Tal variacion

oscila alrededor de un 2% para ambas enzimas.

El mejor modelo de la estructura terciaria del mutante NT-TcNMNAT, tras someterlo al
servidor I-TASSER consta de un C-score de -0.25, un RMSD de 6.5 Angstrom y un TM-
score de 0.68 (figura 2-33). De igual forma los términos de ontologia genética (GO terms)
predichos por este servidor son los mismos predichos para la TCNMNAT silvestre. Por
otra parte se realizd un alineamiento estructural entre el modelo generado para la NT-
TcNMNAT y aquel de la TcNMNAT, mediante las herramientas Matchmaker del
programa UCSF Chimera v1.8 (Pettersen et al. 2004) y el servidor DALI (Holm and

Rosenstrdm 2010); tal y como se muestra en los apartados C y D de la figura 2-33.

De acuerdo con los valores de RMSD es evidente que el fragmento delecionado no
afecta drasticamente la estructura de la proteina. Igualmente no se observan cambios
drasticos en la disposicion tridimensional del motivo estructural de unién a nucledtidos

(plegamiento Rossmann). Sin embargo cabe notar que el alineamiento estructural
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muestra claras diferencias en la estructura secundaria propia de los modelos generados

Que igualmente son observables en la superposicion de los modelos.

Figura 2-33. Modelos y Alineamientos estructurales entre la prot eina putativa
TcNMNAT y su respectivo mutante delecional NT-TcNMNAT. A) Modelo TcNMNAT.
B) Modelo NT-TcNMNAT. C) Superposicion de modelos visualizado por USCF Chimera:

NT-TcNMNAT (azul), TcNMNAT (magenta). D) Valores para distintos parametros de
calidad en ambos modelos y valores de RMSD segun las herramientas utilizadas para el

alineamiento estructural.

A.

Parametros de calidad para los modelos realizados.

Modelo TcNMNAT NT-TcNMNAT
Herramienta I-TASSER I-TASSER
C-score -5<-0.78< 2 -5<-0.25< 2
TM-score 0<0.61+0.14 <1 0<0.68 +0.12<1
RMSD 7.8 +4.4A 6.5 +3.9A
Valores para el alineamiento estructural
Herramienta No. pares de atomos. RMSD
182 1,009

Matchmaker

DALI pairwise 245 2,1
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3.Discusion de resultados.

3.1 De la aproximacion bioinformatica.

Para la identificacion de la NMNAT de Trypanosoma cruzi, se partié6 de dos candidatos
cuyas secuencias se encontraban anotadas como enzimas NMNAT putativas de este
parasito; tal y como se muestra en la tabla 2-1. Las respectivas secuencias aminodacidos
y nucleétidos de tales candidatos son muy similares entre si, pues constan de una
identidad que oscila alrededor del 98% (tabla 2-2). Tal nivel de identidad permite pensar
que ambos candidatos constituyen variantes polimérficas de un mismo gen, y en
consecuencia son un mismo marco de lectura. El polimorfismo genético un concepto de
caracter poblacional, en donde no solo se requiere de la ocurrencia de dos o mas alelos
sino que ademas se necesita que tales variantes posean una frecuencia apreciable
dentro de una poblacién (Cavalli-Sforza and Bodmer 1999). Dada esta circunstancia,
otorgar el estatus de polimorfismo a los candidatos encontrados va mas alla de los
alcances del presente estudio; sin embargo se puede asegurar que, de expresarse, las
proteinas codificadas por estos genes candidatos deberian ejecutar una misma funcién
celular, dada su similitud estructural.

Ya contando con un posible candidato, se inici6 una busqueda por tBASTn para
comprobar la existencia de genes cuyo marco de lectura codificase para una secuencia
de aminoacidos que pudiese identificarse con la proteina putativa del candidato. Como
resultado se encontraron 4 registros de genes anotados como posibles NMNAT para los
genomas disponibles en la base de datos TritrypDB de distintas cepas de T. cruzi, como
se puede observar en la tabla 2-3. Es de notar la relevancia de dicho resultado: pues la
presencia de un gen identificable con el candidato, en cuatro genomas de tres cepas
distintas de la especie parasita, sumado al hecho de que tales genes han sido anotados
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previamente como posibles NMNAT segun los términos de ontologia genética,
argumenta a favor identidad del candidato como una enzima de la familia de las NMNAT
propia de este tripanosomatido. De igual forma la presencia de un alineamiento con
100% de identidad entre la secuencia del genoma de T. cruzi cepa CL Brener
Esmeraldo-like (marco de lectura TcCLB.507047.170) y el candidato en cuestion,
muestra que tal secuencia de por si esta presente en uno de los genomas disponibles de

T. cruzi, en la mencionada base de datos.

Tras haber corroborado la presencia del candidato a NMNAT en el genoma de T. cruzi,
se realizé un analisis estructural in sillico del mismo para asi establecer comparativos
estructurales de la proteina putativa, con otras NMNAT.

La estructura primaria del candidato al parecer consta de motivos propios de la familia de
las NMNAT. Las blUsquedas en bases de datos de dominios detectaron sub-secuencias
relacionadas con la funcion nucleotidil-transferasa propia de esta familia de enzimas, las
cuales se muestan en la tabla 2-4 de la seccion de resultados. De acuardo con la
literatura tales motivos enmarcan caracterisitcas distintivas y elementos indispensables
en la funcion de las NMNAT. El motivo catalogado como “posible sitio activo” de acuerdo
con la Conserved Domain Database, consta de la secuencia “ACGSFNPITNMHLRMFE”
la cual se correlaciona con el motivo de reconocimiento de ATP “GXXXPX(T/H)XXH".
Esta secuencia junto con el motivo “SXTXXR”, han sido propuestos como una firma
universal caracteristica de todas las NMNAT (Garavaglia et al. 2002). Por otro lado, el
motivo (T/H)XGH tambien detectado por con la base de datos Conserved Domain
Database, es un motivo propio de todas las nucleotidil-transferasas implicado en el
reconocimiento y union del ATP (D’Angelo et al. 2000; Saridakis et al. 2001). Este motivo
es muy conservado y desempefia un papel en el proceso de catdlisis que ha sido
confirmado por aproximaciones mutagénicas, enzimaticas y cristalograficas. Tan
importante y conservada es su funcion, que la posicién que este motivo ocupa dentro de
la secuencia de aminoacidos se considera como un factor determinante a la hora de
establecer si en el mecanismo de reaccién existe un complejo ternario ordenado o
aleatorio (Saridakis et al. 2001).

De acuerdo con la clasificacion de dominio arrojada por la base de datos Pfam, el domino
de citidil-transferasa encontrado, se clasifica como parte de la clase HUP. Esta clase
comprende entre otras proteinas, nucleotidil-transferasas con el motivo HIGH (Aravind,
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Anantharaman, and Koonin 2002; Edgar 2004; Wolf et al. 1999). Esto es un argumento a
favor de la pertenencia del candidato a la familia de las NMNAT.

Como resultado de la comparacion entre las estructuras primarias del candidato a
NMNAT con otras NMNAT humanas, se identificd una insercién de 19 aminoacidos en el
amino terminal de la TcCNMNAT, ausente en las isoenzimas humanas (figura 2-32). Las
busquedas por tBLASTn y BLASTp en distintas bases de datos muestran que dicha
secuencia es exclusiva de las NMNAT putativas de las distintas cepas de T. cruzi. La
deteccién de residuos y motivos de reconocimiento para posibles modificaciones pos-
traduccionales por distintos servidores (tabla 2-11) hace de esta secuencia de sumo
interés; ya que ello sugiere que la secuencia puede intervenir en el funcionamiento de la
enzima e incluso regular su actividad. Esto abre la posibilidad de explorar a futuro esta
peculiaridad de la TcNMNAT, a fin de explotar su potencial como un posible blanco

farmacologico, o como posible herramienta de diagnéstico.

El modelo de la estructura terciaria generado a partir del servidor I-TASSER consta de
parametros aceptables con respecto a los valores de C-Score, TM-Score y RMSD
hipotético (figura 2-1). El C-score se define con base en la calidad de las alineaciones de
Threading , la convergencia de las simulaciones de refinamiento y ensamblaje estructural
del servidor. EI RMSD tedrico es la media de los RMSD entre los sefiuelos y el centroide
del cluster; lo que da un indicio de la similitud que existiria entre el modelo simulado y su
contraparte experimental, en caso de que existiese (Roy, Kucukural, and Zhang 2010; Y.
Zhang 2008). Por otra parte TM-Score también es una medida para dilucidar la similitud
entre dos pares de estructuras, siendo entre mas alto el puntaje, mejor el acople entre
ambos modelos estructurales. No obstante, este parametro a diferencia del RMSD no
depende del tamafio de la proteina, proporcionando una medicién mas local en cuento a
las diferencias topoldgicas entre modelos (Y. Zhang 2008). En el caso del modelo
generado en la figura 2-1 el C-score tiende mas hacia la cota superior del rango que
abarca este parametro (-5 <-0.78< 2) y de igual manera lo hace el TM-score (0< 0.61
+0.14 < 1). Si bien el RMSD hipotético calculado es bastante grande, también lo es su
error asociado (7.8 +4.4A). Es posible que la presencia de la sub-secuencia exclusiva de
la TCNMNAT mencionada en el apartado anterior (figura 2-32) contribuya a aumentar el

RMSD hipotético de este modelo. Pues de ser una secuencia exclusiva de un grupo de
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enzimas cuya estructura terciaria aun no se ha dilucidado, ha de ser muy dificil asignarle
un pliegue-plantilla adecuado por este método de simulacidn.

EL modelo tridimensional generado para el candidato a TcNMNAT es acorde a las
predicciones de estructura secundaria generadas por algoritmos PDH, GORIV vy
PREDATOR (tabla 2-5). En ambas predicciones se destaca la presencia de elementos
tipicos de un plegamiento de Rossman (motivo ); una estructura super-secundaria
considerada como “un pliegue clasico” para la uniéon de nucleétidos (Han et al. 2006;
Olland et al. 2002). Ademas, Las predicciones de homologos y analogos estructurales
mas proximos a partir de las herramientas COFACTOR y TM-align (tablas 2-6 y 2-7)
muestran en su gran mayoria proteinas pertenecientes a la suUper-familia de las
nucleotidil-transferasas o a la familia de las NMNAT. En consecuencia, la simulacion de
la estructura terciaria de este candidato, exhibe caracteristicas estructurales que lo

identifican como una NMNAT.

Los alineamientos estructurales entre el modelo tridimensional de la TCNMNAT y NMNAT
humana de codigo PDB: 1NUU (X. Zhang et al. 2003) (figura 2-2), muestran una alta
similitud estructural entre ambos de modelos de acuerdo con los valores de RMSD. Esto
es un argumento mas a favor de la posible funcion NMNAT del candidato. Sin embargo
este resultado contrasta con el hecho de que ambas secuencias constan de una
identidad inferior al 30%. Aquella regién de la secuencia de aminoéacidos idéntica entre
ambas proteinas debe estar relacionada con el centro activo de estas; pues La poca
identidad entre enzimas NMNAT define la conservacion de aspectos estructurales

vinculados al funcionamiento de las mismas (Bi, Wang, and Xie 2011).

La aproximacién bioinformatica realizada para la identificacion de una NMNAT de
Trypanosoma cruzi, proveyo al presente estudio de numerosos y valiosos argumentos a
favor de la identidad y funcionalidad de los candidatos seleccionados. Estos analisis
abarcaron aspectos varios; desde la presencia de los candidatos los genomas de la
especie del parasito, hasta las caracteristicas de los distintos niveles de su estructura. En
consecuencia, tales predicciones fueron cruciales a la hora de proceder con las etapas
experimentales posteriores. Ya que la secuencia de dichos candidatos fue la base para el
disefio de cebadores y la subsecuente clonacion, expresion y caracterizacion de la
proteina recombinante correspondiente.
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Por otra parte Esta aproximacion bioinformatica permitié establecer comparativos con las
isoenzimas humanas, gracias a la deteccién de una secuencia exclusiva de la NMNAT de
Trypanosoma cruzi. Esta peculiaridad llevo a proponer un mutante de la TcCNMNAT
carente de esta sub-secuencia cercana al extremo amino terminal ( NT-TcNMNAT)
(figura 2-33). Los andlisis bioinformaticos estructurales muestran que en los distintos
niveles de su estructura existe una gran similitud con la version silvestre de esta enzima;
a pesar de las pequefias diferencias que se observaron en cuanto a los patrones de
estructura secundaria (tabla 2-12). Ello sugiere que este mutante podria también ser
funcional. La futura evaluacion experimental de este mutante, mediante su clonacion,
expresion y caracterizacién enzimatica, permitira conocer mas profundamente el

funcionamiento y la posible regulacién de la TCNMNAT.

3.2 De la clonaciéon de la Tcnmnat .

Inicialmente, la amplificacién de la secuencia codificante para la TCNMNAT, se llevé a
cabo por medio de la técnica de Long PCR (figura 2-3). Dicha amplificacién se realizé
partiendo de ADN gendmico extraido de epimastigotes de Trypanosoma cruzi (cepa CL
Brener), teniendo en cuenta que en los tripanosomatidos practicamente todos los genes
gue codifican para proteinas carecen de intrones; con muy contadas excepciones
(Gomez et al. 2010; Vanhamme and Pays 1995). Posteriormente se acoplé dicha
amplificando por Long PCR a una segunda amplificacién por medio de la Pfu polimerasa

(figura 2-3); y asi obtener la secuencia-inserto para la ligacién al vector pET100 D-TOPO.

El Long PCR es una variante que hace uso de dos tipos de polimerasas; una de alta
procesividad (Taq polimerasa) y otra con capacidad de correccion (Pfu polimerasa). Si
bien se podria pensar que con solo una polimerasa de alta procesividad es suficiente, los
nucleétidos mal incorporados reducen la eficiencia de polimerasas altamente procesivas,
pues inducen la terminacién prematura de la sintesis de la hebra. Sin embargo la adicion
en pequefas cantidades de polimerasas con actividad 3'-5'-exonucleasa, permite que la
polimerasa predominante complete dicha sintesis (Cheng et al. 1994). Ademas se ha

observado que las tazas de error en la replicacién, para mezclas de polimerasas como



108 Identificacion y caracterizacion de la Nicotinamida Mononucleétido Adenilil Transferasa

(NMNAT) en Trypanosoma cruzi. Enzima Clave en el Metabolismo del NAD+.

Taqg/Pfu o Klen-tag/Pfu son menores en comparacion con las tazas que presenta la Taq
polimerasa pura (Cline, Braman, and Hogrefe 1996).
El Long PCR es una técnica normalmente se usa para amplificar fragmentos gran
tamafio (10kb). No obstante también es propicio para amplificar fielmente genes de una
sola copia inmersos en genomas complejos (Cheng et al. 1994). Existen razones para
suponer que el ADN gendémico de T. cruzi consta de regiones de alta complejidad. Pues
la estructura del genoma de este tripanosomatido tiene una serie de particularidades que
se desvian del contexto genomico “estandar”, desde el cual se amplificaria una
secuencia en otros modelos eucariontes. De estas peculiaridades se destacan:
La alta heterogeneidad genética de estos pardasitos. esto se debe a un cariotipo
pobremente definido, pues existe una gran variacion de tamafio que se presenta
entre cromosomas homoélogos y entre cromosomas de distintas cepas (Souza et
al. 2011).
Genes proteino-codificantes empacados en Clusters. Constan repeticiones en
tandem de marcos de lectura idénticos (o muy similares) y regiones espaciadoras
de secuencia no relacionada. Se transcriben como policistrones separados por
pequefias secuencias intergénicas (Vanhamme and Pays 1995).
Pocos promotores identificados en el parasito. Ninguno de estos es un promotor
para la ARN polimerasa Il. Esto ha llevado a especular que la polimerasa Il inicia
la transcripcion en secuencias divergentes a las de un promotor eucarionte

tradicional (Gomez et al. 2010).

Teniendo en cuenta lo anterior es justificable considerar el ADN gendémico de
Trypanosoma cruzi como una plantilla compleja para la amplificacién por PCR. Ademas,
apreciando el hecho de que el fragmento a amplificar se asumia como un marco de
lectura de copia Unica o de muy pocas copias en dicho genoma, la estrategia de Long
PCR se perfilé como la mejor opcién en aras de obtener un amplificado abundante y fiel a

la respectiva secuencia de la plantilla.

En la re-amplificacion del fragmento y la subsecuente obtencién de la secuencia-inserto
para el proceso de ligacién (figura 2-4), se utilizé la Pfu polimerasa. Este segundo paso
se llevé a cabo, al tener en cuenta ciertos aspectos relacionados con la ligacién de dicho

inserto al vector de expresion pET100 D-TOPO. Los amplificados de la Taq polimerasa
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(la enzima predominante en el Long PCR), constan de asideros 3°, causados por la
incorporacion intrinseca de adeninas en estos extremos del fragmento (Marchuk et al.
1991). Estos asideros hacen imposible ligar el fragmento al vector pET100 D-TOPO;
pues este carece de asideros con timinas complementarias en sus extremos. Ello
requiere fragmento posea extremos romos para dar lugar a la ligacién.

Por otra parte la Pfu polimerasa amplifica fragmentos romos con alta fidelidad (Cline,
Braman, and Hogrefe 1996) pero es poco procesiva. Entonces, al realizar una segunda
PCR con la Pfu polimerasa, se obtienen copias con extremos romos, y se aumenta la

eficiencia de la reaccion dada la abundancia y el caracter repetitivo de la plantilla.

Habiendo obtenido una secuencia-inserto adecuada, se procedio con la ligacion al vector
de expresiéon pET100 D-TOPO, y subsecuentemente se llevé a cabo el proceso de
clonacion del plasmido recombinante pET100/Tcnmnat, mediante la transformacion del
producto de ligacién en la cepa de mantenimiento E. coli TOP10 (figura 2-5).

El vector pET100 D-TOPO es un plasmido de caracter direccional y puede ligarse
directamente con productos de PCR, por lo que no es necesario recurrir a la sub-
clonacioén; lo que claramente facilita la construccién de un vector de expresiéon funcional.
Ademas este vector posee ciertas propiedades, que facilitan la ligacion y la posterior
expresion, deteccion y purificacion de la proteina recombinante expresada. El pET100 D-
TOPO adiciona una marca de seis histidinas “6xHis” al extremo amino-terminal de la
proteina recombinante expresada. Tal marcaje permite llevar a cabo su inmuno-deteccion
y purificacion, mediante el uso de anticuerpos especificos de uso comercial o0 resinas
acopladas a iones metalicos respectivamente. Ademas el sistema de expresion este
vector utiliza el promotor bacteriéfago fuerte T7, el cual ha sido modificado para contener
una secuencia del operador lac. Esto permite que la expresion de la proteina
recombinante sea abundante (dada la naturaleza del promotor) y al mismo tiempo
inducible; pudiendo ser controlada por analogos de la alolactosa, como el IPTG (Life
Technologies 2010). Ademas, el pET100 D-TOPO cuenta con un sistema de ligacion
direccional asistido por topoisomerasas (Life Technologies 2010), lo cual facilita en gran
medida la ligacion, al poder prescindir de ligasas. Esto cobra importancia al tener en
cuenta que el uso de ligasa es considerado como un factor que disminuye la eficiencia de
transformacién cuando se utilizan productos de ligacién. Si bien esta desventaja puede
superarse por medio de la dilucién, didlisis o la precipitacion de la reaccién de ligacion,

ninguna de estas soluciones ha sido totalmente satisfactoria; pues no son
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particularmente eficaces, consumen mucho tiempo o pueden resultar en la pérdida de
preciado ADN complementario (Ymer 1991).

Dado que se buscaba de obtener un vector recombinante de facil de transformar y una
proteina recombinante de facil deteccion y purificacién, las ventajas mencionadas, se
consideraron razones suficientes para escoger al pET100 D-TOPO como vector de

clonacién y expresion para la secuencia codificante para la TCNMNAT.

La reaccion de ligacion entre el inserto en cuestion y el pET100 D-TOPO se realizd de
manera directa, sin purificar la banda de interés a partir de un gel agarosa. Por lo que la
muestra utilizada en la reaccién de ligacién constaba del mismo perfil electroforético
observado en la figura 2-4.

Normalmente el amplificado a ligar es separado primero por electroforesis horizontal, y
posteriormente se escinde la banda del gel de agarosa,; tras lo cual se eluye el ADN del
gel y dicho eluido es utilizado en la reaccion de ligacion. Sin embargo esta técnica
presenta riesgos, pues la posible presencia de impurezas provenientes de la agarosa
junto con la irradiacion de la muestra con el UV proveniente de un trans-iluminador,
comprometen la calidad y eficiencia del inserto en lo que concierne a su ligacion y la
transformacioén del respectivo vector recombinante (Grindemann and Schémig 1996). En
el caso de la radiacién UV, se sabe que periodos de exposicion de 20 a 45 segundos (lo
gue normalmente tarda la escisiébn de la banda) generan dafio extensivo del ADN
embebido en la agarosa. De acuerdo con andlisis de ligacién y transformacion, dicho
dafio al ADN es superior al 99% de la muestra (Griindemann and Schémig 1996). Por lo
tanto el realizar la ligacion de manera directa protege la integridad del inserto y garantiza
una mejor transformacién con el vector resultante.

Una posible desventaja de la ligacion directa, tiene que ver con la pureza de la muestra a
ser empleada en la reaccion. Ya que si el producto de ligacién constase de vectores con
distintos insertos, el proceso de transformacién posterior podria dar lugar a
transformantes con mas de un tipo de pladsmido o a una menor proporcién de
transformantes con el inserto de importancia. Si se observa el perfil electroforético del
amplificado utilizado en la reaccion (figura 2-1), muestra un par de bandas de alto peso
molecular, superior a los 1000pb. Lo cual sugiere en un principio que esta muestra no es
apta para una ligacion directa. No obstante es necesario considerar el efecto del tamafio
del plasmido en la eficiencia de la transformacién; pues esta declina con el aumento del
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tamafio del plasmido (Hanahan and Harbor 1983). Ello permite inferir que los plasmidos
ligados al inserto de 870pb seran transformados con mayor probabilidad que aquellos
ligados a fragmentos de mayor tamafio; dado que estos ultimos daran lugar a plasmidos
mas grandes. Por lo que si es posible utilizar amplificados con impurezas distintas a la
banda de interés siempre y cuando tales impurezas tengan un tamafio mucho mayor al
de la banda en cuestion.

La figura 2-5 muestra la transformaciéon de células competentes TOP10 con el producto
de ligacién pET100/Tcnmnat. En esta figura se observan 32 colonias de transformantes,
producto de un proceso con una eficiencia de 2,975 UFC/ng de ADN. En ciertos estudios
se reporta que para células quimicamente competentes cosechadas a una ODgyo entre
0.3-0.4, la eficiencia de transformacion por choque térmico se ubica alrededor de los
4x10" UFC/pg de ADN (Tang et al. 1994). Por lo cual la eficiencia de transformacion
reportada en este estudio se encuentra muy por debajo del estandar. Sin embargo hay
gue tener en cuenta que normalmente, para determinar eficiencias de transformacion
suelen utilizarse plasmidos previamente clonados y purificados (Hanahan and Harbor
1983; Tang et al. 1994; Ymer 1991); mas no mezclas de ligacién. De hecho se considera
que el uso dichas mezclas, en ciertas técnicas de transformacion, dan lugar a valores de
eficiencia muy inferiores en comparacion con eventos de transformacién donde se
utilizan plasmidos clonados o purificados (Ymer 1991). Es de resaltar que aunque hubo
una muy baja eficiencia de transformacién, la proporcion de transformantes que
mostraron poseer el vector recombinante pET100/Tcnmnat fue relativamente alta (59%
de la muestra). Tal y como lo muestran los analisis de rastreo por PCR de colonia (figura
2-6).

De los clones positivos para el vector pET100/Tcnmnat (figura 2-6) se seleccionaron 4
clones en particular, numerados como clones 3, 5, 16 y 19, a los cuales se les extrajo su
ADN plasmidico y se confirm6 la identidad del plasmido recombinante por PCR y
ensayos de restriccion; tal y como se observa en las figuras 2-7 y 2-8. Es de notar en
estas dos figuras el comportamiento del clon nimero 5: que por un lado en la figura 2-7
amplifica el fragmento de ~870pb (lo que indica la presencia del inserto en cuestién, en el
ADN plasmidico de este), pero por otra parte en la figura 2-8 este clon presenta un perfil
electroforético con bandas propias del vector recombinante y bandas congruentes con la
simulacion para el vector vacio. Este comportamiento es interesante, pues estos
resultados en conjunto muestran que el clon 5 posee dos tipos de ADN plasmidico: un

tipo corresponde al vector pET100/Tcnmnat y el otro se corresponde con el vector sin el
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inserto. El vector pET100 D-TOPO, consta de extremos asimétricos (un extremo romo y
un extremo con asidero en el 5 de la hebra complementaria) asociados a
topoisomerasas por intermediarios fosfo-tirosina. Dada la asimetria de los extremos el
vector por si solo no puede ciclarse; es mas, necesita de un inserto con una secuencia
especifica en el extremo 5 de la hebra Watson (5"-CACC-3") para desplazar el asidero
5" de uno de los extremos, y asi permitir que la topoisomerasa transfiera el enlace entre
el fosfato y la tirosina, al correspondiente del anillo de la ribosa para dar ligar a un enlace
fosfodiéster, y ciclar el vector recombinante (Life Technologies 2010). Por lo tanto el
segundo tipo de ADN plasmidico presente en el clon 5, debe corresponder a un vector
recombinante pET100 D-TOPO con un inserto de poco tamafio. Dicho inserto debio
encontrarse en muy baja cantidad, dado que no pudo observarse en el amplificado de la
reaccion de ligacién de la figura 2-4; no obstante y teniendo en cuenta que la eficiencia
de transformacion declina con el tamafio del plasmido (Hanahan and Harbor 1983), el
vector con el inserto de poco tamafo pudo ser transformado con mucha mas facilidad
que el vector con el inserto codificante para la TCNMNAT, de ahi que ocurriese un evento
de co-transformacion en el clon numero cinco.

Este episodio sefiala la importancia de utilizar mas de una aproximacion, a la hora de
confirmar la identidad de plasmidos recombinantes. De igual forma resalta la relevancia
de los ensayos de digestiébn con enzimas de restriccién en la identificacion de tales
vectores. Pues la posibilidad de eventos de co-transformacién como el observado para el
clon 5, sin la identificacion adecuada de su ocurrencia, pueden comprometer etapas
experimentales posteriores en las que se utilice tal ADN plasmidico; como es en este
caso, la obtencion de células transformantes en cepas de expresion y la subsecuente

expresion de proteina recombinante.
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3.3 De la expresion de la 6 xHis TCNMNAT.

En la figura 2-9 se puede observar la expresion de una proteina recombinante, producto
de la induccion de cultivos de células E. coli BL21 (DE3). Dicha proteina posee el tamafio
esperado para la secuencia de aminoacidos de la TcNMNAT, junto con la marca de
histidinas fusionada (35kDa); de acuerdo con el SDS-PAGE. Ademas Esta misma banda
es detectable por ensayos de Western blot, lo que evidencia la presencia de la marca de
histidinas, en la proteina correspondiente. Todo esto sugiere que la proteina
recombinante expresada corresponde al candidato de la NMNAT de Trypanosoma cruzi,
objeto del presente estudio; la 6xHiSTCNMNAT.

Por otra parte se evalu6 la expresion de la proteina recombinante por SDS-PAGE y
Western blot, en las fracciones de proteina soluble e insoluble; con el fin de determinar
la distribucion de la proteina recombinante en dichas fracciones y asi estandarizar
condiciones que optimicen la sintesis de la 6xHisSTcCNMNAT soluble (figura 2-10). En esta
figura se observa una presencia significativa de 6xHisTCNMNAT para todos los tiempos
de induccidn en la fraccién soluble; a pesar de observar también que la mayoria de esta
proteina se encuentra en la fraccién insoluble para todos los tiempos de induccién. La
proteina insoluble se encuentra como cuerpos de inclusion, los cuales a su vez se
constituyen por proteina poco o mal plegada (Dragosits, Nicklas, and Tagkopoulos 2012;
Sgrensen and Mortensen 2005). Contrariamente, la proteina recombinante soluble se
asume como proteina nativa y por ende funcional. En lo que concierne al presente
estudio, la presencia de proteina soluble es beneficiosa, dado que esto permite
someterla a ensayos enzimaticos para corroborar su identidad. Por otra parte la proteina
insoluble necesita un procesamiento posterior que abarca su extraccién y re-
naturalizacion a partir de cuerpos de inclusién (Dragosits, Nicklas, and Tagkopoulos
2012). Dicho proceso es considerado como indeseable; siendo sus principales
obstaculos: la pobre taza de recuperacion de proteina, la necesidad de optimizar
condiciones de re-naturalizacion exclusivas para la proteina a purificar y la posibilidad de
que los procedimientos de extraccion afecten la integridad de las proteinas re-plegadas
(Serensen and Mortensen 2005). Aln si se optara por extraer los agregados de proteina
recombinante de los cuerpos de inclusién, la re-naturalizacion se perfila como un paso
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problematico a la hora de establecer que tanto de la proteina ha recobrado su estado
nativo. Esto a su vez presentaria un obstaculo en la verificacion y caracterizacion de
actividad enziméatica de la proteina en cuestion. Tomando en consideracion lo anterior, la
presencia de proteina soluble en cantidades significativas es un logro importante, pues al
tratarse de proteina nativa es posible purificarla y directamente someterla a ensayos de
actividad; sin embargo el hecho de que la mayoria de la proteina recombinante
expresada se encontrase como cuerpos de inclusion, sugiere realizar modificaciones que

optimicen el proceso con el objetivo de aumentar la produccion de proteina soluble.

Para optimizar la expresion de proteina soluble existen dos tipos de métodos: aquellos
en los que se madifican las condiciones de expresién y aquellos en los que se redisefia
la estructura regulatoria del vector (Sgrensen and Mortensen 2005). En el presente
estudio se llevaron a cabo modificaciones de las condiciones de expresion, que no
llevaron a cambios apreciables en cuanto a la solubilidad de la proteina recombinante
expresada. Reducir la concentracion de inductor, inducir en una fase logaritmica tardia y
utilizar bajas temperaturas de induccion, son estrategias que incrementan la solubilidad
de la proteina expresada (San-Miguel, Pérez-Bermudez, and Gavidia 2013; Sgrensen
and Mortensen 2005). Esto se debe a que la “carga metabdlica” que se genera en la
célula por la expresién de un gen heter6logo (pues materiales y energia son sustraidos
de las rutas metabdlicas regulares, para el mantenimiento dicha expresién) es un factor
influenciado por condiciones ambientales. Considerando que dicha carga determina la
taza de sintesis de proteina recombinante, es posible controlar la taza expresion del gen
heterélogo mediante la modificacién de dichas condiciones y asi disminuir la formacién
de cuerpos de inclusién; causada por la acumulacién de proteina desnaturalizada
(Serensen and Mortensen 2005). Por lo tanto, son claras las razones por las cuales se
decidié alterar las condiciones de expresiéon de la 6xHiSTCNMNAT. A pesar de no haber
obtenido una mejora evidente, al menos dichos cambios facilitaron la ejecucién del

experimento y permitieron economizar materiales de trabajo.

Tras no observar cambios en la expresion de proteina recombinante bajo distintas
condiciones, se optd por expresar la 6xHiSTCNMNAT en la cepa alternativa BL21-
CodonPlus (DE3)-RIL (figura 2-11). De igual forma se co-expresé la proteina

recombinante con chaperonas (figura 2-12).
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La cepa BL21-CodonPlus (DE3)-RIL es una cepa disefiada para superar problemas en la
expresion de proteinas recombinantes en Escherichia coli, relacionados con el sesgo
codonico. Este fenbmeno que se presenta cuando el uso codonico del sistema de
expresion de la proteina foranea difiere de aquel del sistema de expresion heterélogo; lo
cual lleva a la existencia de codones raros, cuyos respectivos ARN de transferencia son
de baja expresion y esto conduce a una pobre expresion de la proteina recombinante
(Rosano and Ceccarelli 2009). El enriquecimiento en nimero de copias de genes que
codifican para los ARN de transferencia de estos codones raros, es una caracteristica
que confiere a la cepa BL21-CodonPlus (DE3)-RIL ventajas en la expresién de ciertas
proteina recombinante donde otras cepas no pueden (Rosano and Ceccarelli 2009). Sin
embargo, teniendo en cuenta la formacion de cuerpos de inclusién es un fenémeno
influenciado por el pobre plegamiento de proteina (Dragosits, Nicklas, and Tagkopoulos
2012; Sgrensen and Mortensen 2005), la cepa BL21-CodonPlus (DE3)-RIL al ser méas
eficiente en la produccién de ciertas proteinas recombinantes puede ser mas proclive a
tener problemas de solubilidad; ya que la tasa de sintesis de la proteina puede superar la
velocidad de plegamiento de la misma haciendo a estas moléculas propensas a la
agregacion (Rosano and Ceccarelli 2009). De hecho, para aquellas proteinas con un
porcentaje superior al 5% de aminoacidos codificados por codones-RIL, el sistema de
expresion constituido por la cepa BL21-CodonPlus (DE3)-RIL se caracteriza por generar
una mayor proporcion de cuerpos de inclusion ademas de crecimiento retardado una baja
produccion de células por cultivo (Rosano and Ceccarelli 2009). Quiza este problema
expliqgue porque la cepa BL21 (DE3) genera una mayor cantidad de proteina
recombinante en la fraccién insoluble, a pesar de que para la proteina soluble, ambas
cepas generan la misma cantidad. En todo caso el uso de esta cepa de E. coli como
cepa alternativa de expresion no fue el mas adecuado, ya que en teoria incrementa el
efecto adverso que se buscaba controlar desde un principio.

En el caso de la co-expresién de la 6xHiSTCNMNAT con chaperonas (figura 2-12) se
buscé co-transformar el sistema de expresion de tal forma que expresase la chaperona
Trigger factor concomitantemente con la proteina recombinante en cuestion.

El Trigger factor de Escherichia coli es una prolil-isomerasa, que intercambiando las
conformaciones de los residuos de prolina, acelera el paso limite en el plegamiento de
proteinas con una eficacia muy alta. Esta proteina suele asociarse con las cadenas de

polipéptido naciente en el ribosoma, de esta manera se piensa que cataliza el
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plegamiento de proteinas recién sintetizadas (Hesterkamp et al. 1996; Scholz et al.
1997). De hecho estudios de cristalografia de rayos x de esta chaperona en complejo con
la subunidad ribosémica grande Haloarcula marismortui, muestran que el dominio de
unién al ribosoma se proyecta sobre la salida del tanel ribosomal creando un espacio o
“cuna” donde los péptidos nacientes pueden ser protegidos de la accion de proteasas y
su agregacion (Ferbitz et al. 2004). En consecuencia, el empleo de esta estrategia de co-
expresion mostraba resultados prometedores; sin embargo los correspondientes
resultados no muestran una mejora evidente. Las diferencias notorias en la cantidad de
proteina cargada en los pozos del SDS-PAGE de la figura 2-12 (dada la viscosidad de la
muestra), comprometen posiblemente los resultados de este experimento. Empero cabe
tener en cuenta que, a presar de que la sobreexpresion del Trigger factor mejora
notablemente la solubilidad de ciertas proteinas, al aumento de la solubilidad es
mejorado por la expresion conjunta del con otras chaperonas como GroEL-GroES, pues
al parecer estas tres proteinas desempefian papeles sinérgicos in vivo (Nishihara et al.
2000) Por lo tanto se recomienda para futuras mejoras de la expresién mediante este tipo
de estrategias, realizar la co-transformacidn con vectores que expresen esta tripleta de
chaperonas, a fin de contar con un sistema mas completo para el plegamiento de

proteinas recombinantes.

El empleo de estrategias distintas estrategias para la optimizacién de la expresién de
proteina recombinante soluble desembocé en esfuerzos infructuosos. El uso de la cepa
alternativa BL21-CodonPlus (DE3)-RIL no mejoré de manera significativa la expresién de
proteina soluble (figura 2-11). De igual forma la co-expresion con chaperonas no tuvo un
efecto definitivo sobre la disminucién en la formacién de cuerpos de inclusion.

No obstante los niveles obtenidos de proteina soluble, aunque menores que los de la
fraccion insoluble, permiten implementar su purificacion mediante cromatografia de
afinidad a Niquel a fin de enriquecer la banda de interés en una futura estrategia de
purificacion total de la proteina recombinante.
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3.4 De la purificacion de la 6xHiSTCNMNAT.

Como bien se observd en la seccion de resultados, la purificacion parcial de la
6xHisTCNMNAT se llevd a cabo por medio de cromatografia de afinidad a Niquel (Ni-
NTA); metodologia que mostro lo mejores resultados. Posiblemente por sus numerosas
ventajas como método de purificacion.

El sistema 6xHis/Ni-NTA es muy utilizado para purificar por afinidad proteinas
recombinantes y péptidos antigénicos; gracias a su rapidez y versatilidad. Este sistema
se basa en la union de seis residuos de histidina consecutivos (la etiqueta 6xHis) a los
iones de niquel inmovilizados, dando una interaccién altamente selectiva que permite la
purificacién de proteinas etiquetadas y/o complejos oligoméricos de la misma. (Crowe et
al. 1994) De hecho es el anillo de imidazol de la cadena lateral de los residuos de
histidina el que es afin por los iones de niquel de la resina Ni-NTA-agarosa de la
columna. Ademas la estrecha asociacion entre la etiqueta y la resina permite que los
contaminantes sean lavados facilmente y las proteinas unidas se pueden -eluir
suavemente por competencia con imidazol, o una ligera reduccién en el pH. (Crowe et al.
1994; Gaberc-Porekar and Menart 2001). Ademas a estas ventajas se suman: una alta
estabilidad de ligando en la resina, la alta capacidad carga de proteinas, una
regeneracion de la resina simple y de bajo costo, la poca frecuencia con que se
presentan residuos de histidina vecinos en las proteinas de origen natural, y el hecho de
que en la mayoria de los casos las etiquetas de histidina no afectan el plegamiento de
proteinas, ni interfieren significativamente con la funcionalidad biolégica. En
consecuencia el uso de esta cromatografia de afinidad fue un gran acierto, pues
claramente el 6xHis es una marca efectiva en la captura de la proteina y la elucion con
imidazol (empleada en el presente estudio) permitié6 un enriquecimiento de la protéina
recombinante sin eliminar su actividad enzimatica. Lo cual fue muy propicio para los
objetivos de este trabajo.

Sin embargo cabe notar que, como lo muestra la figura 2-13, En un principio el sistema
de purificacion no mostré6 su mejor desempefio; pues los eluidos correspondientes
presentaban en un principio un gran nimero de impurezas indetectables por Western
blot; lo cual implica que el contenido de histidina de las mismas es pobre o solo esta
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disponible para interactuar con la resina. Ciertos autores consideran que en comparacion
con otras tecnologias de separacion por afinidad, los sistemas IMAC (Cromatografias
de afinidad por iones metalicos inmovilizados) no se puede clasificar como altamente
especificos, sino como sistemas de especificad moderada (Gaberc-Porekar and Menart
2001). Por lo cual fue necesario pasar por varias etapas de estandarizacién como se
puede observar desde la figura 2-16 hasta la figura 2-19. La primera condicién
estandarizada, con resultados exitosos fue el aumento del Factor de concentracion
(Figura 2-16). Al aumentar la razén existente entre el volumen de cultivo inicial y el
volumen de buffer de lisis con el cual se extrae la fraccion soluble (y en consecuencia la
concentracion de proteina total) permiti6 una relativa clarificacion de los eluidos vy
observar por primera vez actividad enzimatica en estos. Esta practica es recomendada
en caso de purificaciones a partir de fracciones con una baja expresion de proteina
recombinante (Gu, Stephenson, and ladarola 1994). En segunda instancia la
estandarizacion de un esquema de purificacion fue un paso crucial en la obtencién de
eluidos altamente enriquecidos y con muy pocos contaminantes como se observa en las
figuras 2-17, 2-18 y 2-19. Esta estrategia fue necesaria dado que al expresar pro’teinas
recombinantes en E. coli es comldn que muchas proteinas del “hospedero” se adhieran
fuertemente a las matrices de IMAC (especialmente cuando poseen iones Cu (Il) o Ni ()
iones en la fase estacionaria). Esto hace que dichos contaminantes sean eluidos con la
proteina diana a altas concentraciones del competidor; por lo cual, para la seleccion de la
etiqueta de histidinas propia de las proteinas recombinantes del sistema de expresion, es
necesario eluir la proteina diana dentro de una ventana "libre de contaminantes" (Gaberc-
Porekar and Menart 2001).

Por otra parte, el aumento progresivo de la concentracién de imidazol en el buffer de
lavado conlleva a una mayor astringencia en los lavados, pero a costa del detrimento en
la union de la proteina de interés. Esto se observa notablemente en las figuras 2-18 y 2-
19. No obstante se considera como un sacrificio justificable, teniendo en cuenta la
disminucion en el nUmero de contaminantes en los correspondientes eluidos.

En la cromatografia de filtracion en gel, La resina sephadex G-75 se empled como parte
de una estrategia de purificacion en grupos, con el objetivo de deshacerse de las
proteinas de bajo peso molecular. Tal objetivo se alcanzé exitosamente, como se
muestra en el SDS-PAGE de la figura 2-14. Sin embargo el respectivo Western blot
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también se observa que la proteina fue eluida dentro de las primeras fracciones de la
cromatografia de exclusién. Ello sugiere la que interactudé pobremente con la resina. La
resina empleada posee un rango de fraccionamiento de 3kDa a 80KDa (Mori and Barth
1999) teniendo en cuenta que la proteina recombinante consta de un peso de 35kDa, es
posible que la formacién de oligbmeros sea responsable los tiempos de elucién
observados. Es es posible emplear una resina de poro mas grande para un rango de
fraccionamiento mas acorde con el posible estado multimérico de la proteina nativa.
Cabe tener en cuenta que tales oligbmeros, puede obedecer a un cambio en las
propiedades de oligomerizacion de la 6xHiSTCNMNAT a causa de la etiqueta de
histidinas; como se ha reportado en estudios anteriores (Gaberc-Porekar and Menart
2001).

3.5 De la Determinacion y caracterizacion de la act  ividad
enzimatica.

De acuerdo con los ensayos enzimaticos evaluados pro RP-HPLC y presentados en la
figura 2-20, los eluidos correspondientes a la purificacién de la proteina recombinante
6xHisTCNMNAT, presentan actividad enzimatica frente a dos sustratos comunmente
utilizados por la familia de las NMNAT; el Mononucle6tido de Nicotinamida (NMN) vy el
Mononucleétido de &cido nicotinico (NAMN). Este resultado en conjuncién con los
anteriores es prueba de la identidad de esta proteina como una NMNAT. En
consecuencia ello constituye la primera identificacién de una NMNAT en Trypanosoma
cruzi. Este hallazgo representa un avance importante hacia la comprension de la
biosintesis de nucledtidos de piridina en protozoos parasitos; asi mismo establece una
primera aproximacion al metabolismo del NAD" en T. cruzi, partiendo la comprension de
los elementos responsables de su sintesis.

Todas las vias conocidas que conducen a la sintesis de NAD" requieren a la NMNAT.
Esta enzima es de crucial importancia para el metabolismo, el suministro energético y la
transduccién de sefiales en este parasito (Gossmann et al. 2012), ademas de ser un

elemento importante en el control del estrés oxidativo y la resistencia a farmacos. Por lo
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tanto, la NMNAT de T. cruzi (TcNMNAT) representa un blanco potencial para el
desarrollo de futuros farmacos y otras estrategias terapéuticas, como se ha planteado en

otros parasitos intracelulares (Sorci et al. 2009).

Es posible que los niveles del NAD" en este organismo dependan exclusivamente de la
expresion de la NMNAT identificada en este trabajo, ya que no se encontraron otras
enzimas estructuralmente relacionadas en el presente estudio. Sin embargo es necesario
emplear otras estrategias de busqueda para asi identificar nuevos candidatos que no
cumplan con los parametros actuales de prediccion.

La produccién de NAD" en el parasito podria explicarse por la toma de precursores
provenientes del hospedero, o por la toma directa de NAD" desde este; ya que aln se
requieren estudios que permitan saber el perfil de expresion del gen correspondiente a la
TcNMNAT en los estadios del ciclo de vida de T. cruzi. Cabe notar que la figura 2-20 da
cuenta de la primera NMNAT identificada en todo el género Trypanosoma; el cual
comprende varios agentes patégenos para el hombre y otros mamiferos de importancia
econdmica. Por ende la TcNMNAT se perfila como un punto de partida en la
comprension de la ruta de sintesis de NAD+ de este parasito.

Para la determinacion y la caracterizacion enzimatica de la 6xHiSTCNMNAT se opt6 por
realizar un ensayo enzimatico directo y de punto final, de acuerdo con las metodologias
utilizadas para la determinacion cinética de otras NMNAT (Balducci, Emanuelli, and
Raffaelli 1995; Monica Emanuelli et al. 1999, 2003).

Los ensayos directos se definen como aquellos en donde existe una medicién inmediata
de la concentracién de producto (o sustrato) en funcién del tempo. Este tipo de ensayos
es preferible frente a aquellos que impliquen acoplar la generaciéon de producto a una
reaccién no enzimatica (ensayo indirecto) o a una reaccion catalizada por una segunda
enzima (ensayo acoplado; siempre y cuando la concentraciéon de producto o sustrato
pueda medirse de manera precisa mediante esta forma (Copeland 2004).

Una de la razones por la cuales los ensayos directos son preferibles frente a otro tipo de
ensayos es su facilidad para estandarizar y asi obtener lecturas correctas de la velocidad
de la reaccion. En otro tipo de ensayos, como los acoplados, generalmente el analito
que se mide es el producto de la reaccion acoplada; pero lo que se desea saber es la
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velocidad de aparicion de producto en la reaccion inicial (el cual a su vez es el sustrato
de la reaccién acoplada). Por lo tanto en estos ensayos se debe garantizar que la
reaccion inicial constituye el paso limite del sistema (ej. Usando una reaccion acoplada
mucho mas rapida que la reaccién inicial), y que la concentracion del producto en la
misma alcance un equilibrio estable (Copeland 2004). Para que se cumpla esta segunda
condicion existe una fase de retraso, mientras el producto de la reaccién inicial se
acumula para llegar a dicho equilibrio estable. Como tal fase de retraso es anterior al
comportamiento lineal que se espera del sistema entre la concentracion de producto y el
tiempo de la reaccion, el no detectarla y tenerla en cuenta en los céalculos puede llevar a
determinaciones incorrectas de la velocidad (Copeland 2004); un inconveniente que no

ocurre en el caso de los ensayos directos.

Por otra parte los ensayos de punto final o ensayos discontinuos, se definen como
aquellos en donde se mide una sola sefial especifica en un punto en el tiempo dentro del
periodo lineal de la reaccién; en este caso la velocidad de determina dividiendo la sefial
por el intervalo empleado. Estos ensayos no son la forma mas segura de medir
velocidades de reaccién en contraste con los ensayos continuos. No obstante son
compatibles con técnicas de separacion como el HPLC (Copeland 2004).

El ensayo enzimatico directo basado en HPLC que se empled en el presente estudio, fue
concebido por Balducci y colaboradores, como una metodologia para monitorear
sustratos alternativos, y reacciones secundarias que podrian interferir con la reaccion
princial catalizada por una NMNAT (Balducci, Emanuelli, and Raffaelli 1995). Teniendo
en cuenta que la 6xHisSTCNMNAT proviene de los eluidos de una purificacién parcial, se
considerd necesario emplear una metodologia que proveyera la mayor informacién
posible sobre lo que ocurriria en el sistema (incluyendo posibles reacciones
secundarias). Por lo cual el ya mencionado ensayo enzimatico directo basado en HPLC

se presenté como la mejor opcidn a pesar de los inconvenientes presentados.

Hablando de la caracterizacién cinética de la 6xHisTcCNMNAT, lo primero que se llevé a
cabo fue la estandarizacién del intervalo en el que la reaccion catalizada posee una
cinética lineal. Para ello se observd el comportamiento de sintesis de NAD" en funcion
del tiempo, como se encuentra registrado en la figura 2-22.

Determinar un intervalo de linealidad es muy importante para la posterior caracterizaciéon

cinética de la enzima, ya que para esto se necesita medir acertadamente un valor de
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velocidad inicial. Si se tiene en cuenta que, para una reaccién catalizada, la aparicién de
producto (o desaparicion de sustrato) en funcién del tiempo es similar a una cinética de
primer orden, es claro que inicialmente la concentracién del producto y el tiempo guardan
una relacién lineal; pero dicha linealidad se pierde conforme el sustrato se agota. Cuando
ambas variables se relacionan linealmente se puede adjudicar a la pendiente de la recta
un valor de velocidad inicial, para una concentracion de sustrato dada (Copeland 2004);
simplificando notablemente el célculo esta medida .

En el caso de los ensayos de punto final, como el empleado en el presente estudio, La
velocidad inicial se calcula a partir de la cantidad de producto formado en un intervalo
especifico. Para que la estimaciéon de la velocidad sea acertada, dicho intervalo debe
encontrarse por dentro del mencionado lapso de linealidad; preferiblemente cerca de la

mitad de tal intervalo (Copeland 2004).

Para una reaccion catalizada por una enzima, el periodo de linealidad en funcion del
tiempo puede variar dependiendo de condiciones experimentales (Copeland 2004;
Marangoni 2003). Por ello se recomienda que la respectiva curva sea realizada al menos
bajo distintas condiciones de cantidad de enzima y concentracién de sustratos, a fin de
observar un comportamiento reproducible en esta (Copeland 2004). En el presente
estudio se evalud la sintesis de NAD" en funcion del tiempo, bajo dos sets distintos de
condiciones: una curva de progreso con 1,25ug de enzima y 5mM de sustratos (ATP y
NMN), y una segunda curva usando 0,25ug de enzima y 1mM de sustratos. En ambos
casos se observo linealidad hasta llegados 20 minutos de reacciéon. Esto sugiere que el
periodo de linealidad presentado en este trabajo es reproducible y que en consecuencia
el intervalo sugerido para la realizacion de los ensayos (15 minutos) es confiable.

Cabe notar que si bien en posteriores ensayos enzimaticos la cantidad de enzima se
llevé a valores menores que 0,25ug. Esto en principio no deberia disminuir la extensién
del periodo en que la reaccion es lineal ya que el cambio en la cantidad de enzima no
afecta la curvatura de la curva de progreso; por el contrario disminuir la concentracién de
enzima se considera beneficioso ya que se disminuye en proporcion la parte de la curva
gue no puede ser observada (Cornish-Bowden 2013). De hecho, dado que a menor
cantidad de enzima hay menor actividad enzimatica y menor consumo de sustrato. Por lo
que en teoria tomaria aliin mas tiempo el que la aparicion de NAD" en funcién del tiempo
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perdiese su linealidad (Comunicacion personal, Profesora Maria Helena Ramirez

Hernandez).

En la figura 2-22 también llama la atencién como la actividad enzimatica a los 40 minutos
de reaccion cae por debajo de los valores observados a los 30 minutos. Para explicar
este comportamiento es bueno recordar que la meseta caracteristica para estas curvas
de progreso suele ser un indicativo de que la reaccion se ha completado; sin embargo
dicha meseta puede surgir antes del agotamiento de los sustratos. Esta finalizacion
prematura de la reaccion puede darse por multiples razones, como la inestabilidad de la
enzima, los sustratos, la presencia de un inhibidor de unién lenta, o inhibicién por
producto (Copeland 2004). En el cromatograma correspondiente al tratamiento de 40
minutos de la figura 2-22 se observaron aun los picos para el NMN y el ATP; por lo que
es logico pensar que la meseta de la curva de progreso surge antes de la aparicion de
los sustratos. Entonces, la repentina disminucién en el incremento paulatino de la
actividad y el inesperado decaimiento para el tratamiento a 40 minutos, puede explicarse
por la inestabilidad de la enzima dentro de las condiciones del experimento. Ello pudo
llevar a la degradacion masiva de esta para tiempos cercanos a los 40 minutos,
disminuyendo asi la actividad.

Esto no quiere decir que el tiempo estimado para la realizacién del ensayo discontinuo no
se encuentre dentro de la fase lineal de curva de progreso. Por el contrario de no
presentarse una finalizacion temprana de la reaccion, esta linealidad podria extenderse
incluso un tiempo mayor. En consecuencia no existen razones para pensar que el
periodo comprendido entre los 0 y los 20 minutos en la curva, carezca de la linealidad

que se observa en la figura 2-22.

Tras establecer un tiempo propicio para la realizacion de los ensayos, lo segundo a
determinar fue la temperatura 6ptima del estos. Aqui se evalud la produccién de NAD" en
funcion de diferentes temperaturas, para concluir que a valores cercanos a los 30°C se
registra la mayor actividad enzimatica por parte de la 6xHiSTCNMNAT (figura 2-23).

La temperatura es un factor importante a controlar ya que determina la velocidad de las
reacciones quimicas, mediante el efecto que ejerce sobre la constante de velocidad de
la reaccion (Marangoni 2003). Por ello es importante establecer un valor de temperatura
en la de terminacion de constantes cinéticas a fin de garantizar reproducibilidad

experimental. No obstante varios autores consideran que la temperatura Gptima, como
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propiedad intrinseca de la enzima, es un concepto desacreditado (Cornish-Bowden 2013;
Daniel, Danson, and Eisenthal 2001). La temperatura Optima se supone como un
parametro de dudosa validez y valor limitado, debido a que surge de una mezcla
desconocida de la estabilidad térmica de la enzima y coeficiente de temperatura (Daniel,
Danson, and Eisenthal 2001). De acuerdo con esta afirmacion, la parte ascendente de la
figura 2-23 estaria mostrando solo el efecto del incremento de la temperatura sobre la
constante de velocidad de la reaccion catalizada. Cuando la temperatura llega un punto
en el que la desnaturalizacion de la enzima se hace significativa (Temperaturas
superiores a los 30°C) la parte descendente del grafico consistiria en una combinacion
entre el primer efecto mencionado y la estabilidad térmica de la enzima. Dado que la
contribucion de la denaturacién enzimatica depende tanto del tiempo, como de la
temperatura, el éptimo aparente deberia desplazarse a temperaturas mas bajas si se
usasen tiempos mas largos para el ensayo enzimatico (Copeland 2004; Daniel, Danson,
and Eisenthal 2001). Cabe mencionar también que esta perspectiva contrasta con
trabajos que sugieren que al menos algunas enzimas tienen una temperatura 6ptima
genuina; ya que por encima de una cierta temperatura la enzima se inactiva
reversiblemente, antes de que la denaturacion proteica (inhibicién irreversible) tuviese
una influencia significativa (Daniel, Danson, and Eisenthal 2001; Thomas and Scopes
1998).

Independientemente del valor intrinseco que pueda o no tener el parametro de
temperatura éptima se considera que el reporte de la misma es necesario para proveer
informacién suficiente sobre factores que pueden afectar el comportamiento de la
velocidad enzimatica. Ademas el escenario ideal para la realizacibn de un ensayo
enzimatico implica medir la actividad a una temperatura que soporte una alta actividad
enzimatica y no conduzca a una denaturacion significativa de la proteina (Copeland
2004). En consecuencia se considera necesario complementar a futuro este resultado,
con una evaluacion de la actividad enzimatica ampliando el rango de temperaturas
cercanas a los 30°C; Asi se obtendria un valor mas exacto, que de acuerdo con la
literatura puede ser mas informativo respecto al mecanismo de reaccion, al restar el

efecto generado por la denaturacion de la proteina (Copeland 2004).

Por otra parte, la temperatura optima registrada en el presente estudio (30°C) se

encuentra tan alejada del valor de esperado en un principio, 37°C; asumiendo que T.



125

cruzi tiene como hospedero final un mamifero. Este hallazgo es interesante, porque si
bien el parésito puede no necesitar que la enzima trabaje bajo un 6ptimo de temperatura,
es evidente que la temperatura Optima es mas cercana a la temperatura corporal que
podria tener el vector triatomineo en su ambiente natural. Por lo tanto es factible
especular que esta enzima podria ser mas activa en el estado Epimastigote que
normalmente parasita a este vector. Seria interesante saber conocer los patrones de
expresion de esta proteina y su correspondiente gen, en los diferentes estadios del
parasito.

Para la determinacion de pH 6ptimo se evallio la produccion de NAD* bajo un rango
valores que va desde 3,4 hasta 9,5 como observa en la figura 2-24. A partir de tal
resultado se optdé por determinar tentativamente el pH 7,5 como el pH 6ptimo para la
catdlisis de la reaccién. El grafico correspondiente (figura 2-24) muestra una actividad
toscamente similar a la forma de campana que generalmente se observa frente a un
perfil de pH. La disminuciéon de la actividad en ambos extremos de la campana es
generalmente atribuida a dos tipos de causas. Por un lado el pH puede afectar a la
estabilidad de la enzima, denaturandola e inactivandola irreversiblemente. En segundo
lugar el pH puede afectar a los parametros cinéticos de la reaccién enzimatica: como la
estabilidad del complejo Enzima-Sustrato (ES), la velocidad de paso limite de la reaccion,
0 ambos (Marangoni 2003). Normalmente, se ha encontrado que una enzima se
mantiene estable dentro de un rango de pH de alrededor de 4 a 5 unidades; sin embargo
dentro de dicho rango la velocidad también varia con el pH (Copeland 2004). Teniendo
en cuenta que en la figura 2-24 los ensayos duraron 15 minutos, se puede afirmar que
las velocidades varian en funcién del pH. De igual forma existe una ventana entre pH 6,8
y pH 10, donde la velocidad no se encuentra extremadamente reducida, sin embargo en
este rango la velocidad sigue variando en funcion del pH; con un maximo en 7,5. Es
plausible que dentro de la mencionada ventana el efecto de la denaturacion de la enzima
no sea significativo, y la variaciéon en la velocidad se deba al efecto que el pH podria

ejercer sobre los parametros cinéticos de la reaccion catalizada.

Para comenzar propiamente con la determinacion de constantes cinéticas se hizo una
evaluacion preliminar de la velocidad de sintesis de NAD" en funcion de la concentracion
de sustrato; tanto para el ATP como para el NMN. Esto se muestra en la figura 2-25. Sin

embargo al observar que el NMN no mostraba aln una cinética de saturacion, se decidié
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en primera instancia aumentar el rango de concentraciones y eventualmente disminuir la
cantidad de enzima empleada como se muestra finalmente en la figura 2-26. En esta
figura se dio una aparente saturacion en la curva correspondiente a 0,083ug de enzima;
sin embargo esto ocurrié a costa de una disminucion abrupta de la actividad en la curva
control, disminucién que se aprecia también a 0,125ug de enzima. La curva control es
comparable con la curva para el NMN en el sentido de que se manejan las mismas
proporciones entre la enzima, el sustrato en saturacién (de concentracién constante en
todos los tratamientos) y el sustrato evaluado. Ante tal problema se penso inicialmente
en el efecto que podria estar causando el ATP en el ensayo enzimatico en si, y se llegé a
dos conclusiones. La primera tuvo en cuenta presencia apreciable de especies de ATP
cargadas en soluciones con MgCl, (MgATP?, ATP* y HATP®*) (Storer and Cornish-
Bowden 1976); por lo cual a altas concentraciones de ATP se superaria la capacidad
del buffer y se acidificaria el pH del sistema, afectando la actividad de la enzima. La
Segunda conclusién tuvo en cuenta la especie “utilizable” por la enzima; el MgATP?. Esta
constituye el 80% de la solucidn si la concentracion de MgCl, excede a la concentracion
total de ATP en un rango de 1 a 10mm; pero si se sale de tal proporcion, el porcentaje
MgATP? variaria enormemente (Storer and Cornish-Bowden 1976). Entonces, las
concentraciones de esta especie de ATP y/o las me magnesio libre (que resulta ser el
cofactor de la enzima) pueden verse seriamente comprometidas, disminuyendo asi la
eficiencia del ensayo.

Para probar que tan ciertas eran conclusiones anteriores se efectuaron los
experimentos graficados en la figura 2-27. Para tal sorpresa que ninguna variacién en el
MgCl, y buffer HEPES, revirti6 de manera significativa el comportamiento de la curva
control a pesar de observar ciertas mejoras y ventajas. A partir de este resultado se tuvo
en cuenta una nueva posibilidad, la presencia de inhibicién por sustrato en el sistema. En
esencia las curvas del ATP en las figuras 2-26 y 2-27 poseen atributos importantes que
las clasifican como propias del mencionado fenémeno; valores de velocidad menores a
los esperados, bajo altas concentraciones iniciales del sustrato a evaluar (Copeland
2004; Wang et al. 1999). Sin embargo para confirmar se evaluaron los graficos de dobles
reciprocos esperando una dramatica curvatura hacia arriba en las regiones cercanas al
eje de las ordenadas, un aspecto propio de la inhibicién por sustrato segun la literatura
(Copeland 2004). Lo que efectivamente se observé en la figura 2-28.
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Otra causa de la desviacién de la cinética hiperbodlica es la presencia de mas de una
enzima que actle sobre el mismo sustrato en el ensayo enzimatico. Esto suele ocurrir
cuando se trabaja con enzimas parcialmente purificadas, donde se producen
desviaciones de los resultados cinéticos esperados. Sin bien estos casos se obtienen
comportamientos muy distintos a hipérbola rectangular estandar, esta curva es una
combinacién del comportamiento individual para cada poblacion enzimas; un
comportamiento que carece de la caida en la velocidad a altas concentraciones de
sustrato, que caracteriza a la inhibicién por sustrato (Copeland 2004).

La inhibicién por sustrato es el caso mas frecuente de desviacion de la cinética
hiperbdlica que caracteriza al grafico de Michaelis-menten. Este fenédmeno ocurre cuando
una segunda molécula de sustrato puede unirse al complejo ES para formar un complejo
ternario inactivo Sustrato-Enzima-Sustrato (SES). Como la formacion del complejo ES
precede a la formacion del complejo SES, esta inhibicion por lo general sélo se observa
a altas concentraciones de sustrato y como un valor menor que el esperado para la
velocidad. A bajas concentraciones de sustrato, la cinética sigue comportamiento tipo
Michaelis-Menten pero por encima de una concentracion critica de sustrato, los datos se
desvian significativamente del comportamiento esperado (Copeland 2004).

La Inhibicién de sustrato se interpreta a menudo como una anomalia que proviene del
uso de concentraciones de sustrato artificialmente altas en ensayos in vitro. De ahi el
elevado desinterés en su estudio a pesar de su universalidad. No obstante, existen varias
razones para sospechar que este tipo de inhibicion no es un mero inconveniente en el
experimento, sino un mecanismo de regulacion biolégicamente relevante: primero que
todo en muchos casos, el “pico” de la curva acampanada que se observa para esta
inhibicion se encuentra dentro de rangos de concentraciones fisiolégicas de sustrato; lo
que indica que estas enzimas funcionan normalmente en virtud de la inhibiciébn por
sustrato. En segundo lugar, muchas enzimas tienen sitios especializados donde una
segunda molécula de sustrato puede unirse y actuar como un inhibidor alostérico. Para
aquellas enzimas, la inhibicién por sustrato es claramente una adaptacion evolutiva. Por
ultimo; existe evidencia acumulada de que la inhibicion por sustrato desempefia
funciones regulatorias importantes en distintas rutas metabdlicas (Reed, Lieb, and Nijhout
2010).
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En el caso de la 6xHisTcNMNAT se cumplen posiblemente dos de las razones
mencionadas. En vertebrados, la concentracién de ATP intracelular es tipicamente 1-
10mM (Beis and Newsholme 1975). Dentro de este rango también se observa para la
enzima de este estudio el maximo en la velocidad con el ATP, antes de que esta decaiga;
especialmente bajo concentraciones cercanas a los 10mM. Por otra parte no solo la
TcNMNAT sino que otras NMNAT como la isoenzima humana de esta familia, muestran
inhibicion por sustrato altas concentraciones de ATP (M Emanuelli et al. 2001; Monica
Emanuelli et al. 1992) por lo que en teoria deberian contar con al menos un sitio
alostérico; lo que sugiere una adaptacién regulatoria con un posible rol a desempefiar en
el metabolismo celular.

En consecuencia el hallazgo de inhibicibn por sustrato para la 6xHisSTCNMNAT es
potencialmente importante, ya que de existir una funcidén biolégica para este
comportamiento, se conoceria mucho mas sobre las conexiones entre la ruta de sintesis
del NAD" y condiciones fisioldgicas como los niveles intracelulares de ATP. Se
sobrentiende que profundizar sobre esta inhibicion en la 6xHisSTCNMNAT seria muy
interesante.

La confirmacién de una inhibicién por parte del ATP, obligé a replantear los experimentos
para la saturacion del NMN. Por ello se buscd estandarizar una curva de saturacién
utilizando concentraciones desde 0 hasta 7,5mM de NMN, junto con una concentracién
de sustrato en saturacion ATP de 7,5mM. Esto se observa en la figura 2-29. El resultado
muestra que la curva control ya no presenta la un comportamiento de inhibicién y la curva
del NMN ya no muestra la presunta saturacién observada en algunos de los
experimentos anteriores. Cabe resaltar de este experimento dos cosas: la primera es que
dado el comportamiento del control las condiciones son propicias para la determinacion
de constantes, respecto a la concentracidon de sustratos. Lo segundo es que de acurdo
con los valores de velocidad del dltimo tratamiento en ambas curvas (ATP y NMN) ambas
al parecer poseen la misma velocidad maxima. Las velocidades maximas deben tender a
ser iguales para ambos sustratos, dado que en este punto de la grafica de saturacion la
velocidad solo debe depender de la concentracion de enzima (Copeland 2004). Para
confirmar estas estimaciones, se extrapolaron los valores de V., mediante graficos de
Lineweaver-Burk para ambas curvas. Las velocidades maximas estimadas fueron:
0,91uM/min (ATP) y 0,74uM/min (NMN) con 0,125ug de enzima y 0,71uM/min (ATP) y
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0,56 puM/min (NMN) con 0,083 pg de enzima. Si bien las velocidades maximas
extrapoladas no son idénticas (lo que es comun encontrar en este tipo de estudios) si son
muy cercanas, lo cual es un aspecto positivo de las condiciones estandarizadas.

Como no era posible aumentar el rango de concentraciones del NMN se redujo la
cantidad de enzima a 0,063ug en la figura 2-30. En el apartado A de esta figura se
presenta para el NMN un comportamiento que bien podria indicar la saturacion de la
enzima con el sustrato en cuestion. La observacion los datos numéricos de la velocidad
de la curva del NMN (esquematizados en el apartado B de la figura 2-30) Muestra que el
cambio en la velocidad disminuye tendiendo a cero mientras la concentracién de sustrato
aumenta, como también se aprecia en la curva control. Lo cual marca la independencia
entre la velocidad y la concentracion de sustrato inicial, bajo altos valores de este Ultimo
(Copeland 2004). La calidad y la precision de las estimaciones de constantes cinéticas,
depende de que el intervalo de concentraciones de sustrato que se extienda por una
parte significativa de la isoterma de unién del sustrato a la enzima. Si las mediciones se
realizan sélo a bajas concentraciones de sustrato, la curva debe lucira como una
reaccion de primer orden dentro de este rango, y como los sitios activos de la enzima con
alcanzan un saturacion los valores de V. Y Ky graficamente, tenderian hacia el infinito.

Por el contrario, si la curva se realizase solo concentraciones muy elevadas de sustrato

La velocidad luciria todo el tiempo como si fuese casi independiente de la concentracion
de sustrato; se podria hacer una estimacion aproximada de la V. pero no habria
manera de determinar el K, (Copeland 2004). La curva para el NMN en la figura 2-30 no
coincide en su aspecto con ninguno de los errores mencionados en este parrafo; en
consecuencia existen argumentos para firmar se cuenta con una curva lo suficientemente

completa para la determinacion de las constantes cinéticas.

Teniendo en cuenta las curvas de las figuras 2-30 y 2-31, se calcularon las constantes
cinéticas para el NMN y el ATP; registradas respectivamente en las tablas 2-9 y 2-10.
Para ello se emplearon tres métodos distintos de regresién lineal; Lineweaver Burk,
Eadie Hofstee y Hanes Woolf. Es justo y necesario notar que los métodos empleados
poseen marcadas limitaciones y sesgos, sin embargo el que los valores determinados
sean tan similares entre si, dota de robustez a los resultados. De hecho lo normal es que

las estimaciones de la V. ¥ €l K, consten de diferentes valores por diferentes métodos,
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a menos que los datos estén libres de errores, pues cada uno maneja un conjunto

diferente de supuestos sobre de la distribucion del error (Atkins and Nimmo 1975).

En el método disefiado por Lineweaver y Burk en 1934 representa graficamente el
reciproco de la velocidad inicial cémo una funcién del reciproco de la concentracién
inicial de sustrato. El K, y la V. S€ estiman partiendo de los valores de pendiente y la
interseccion de la regresion lineal de los datos (Atkins and Nimmo 1975; Copeland 2004).
El problema con este método radica en que para datos experimentales reales, pequefios
errores en las mediciones de la velocidad se amplifican al realizar esta transformacion.
Esto ocurre especialmente donde el error suele ser mayor; en los valores de velocidad
medidos a bajas concentraciones de sustrato. Por desgracia en este método, los valores
mas bajos de la concentracidn de sustrato se corresponden con los valores mas altos de
su reciproco, y dada la regresioén lineal, estos puntos de datos se ponderaran mas
fuertemente en el analisis. Lo cual desemboca en una apreciacion desigual del error
experimental, llevando a estimaciones pobres de las constantes cinéticas aun cuando el
error experimental es relativamente pequefio (Copeland 2004; Dowd and Riggs 1965).

No obstante, los graficos de Lineweaver-Burk siguen siendo cominmente utilizados por
muchos investigadores y son herramientas valiosas para ciertos propdsitos; como en el
diagnéstico de los detalles mecanicistas de enzimas multi-sustrato y para determinar el

modo de interaccién entre una enzima y un inhibidor (Copeland 2004).

Otras transformaciones lineales de la curva de Michaelis-menten, como los gréaficos de
Eadie—Hofstee, consisten en representar la velocidad como una funcién de la razon entre
esta y la concentracion de sustrato. Esta relacion se asume como lineal, por lo cual el K,
y la Vmax S€ estiman a partir de la pendiente y el intercepto. Por otra parte los gréaficos de
Hanes-Woolf se constituyen de la representacion de la razon entre la concentracion de
sustrato y la velocidad, como una funciéon de la concentracion de sustrato. En este
gréfico la pendiente es un estimado del inverso de la V. , €l intercepto en el eje de las
ordenadas es larazén K,/ V. VY €l intercepto en el eje de las abscisas es el negativo
del K, (Copeland 2004).

El problema con estos métodos radica en que la ordenada y la abscisa no representan
variables independientes; o ambas dependen de la concentracién de sustrato (Hanes-

Woolf) o ambas dependen de la velocidad (Eadie—Hofstee); lo cual implica que el error
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actla sobre la posicién de un punto en ambos ejes y medidas como el coeficiente de
correlacion son irrelevantes. En el caso del método de Hanes-Woolf, incluir el reciproco
de la velocidad en la respectiva ecuacion tiende a dar un énfasis indebido a los valores
mas pequefios de la velocidad; que son sélo los que suelen tener el mayor porcentaje de
error (Dowd and Riggs 1965).

La forma preferible para determinar constantes cinéticas es el ajuste de curvas por
métodos no lineales, usando los datos sin transformar en la ecuacidn de Michaelis-
Menten. Si bien estos métodos durante mucho tiempo no fueron asequibles, actualmente
existen programas especializados para tal funcion (Copeland 2004). En consecuencia la
estimacién de las constantes cinéticas para la 6xHisTCNMNAT deberia complementarse

usando un método de estimacion no lineal para el ajuste de curvas.

Retomando las tablas 2-9 y 2-10 es evidente que los valores registrados para para el
Km en el caso NMN son mayores que en el caso del ATP. El K, suele variar
considerablemente de para una enzima en particular con diferentes sustratos y ademas
se puede utilizar como una medida relativa de la afinidad de unién al sustrato. Sin
embargo al considerarse como la concentracién a la cual la velocidad es la mitad de la
Vmax: €l K., depende de la cantidad de enzima, dado que dicha condicibn es
directamente proporcional a la velocidad (Copeland 2004). Esto hace que los valores de
Km estimados para el NMN no sean comparables con aquellos estimados para el ATP.
Empero, también es cierto que a menores cantidades de enzima este el K, deberia
disminuir en vista que la Vs también disminuye con la cantidad de enzima; por lo cual
en un principio los valores de K., determinados para el NMN deberian ser menores que
los del ATP ya que se utiliz6 menos enzima. En consecuencia el que los K, del NMN
sean por el contrario mayores que los del ATP, sugiere que a pesar de no ser
comparables, existe una mayor afinidad que posee la 6xHisTCNMNAT por el ATP ya que
este presenta un menor K,, a pesar de utilizar mayores cantidades de enzima (0,083ug)

en comparacion con el experimento para el NMN (0,063ug).

En estas tablas también se resalté anteriormente la diferencia existente entre los valores
de K. determinados para ambos sustratos. El valor de K5 se conoce como nimero de
recambio, ya que define el nimero de eventos cataliticos que se producen por unidad de
tiempo. Este define la velocidad maxima a la cual una reaccién enzimatica puede

proceder, a una concentracién fija de enzima y una disponibilidad infinita de sustrato
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(Copeland 2004). El hecho de que los distintos valores de K, para ambos sustratos se
parezcan, acercandose a 0,20 st es congruente con el hecho de que esta es una
enzima bi-sustrato. Por otra parte la comparacion de estos valores con los registrados en
la base de datos BRENDA (Scheer et al. 2011; Schomburg et al. 2004) muestran que,
tanto para el NMN como para el ATP, el K., se encuentra por debajo de los valores de
isoenzimas mamiferas, pero muy por encima de los valores registrados para
procariontes.

Por ultimo es importante notar que, en comparacion con las pocas eficiencias cataliticas
registradas en la base de datos BRENDA (todas ellas provenientes del organismo Mus
musculus, un mamifero) la 6xHiSTCNMNAT al parecer es mucho menos eficiente, dado

gue se observan valores con dos y hasta 3 érdenes de magnitud mayores.



4.Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

Se clond y expresd exitosamente en el sistema heter6logo Escherichia coli la
proteina recombinante 6xHiSTCNMNAT, de aproximadamente 35kDa y que
efectivamente corresponde a una NMNAT de Trypanosoma cruzi, de acuerdo con

la actividad detectada en esta por medio de ensayos enzimaticos directos.

Mediante la caracterizacion de actividad enzimatica la 6xHiSTCNMNAT, se
establecieron sus constantes cinéticas, ademas de descubrir que esta presenta
inhibicion por sustrato a altas concentraciones de ATP.

La Busqueda bioinformatica realizada permitié identificar un marco de lectura
abierta codificante para una NMNAT en Trypanosoma cruzi. Dicho marco de
lectura se encuentra presente como una Unica copia en cuatro genomas

disponibles de distintas cepas de este parasito.

La realizacion un estudio in sillico de la proteina identificada permitié realizar una
prediccion de sus caracteristicas, respecto a sus niveles de estructura, lo que
permitié obtener argumentos a priori para llevar a cabo el subsecuente estudio

experimental.

La comparacién entre el modelo bioinformatico estructural de la NMNAT de T.
cruzi con sus homologos humanos, permitié detectar la presencia de una
secuencia de aminodacidos exclusiva de la especie parasita la cual puede poseer
un rol regulatorio en el funcionamiento de la enzima.
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4.2 Recomendaciones

Se sugiere la evaluacién de otras cepas alternativas, distintas de la cepa BL21-
CodonPlus (DE3)-RIL, en aras de optimizar la expresion de proteina

recombinante soluble con el vector recombinante actual.

De igual manera se propone realizar nuevas co-transformaciones con sistemas de
sobre-expresion de chaperonas que codifiquen para las proteinas GroEL/GroES,
DnaK/DnaJ/GrpE, CIpB, la HSP pequefias de ser posible. De esa forma podria
llegarse a un resultado mas concluyente, y de igual forma se podria optimizar la

expresion de proteina recombinante soluble.

Se considera necesario realizar una evaluacion de la actividad enzimatica
ampliando el rango de temperaturas cercanas a los 30°C, a fin de obtener un

valor mas exacto, para posteriores estudios.

De igual manera se sugiere desarrollar un test de Selwyn (Selwyn 1965) a fin de
determinar si existe degradacién de la enzima durante la curva de progreso para
la determinacién del tiempo 6ptimo del ensayo enzimatico.

Se considera fundamental complementar la estimacion de las constantes
cinéticas para la 6xHisTCNMNAT usando un método de estimacion no lineal para
el ajuste de curvas. Teniendo en cuenta que este es el mas confiable y acertado

de determinacion.
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A. Anexo: Alineamiento entre
secuencias de aminoacidos de
candidatos a la TCNMNAT.
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B. Anexo: Alineamiento entre
secuencias de nucledtidos de
candidatos a la TcNMNAT.
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C. Anexo: Mapa del vector
PET100/D-TOPO.
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