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Resumen

Aproximacion al estudio de la poli ADP ribosilacion en protozoarios de interés en salud:
Identificacién y caracterizacion de un candidato a poli (ADP-ribosa) polimerasa de
Leishmania braziliensis.

Las poli ADP-ribosa polimerasas (PARPs) son miembros de una amplia familia de
proteinas que catalizan la transferencia de motivos ADP-ribosa provenientes del NAD*
a diferentes moléculas blanco. En mamiferos se ha encontrado que los polimeros de
ADP-ribosa estan involucrados en diversos procesos celulares como la preservacion
de laintegridad del genoma, transcripcién génica, reparacion del ADN, entre otras. Las
PARP han sido poco estudiadas en organismos unicelulares de alta incidencia en la
salud publica. A la fecha esta proteina ha sido identificada y caracterizada en algunos
miembros de la familia Trypanosomatidae. Por otro lado, en parasito del género
Leishmania se han presentado varios reportes que dejan en la ambigledad la
existencia de una PARP en estos parasitos.

El principal propdsito de esta investigacion pretende realizar una incursion en la
determinacién de la existencia de una proteina tipo PARP en Leishmania braziliensis
(LbPARP), una de las especies del género Leishmania que causa leishmaniasis en
humanos. Para lo anterior, se partié de la amplificacién de un candidato a LbPARP a
partir de DNA gendmico de promastigotes de Leishmania braziliensis, de donde fue
posible clonar tres versiones del candidato en vectores de expresion en E.coli: pQE30-
tLbPARP, pET26b(+)-Cter LoPARP y pET SUMO Nter LbPARP. La evaluacién de las dos
primeras versiones fue posible mediante estrategias in vitro (6xHis-tLbPARP) e in vivo
(MTS-EGFP-Cter LbPARP) a través de su expresion en células de mamifero.

La obtencién del candidato recombinante permitié la generacion de anticuerpos a-
6xHis tLbPARP a partir de un modelo aviar, con esta herramienta fue posible determinar
la localizacion intracelular del candidato en promastigotes. Adicionalmente, se hizo
una exploracion a través de herramientas bioinformaticas para la identificacion de
proteinas candidatas a varios factores del sistema de ADP-ribosilacién en parasitos del
género Leishmania.

La identificacidon funcional de la proteina candidato a LbPARP se abordé combinando
diferentes estrategia metodolégicas y niveles celulares haciendo evidente la
complejidad de los mecanismos de regulacion que modulan la actividad de una
proteina, los cuales deben ser considerados en estos estudios. Los resultados
obtenidos representan un paso importante en la determinacién de la existenciade una
proteina tipo PARP en parasitos del género Leishmania.
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Palabras clave: dinucleétido de adenina y nicotinamida (NAD*), Leishmania
braziliensis, poli ADP-ribosa polimerasa (PARP).

Abstract

Approach to the study of poly ADP ribosylation in protozoa of health interest: Identification and
characterization of a candidate poly (ADP-ribose) polymerase from Leishmania braziliensis.

Poly ADP-ribose polymerases (PARPs) are members of a large family of proteins that
catalyze the transfer of ADP-ribose motifs from NAD* to different target molecules. In
mammals, ADP-ribose polymers have been found to be involved in diverse cellular
processes such as preservation of genome integrity, gene transcription, DNA repair,
among others. PARPs have been studied little in unicellular organisms of high incidence
in public health. To date, this protein has been identified and characterized in some
members of the Trypanosomatidae family. On the other hand, in parasites of the genus
Leishmania there have been several reports that leave the existence of a PARP in these
parasites ambiguous.

The main purpose of this research is to make an incursion into the determination of the
existence of a PARP-like proteinin Leishmania braziliensis (LbPARP), one of the species
of the genus Leishmania that causes leishmaniasis in humans. For this purpose, a
candidate LbPARP was amplified from genomic DNA of Leishmania braziliensis
promastigotes, from which it was possible to clone three versions of the candidate in
expression vectors in E.coli: pQE30-tLbPARP, pET26b(+)-Cter LbPARP and pET SUMO
Nter LbPARP. The evaluation of the first two versions was possible by in vitro (6xHis-
tLbPARP) and in vivo (MTS-EGFP-Cter LbPARP) strategies through their expression in
mammalian cells.

Obtaining the recombinant candidate allowed the generation of a-6xHis tLbPARP
antibodies from an avian model, with this tool it was possible to determine the
intracellular localization of the candidate in promastigotes. Additionally, an exploration
was made through bioinformatics tools for the identification of candidate proteins for
several factors of the ADP-ribosylation system in parasites of the genus Leishmania.

The functional identification of the LbPARP candidate protein was approached
combining different methodological strategies and cellular levels, making evident the
complexity of the regulatory mechanisms that modulate the activity of a protein, which
must be considered in these studies. The results obtained represent an important step



in the determination of the existence of a PARP-like protein in parasites of the genus
Leishmania.

Key words: nicotinamide adenine dinucleotide (NAD"), Leishmania braziliensis, poly
ADP-ribose polymerase (PARP).
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Introduccion 1

Introduccion

La leishmaniasis es causada por cerca de 20 especies de los parasitos intracelulares
del género Leishmania, los cuales son transmitidos entre hospederos mamiferos por
30 especies diferentes de dipteros de la subfamilia Phlebotominae, conocidos
comunmente como moscas de la arena, es importante destacar que esta enfermedad
no solo afecta humanos sino también otros mamiferos, creando reservorios
zoonoticos lo que tiene serias implicaciones para el control de esta enfermedad 2.

Esta parasitemia en humanos tiene tres manifestaciones clinicas : cutdanea (LC),
mucocutanea (MC) y visceral (LV). A nivel mundial esta enfermedad tiene una
distribucion en cercade 100 paises, laincidencia anual de LC estimada a nivel mundial
se encuentra entre los 0,7y 1,2 millones de casos, siendo sur América, América central,
medio oriente, Etiopiay el norte de Africa las regiones mas endémicas. De acuerdo con
la organizacidén panamericana de salud, esta enfermedad se encuentra entre las diez
principales enfermedades tropicales desatendidas con mas de 12 millones de
personas infectadas en todas sus manifestaciones clinicas. En el caso de Colombia,
segun datos epidemiolégicos del instituto nacional de salud, en el 2024 se reporté un
acumulado de 5116 casos, presentandose como una problematica en salud publica.
Se estima que cerca del 95% de los casos ocurren en las américas 2.

Los tratamiento de infecciones causadas por Leishmania se han abordado desde
varias perspectivas. Aca nos centraremos en los tratamientos basados en la
administracién de farmacos que buscan alterar alguna funcién vital en los parasitos.
Los tratamientos quimioterapéuticos para esta enfermedad se fundamentan en la
administracién de anfotericina B y amonios pentavalentes, los cuales pueden llegar a
producir cuadros severos de nefrotoxicidad, hepatotoxicidad, entre otros efectos
secundarios indeseables 8.

El desarrollo de una administracion de anfotericina B a través de liposomas ha
producido buenos resultados en cuanto el aumento de la eficacia en el tratamiento de
la enfermedad y la disminucidn de los efectos adversos en los pacientes, sin embargo,
esta via de administracion resulta en el aumento del costo del tratamiento. Desde su
amplia distribucién a nivel local y mundial, pasando por la complejidad de su proceso
hasta la aparicion de nuevas cepas farmacorresistentes; las enfermedades
parasitarias causadas por Leishmania plantean la urgencia de encontrar nuevas
dianas terapéuticas contra esta enfermedad, las cuales se pueden basar en el
entendimiento de la bioquimica y biologia celular del parasito 8.

Por lo anterior, nuestro grupo de investigacidn centra sus investigaciones en la
generacion de conocimiento basico en torno al metabolismo energético de este tipo
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de parasitos delimitandolo especialmente a los procesos celulares que se desarrollan
alrededor del dinucledétido de nicotinamida y adenina (NAD) con el animo de proponer
eventuales dianas farmacoldgicas para el tratamiento de la leishmaniasis. En este
trabajo se aborda la exploracién del sistema de ADP-ribosilacién en Leishmania
braziliensis a través de la determinacién de la existencia de una proteina tipo PARP en
este parasito.
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1. Marco Teorico

1.1. ADP-ribosilacién

La ADP-ribosilacién es un tipo de modificacidon postraduccional (MPT) reversible,
altamente conservada en eucariotes. Esta modificacion consiste en la transferencia
de uno o varios motivos de ADP-ribosa (ADPr) provenientes del dinucledtido de
nicotinamida y adenina (NAD*) a una proteina aceptora, esta transferencia ocurre
sobre aminoacidos con cadenas laterales que poseen oxigenos, nitrdgenos o azufres
nucleofilicos, lo que resulta en la formacion de un enlace N-, O- o S-glicosidico,
siguiendo un mecanismo de reaccion de tipo Sy2 en donde el ataque nucleofilico se
realiza sobre el carbono anomérico C1”’, como se muestra en la figura 1. La reaccién
de ADP-ribosilacion puede ser repetida sobre el grupo hidroxilo 2”7 o 2’ para la
elongacién o ramificacién de la modificacion. Este tipo de MPT altera las propiedades
funcionales de las proteinas gracias a que: (i) A pH fisiolégico los motivos de ribosa
poseen dos cargas negativasy (ii) el anillo de adenina puede generar interacciones por
puentes de hidrégeno o hidrofdbicas. Es importante resaltar que la ADP-ribosilacién
puede presentarse bajo dos modalidades: como mono ADP-ribosilacién (MARilacién)
o como poli-ADP-ribosilacién (PARilacion)®2,

[0} Nicotinamide adenine dinucleotide NH. (o] Nicotinamide ADP-ribosyl

N e S / ¥ B <L
AN ‘ v 2 L N
Nu_ﬁkly ‘ K_/ /\\) i R =

Nucleophilic
acceptor
in substrate

Acceptor for Acceptor for
branching linear elongation

Figura 1. Esquema general de reaccion de ADP-ribosilacion, tomado de [12].

En los ultimos afnos, se ha aumentado el tipo de biomoléculas que son sujetas a ADP-
ribosilacion, en estudios in vitro se ha podido observar la ADP-ribosilacion reversible
de acidos nucleicos en bacterias, levaduras, mamiferos y plantas, lo que supone la
apertura de un nuevo campo de estudio en el contexto de estas MPTs. La ADP-
ribosilacion de acidos nucleicos puede ser dividida en tres categorias: ADP-
ribosilacion de bases de DNA, ADP-ribosilacion de DNA fosforilado y ADP-ribosilacién
de extremos de RNA fosforilados™.

1.2. Funciones celulares de la ADP-ribosilacion
La ADP-ribosilacién es crucial en diversos procesos celulares tales como respuesta a
danos de DNA, integridad génica, regulacion de cromatina, biologia telomérica,
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replicacion, control del ciclo, transcripcidon, metabolismo del RNA, inflamacion,
inmunidad y muerte celular. Debido a su versatilidad en este conjunto de funciones
celulares, esta MPT puede estar relacionada en varios procesos pato-fisioldgicos,
siendo el mas prominente la carcinogénesis. El rol regulatorio de esta modificacién
requiere del tiempo necesario para su generacidon y remocidn; asi mismo como su
interpretacion fisiolégica adecuada en aras de desencadenar el evento celular
adecuado. Lo anterior constituye el establecimiento de un lenguaje a nivel celular
denominado “cédigo PAR”4,

Modulacién de e Respuesta a estrés
estructura de cromatina Ll celular
i' )
ARG LOVER \ /

Replicacion celular

Transcripcion

ol -

Espermatogenésis
Estructura celular

Formacion de
membrana plasmatica

Figura 2. Funciones celulares asociadas al proceso de ADP-ribosilacién, adaptado de [14].

1.3. Cddigo PAR

Para que un lenguaje sea reconocido como tal, debe establecerse el fendmeno de
interlocucion, lo que implica una serie de pasos que van desde la emision del mensaje
hasta la ejecucién de este. Asi, el surgimiento del cddigo PAR se da gracias a la
instauracion de complejas interacciones entre varios componentes celulares que
articulan las diferentes etapas que constituyen este cddigo. La descripciéon de las
etapas y proteinas que hacen parte de este sistema seran cubiertas a continuacion,

haciendo un énfasis sobre las enzimas encargadas de generar la poli ADP-ribosilacién
12
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Poly(ADP-ribosyl)ation (PARylation)

Initiation Elongation
NAD'>_< NAM MAR NAD'>_< NAM PAR
Substrate Substrate Substrate
>_< >_< Branchpoint
ADP-ribose H,0 ADP-ribose H.O

Eraser Eraser

Figura 3. Componentes del cédigo PAR tomado de [12].

1.3.1. Enzimas encargadas de realizar ADP-ribosilacion: Escritoras

El primer eslabon del cédigo PAR estara constituido por las proteinas encargadas de
escribir el mensaje, esto es, la generacién y transferencia de motivos de ADP-ribosa:
Las reacciones de generacidon y transferencia de ADP-ribosa son catalizadas por lo
menos por tres superfamilias de enzimas evolutivamente no relacionadas : ADP-
ribosiltransferasas (ARTs), sirtuinas y la menos estudiada superfamilia TM1506 (figura
4)11,12.

ADP - ribosas |

- ADP-ribosil Sirtuinas TM1506
Dol transferasas (ARTSs)

ARTDs ARTCs

. . Mono ADP-
Poli ADP-ribosa .
polimerasas ribosas (mARTS)

(PARPS)

Tankirasas
(TNKs)

Figura 4. Esquema de clasificacion de enzimas con actividad de ADP-ribosa, adaptado de [11].

La superfamilia de Las ARTs es la mas diversa en términos de estructura, residuos del
sitio activo y los objetivos a los cuales modifican en eucariotas son las principales
enzimas encargadas de promover estas reacciones y existen 23 miembros de esta
superfamilia, su caracteristica principal reside en un plegamiento tipo ART que permite
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la union del NAD", este motivo estructural se caracteriza por estar compuesto de dos
dominios distintos de ldaminas B con tres hebras cada uno; 4-5-2|1-3-6 es el patrén
general de alternancia de cada una de las hebras ( “|” representa la separacién entre
los dos motivos). Es comun observar que cada lamina B alterna con elementos
helicoidales como se aprecia en la figura 5'°.

Figura 5. Dominio ART de la toxina de difteria de Corynephage beta (PDB: 1DTP), adaptado de [15].

En dominios ART se encuentra la presencia de tres aminoacidos que son criticos para
su funcién, formando asi una triada catalitica. Los integrantes de esta familia son
clasificados en tres clados, clasificacion que se hace en funcidn a la composicion de
los aminoacidos que hacen parte de la triada: el clado H-Y-[EDQ], el clado R-[ST]-E y el
clado H-H-h. Las ARTs del primer clado fueron las primeras en describirse para la
toxina de difteria de Corynebacterium diphteria razén por la cual fueron denominadas
ARTDs (ADP-ribosiltransferasa diphteria toxin like); por otro lado, las ARTs del segundo
clado fueron relacionadas con la toxina del colera Vibrio cholerae y se les denomind
por lo tanto ARTCs (ADP-ribosiltransferasa cholera toxin like) "',

1.3.1.1.  Poli ADP-ribosa polimerasas

Las proteinas pertenecientes a la subfamilia ARTD fueron llamadas poli ADP-ribosa
polimerasas (PARPs, EC: 2.4.2.30) en una primera instancia; esto, a pesar de que la
gran mayoria de las ARTDs no pueden realizar PARilaciones, por lo tanto, se optd por
acufar el acréonimo PARP como nomenclatura unificadora para referirse a todos los
miembros de la familia independientemente de si hacen PARilacién o MARIlacion. En
humanos, lafamilia de ARTDs posee 17 miembros que comparten eldominio tipo PARP
hacia el carboxi-terminal. La capacidad de hacer PARilaciones reside Unicamente en
cuatro miembros: PARP1, PARP2, TNKS1y TNKS2 1€,
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La PARP1 es el miembro mas conocido y estudiado entre estas ARTs. Es una enzima
multifuncionaly altamente conservada en eucariotes, en humanos posee una longitud
de 1014 aminoacidos (aa) y un peso molecular de 113 kDa, esta constituida por cuatro
dominios principalmente: Un dominio N-terminal de unién al ADN que consiste en
motivos de dedos de zinc (F1-F3), un dominio BRCT, un WGR los cuales estan sujetos
a modificaciones y un dominio catalitico en el C-terminal altamente conservado.
Como se mencion6 anteriormente, es ya conocido que el dominio catalitico de estas
proteinas, el dominio ART se encuentra conservado en los miembros que pertenecen
a la familia de las PARP. El dominio ART se caracteriza especificamente por tener un
sitio donor de motivos de ADP-ribosa y un sitio aceptor el cual se une al objetivo de
PARilacién. El sitio donor posee los residuos que interactuan con el anillo de
nicotinamida, los grupos fosfato y la adenosina del sustrato (NAD") (figura 6) '7:18

En PARPs, el sitio de unién a nicotinamida esta compuesto por la triada His-Tyr-Glu (H-
Y-E), los cuales se encuentran en PARPs de varios ortélogos. Sin embargo, entre ARTDs,
eltercercomponente de esta triada puede presentarvariaciones, la sustitucidon de este
tercer componente por aminoacidos apolares ocasiona la perdida de la capacidad de
la enzima de realizar la elongacion de los motivos de ADP-ribosa para la formacion de
polimeros y, por lo tanto, esta sustitucion esta presente en mono ADP-ribosa
transferasas %%,

NLS, Casp Aut dification
N{zn1 H zn2 }—("zn3 )}{(BRCT wer HG@D]TART )
6 91 105 202 224 360 387 483 530 645 662 1014
DNA binding, protein-protein  DNA binding, regulation catalysis
interdomain contacts contacts interdomain

contacts

HD ART Accgptor
3 site

Donor
site

BRCT WGR

Figura 6. Representacioén estructural de los dominios que constituyen a PARP1 de humano: dominios
de dedos de Zinc con interaccién con el DNA: Zn1, ZN2y Zn3. Dominios con C-terminal con el gen
BRCA1: BRCT. Dominio de secuencia altamente conservada de Trp, Gly y Arg: WGR. Dominio catalitico:
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CAT, el cual estd compuesto de dos subdomininos, el helicoidal (HD) y el de unién a NAD* (ART).
Tomado de [20].

1.3.2. Enzimas involucradas en la remocién de la ADP-ribosilacion: Borradoras

Los eventos celulares derivados de la generaciéon de polimeros de ADP-ribosa
dependeran en gran medida del balance en la tasa de recambio de estos. Dependiendo
del caso, sera necesario el establecimiento de relaciones de proporcionalidad de
cantidad y actividad entre enzimas escritoras y borradoras, la existencia de enzimas
borradoras permite entonces otorgar un caracter de reversibilidad a este tipo de MPTy
ademas, el reciclaje de los sustratos que componen a los polimeros. Hasta el
momento, tres superfamilias de proteinas han sido identificadas en la reversion total
de la poli ADP-ribosilacién: Macrodominios, dominios (ADP-ribosil) hidrolasa (ARH) y
los més recientes dominios NADAR 12:21:22,

Macrodominios y ARH hidrolasas se han encontrado en todos los dominios de la vida,
la diferencia de especificidad de sustratos (MARilacion o PARilacion) de los miembros
pertenecientes a estas superfamilias resultan complementarios, esto, junto con la
diferenciacion en ubicaciones celulares supone una importante diferenciacién en sus
roles biolégicos. Ademas de la reversion total se ha reportado que las senales de ADP-
ribosilacion pueden ser reducidas hasta el radical 5-fosfato-ribosido; reaccidén
ejecutada por miembros de la familia fosfodiesterasa Nudix y ectonucleétido
pirofosfatasa/fosfodiesterasa (ENPP) 2.

La poli-ADP ribosa glicohidrolasa es la mayor responsable del catabolismo de la ADP-
ribosilacion, esto lo hace a través de la hidrolisis de los enlaces a(1’-2”’)O-glicosidicos
entre las diferentes unidades del polimero, dando como producto mondmeros libres
de ADP-ribosa. En mamiferos se ha identificado un solo gen de PARG del cual se
derivan cinco isoformas, a través de splicing alternativo. En bacterias, protozoos y
mamiferos la estructura terciaria de PARG presenta en su sitio activo una estructura
perteneciente a la superfamilia de los macrodominios con aminoacidos conservados
en su sitio activo y un “cierre” de tirosina propio de PARGs 2'-22,

MACROD2 ARH3

ADP-ribosa
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Figura 7. ADP-ribosa glicosil hidrolasas de dos macrodominios (PARG y MACROD2) y un ARH co-
cristalizados con sus sustratos (PDBs: 4L2H, 4I1QY y 7AKS ), adaptado de [12].

1.3.3. Proteinas que reconocen senales de ADP-ribosilacion: Lectoras

La lectura de las senales de ADP-ribosilacién representa uno de los aspectos mas
importantes en la biologia de esta MPT, los factores encargados de reconocer estas
sefales funcionardn como puentes entre el establecimiento del “mensaje”y el evento
celular que desencadenara. El reconocimiento de sehales de ADP-ribosilacién, sean
MAR o PAR, se hara a través del establecimiento de interacciones intermoleculares
entre la senal y el factor reconocedor; en el caso de las PARilaciones, el
reconocimiento de los polimeros también se hara en funcion de la longitud y el estado
de ramificacion de estos 2.

En varias ocasiones, el reconocimiento de senales de ADP-ribosilacién se atribuye a
dominios con una arquitectura particular, principalmente, cuatro clases de estos
maodulos de reconocimiento han sido descritos en la literatura: (i) motivos de unién a
PAR (PBMs), (ii) Macrodominios, (iiij dominios de triptéfano-triptéfano-Glutamato
(WWE) como se muestra en la figura 8 y (iv) dominios de dedos de zinc de unién a PAR
(PBZ). En la actualidad se han descrito ain mas moddulos de unién, entre ellos,
modulos RNA de reconocimiento (RRMs). La multiplicidad existente en estos mdédulos
de reconocimiento ejemplifica nuevamente la complejidad bajo la cual se desarrollan
los eventos de ADP-ribosilacion, y el gran volumen de eventos celulares en los que esta
MPT estd involucrada '>1¢,

La constituciéon de estos “cédigos” biolégicos se dan a medida en que la modificacion
o el evento que se trata de codificar supone un rol regulatorio que puede dar lugar a
acontecimientos de suma importancia en la biologia de los sistemas vivos. Asi pues,
lo expuesto en esta seccién permite interrelacionar el contexto de complejidad en el
que se desarrolla el cédigo PAR con las funciones celulares con el que este esta
envuelto.

Iso ADP-ribosa

ADP-ribosa
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Figura 8. Estructura terciaria de dos dominios lectores de sefiales de ADP-ribosilacién co-cristalizados
con sus ligandos, adaptado de [12].

1.4. ADP-ribosilaciony estabilidad génica

Como es bien sabido en el DNA reside toda la informacién necesaria para constitucion
y mantenimiento de los sistemas vivos, por lo tanto, su estabilidad es un asunto de
extrema importancia para el desarrollo de los eventos celulares. El material genético
se encuentra susceptible a dano: Luz ultravioleta, compuestos mutagénicos, radiacion
ionizante y especies reactivas de oxigeno (ROS) son algunos de los factores
involucrados en promover estas alteraciones. La exposicidon a estos agentes puede
causar lesiones en el DNA de dos maneras: rompimientos del DNA en una sola cadena
(SSBs)y en doble cadena (DSBs), si las lesiones no son reparadas es de esperarse que
el producto final sea el genoma con alteraciones lo que puede derivar en la
perturbacién de eventos celulares -2,

Es por lo anterior que las lesiones que puede sufrir el DNA resultan ser antagdnicas
con la vida y, por ende, el desarrollo de esta en la tierra ha ido de la mano con el
surgimiento y evolucién de diversos mecanismos de deteccion y reparacion de danos
del DNA. Como muchos procesos celulares, la respuesta a danos del material
genético se encuentra regulado por MPTs, lo que permite una regulaciéon temporal de
estos mecanismos; muchas MPTs son utilizadas en estas rutas de reparacion, pero es
aqui cuando la ADP-ribosilacién tiene un papel relevante 2°.

En humanos PARP1, PARP2 y PARP3 son clasificados como PARPs de respuesta a
danos de DNA, por lo que es de esperarse que su ubicacién sea nuclear. En términos
de cantidad y actividad enzimatica, PARP1 resulta ser la de mayor importancia entre
las tres por lo que este apartado se centrard en hacer una aproximaciéon descriptiva
que buscara establecer una interrelacién entre PARP1 y el mantenimiento de la
integridad génica 242°.

Laimportancia de PARP1 reside en su rapida capacidad de reconocimiento de lesiones
de DNA (entre 1 a 3 segundos después de ocasionado el dafio) y al inicio del
reclutamiento de factores de reparacién a través de la generacidon de PAR. PARP1 se
encuentra constantemente escaneando cromatina intacta a través de mecanismos ya
descritos, para esto, se necesita la acciéon conjunta de sus dominios WGR, BRCT y sus
tres dedos de Zinc. Bajo este estado PARP1 se encuentra enzimaticamente inactiva y
su estado conformacional similar al de unas perlas unidas por un hilo, ante la
presencia de una lesion del DNA, F1 y F2 interactuaran con las bases de los
nucledtidos que han sido expuestos utilizando un “loop apilador de bases”, asi
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entonces el reconocimiento del daho por parte de F1 y F2 direccionara las
interacciones entre F3 con F1y el DNA (figura 9) 232426,

En los dltimos anos, los detalles moleculares detras del reconocimiento de dafos del
DNA por parte de PARP1 se han vuelto mas complejos, en dultimas, estos
desencadenan en la perdida de aquella arquitectura de perlas en hilo y ocasiona el
establecimiento de unared de contactos inter dominios que resultan en la adquisicién
de una conformacioén enzimatica activa por parte de PARP1y por consiguiente, elinicio
de reacciones de transferencia de ADP-ribosa; este mecanismo de activacion refleja
un modo interesante de regulacién alostérica, en donde uno de los moduladores en
este caso seran los dafios de DNA 25,

Una vez activa, PARP1 modificara en primera instancia residuos de aspartato y
glutamato en la muchas veces nombrada regidon de auto modificacidon que abarca el
dominio BRCT y sus zonas colindantes como otro modo de regulacion alostérica, asi
mismo, PARP1 promovera modificaciones en trans de varios factores proteicos como
las histonas H1, H2A y H2B. La alta concentracién de PAR en zonas donde han sido
detectadas lesiones en el DNA ocasionara multiples eventos: En primera instancia, se
dara un incremento en la carga negativa en estas zonas y como consecuencia, habra
lugar a una separacion de fases, demarcando asi una zona en donde se realizan
labores de reparacién del material genético 2425,

Folded HD blocks
NAD" binding

DNA damage
Collapsed on DNA

break: allosteric
HD destabilization

Folded HD Unfolded HD

* A PAR #* NAD'
NAD" binding o
further destabilizes Ly

HD; reverse allostery
increases affinity to
DNA break

Figura 9. Modelo del mecanismo de activacion de PARP1 en respuesta a dafios de DNA, tomado de
[26].



Marco Tedorico 11

Asimismo, esta separacion de fasesy la PARilacién de histonas, promovera que, a nivel
local, la cromatina pierda sus estructuras de orden superior, postulando a PARP1
adicionalmente como factor remodelador de la cromatina, el cual aumenta la
accesibilidad de estos sitios de reparacion a proteinas que posean dominios lectores
tales como XRCC1, proteina andamio que interacciona con multiples factores de
reparacion de DNA. Elreclutamiento de otros factores remodeladores de la cromatina
a través del reconocimiento de PAR también hace parte de los eventos de gran
importancia desencadenados por PARP1 2526,

Es de relevancia resaltar que los eventos de disociacion del DNA por parte de PARPs
también son un paso importante en la reparacidn de las lesiones, ya que da lugar a los
factores encargados en remendar el dafo. Varios modelos se han propuesto para la
explicacién de este fendmeno, uno de ellos se fundamenta en el establecimiento de
una eventual repulsion electrostatica entre las cargas negativas de PAR y el DNA,
mientras otros se relacionan con el cambio de especificidad en los aminoacidos que
son PARilados, proceso el cual es mediado por el factor accesorio Factor 1 de
PARilacién de Histonas (HPF1) %6,

Adicional a lo anterior, la generacion y caracterizacion de modelos murinos deficientes
en PARP1 y/o PARP2 han demostrado el rol crucial de estas proteinas en él
mantenimiento de la integridad génica: ratones parp1”’ presentan mayor sensibilidad
a radiacién ionizante y agentes alquilantes. Por otro lado, ratones parp2’ poseen una
hiper radiosensibilidad. Resulta importante destacar que ratones parp1”’- parp2’ no
son viables %’.

Con lo expuesto en esta seccién, se da un vistazo a la maravillosa complejidad
bioguimica en la que se enmarcan los proceso de ADP-ribosilacién en la interseccion
con eventos de reconocimiento y reparacion del material genético, sustentando este
mecanismo como un punto clave en el mantenimiento de la estabilidad génica.

1.5. Distribucion de las PARPs en los dominios de la vida

Las ARTs se encuentran conservadas a lo largo de la evolucién en los tres dominios de
lavida: Archae, Bacteriay Eukarya. La primera diversificacion de la superfamilia de las
ARTs ocurrid en el contexto de diversos conflictos entre sistemas bacterianos, en
donde las ARTs ocupaban papeles tanto ofensivos como defensivos, y fueron
adquiridas repetitivamente por transferencia horizontal de genes a lo largo de la
evolucion de los eucariotas (figura 10) 5.

Analisis filogenéticos han mostrado que el ultimo ancestro comun de los eucariotas
tenia por lo menos dos enzimas tipo ARTD, estd subfamilia se ha subdividido en 9
clados. Muchas, sino todas las proteinas que pertenecen al primer clado presentan
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actividad de poli ADP-ribosilacion, esto junto a sus caracteristicas estructurales y de
secuencias hacen que en este clado se incluyan la PARP1, PARP2 y PARP3 de humano,
que como se Vvio en secciones anteriores, son proteinas relacionadas intimamente con
las respuesta a dafnos del DNA. Dentro del reino plantae dos de las ARTDs de
Arabidopsis thaliana se encuentran en el clado 1, AtPARP1 y AtPARP2, las cuales han
mostrado actividad catalitica frente a la presencia de dafos de DNA. En hongos ha sido
posible caracterizar un miembro de este clado, PrpA de Aspergillus nidulans. Dentro
de los protozoarios, los Excavatas Trypanosoma cruziy brucei presentan una proteina
que aligual que los anteriores, responde al dafio en el material genético 28.
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Figura 10. Visualizacion de dominios de los diferentes clados de las ARTDs, tomado de [28].

1.6. Protozoarios

Los protozoarios son eucariotas unicelulares los cuales junto con las algas
unicelulares y los moho de limo son clasificados dentro del reino protista, estos
poseen una estructura mas simple y primitiva que los miembros del reino animal.
Como en todos los eucariotas su nucleo se encuentra delimitado por una membrana.
Los organelos de los protozoarios tienen funciones similares que el de los eucariotas
superiores. Muchos protozoarios, tienen al menos en una etapa de su vida estructuras
locomotoras flageladas o ciliadas que les permiten moverse para obtener nutrientes.
Este tipo de organismos usualmente se multiplican asexualmente a través de fision
binaria o multiple 29%°,
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Hasta el momento no ha habido un consenso con respecto a la clasificacién de este
tipo de organismos debido principalmente a la gran diversidad de sus estilos de vida,
entre los cuales se destacan los de vida libre los cuales se ha descrito tienen roles
importantes a nivel ecosistémico. Por otro lado, se tiene a los protozoarios con la
capacidad de desarrollar relaciones simbidticas con organismos mas complejos,
desde comensales en el tracto digestivo de rumiantes e insectos que comen madera
hasta protozoarios parasitarios que causan enfermedades en humanos como la
malaria 3'.

En este apartado se propone exponer algunas generalidades sobre organismos
protozoarios parasitarios, especialmente en parasitos del género Leishmania, dando
un poco de atencion a la relacion existente entre su incidencia en salud publica y la
necesidad de generar conocimiento basico en cuanto a la biologia de sus fendmenos.

1.6.1. Parasitos protozoarios

Los protozoarios parasitarios desencadenan cambios a diferentes niveles dentro de
sus hospederos, que pueden terminar en la muerte de este. Estos cambios estan en
gran medida relacionados con la densidad parasitaria, la especie del parasitoy las
condiciones fisioldgicas del hospedero. Algunas de las condiciones mas comunes
desarrolladas por infecciones por parasitos protozoarios son: dafo de tejidos como
necrosis, degeneracion parenquimatica, entre otros; cambio de tejidos como,
hiperplasia, neoplasia, hipertrofia 3.

Las enfermedades causadas por protozoarios y helmintos son la mayor causa de
mortalidad relacionada con enfermedades parasitarias, con un estimado anual de 1,1
millones de defunciones. Este fendmeno se ve agravado en zonas donde prevalecen
condiciones socioecondmicas desfavorables, en donde se dificulta el acceso a
tratamientos oportunos y las condiciones sanitarias promueven la propagacion de
estas enfermedades. La no existencia de vacunas efectivas hace imperativa la
busqueda de nuevos farmacos antiparasitarios que permitan la implementaciéon de
nuevas estrategias para el tratamiento de estas parasitemias. Algunas de las
enfermedades mas conocidas causadas por protozoarios como lo muestra la tabla 1,
son: Malaria, Tripanosomiasis, Leishmaniasis y toxoplasmosis, siendo la mayoria de
ellas catalogadas como enfermedades tropicales desatendidas, no obstante, el
calentamiento global ha ampliado las regiones donde circulan los agentes etioldgicos
de estas enfermedades 3%,
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Tabla 1. Caracteristicas generales de los parasitos protozoarios mas importantes en salud humana adaptado

de [34].

Enfermedad

Agentes Etiologicos
Representativos

Localizacion
Geografica

Caracteristicas Clinicas

Malaria

Plasmodium
falciparum, P. vivax

Mas de 100 paises en
zonas tropicalesy
subtropicales

Fiebre, escalofrios, tos,
dificultad respiratoria,
dolor articular, cefalea,
diarrea acuosa, vomitos,
convulsiones, anemia
severa.

Tripanosomiasis
Africana

Trypanosoma brucei

36 paises del Africa
subsahariana

Fase hemolitica inicial
(fiebre, dolores
articulares), seguida de
trastornos neurolégicos 'y
somnolencia.

Enfermedad de
Chagas

Trypanosoma cruzi

Desde el norte de
México hasta el sur
de Argentina

Fase aguda (fiebrey
esplenomegalia). Fase
crénica (dano irreversible
al corazdn, eséfagoy
colon).

Leishmaniasis

Leishmania donovani,
L. major, L. mexicana,
L. braziliensis

Mas de 88 paises en
zonas tropicalesy
subtropicales

Ulceras cutaneas,
complicaciones
mucocutaneasy

enfermedades viscerales
(hepatoesplenomegalia).

Cegueray retraso mental
en nifnos con infeccidn
congénita. En pacientes
inmunodeprimidos:
esplenomegalia,

Toxoplasmosis Toxoplasma gondii Mundial polimiositis,
dermatomiositis,
coriorretinitis, miocarditis,
neumonitis, hepatitis,
encefalitis y fallo
multiorganico.
. L Trichomonas . Secrecién vaginal, mal
Tricomoniasis . Mundial .
vaginalis olor, edema o eritema.
Giardia lamblia,
Entamoeba Hematuria, anemia,
Protozoos histolytica, Mundial retraso del crecimiento.
intestinales Cryptosporidium Fallo renal, hepaticoy
parvum, Cyclospora esplénico.
cayetanensis

Dentro de los parasitos protozoarios que despiertan mayor interés debido al impacto
sobre la salud publica, se encuentran los tripanosomatidos, estos pertenecen a la
clase Kinetoplastida, este nombre se desprende de la existencia de una estructura
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celular que se denomina kinetoplasto, esta estructura, ademas de ser Unica de este
tipo de organismos, comprende una red de DNAs circulares dispuestos en maxi y mini
circulos que juntos reciben el nombre de kDNA. Dos géneros de tripanosomatidos son
de extrema importancia en cuestiones de salud publica: Trypanosoma y Leishmania;
los pardsitos pertenecientes a estos géneros causan enfermedades humanas
devastadoras como la Tripanosomiasis Africana, la enfermedad de Chagas y la
Leishmaniasis .

1.7. Leishmaniasis

La leishmaniasis es causada por cerca de 20 especies de los parasitos intracelulares
del género Leishmania, los cuales son transmitidos entre hospederos mamiferos por
30 especies diferentes de dipteros de la subfamilia Phlebotominae, conocidos
comiUnmente como moscas de la arena, es importante destacar que esta enfermedad
no solo afecta humanos sino también otros mamiferos, creando reservorios
zoonodticos lo que tiene serias implicaciones para el control de esta enfermedad 2.

Esta parasitemia en humanos tiene tres manifestaciones clinicas : cutanea (LC),
mucocutanea (MC) y visceral (LV). A nivel mundial esta enfermedad tiene una
distribucion en cercade 100 paises, laincidencia anual de LC estimada a nivel mundial
se encuentra entre los 0,7y 1,2 millones de casos, siendo sur América, América central,
medio oriente, Etiopia y el norte de Africa las regiones mas endémicas, como se
muestra en la figura 11. De acuerdo con la organizacion panamericana de salud, esta
enfermedad se encuentra entre las diez principales enfermedades tropicales
desatendidas con mas de 12 millones de personas infectadas en todas sus
manifestaciones clinicas. En el caso de Colombia, segin datos epidemiolégicos del
instituto nacional de salud, en el 2024 se reporté un acumulado de 5116 casos,
presentandose como una problematica en salud publica. Se estima que cerca del 95%
de los casos ocurren en las américas 2.
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Figura 11. Distribucion global de 21 especies de Leishmania patogénicas para humanos, tomada de [7].

Adicionalmente, Colombia cuenta con la mayor diversidad de parasitos de Leishmania
a nivel mundial, circulan 9 especies, cuya incidencia en orden decreciente es:
Leishmania panamensis, L. braziliensis, L. guyanensis, L. infantum, L. amazonensis, L.
mexicana, L. colombiensis, L. lainsoni y L. equatorensis, las tres ultimas con igual
frecuencia. Lo anterior sefala laimportancia de estudiar la bioquimicay la biologia del
parasito con el propdsito de identificar nuevos blancos que permitan el control del
parasitoy el tratamiento de estas patologias 7.

Los parasitos del género Leishmania presentan un ciclo de vida digénico en donde se
alterna entre un huésped invertebrado y otro mamifero, lo anterior ocasiona que
Leishmania presente dos principales morfologias: promastigote, caracterizada por
presentar una forma alargada flagelar prominente en los intestinos del hospedero
invertebrado y la forma amastigote, presente en hospederos mamiferos, posee una
forma mas pequenay ovalada con un flagelo que no presenta movilidad y que apenas
se puede observar saliendo desde el bolsillo flagelar 2.

A grandes rasgos, el proceso de infeccidon ocurre cuando los promastigotes son
inyectados en el hospedero mamifero a través de la picadura de una mosca de la arena
que se encuentre infectada, una vez inyectados, los promastigotes seran fagocitados
por parte de macréfagos en estructuras vesiculares denominadas fagolisosoma y es
en estas estructuras en donde se dara la transicion morfoldgica a promastigote. Se ha
propuesto que este cambio se da principalmente en aras de minimizar la superficie
celular que se encuentre expuesta a las agrestes condiciones presentes en el
fagolisosoma; posteriormente se desarrollaran una serie de complejas interacciones
huésped-parasito que determinaran el curso de la infeccién 2.
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Figura 12. Representacion esquematica ciclo de vida de parasitos del género Leishmania ¥’ .

Los tratamiento de infecciones causadas por Leishmania se han abordado desde
varias perspectivas, aca nos centraremos en los tratamientos basados en la
administracién de farmacos que buscan alterar alguna funcién vital en los parasitos.
Los tratamientos quimioterapéuticos para esta enfermedad se fundamentan en la
administracién de anfotericina B y amonios pentavalentes, los cuales pueden llegar a
producir cuadros severos de nefrotoxicidad, hepatotoxicidad, entre otros efectos
secundarios indeseables .

El desarrollo de una administracién de anfotericina B a través de liposomas ha
producido buenos resultados en cuanto el aumento de la eficacia en el tratamiento de
la enfermedad y la disminucidn de los efectos adversos en los pacientes, sin embargo,
esta via de administracion resulta en el aumento del costo del tratamiento. Desde su
amplia distribucién a nivel local y mundial, pasando por la complejidad de su proceso
hasta la aparicion de nuevas cepas farmacorresistentes; las enfermedades
parasitarias causadas por Leishmania plantean la urgencia de encontrar nuevas
dianas terapéuticas contra esta enfermedad, las cuales se pueden basar en el
entendimiento de la bioguimica y biologia celular del parasito 8.

1.8. Poli ADP-ribosilacion en tripanosomatidos

En este apartado se procurara presentar un panorama general sobre el conocimiento
que se ha generado en torno a los procesos de poli ADP-ribosilacién de parasitos
tripanosomatidos, enfocandose principalmente en parasitos del género Leishmania.
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El primer acercamiento a los estudios de ADP-ribosilacion en tripanosomatidos se dio
a través de las PARPs. Crithidia fasciculata fue el primer tripanosomatido en el que se
caracterizé una proteina de este tipo, esta se purificd y se comprobd su actividad
enzimatica a través de ensayos con histonas y DNA activado mediante digestion. El
estudio de las PARPs en tripanosomatidos de interés en salud publica se dio a través
de la clonacion y caracterizacién bioquimica de la PARP de Trypanosoma cruzi
(TcPARP). La identificacion de TcPARP se logré inicialmente a través de un
acercamiento bioinformatico en donde se reconocieron los dominios conservados de
estas proteinas y el hallazgo de la triada catalitica H-Y-E. Este estudio de igual forma
presentd la caracterizacion bioinformatica del candidato a PARP de Trypanosoma
brucei (TbPARP). Estudios funcionales de PARPs de tripanosomatidos se han realizado
por ejemplo con T.cruzi, en estos, se encontré que la inhibicién de TcPARP interfiere en
la proliferacidony en la capacidad infectiva del parasito en cultivos de células Vero %40,

Asimismo, tanto en T.brucei como en T.cruzi ha sido posible laidentificacién de un gen
que codifica para PARG, esto se hizo, mediante acercamientos bioinformaticos con los
cuales fue posible demostrar la conservaciéon de motivos estructurales tipicos de
PARGs presentes en otras especies. Resultan interesantes algunos estudios que
muestran la dependencia existente entre el proceso infectivo de T.cruziy la expresion
de PARG humana, lo que posteriormente permitié postular la dependencia de PARG
enddgena y del hospedero por parte de este parasito para asegurar su éxito en la
invasion del hospedero mamifero 7.

Otras APD-ribosa hidrolasas han sido encontradas en T.cruzi y T.brucei las cuales
presentan homologia con O-acetil-ADP-ribosa deacetilasas MacroD1 y MacroD2 las
cuales tienen la capacidad de hidrolizar motivos de ADP-ribosa que se encuentren
anclados a proteinas. Estas hidrolasas fueron denominadas Trypanosoma brucei
MacroD-like protein (TbMDO) y Trypanosoma cruzi MacroD-like protein (TcMDO). Lo
expuesto hasta el momento da cuenta de la simplificacion presente en los sistemas de
ADP-ribosilacion de estos tripanosomatidos. El papel que puedan tener las
MARIilaciones, la presencia de otras ADP-ribosa hidrolasas, asi como los mddulos
encargados del reconocimiento de estas sefiales quedan por ser develados 442,

El estudio de las PARP en protozoarios del género Leishmania ha sido escaso, Villamil
etal., 2008, en una aproximacion in silico reportd que al tratar de buscar un candidato
a PARP en el genoma de Leishmania major, no fue posible su identificacién. El primer
acercamiento experimental data del siglo pasado, en el que se determiné que
antagonistas de PARPs inhibian la diferenciacion de amastigote a promastigote en
Leishmania mexicana. Estudios mas recientes exploran el efecto de la exposiciéon de
los parasito a moléculas citotéxicas como peréxido de hidrogeno, derivados de 1,3,4-
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tiadiazoles, miltefosina y camptotecina. En estos estudios mediante western blot
empleando anticuerpos poli o monoclonales contra la PARP1 de humano (HsPARP1)
se detecta el clivaje de una proteina tipo PARP asociado con la muerte celular, como
se ha observado en eucariotes pluricelulares %347,

Recientes estudios de expresidon génica mediante RT-PCR reportan incrementos de
PARP en Leishmania infantum durante exposiciéon a miltefosina. Sin embargo, al
realizar un BLAST en TriTrypDB con los primers utilizados en este estudio (forward: 5-
TGCCGGAAGGCGGCTCATTC-3; reverse: 5-CGCAGTGCGTTGCGCATACC-3), se
encuentran genes relacionados con caspasas, mas no con alguna proteina tipo PARP,
lo cual hace estos resultados ambiguos y poco conclusivos “2.

En una revisién realizada por Genois et al., 2014 sobre rutas de reparacion del DNA en
tripanosomatidos se postulan candidatos a PARP en Leishmania major (LmPARP) y
Leishmania infantum (LiPARP), en donde se muestra a través de un alineamiento
multiple en la region C-terminal de la proteina (realizado con el algoritmo MAFFT) la
conservacion de esta regidon respecto a los ortologos previamente caracterizados
como se muestra en la figura 13, no obstante, se resalta la ausencia de la triada
catalitica en LmPARP y LiPARP. A nivel experimental, en una revision mas reciente de
Villamil et al., 2020 sobre el metabolismo de la ADP-ribosa en parasitos protozoarios
de humanos, los autores sefialan que tras varios intentos en Leishmania tarentolae
después del tratamiento con agentes genotdxicos no fue posible la deteccion de
polimeros de ADP-ribosa (PAR) .

ADP-ribose transferase catalytic triad H-Y-E
* Critical residue

* * *

Human 859 L HGS&ITNFAGI RIAPREAP VT|BY MFIBK GI Y F A898 986 Y NEYI 990
Linfan. 751 VIEHNY AH/I FQL L SRIER@AJED- - NBLL VMQ@MD VPV V NV K788 _ _ . _.

L.major 751 ViEHNY AHIIIFQL L SRIER@AJED- - NB LL VM EEMD VG PV V NV K788 1048 T EH SV 1052
T.brucei 423 M HG SRE"I}T NF LG | RI APIREAP CTIBY MFIBK G| Y L S462 549 Y PEHI 553
T.cruzi 454 M HG SR ITNF IG | RIAPIBEAP CTIBY MFIBK G| Y L A493 580 Y PEHI 584

Figura 13. Alineamiento multiple de secuencias realizado sobre la region catalitica C-terminal de
PARPs de varios tripanosomatidos y HsPARP1, tomado de [49].

Con base a lo anterior se puede concluir que hasta la fecha no existe un consenso
respecto a la existencia de PARPs en parasitos del género Leishmania y mas aun las
funciones que esta proteina podria desempefiar en el parasito ante diferentes
situaciones de estrés celular.

Durante la realizacion de un trabajo previo en el laboratorio de investigaciones basicas
en bioquimica (LIBBIQ) adscrito a la facultad de ciencias de la Universidad Nacional de
Colombia, se realizé un primer acercamiento al estudio de la poli ADP ribosilacién en
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Leishmania braziliensis, en donde fue posible la identificacién y caracterizacion
bioinformatica de un candidato a PARP en este parasito (LbPARP) *°.

Elreconocimiento de la secuencia de aa del candidato a LbPARP fue posible tomando
como plantilla la secuencia de aa de HsPARP-1 en la herramienta BLASTP disponible
en el sitio web del NCBI. Se identificdé un candidato con 1099 aa, una masa molecular
de 123 kDa, lo cual difiere con la masa reportada en los western blot para las proteinas
tipo PARP de L. infantum y donovani. La implementaciéon de un alineamiento multiple
de secuencias (Figura 14) con el algoritmo de CLC (QIAGEN) y, la visualizacion de este
junto con la comparacién de la estructura secundaria de HsPARP2 y LbPARP en ESPript
3.0 evidenciaronregiones homologas en el C-terminal del candidato conrespecto a los
ortélogos de otras especies. Se destaca la conservacion de la triada catalitica
compuesta por los aminoacidos H-Y-E en las regiones enmarcadas en naranja,
resultado que contrasta con lo hallado por Genois et al., 2014. La presencia de la triada
en el candidato podria estar asociada con la actividad de ADP-ribosil polimerasa,
también es importante aclarar que el numero de acceso de LmPARP utilizado para
realizar el alineamiento multiple mostrado en la figura14, concuerda con el reportado
por Genois et al, aunque este ultimo no logré identificar la triada catalitica “°.
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Figura 14. Alineamiento multiple de secuenciasy alineamiento de estructura secundaria de HsPARP2y
LbPARP obtenido con el programa ESPript 3.0.

En el estudio de dominios conservados realizado en el Conserve Domain Database
(CDD), se encontré en el candidato la presencia de un dominio de dedos de zinc
caracteristico en PARPs de varios ortélogos (Figura 15), aunque en la base de datos no
se identificd el dominio catalitico candnico de las PARP, se pudo determinar la
presencia de una region perteneciente a la super familia PLN03142. Las proteinas
que hacen parte de esta familia se le asocian funciones remodeladoras de cromatina,
funcién que también se ha reportado en HsPARP1 “°.
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Figura 15. Visualizacion de dominios conservados en PARPs de varios ortélogos, realizado en DOG 2.0.

Adicionalmente, en este estudio se realizd un acercamiento experimental en donde fue
posible la clonacion de una versién truncada del candidato en el vector de expresion
pET SUMO 6xHis tLbPARP, como un primer paso al estudio de la poli ADP-ribosilacion
en estos parasitos.

Por otro lado, la exploracion de proteinas encargadas de la remocion de las sefiales de
ADP-ribosilacion en Leishmania es escasa. A nivel de estructura primaria, parece no
haber una proteina que posea homologia con PARG presente en ortélogos de
eucariotes superiores, esta misma situacién se observa a la hora de indagar la
existencia de otros factores encargados de la misma funcién como macrodominios o
proteinas de la familia ARH. Lo anterior muestra un panorama complejo en cuanto se
refiere al entendimiento de los procesos de ADP-ribosilacién en paréasitos del géneroy
asimismo plantea la apertura de posibilidades en la incursidon de conocimiento basico
en torno a estos eventos celulares, que puedan resultar Utiles a la hora de entender
estas parasitemias y proponer medidas de controly tratamiento *'.
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2. Justificacion

La leishmaniasis se encuentra entre las primeras 10 enfermedades tropicales
desatendidas de acuerdo con la OPS. En Latinoamérica, la transmisién de la
leishmaniasis tradicionalmente se ha restringido a selvas humedas tropicales en las
que los humanos se ven expuestos al parasito durante la realizacion de actividades
bajo estos entornos, sin embargo, la transformacién de habitats inducidos por la
accion humana han favorecido la proliferacion de esta parasitemia en entornos no
selvaticos, lo que eleva el riesgo tanto de exposicion como de contagio para los
humanos y para otros mamiferos de interés productivo. Mediante la implementacion
de un modelo de nicho ecolégico utilizando un algoritmo de maxima entropia,
Gonzalez et al., 2010 concluye que el cambio climatico exacerbara el riesgo ecoldgico
de los humanos a la exposicion a la leishmaniasis, lo anterior junto con la imperativa
necesidad de encontrar nuevas dianas terapéuticas justifican el abordaje del estudio
de esta enfermedad °'.

La produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), se encuentra entre los
mecanismos que emplea el sistema inmune innato cuando hay infeccién por parte del
parasito. ROS son generadas durante el estallido respiratorio en el fagolisosoma, lo que
situa al parasito en un ambiente de alto estrés oxidativo. Por otro lado, varias de las
estrategias que se utilizan en el tratamiento de la enfermedad se basan en la
produccion de estrés oxidativo del parasito, lo que implica que, bajo estas situaciones,
el material genético de estos organismos estara sujeto a modificacionesy, por lo tanto,
se activaran vias antioxidantes y de reparacién del ADN. La existencia de una LbPARP
constituiria un factor clave para el reconocimiento de los dafnos oxidativos y la
induccién de mecanismos de reparacion, condiciones determinantes para el éxito que
pueda tener el pardsito en el proceso de infeccién y proliferacion en el huésped
mamifero, como se ha evidencia con TcPARP. Corroborar la existencia de una LbPARP
aportaria conocimiento basico en cuanto a el entendimiento de los mecanismos de
reparacion del material genético en este género de protozoarios y adicionalmente
plantearia un nuevo blanco farmacoldgico para el tratamiento de esta enfermedad 2.
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3. Hipotesis
Existe una poli ADP-ribosa polimerasa en Leishmania braziliensis capaz de generar
poli ADP ribosilaciéon en promastigotes.

4. Objetivos

4.1. General
Determinar la existencia de poli ADP ribosilacion en Leishmania braziliensis mediante
el estudio de un candidato a poli ADP-ribosa polimerasa (LbPARP).

4.2. Especificos

1. Expresar y purificar el candidato a poli ADP-ribosa polimerasa (LbPARP) en el sistema
heterélogo E.coli mediante estandarizacion de las condiciones dptimas.

2. Evaluar la actividad de la proteina recombinante de LbPARP a través de ensayos de
enzimaticos.

3. Determinar lalocalizacién celular de LbPARP en promastigotes de Leishmania braziliensis
mediante el desarrollo de una herramienta inmunolégica en modelo aviar.

4. Explorar in silico los componentes del cdédigo ADP-ribosilacion en protozoarios del
género Leishmania.
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5. Materiales y métodos

5.1. Clonacidény expresion de varias versiones del candidato a LbPARP

Para la obtencion del candidato a LbPARP en E.coli, se generaron varios constructos
recombinantes mediante combinacidn de técnicas de biologia molecular: pQE30-
tLbPARP, pET26b(+)-Cter LbPARP y pET SUMO Nter LbPARP (figura 16), como se
describe en los siguientes apartados.

I 1098 aa I
Candidato a Lb PARP

tLbPARP en “hno
PQE-30 I 241 aa-22% —

Nter LbPARP en CterLbPARP en pET 26b(+)——— 496 aa-45% ———

|—PET SUMO 858 aa - 78% |

Figura 16. Esquema de las tres versiones de LbPARP clonadas en este estudio. Se muestra la longitud de
aminodcidos y porcentaje de cobertura respecto al candidato de cada una de las versiones.

5.1.1. Generacion de la proteina recombinante 6xHis tLbPARP en el sistema
heterologo de E.coli

o Amplificacion de la regién codificante del gen Lbparp

Partiendo de un material celular de Leishmania braziliensis fase promastigote de la
cepa MHOM/BR/75/M2904, se realizé una extraccion de ADN gendmico del cual se
llevo a cabo la amplificacidon del gen del candidato a Lbparp (ID : 5416151) identificado
en un trabajo previo, con la enzima Taq polimerasa (Thermus aquaticus) y los primers
No. 1y 2 (tabla 2), en el termociclador Veriti Applied Biosystems. Las reacciones se
hicieron aunvolumen de 15 yL mezclando H,Odd, buffer de PCR 10X (KCL50 mM, Tris-
HCL 10 mM, pH 8,3), MgCl, 2,5 mM, primers directo y reverso 0,2 uM, dNTPs (dATP,
dGTP, dCTP, dTTP), 0,2 mM, y Taq polimerasa (0,5 U). Se agregd 1 yL de gDNA a 200
ng/uL como plantilla (siendo el control negativo H,Odd). Para la amplificacion se hizo
un paso inicial de desnaturalizacion 94 °C/10 min seguidos de 35 ciclos de
amplificacion con pasos de desnaturalizacidon 94 °C/30 s, annealing 62 °C /25 s y
extension 72 °C/3 min; se programo el ultimo ciclo con pasos de extension de 72°C/10
miny hold a4 °C. El producto de PCR fue verificado mediante electroforesis con gel de
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agarosa al 0,8 % en buffer TBE 0,5X, la cual se corrié a 100 V/40 min y se hizo tincién
con bromuro de etidio. La documentacion del gel se hizo en un analizador de imagenes
Imager Gel Doc™ XR, con el software Quantity One Basic 4.6.3 de BIORAD™. La banda
correspondiente a la region codificante de LbPARP (3300 bp) se purificé con el kit
FavorPrep GEL/PCR Purification Mini Kit de FAVORGEN™ 5355,

Tabla 2. Primers empleados para la amplificacién de Lbparp y tLbparp

No. Nombre EnZ"T'a fj,e Secuencia (5°-3’)
Primer Restriccion
1 Fw-LbPARP Ninguna ATGATGTCGAACTTCGCACAACAT
2 Rv-LbPARP Ninguna CTACCGTGTAAAGAGGAACTGCAG
3 Rv-LbPARP Hindlll AAGCTTCTACCGTGTAAAGAGGAACTGCAG
4 Fw-tLbPARP BamHI GGATCCGGCTTTGCGGCAGCGTTG

e Produccion del plasmido recombinante pGEM-T-Easy tLbparp

tLbPARP constituye la region catalitica de LbPARP, considerando estudios previos, se
obtuvo la forma truncada para evaluar la funcionalidad de la proteina, excluyendo la
region amino terminal. Para obtener tLbparp (720 bp), se realiz6 una PCR anidada
tomando el purificado de banda de Lbparp como plantilla y haciendo uso de los
primers No. 3 y 4. En este caso, el perfil térmico establecido fue modificado en
annealing de 57 °C/30 sy en extension 72 °C/45 s. Con el amplicon obtenido, se hizo
una clonacion en el vector de mantenimiento pGEM-T-Easy /TA como se describe a
continuacion: 1,0 pyL H,Odd, 3,0 pL de producto de PCR, 1,0 yL del vector (50 ng/ L),
5,0 uL de buffer 2X de ligasa T4 (Tris-HCLl pH 7,8 60 mM; MgCl, 20 mM; DTT 20 mM; ATP
2 mM; PEG8000 10%) y 1,0 pL de ligasa T4 (1U/ yL). Se manejoé una relacion 1:3 vector:
inserto; la reaccion se incubd a 16 °C/3 h, luego se inactivo la ligasa a 65 °C/20 min, y
posteriormente se dejé a 4 °C/overnight 57,

e Transformacion de células E.coli por choque térmico

Se transformaron células E.coli Top10 quimicamente competentes por choque
térmico con 5 pL del producto de ligacion; luego de la transformaciony la recuperacion
en medio SOC (extracto de levadura 0.5%, triptona 2%, NaCl 10 mM, MgCl, 210 mM,
KCL2.5 mMyglucosa 20 mM), las células se platearon en cajas de Petri con medio Luria
Broth (LB)-Agar (Peptona 10 g/L; Extracto de levadura 5 g/L; NaClL 10 g/L, Agar 15 g/L)y
ampicilina 100 yg/mL. El estriado se dejé incubando a 37 °C toda la noche. La
seleccioén de clones se hizo por PCR con el protocolo previamente mencionado. La
plantilla de amplificacién se obtuvo a través de la lisis de las colonias seleccionadas
en 10 L de H,Odd a 95 °C durante 10 minutos. Los amplificados de PCR de colonia se
corrieron en un gel de agarosa al 1,0 % en buffer TBE al 0,5X. Con cada uno de los
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clones positivos en laPCR de colonia se realizé uninoculo en medio LB suplementados
con ampicilina a una concentracién de 100 pg/mL los cuales se incubaron a 37 °C por
16 h para posteriormente realizar la extraccidon del plasmido de mantenimiento
recombinante mediante el protocolo de lisis alcalina %%°,

e Subclonacion de tLbparp en el vector de expresion pQE30

Se realizdé una doble digestion sobre los plasmidos pGEM-T-tLbparp y pQE30 (Qiagen)
con BamHI y Hindlll A 37 °C por 16 h, posteriormente las enzimas se desactivaron
térmicamente y el producto de digestion de pGEM-T-tLbparp se sometié a una
electroforesis en gel de agarosa al 0,8 % en buffer TAE 1X, una vez corrido el gel, se
purificé la banda correspondiente al inserto (732 bp) con el kit FavorPrep GEL/PCR
Purification Mini Kit de FAVORGEN™. El purificado de banda y el vector doblemente
digerido se ligaron empleando 3,0 pL de H.Odd; 1,0 uL de buffer de ligasa T4 10X; 4,0
pL de inserto (9,0 ng/pL), 1,0 L de vector (42,8 ng/uL); y 1,0 uL de T4 ligasa (1U/ uL). La
reacciénde ligacion serealizé a 16 °C/3 h. La T4 se desactivo por calentamiento a 65 °C
por 20 min, este producto de ligaciéon se transformé en E.coli JM109 y la seleccidn
positiva de los clones se hizo por PCR de colonia. Las colonias positivas se inocularon
en medio LB, suplementados con ampicilina (100 pg/mL) y se incubaron a 37 °C por 16

h. Finalmente, la extraccion del pldasmido recombinante se realizé por lisis alcalina °5-5%-
62

e Verificacion de identidad de pQE30 tLbparp por PCR y secuenciamiento

El plasmido obtenido por lisis alcalina se sometid a diferentes ensayos de PCR con el
fin de verificar su identidad, haciendo uso de cuatro sets de primers, como se observa
en latabla 3. En donde los primers Fw-pQE y Rv-pQE presentan complementacién con
regiones diferentes al inserto en el vector recombinante, mientras que los primers Fw-
BamHIy Rv-Hindlll corresponden al extremo 5’y 3’ de tLbparp. En cada PCR se empled
el plasmido pQE30 vacio como control negativo de amplificacién. Adicionalmente, se
analizd la identidad del constructo a través de secuenciamiento por el método de
Sanger, la que fue realizada por el Instituto de Genética de la Universidad Nacional de
Colombia (IGUN).

Tabla 3. Primers empleados para la corroboraciéon de identidad de pQE30 tLbPARP.

No Amplicon
’ Nombre Secuencia (5’-3’) Tm (°C) | esperado
set
(bp)
Fw- GGATCCGGCTTTGCGGCAGCGT
69
1 BamHlI TG 232
Rv- AAGCTTCTACCGTGTAAAGAGGA 63
Hindlll ACTGCAG
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5 Fw-pQE GGAGAAATTAACTATGAGAGG 49 826
Rv-pQE GTTCTGAGGTCATTACTGG 51
Fw- GGATCCGGCTTTGCGGCAGCGT 69

3 BamHI TG 783
Rv-pQE GTTCTGAGGTCATTACTGG 51
Fw-pQE GGAGAAATTAACTATGAGAGG 49

4 Rv- AAGCTTCTACCGTGTAAAGAGGA 63 775

Hindlll ACTGCAG

e Expresion de la proteina recombinante 6xHis tLbPARP

Para la expresion de la proteina recombinante se emplearon las cepas de expresion
E.coli BL21 Rosetta 2(DE3) y M15(pREP4), estableciendo tiempos de induccidn,
temperatura y concentracion de inductor, como se describe a continuacion. Estas
células se transformaron por choque térmico, se tomaron cuatro transformantes y se
realizé un preindculo de 5 mL en LB suplementado con 100 pg/mL de ampicilina a 37
°C por 16 h. Posteriormente se hizo el inoculo en 25 mL (dilucién 1:50) en LB
suplementado con ampicilina, el medio de cultivo se dejé a 37 °C con agitacion
constante (170 rpm) en la incubadora LabTech® hasta llegar a una densidad 6ptica
(ODegoonm) €entre 0,5 y 0,6. La induccion de expresion de proteina se empezé con la
adicion de Isopropil B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) al medio de cultivo a una
concentracion final de 0,5 mM a 37 °C por 16 h y agitacién constante (150 rpm). Se
colectaron muestras del cultivo inducido a 2, 4 y 16 h. Las muestras colectadas
inmediatamente se centrifugaron a 6000 rpm por 10 min en la centrifuga Thermo
Scientific Megafuge 16, los pellets de las células se almacenaron a -20 °C para analisis
posteriores. Igualmente, con propdsito de incrementar la presencia de la proteina
recombinante enlafraccidon soluble, Se usé el medio 2X-YT (16 g Triptona, 10 gextracto
de levadura y 5 g de NaCl por litro de solucion) suplementado con sorbitol 0,5 M, la
induccion se realizé con IPTG 0,2 mM a 20 °C por 16 h ©.

La evaluacién de la expresion de 6xHis tLbPARP se realizé inicialmente con extractos
totales de células inducidas, los cuales se obtuvieron con la resuspension del pellet
de bacterias proveniente del medio de induccién en buffer de carga 1X (Tris 0,083 M,
SDS 1,74%, Glicerol 15%, B-mercaptoetanol 5,5% y azul de bromofenol 0,002%),
promoviendo la desnaturalizacién de las proteinas a 95 °C por 10 min. Para determinar
la solubilidad de la proteina, se realizd el lisado de las bacterias provenientes del
medio de induccidn. Los pellets almacenados a—-20 °C se resuspendieron en buffer de
lisis (0,5 mg/ml lisozima, 300 mM NaCl, 50 mM NaH2P0O4 pH 8.0/NaOH, 10 mM
imidazol, 10 % glicerol, coctel inhibidor de proteasas (Thermo Scientific) 1:400)
manejando una relacion de 5,0 mL de buffer por cada 1,0 g de peso humedo celular, el
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resuspendido seincubd a4 °C por 1 h, posteriormente, el prelisado se sometioé a ciclos
de ultrasonido en bano frio (50 % amplitud, 30 s de pulso, 30 s de descanso por 5 min
haciendo uso del sonicador SONICS vibra cell. El lisado se centrifugd 12000 rpm a4 °C
por 20 min en la centrifuga Thermo Scientific Megafuge 16. Con el fin de analizar las
fracciones resultantes, se tomaron 40 pL del sobrenadante y una porcién del pellet
agregando 8y 50 pL de buffer de carga 1X respectivamente y se calentaron a 95 °C por
10 min, el sobrante de cada fracciéon se almacené a -20 °C. El anélisis de los perfiles
proteicos en cada paso se realizd mediante electroforesis en geles discontinuos de
poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE - gel concentrador:
3.9%; gel separador: 12%). Se empled Azul de Coomassie R-250 para la tincién de los
geles y se visualizaron con el analizador de imagenes Imager Gel Doc™ XR, con el
software Quantity One Basic 4.6.3 de BIORAD™ ¢4,

e Deteccion de 6xHis tLbPARP mediante western blot

Con el objetivo de confirmar la expresion de 6xHis tLbPARP, se realizé su
Inmunodeteccidn por western blot tanto en extractos crudos como en fracciones de
lisado celulares. Se empezd corriendo las muestras en un SDS-PAGE, luego, se hizo
una electrotransferencia en membrana de nitrocelulosa a corriente constante (200 mA
por 2 h) en buffer de transferencia (Tris 25 mM, Glicina 192 mMy Metanol 10%, pH 8,3).
Para verificar la electrotransferencia se realizd tincidon de la membrana con rojo
Ponceau S la cual se removié con H,O. Posteriormente se dejé la membrana en
bloqueo con agitacion constante por 2 h en TBS-T leche descremada al 5% (Tris-HCL 20
mM pH 7,5, NaCl 150 mM y Tween-20 0,1%). Terminado el bloqueo, se incubd la
membrana con una dilucion de anti 6xHis-mouse 1:5000 (Abcam) en TBS-T por 2 h.
Luego, se dejoé incubando con el anticuerpo secundario a-mouse conjugado con
fosfatasa alcalina en una dilucién 1:10000 por 1 h. En cada uno de estos pasos se
hicieron tres lavados de 10 min con TBS-T. Para la deteccién, se empled el método
colorimétrico, en el cual se sumerge la membrana en 4 mL de buffer de fosfatasa
alcalina (Tris-HCL 100 mM pH 9,0, NaCl 150 mM y MgCl, 1 mM), 16,5 pL de NBCIP (5-
Bromo- 4-Cloro- 3’-Indolifosfato p-Toluidina Sal, S381C Promega (50mg/mL en 100%
dimetilformamida))y 16,5 uL de NBT (Nitro-Azul Cloruro de Tetrazolio, S380C, Promega
(50 mg/mL en 70% dimetilformamida)). El medio de reaccidon se descartd al observar
la aparicidon de sefial. La membrana se lavé con H,Od y se secé .

e Purificacion de 6xHis tLbPARP desde cuerpos de inclusion

Debido a que la proteina recombinante se encontraba enriquecida en la fraccién
insoluble del lisado celular, se decidié aplicar la metodologia de solubilizacion de
cuerpos de inclusién para su purificaciéon. De este manera, los pellets
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correspondientes a la fraccién insoluble se resuspendieron en buffer de lavado #1
(Tris-HCL 100 mM pH 7.0, EDTA 5 mM, DTT 5 mM, urea 2 M, TritonX-100 2%), se
centrifugd a 12000 rpm a 4 °C por 30 min en la centrifuga Thermo Scientific Megafuge
16, el lavado se repitié dos veces mas. Posteriormente, se homogenizo el pellet con el
buffer de lavado #2 (Tris-HCL 100 mM pH 7.0, EDTA 5 mM, DTT 5 mM) y de nuevo, se
centrifugd a 12000 rpm a 4 °C por 30 min en la misma centrifuga. Finalizando el ciclo
de lavados, se resuspendio el pellet en buffer de extraccion (50 mM Tris-HClLpH 7.0, 5
mM EDTA, 5 mM DTT, 8 M cloruro de guanidino) y se centrifugd a 14000 rpm a 4 °C por
1 h en la centrifuga Thermo Scientific Megafuge 16, el sobrenadante se dispusoen 1L
de buffer dialisis (50 mM Tris-HCl pH 7,5 150 mM NaCl, 5 mM DTT) a 4 °C por 16 h con
una membrana (MWCO) de 10 kDa. El dializado se centrifugd a 12000 rpm a 4 °C por
30 min. El pellet de la centrifugacion se resuspendié en buffer de carga 1X, se usé el
volumen necesario para poder solubilizar por completo el pellet, posteriormente la
resuspension se incubo a 95 °C por 10 min con el fin de realizar un SDS PAGE
preparativo, empleando marcadores pretefidos (Thermo ScientificTM PageRuler™
Prestained Protein Ladder 10-180 kDa) con el fin de ubicar la proteina recombinante de
acuerdo con el peso. Finalizada la separacién electroforética, se cortdé la banda
correspondiente a 6xHis tLbPARP denominada banda media, adicionalmente, se cortd
una banda superior e inferior con relacién a la banda media. Las bandas fueron
trituradas y sometidas a elucion con H,O MiliQ a 37 °C con agitacion constante por 16
h. Luego, las muestras se centrifugaron a 5000 rpm por 10 min para recuperar el eluido.
Este proceso se repitié dos veces mas. Los eluidos recuperados se cuantificaron por el
método de Bradford ©®.

La proteina obtenida en esta etapa fue empleada para la generacién de anticuerpos en
modelo aviar como se describe posteriormente.

e Purificacion de 6xHis tLbPARP desde fraccion soluble del lisado celular

Una vez optimizadas las condiciones de expresion de 6xHis tLbPARP, fue posible
obtenerla en la fraccién soluble, de esta manera, para purificarla se empled una
cromatografia de afinidad a metales (IMAC): Se usé6 una solucién etanolica al 50% de
la resina (Thermo Scientific™ Resina de Ni-NTA HisPur™), en una relacion 1:10 con
respecto a la fracciéon soluble. Para equilibrarla, se centrifugd a 3000 rpm por 5 min, se
descarté el sobrenadanteylaresina se resuspendié en 10 volumenes del buffer de lisis
anteriormente mencionadoy se volvié a centrifugar a 3000 rpm por 5 min, este proceso
se repitié dos veces mas. Luego, se mezclé la fraccion soluble con laresina equilibrada
y se dejo interactuar a 4 °C por 1 h con agitacion constante. Terminado el tiempo de
interaccion, la resina se empaco en una mini columna, se recolecto la fraccidon no
reteniday se hicieron dos lavado con 10 volumenes de buffer de lavado (300 mM NaCl,
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50 mM NaH,PO, pH 8.0/NaOH) que contenia concentracion de imidazol de 50 y 80 mM.
Finalmente, se hicieron tres eluciones con 400 uL de buffer de lisis que contenia
imidazol 500 mM. El proceso de purificacion se monitoreé por SDS PAGE.
Posteriormente, los eluidos fueron dispuestos en un cassette de dialisis (Thermo
Scientific Dialysis Cassette Slide-A-Lyzer 7 K MWCO), la dialisis se inicié dejando los
eluidos toda la noche a 4 °C en buffer de dialisis (20 mM NaPQ,, 300 mM NaClpH 7,5),
al dia siguiente se incubd con buffer fresco por dos horas adicionales. El producto de
dialisis fue evaluado por SDS-PAGE y cuantificado mediante el método de &acido
bicinconinico (Pierce™ BCA Protein Assay Kits) .

5.1.2. Expresion de una version truncada extendida de LbPARP (Cter LbPARP) en
sistema heterologo de E.coli

A partir de la secuencia de aminoacidos de LbPARP se seleccioné una region ubicada
en el C-terminal del candidato que comprendia 496 aminoacidos, correspondiendo al
45 % de toda la secuencia de LbPARP, esta version se denominé como Cter LbPARP. El
plasmido de expresiéon pET26b(+) Cter LbPARP con codones optimizados para
expresion en E.coli y en células de mamifero se sintetizé a través de la compahia
GenScript. El plasmido fue transformado por choque térmico tanto en células de E.coli
JM109yBL21(DE3); terminado el protocolo de transformacion, las células se platearon
en LB-Agar suplementado con kanamicina (50 pg/mL).

Las transformantes positivas JIM109 se dispusieron en medio liquido para una posterior
extraccion de plasmido por lisis alcalina. Un preindculo liquido de 5 mL de medio LB
suplementado con kanamicina se hizo con las transformantes positivas de BL21(DE3),
al dia siguiente, el preinéculo se diluyd en 25 mL de medio 2X-YT suplementado con
kanamicina. El cultivo se incubé a 37 °C hasta alcanzar una ODgoonm de 0,6. Llegado
este punto, se realizé la induccidn suplementando el cultivo con sorbitol 0,5 M e IPTG
0,2mMa 20°C por 16 h.

Elcultivoinducido toda la noche se sometio a lisis celular bajo las mismas condiciones
implementadas que con 6xHis-tLbPARP vy la fraccidon soluble se sometié a protocolo
IMAC para la purificaciéon de Cter LbPARP-6xHis. La induccion de expresion, la lisisy la
purificaciéon por IMAC se monitorearon por SDS-PAGE de manera similar a lo
mencionado con 6xHis-tLbPARP.

e Purificacion de Cter LbPARP-6xHis desde fraccion insoluble del lisado celular
a través de IMAC denaturante

Las fracciones insolubles derivadas de la centrifugacion del lisado celular que estaban
expresando Cter LbPARP-6xHis se recolectarony se lavaron con el buffer de lavado de
cuerpos de inclusidon (20 mM Tris-HCL, 2% Triton X-100, 2M urea, pH 7,5) en una
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proporcion 1:10 p/v. Los lavados se hicieron resuspendiendo la fraccién insoluble con
el volumen de buffer de lavado adecuado y se centrifugaba a 4 °C a 12000 rpm por 30
min, esto se hizo en dos ocasiones. Posteriormente, la fraccion insoluble se solubilizd
con el buffer de solubilizacion (20 mM Naz;PO,, 300 mM NaCl, 10 % glicerol, 8M Urea e
imidazol 10 mM, pH 7,5) manteniendo la proporcién pellet-volumen implementada en
los lavados.

La solucidn resultante, seincubd con una resina Ni-NTA por 1 h. Terminado este tiempo,
la resina se empaco y se recolectd la fraccion de proteinas no unidas. Luego, se
realizaron multiples lavados con buffer de solubilizacion con concentracion
decrecientes de urea: 6, 4, 2y 0 M. Después, se hizo un lavado adicional con buffer de
solubilizacién suplementado con 50 mM de imidazol y se procedié a realizar tres
eluidos, cadauno con 400 pyL del mismo buffer suplementado con 500 mM de imidazol.
El proceso se monitored por SDS-PAGE.

5.1.3. Aproximacion a la obtencion de una version N-terminal del candidato a LbPARP
(Nter LbPARP)

Nter LbPARP representa el extremo N-terminal de LbPARP (2598 bp), en él se presenta
unaregion de dedos de zinc que presentaria union al DNAy su obtencion se abordd en
este estudio. Similar a como se hizo con tLbPARP, el inserto de Nter LbPARP se obtuvo
mediante PCR anidada en donde la plantilla para su amplificacion fue el gen completo
de LbPARP haciendo uso de los primers Fw-LbPARP y Rv- Nter LbPARP (5-
CAACGCTGCCGCAAAGC-3’). Para la amplificacion se hizo un paso inicial de
desnaturalizacion 94 °C/10 min seguidos de 35 ciclos de amplificacidon con pasos de
desnaturalizacion 94 °C/30 s, annealing 61 °C /15 s y extension 72 °C/2:50 min; se
programoé el ultimo ciclo con pasos de extension de 72 °C/10 min y hold a 4 °C. El
producto de PCR se corrido en un gel de agarosa TAE 1X desde el cual la banda
correspondiente a Nter LbPARP se purificé.

El inserto de Nter LbPARP se ligd con el vector Champion™ pET SUMO mediante
clonacién T/A realizando la siguiente reacciéon: 4,0 uL H.Odd, 2,0 pL de inserto (22,1
ng/uL), 1,0 yL del vector (25 ng/pL), 1,0 yL de buffer 2X de ligasa T4 (Tris-HCLl pH 7,8 60
mM; MgCl, 20 mM; DTT 20 mM; ATP 2 mM; PEG8000 10%) vy 1,0 uL de ligasa T4 (1U/ pL).
La reaccion de ligaciéon se dejé a 16 °C toda la noche. Al dia siguiente, 5 yL de la
reaccion de ligacidon se transformaron en células de E.coli Top10 bajo condiciones
anteriormente descritas usando como marcador de seleccién kanamicina.

Las transformantes obtenidas fueron rastreadas por PCR evaluando presencia y
adecuada direccionalidad del inserto . La presencia del inserto se evalué con los
primers Fw-LbPARP y Rv-Nter LbPARP mientras que la direccionalidad se determind
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con los primers Fw-SUMO (5’-AGATTCTTGTACGACGGTATTAG-3’) y Rv-Nter LbPARP
(2783 bp). Los productos de PCR fueron corridos en gel de agarosa TBE 1X. Los clones
positivos para presencia y direccionalidad del inserto se inocularon en 10 mL de LB
suplementado con kanamicina (50 pg/mL) y se dejaron en incubacion a 37 °C por 16h
con agitacién constante.

Al siguiente dia los indculos de toda la noche se sometieron a extraccion de plasmido
por lisis alcalina protocolo que se ha expuesto con anterioridad. Los plasmidos
obtenidos fueron evaluados nuevamente a través de PCR y secuenciamiento para
corroborar su identidad.

5.2. Ensayos de Poli-ADP ribosilacion

Paralelo a la obtencién de los diferentes constructos de LoPARP para llevar a cabo el
estudio de la actividad enzimatica a nivel in vitro, se produjeron diferentes proteinas
como controles de ADP-ribosilacion para la implementacién del ensayo como se
describe a continuacion.

5.2.1. Ensayo de ADP-ribosilacion in vitro

e Generacion de controles de actividad TcPARP, ToPARP, HscatPARP y
HscatiPARP recombinantes

La expresiony purificacion de varias proteinas recombinante se empleé como método
para obtencién de los controles positivos y negativos de actividad funcionalin vitro. En
el caso de los controles positivos, las PARPs de Trypanosoma cruziy brucei (TcCPARP y
TbPARP), asi como la version catalitica de la PARP 1 de humano (HscatPARP) fueron
obtenidas; para el control negativo, la versidn inactivada (HscatiPARP) fue producida.
Las dos PARPs de tripanosomas fueron expresadas a partir de los plasmidos pET22-
b(+) TcPARP y TbPARP los cuales fueron donados por el laboratorio de ADP-ribdsidos y
Enfermedades Parasitarias INGEBI-CONICET liderado por la Dra. Salomé Vilchez
Larrea en Buenos Aires, Argentina.

TcPARP y TbPARP fueron expresadas en la cepas de E.coli BL21 Rosetta 2 (DE3) y BL21
Codon + (DE3) RILP, respectivamente. Para la induccion de la expresién de las
proteinas, se partié de la dilucion de un pre inoculo de toda la noche en 200 mL de
medio 2X-YT en un factor 1:50, el medio fue suplementado en ambos casos con
ampicilina (100 pg/mL) y cloranfenicol (50 pg/mL), luego, se dejaron los medios a 37 °C
a agitacion constante hasta alcanzar una OD a 600 nm de 0,6. Antes de realizar la
induccidn, los cultivos se dejaron en bano frio aproximadamente por 1 h, terminado
este tiempo, se agregd benzamida 5 mM e IPTG 0,1 mM y se dej6 induciendo toda la
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noche a 20 °C a agitacién constante. La induccién se evalué a través de SDS-PAGE,
como se ha descrito anteriormente39-6468.69,

Por otro lado, la porcién catalitica de la PARP humana activa e inactiva se obtuvieron
desde los plasmidos pET26-b(+) HscatPARP y HscatiPARP, estos fueron facilitados por
el laboratorio del profesor Mathias Ziegler. Ambas proteinas fueron expresadas en
células de E.coli BL21 (DE3) empleando una metodologia similar a la descrita para la
obtencidén de las PARPs de tripanosomas, en esta ocasion, el antibidtico empleado fue
kanamicina (50 pg/mL )%.

La purificaciéon de las proteinas recombinantes a partir de la fraccion soluble de los
lisados celulares de E.coli se realizé6 empleando la cromatografia de afinidad IMAC
como se describié previamente para 6xHis tLbPARP.

e Ensayos enzimaticos

Para determinar la actividad de ADP-ribosilacion de tLbPARP se realizaron ensayos de
Inmunodeteccidn de los polimeros generados de ADP-ribosa (PAR) a través de western
blot. Se partio6 de las proteinas recombinantes parcialmente purificadas y dializadas,
estas se dispusieron en buffer de reaccién (PBS 1X, 10 mM MgClL,pH 7,5) en una
concentracion final de 100 ng/uL, se incubé a 30 °C por 1 h con concentraciones de
NAD* de 100, 500y 1000 uM para el caso de 6xHis-tLbPARP. En cuanto a los controles,
se incubaron con 1000 uM de NAD®. En experimentos posteriores, se suplementé el
medio de reaccion de 6xHis-tLbPARP con 100 ng de 6xHis HscatiPARP y se hicieron
variaciones en los tiempos de incubacion ¢’.

Unavezterminado laincubacion, se agrego buffer de carga 1X (Tris 0,083 M, SDS 1,74%,
Glicerol 15%, B-mercaptoetanol 5,5% y azul de bromofenol 0,002%) y se calentaron las
muestras por 10 minutos a 95 °C. Luego, parte del medio de reaccion se corrié en un
SDS-PAGE en gradiente (4-15% Mini-PROTEAN® TGX Stain-Free™ Protein Gels) a 150 V
por 1 h. Terminada la corrida, se realizd la electrotransferencia (Trans-Blot Turbo
Transfer System Bio Rad) sobre membrana de nitrocelulosa haciendo uso del programa
Standard SD, terminada la transferencia, se incubd la membrana en solucién de
bloqueo (5% leche descremada-TBS-T) a temperatura ambiente por 1 h 547°,

La membrana de nitrocelulosa se secciond en tres partes: Una seccién se destind
exclusivamente para reconocimiento de PAR por lo que se dejé interaccionando con
un anticuerpo monoclonal para el reconocimiento de estos polimeros (Poly(ADP-
ribose), mAb (10H)-Enzo) en una dilucion 1:10000. Otra de las secciones de la
membrana se utilizé para hacer la deteccidon del tag de seis histidinas de las proteinas
recombinantes en cuestidon haciendo uso del a-6xHis-mouse 1:5000 (Abcam). La
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ultima de las secciones se utilizé para detectar en extractos celulares a HscatPARP que
estaba fusionada con EGFP y estaba siendo expresada en mitocondrias de células
HEK-293, esto, como un control positivo adicional; por lo tanto, la deteccién de esta
proteina se hizo empleando un anticuerpo de reconocimiento de EGFP (Monoclonal
Antibody (JL-8)-TakaraBio) en una dilucién 1:15000. Todos los anticuerpos fueron
diluidos en una soluciéon 5 % leche TBS-T. La incubacién con los anticuerpos primarios
se hizo a 4 °C, toda la noche a agitacion constante %47°,

Al dia siguiente se hicieron tres lavados de 15 minutos cada uno con TBS-T, a
continuacién, las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario a-mouse
(Pierce™ Antibody-Thermo Scientific) conjugado con HRP en un factor de 1:10000 en
una solucién 5 % leche TBS-T a temperatura ambiente por 1h. Terminado este tiempo,
se realizaron tres lavados de 15 minutos cada uno con TBS-T 7°.

El revelado se hizo a través de quimioluminiscencia (SuperSignal™ West Pico PLUS
Chemiluminescent Substrate), se prepard una solucién luminol/peréoxido de
hidrégeno en una proporcion 1:1y se vertioé sobre las membranas, se dejo interactuar
por tres minutos. La adquisicién de las imagenes se hizo con el sistema ChemiDoc MP
ImagelLab PC System &7,

5.2.2. Evaluacion de actividad de poli ADP-ribosilacion in vivo en HEK-293 y HeLa S3

e Obtencion de los plasmidos pCMV MTS EGFP Cter LbPAR y catTcPARP

Para la obtencion de los plasmidos recombinantes de expresion en células de
mamifero se partié de los plasmidos pET22-b(+)TcPARP, pET26-b(+)Cter LbPARP y
EGFP MN14, a cada uno de estos plasmidos se le hizo un PCR empleando primers
especificos para la amplificacion de los insertos caracteristicos (catTcPARP, Cter
LbPARP y EGFP), esto, haciendo uso del kit Platinum™ SuperFi™ DNA Polymerase-
Thermo scientific. Las reacciones se hicieron en un volumen final de 20 pL (10 uL PCR
mix, 1 yL forward primer (10 uM), reverse primer (10 uM), 4 yL enhancer, 3 yL H.Odd y
1 puL de plantilla) empleando un perfil térmico que consistié desnaturalizaciéon 94°C/10
min seguidos de 35 ciclos de amplificacién con pasos de desnaturalizacién 94 °C/30
s, annealing 52 °C /30 s y extension 72 °C/45 s; se programo el ultimo ciclo con pasos
de extension de 72°C/10 miny hold a 4 °C 2.

Tabla 4. Primers empleados en la construcciéon de pCMV mito Cter LbPARP y catTcPARP

No. Nombre E"z"f’a .d,e Secuencia (5’-3’)
Primer Restriccion
1 Fw-EGFP Pstl GCGGCTGCAGATGGTGAGCAAGGG
2 Rv-EGFP Ninguna CTTGTACAGCTCGTCCATGC
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Fw- .
3 CterLbPARP Ninguna CCGCTGCAAAACCGTGTTGG
Rv-
4 CterLbPARP Sall GCGGGTCGACGCGGGTAAACAGAAATTGC
5 Fw-catTcPARP Ninguna CAGCTCCTGGAGGATGATGC
6 Rv-catTcPARP Sall GCGGGTCGACATGATATTTAAACCCCACATG

Los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 1 % en TAE 1X/Bromuro de
etidio, terminada la corrida electroforética, se cortaron las bandas correspondientes
a los insertos de interés y se purificaron con el kit QIAEX Il System. Para la obtencion
de los insertos acoplados a EGFP: EGFP-catTcPARP y EGFP-Cter LbPARP, los
amplicones catTcPARP y Cter LbPARP fueron fosforilados en sus extremos 5’y 3’ con
la enzima T4 polinucledtido quinasa (10 U/ pL) en 20 pL de buffer de reaccion: 2 pL
buffer APNK 10X, 2 uyL 10 mM ATP, 1 uL T4 PNKy 15 pL producto de PCR a 37 °C por 45
min 72—74.

Terminado el tiempo de fosforilacién, los insertos fosforilados fueron purificados
nuevamente con el kit QIAEX |l System para luego ligarlos alinserto EGFP con laenzima
T4 ligasa (10 U/ulL), esto se hizo en el siguiente buffer de reaccién: 4 uL EGFP, 4 pL
fosfo- catTcPARP/CterLbPARP, 1 pL buffer T4 DNA ligasa 10Xy 1 uyL T4 DNA ligasaa 16
°C por16h7’s.

Para obtener EGFP-catTcPARP y EGFP-CterLbPARP con la direccionalidad adecuada,
se realizé una PCR con los primeros Fw-EGFP y Rv-catTcPARP/CterLbPARP, los
productos de PCR fueron corridos en gel de agarosa al 1% TAE 1X/Bromuro de etidio.
Posteriormente, se cortaron las bandas correspondientes a los insertos y se
purificaron 2.

La ligacion de los insertos purificados en los plasmidos de expresién, se empezd por
hacer la doble digestidon de 1ug del plasmido pCMV-MTS (mitocondrial targeting site)
con las enzimas Pstl y Sall en un volumen total de 20 pL (2 pL buffer 3 10X, 1 pL Pstl, 1
pL Sall, 1,43 yL pCMV-MTS, 14,57 uL H,Odd) a 37 °C por 4 h. Posteriormente, el
plasmido doblemente digerido se purificd y se ligd empleando T4 ligasa con los
insertos previamente obtenidos (5 pL inserto, 3 pL vector, 1 yL buffer DNA ligasa 10Xy
1 uL T4 DNA ligasa)a 16 °C por 16 h 7577,

Con el producto de ligaciéon se transformaron células de E.coli JM109 por choque
térmico. Después de la recuperacién de las células, estas se platearon en Lb-agar
suplementado con ampicilina (100 pg/mL). Elrastreo de clones se hizo através de PCR
de colonia; para esta amplificacion se hizo uso de los primers forward que anillaban
en laregiéon 5’ de los genes que producian las proteinas Cter LbPARP y catTcPARP, y el
primer reverse BGH (5’-TAGAAGGCACAGTCGAGG-3’) que anillaba en la region del
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terminador BGH del plasmido. Los productos de PCR fueron evaluados en geles de
agarosa al 1 % en TAE 1X/Bromuro de etidio. Los clones que resultaron positivos del
rastreo se inocularon en 50 mL de medio LB suplementado con ampicilina (100 pg/mL),
este, seincubd a 37 °C por 16 h a agitacion constante 8.

Para la extraccién del pldsmido recombinante de las células bacterianas, se tomod 1
mL del medio incubado toda la noche para realizar un miniprep con el kit Miniprep—
NucleoSpin Plasmid (TakaraBio) y el resto del cultivo se dispuso para un maxiprep con
el kit Maxipreps for plasmid DNA purification—NucleoBond Xtra Maxi/Maxi Plus
(TakaraBio), los plasmidos purificados fueron cuantificados por espectroscopia UV-
vis. Su identidad fue corroborada por ensayos con enzimas de restriccion y
secuenciacion 57879,

o Determinacion de actividad enzimatica de PARPs mediante deteccion de polimeros
de ADP-ribosa en células HeLa S3 por inmunocitoquimica

Las células HelLa S3 fueron cultivadas en una placa de 24 pozos en medio DMEM (37
°C-5,0% COy,), suplementado con suero fetal bovino 10% (v/v) (DMEM completo), 100
U/mL de potasio de penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina sulfato; antes de
sembrar las células en cada pozo, en el fondo de cada uno de estos se colocd un
cubreobjetos (no 1,5; @ 12 mm). Se sembraron cerca de 75000 células en cada pozo
un dia antes de la transfeccién en 1 mL de medio. Al siguiente dia, se cambié el medio
y las células se transfectaron respectivamente con 1 pg de los plasmidos pCMV-MTS-
EGFP, pCMV-MTS-EGFP-catHsPARP, pCMV-MTS-EGFP-catTcPARP y pCMV-MTS-
EGFP-CterLbPARP haciendo uso del agente de transfecciéon X-tremeGENE 9™
siguiendo las indicaciones del fabricante 8%,

Luego de 24 h, se removi6 el medio de transfeccidony se lavaron las células con 1 mL
de PBS 1X, luego, las células fueron fijadas durante 25 min a temperatura ambiente
con 500 uL de paraformaldehido frio al 4 % (v/v) en PBS 1X. Las células fijadas fueron
lavadas con 1 mL de PBS 1Xy permeabilizadas por 10 min con 500 yL de una solucion
de Triton-X-100 al 0,5 % (v/v) en PBS 1X, terminado este paso, se hizo un lavado con 1
mL de PBS y se procedio a hacer el blogqueo por 1 h atemperatura ambiente con 1 mL
de medio DMEM completo, terminado el bloqueo se hizo un lavado con PBS .

Para el reconocimiento de las cadenas de ADP-ribosa se empled el anticuerpo
primario Poly(ADP-ribose), mAb (10H)-Enzo, este se diluyd en un factor 1:1000 en
medio DMEM completo, se agregaron 250 pL de esta dilucién a cada pozo y se dejé
incubando a 4 °C por 16 h. Al dia siguiente, se hacen lavados entre 1 a 5 min con 1 mL
de PBS, continuando con un lavado de 1 a5 min con 1 mL de una solucién de Triton-X-
100 al 0,1 % (v/v) en PBS, el ciclo de lavados se termina con uno adicionalde 1 a 5 min
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con un 1 mL de PBS. La incubacién del anticuerpo secundario (Alexa Fluor® 594-
conjugated goat anti-mouse (IgG H + L)), se hizo con 250 pL de una dilucién 1:1000 de
este anticuerpo en medio DMEM completo dejando interactuar a temperatura
ambiente por 2 h, terminado este tiempo se volvié a hacer un ciclo de lavados similar
al descrito anteriormente .

Para visualizar los nucleos de las células, se agregaron 500 pL por 10 minutos de una
solucion de DAPI en un factor 1:20000 en PBS 1X, se realizd otro ciclo de lavados .

Finalmente, los cubreobjetos fueron tomados del fondo de los pozos y dispuestos en
un portaobjetos utilizando solucién de montaje, las imagenes fueron adquiridas en el
microscopio confocal de fluorescencia Leica TCS SP8 STED 3X .

o Determinacion de actividad enzimatica de PARPs mediante deteccion de polimeros
de ADP-ribosa en extractos de células HEK-293 por western blot

Las células HEK-293 fueron cultivadas bajo las mismas condiciones que las células
Hela S3, un dia antes de la transfeccion las células se sometieron a un proceso de
tripsinizacidony fueron contadas con una camara de Neubauer, se sembraron cerca de
250,000,000 células por pozo en una placa de 6 pozos. Al dia siguiente las células
fueron transfectadas empleando una metodologia similar a la descrita con las células
Hela S3, en este caso se implementd un control positivo adicional el cual consistia en
un plasmido que codificaba HscatPARP con una senal de direccionamiento a
peroxisomas (pex-catHsPARP), asi como los controles de células no transfectadas y
células transfectadas con un plasmido que codificaba para una proteina sin actividad
de PARP: EGFP 881,

Pasadas 24 h de la transfeccidn, las células se lavaron con 1 mL de PBS y se agregé
120 pL de buffer de lisis (20 mM Tris-HCL pH 7,4, 150 mM NaCl, 2% (p/v) SDS,1 mM
EDTAy 1 mM 3-aminobenzamida). El lisado celular fue recolectado con un raspador
celulary dispuesto en un tubo de 1,5 mL, las muestras se pasaron por una jeringa de
calibre 23 hasta que se alcanzaba mayor fluidez del lisado. La cuantificaciéon de
proteinas totales se hizo a través del método BCA con una dilucién 1:10 del lisado ®°.

70 pg de proteinas fueron cargados por pozo en un gel 4-15% Mini-PROTEAN®. El
procedimiento de western blot se realizé de manera similar al descrito en la seccién
5.2.1, empleando como anticuerpo primario Poly(ADP-ribose), mAb (10H)-Enzo
(1:10000) para la deteccién de los polimeros de ADP-ribosa y a-EGFP Monoclonal
Antibody (JL-8)-TakaraBio (1:15000) para la deteccion de las proteinas fusionadas a
EGFP expresadas en cada ensayo. El control de carga se realiz6 a través del
reconocimiento de B-tubulina con el anticuerpo primario a- B-tubulina (abcam)
(1:10000) y el anticuerpo secundario a-conejo IgG conjugado con HRP (Invitrogen)
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(1:10000) ®°.

5.3. Determinacién de localizacion celular de LbPARP en promastigotes de
Leishmania braziliensis mediante el desarrollo de una herramienta
inmunolégica en modelo aviar

¢ Inmunizacion de gallinas para la produccion de anticuerpos a-6xHis-tLbPARP

Dos gallinas Hy-Line Brown de 84 semanas fueron inoculadas; una de ellas (#713), en
todas las ocasiones, con 150 pg de 6xHis-tLbPARP purificada a través de la
metodologia de cuerpos de inclusion (apartado 5.1.1) y la otra, siendo la gallina control
(#720), se inoculd con PBS 1X. El esquema de inmunizacion disefado fue de 30 dias el
cualconsté de cuatroinoculaciones enlos dias 1, 13,21y 28. Enla primerainoculacion
el antigeno se suministré en soluciéon con adyuvante de Freud completo en una
relacién 1:1 de adyuvante: antigeno en volumen. El resto de inoculaciones se hicieron
con adyuvante de Freud incompleto manteniendo la misma proporcién en volumen
como se describe en la tabla 5 82,

Tabla 5. Esquema de inmunizacion de modelo aviar para la obtencién de IgYs contra 6xHis-tLbPARP.

Dia de Antigeno Suero
is- Ad t lectad
inoculacion 6xHis-tLbPARP PBS 1X yuvante | colectado
(ug) (uL) (S)
S
1 150 150 Completo .
preinmune
13 150 150 Incompleto S1
21 150 150 Incompleto S2
28 150 150 Incompleto S3

La inmunizacién y el mantenimiento de los animales empleados en este ensayo se
realizaron en el centro de produccién avicola de la Facultad de Medicina Veterinaria de
la Universidad Nacional de Colombia sede Bogota, de acuerdo con las condiciones de
mantenimiento y manejo de animales, siguiendo las normas éticas establecidasy con
acompafnamiento y asesoria de profesionales entrenados.

e Recolecciony evaluacion de sueros de gallina a-6xHis-tLbPARP

Para la evaluacion de la produccién de anticuerpos aviares, se tomaron un total de
cinco sangrias: Una antes de la primera inoculaciéon (preinmune), una antes de cada
inoculacion (S1, S2 y S3) y la quinta (S4) se tomd una semana después de la ultima
inoculacion. Cada una de estas contuvo un volumen entre 1y 2 mL. Las muestras se
tomaron desde la vena alar con jeringas de 5 mL en tubos recubiertos con EDTA, se
incubaron a 37 °C por 30 min y se centrifugaron a 12000 rpm durante 20 min a 4 °C. El
suero se tomo6 del sobrenadante y se almacend a -20 °C en glicerol al 20 %. Las
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capacidad de reconocimiento de las sangrias obtenidas al antigeno de interés se
realizd a través de ensayos de western blot, empleando como anticuerpo primario las
sangrias obtenidas en una dilucion 1:2500 en TBS-T y como secundario y a-Chiken-
Donkey acoplado a fosfatada alcalina (FA) (Sigma) en un factor de 1:10000. En
experimentos posteriores aplicando la misma técnica, se evalué la minima cantidad
de antigeno que podia reconocer un dilucién de 1:2500 de S4 a-6xHis-tLbPARP
variando la cantidad de antigeno desde los 250 hasta los 4 ng. Asi mismo, se determiné
la maxima dilucion de S4 a-6xHis-tLbPARP capaz de reconocer 250 ng de 6xHis-tLbPAR,
empezando por la dilucién 1:2500 hasta 1:20000 ©5.

e Purificacion de anticuerpos policlonales a partir de yema de huevo de gallina (IgYs)
a-6xHis-tLbPARP

Durante los 30 dias del esquema de inmunizacion, se recogieron un total de 27 huevos
de la gallina #713 cuyas yemas se sometieron a una extraccion de IgYs. Para lo anterior,
las yemas en primera instancia fueron separadas de la clara, las yemas fueron
depositadas en un Falcon de 50 mL y se disolvié en 2 volumenes de PBS 1X, de lo
anterior resultaba un solucién de un volumen aproximado de 50 mL. De cada una de
las soluciones de yema obtenidas, se tomaron 500 pL y se depositaron en un
Eppendorfde 2 mL en donde posteriormente se agregaron 500 uL de acetona con el fin
de deslipidar las muestras, esto, se incubd a -20 °C por 2 h. Luego, las 27 muestras se
centrifugaron a 8000 rpm por 10 min y el sobrenadante se retird 8.

Luego de la deslipidacién, se agregd a la muestra 500 pL de una solucidon de
polietilenglicol 6000 (PEG6000) 3,5 % (p/v) en PBS 1X. El pellet se resuspendid y se
incubd en bano de hielo a 4 °C durante 10 min, terminado este tiempo, las muestras se
centrifugaron a 12000 rpm a 4 °C por 20 min. Los sobrenadantes resultantes de
transfirieron a un nuevo Eppendorf de 2 mL y se les agregd6 PEG6000 para una
concentracion final de 8,5 %, las muestras se volvieron a someter a incubacion y
centrifugacion. A los pellets resultantes se les agregd 500 pL de una solucion de
PEG6000 al12% en PBS 1X pararealizar un tercer proceso de precipitacion. Los pellets
obtenidos de este ultimo paso fueron resuspendidos en 250 pyL de PBS 11X y
almacenados a-20 °C. El proceso de precipitacion de IgYs fue monitoreado a través de
SDS-PAGE al 12 %; para la obtencién de las muestras, se tomé una alicuota de
sobrenadantes y pellets de cada paso de la precipitacion. A los pellet se les agrego
buffer de carga 1X y a los sobrenadante se les agregd buffer de carga 6x para una
concentracion final de 1X. Luego de unaincubacion de 10 min a 95 °C, las muestras se
cargaron en el gel 848°,

e Evaluacion de IgYs a-6xHis-tLbPARP mediante western blot y ELISA

Para los ensayos de western blot se empezé por la cuantificacion de proteinas en las
muestras de IgYs obtenidas después de la precipitacion, esto se hizo a través de
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espectrofotometria UV-vis a 280 nm. Con la muestra que presentd mayor cantidad de
proteinas se procedié a realizar los experimentos por western blot. Para esto, 250 ng
de 6xHis-tLbPARP purificada por cuerpos de inclusién, 250 ng de BSAy una muestra de
fraccidon insoluble proveniente de un lisado celular de E.coli que expresaban la proteina
de interés, se corrieron en un gel de proteinas SDS-PAGE, el cual fue posteriormente
electro transferido siguiendo el flujo de trabajo para este protocolo. Una dilucidon de
1:1000 del IgYs purificadas fue empleado como anticuerpo primario.

En el caso de los ensayos de ELISA, se inicié con la ejecuciéon de un ELISA preliminar
con el fin de determinar las condiciones 6ptimas bajo las cuales se iba evaluar el
reconocimiento del antigeno por parte de las IgYs de todos los huevos. De esta manera,
tres cantidades de 6xHis-tLbPARP fueron evaluadas: 1000 ng, 500 ngy 250 ng; estas se
prepararon en buffer carbonatos (Na,CO3;/NaHCQO; 300 mM - pH 9,6). Asi mismo, tres
diluciones de anticuerpo fueron probadas: 1:200, 1:500 y 1:1000; provenientes de la
muestra que presentd mayor cantidad de proteinas. El protocolo se inicié con la
inmovilizacion de 100 yL de antigeno (6xHis-tLbPARP) en una placa de ELISA de 96
pozos (Greiner Bio-One MICROLON™)y se dejé incubar a4 °C durante 16 h. Al siguiente
dia se hicieron tres lavados con PBS 1X pH 7,5 y se siguid con la etapa de bloqueo
agregando 200 pL de una solucion de PBS-leche al 5 % (p/v) dejando incubar a
temperatura ambiente (RT) por 2 h. Posteriormente, se volvieron a realizar tres lavados
y se procedié a la incubacién con 100 pL de las diferentes diluciones de anticuerpo
primario a RT por 2 h. Luego de lavar con PBS, se adicionaron 100 pyL de anticuerpo
secundario a-chicken acoplado a HRP (Invitrogen) en una dilucién 1:10000 en PBS y se
dejo interaccionar a RT por 2 h. 100 pL de sustrato TMB (Thermo Scientific ™) fueron
agregados por pozoy se dejo el desarrollo de color bajo condiciones acidas durante 15
min. La lectura de la placa se hizo en el lector MicroFill™ - Biotek a 450 nm. El mismo
protocolo se llevd a cabo para evaluar el reconocimiento del antigeno por parte de las
IgYs purificadas de todos los huevos, adicionalmente, se empled BSA como control de
reconocimiento .

e Evaluaciéon y purificacion por afinidad a antigeno de anticuerpos de gallina
provenientes de suero

1 mg de 6xHis tLbPARP se transfirié a una membrana de nitrocelulosa, las proteinas no
unidas a la membrana se lavaron en dos ocasiones con TBS-0,2 %Tween 20 y glicina
100 mM, pH 2,5. Se procedid con el paso del bloqueo en el que la membrana se dejo
interactuar con una solucién de TBS-T leche al 5 % a RT durante 1 h. Luego, la
membrana fue lavada en tres ocasiones con TBS-T y se fragmenté en trozos pequenos,
estos trozos pequenos se dejaron en interaccidn con el suero (S5) a-6xHis-tLbPARP a
RT durante 16 h con agitacién constante. Al dia siguiente, el suero remanente se retiré
(no unidas) y los trozos se lavaron en tres ocasiones con TBS-T. Para la elucién de los
anticuerpos, se agregaron 150 pyL de una solucién glicina 100 mM, pH 2,5y se dejo
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interactuar por tres minutos con una agitacién vigorosa, a los eluidos obtenidos, se les
adicionaron 15 pL de una solucién Tris-HCL 2M, pH 8,5. Se obtuvieron tres eluidos (E1,
E2y E3) de este proceso y las muestras fueron almacenadas a -20 °C ¥’.

Para la evaluacion de las IgYs a-6xHis-tLbPARP, se hicieron experimentos de dot blot.
Brevemente, diferentes porciones de membrana de nitrocelulosa fueron humedecidas
en buffer de transferencia, posteriormente dispuestas sobre papel Whatman, en ellas
se sembraron 250 ng de 6xHis-tLbPARP esperando hasta que la cantidad sembrada se
absorbiera sobre la membrana, luego, el protocolo se siguid de manera similar al
realizado en western blot, en donde los anticuerpos primarios acd probados
consistieron en la fraccién de anticuerpos no unidos, los tres eluidos y S4 sin purificar;
250 ng de BSA fueron empleados como control de inmunoreconocimiento .

e Determinacion de localizacion subcelular de LbPARP en promastigotes de
Leishmania braziliensis

Promastigotes de L. braziliensis (M2904 MHOM/BR/75M2904) en cultivo Schneider, pH
7,4 (Sigma) suplementado con suero fetal bovino al 10 % fueron centrifugados y
resuspendidos en el mismo medio con diferentes concentraciones de H,O,: 0 pM, 250
MMy 500 pM; se incubaron por 10 minutos. Terminado este tiempo, los parasitos se
centrifugaron a 4 °C a 5000 rpm por 5 min y se lavaron con 1 mL de PBS 1X, este
procedimiento se repitié en tres ocasiones. Cerca de 3 x 10° promastigotes se
aplicaron sobre laminas tratadas con poli-L-lisina y fueron fijados con 15 pL de
paraformaldehido frio y filtrado al 4 % a RT durante 1 h, terminado este tiempo, se
hicieron dos lavados con 100 pL de PBS 1X. El paso del bloqueo se realizé con una
solucion de BSA al 3 % suplementada con Tritén-x100 0,5 %, en PBS 1X y se dejo
incubando a 37 °C por 1 h en camara humeda, se continud con dos lavados con PBS
1Xy se adicionaron 15 pL de diferentes concentraciones de E1 delinciso anterior como
anticuerpo primario: 1,0 mg/mL, 5,5 mg/mLy 10 mg/mL; se dejé incubando a 4 °C por
16 h. Una dilucion 1:1000 de suero pre inmune y una 1:1000 de a-tubulina ratén
(Invitrogen) fueron implementados como controles. Seguida de la incubacién del
anticuerpo primario, se hicieron tres lavados con PBS 1Xy se procedi6 a incubar con
15 yL de anticuerpo secundario a-chicken conjugado con Alexa-488 (Invitrogen) en un
factor de 1:1000 dejando incubar a 37 °C por 1 h. Luego de hacer los lavados con PBS
1X, se incubé cada pozo con 10 yL de DAPI (1 ug/mL) a RT por 15 min, se siguié con dos
lavados con PBS 1Xy uno con H,Odd. Finalmente 10 yL de glicerol por pozoy las placas
se sellaron con un cubreobjetos. Las imagenes fueron adquiridas en el microscopio de
fluorescencia Zeiss Axio Oberver en el departamento de Biologia de la Universidad
Nacional de Colombia 8.
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5.4. Exploracionin silico de componentes de ADP-ribosilacion en parasitos del
género Leishmania

En esta secciodn se hizo la identificacion de proteinas candidatas que podrian estar
involucradas en sistemas de ADP-ribosilacidon en parasitos del género Leishmania a
través de herramientas bioinformaticas. Adicionalmente en este trabajo se abordé el
estudio in silico para la determinaciéon de posibles sitios de modificacion
postraduccional de LbPARP evaluada alo largo de este estudio con el fin de profundizar
en potenciales mecanismos de regulacion de la proteina de interés.

o Identificacion y caracterizacion de proteinas candidatas mediante plataformas
bioinformaticas

Las obtencién de las diferentes secuencias de las proteinas de Leishmania se hizo a
través de la busqueda de homologia de estructura tridimensional mediante el
programa Foldseek (https://search.foldseek.com/search) tomando como candidatas a
las proteinas con E valor mas bajo con respecto a las plantillas implementadas: el
dominio ARTD de PARP1 y PARP10 (PDB: 6BHV y 6FXI), PARG (PDB:4L2H), MacroD2
(PDB:41QY) y ARH3 (PDB:7AKS); todas provenientes de humano. Los modelos
estructurales fueron generados con AlphaFold3 (https://alphafoldserver.com-
/welcome) y superpuestos con el programa ChimeraX . Con la secuencia de
aminoacidos de cada uno de los diversos candidatos se determinaron diversos
aspectos fisicoquimicos de estos mediante el programa ProtParam 8-,

e Prediccion de sitios de modificacion postraduccional del candidato a LbPARP

La secuencia aminoacidica del candidato (XP_001565567.1) se introdujo en varios
servidores bioinformaticos para la determinacién de diferentes sitios que pudieran
estar sujetos a modificacion en su secuencia: fosforilacion (NetPhos 3.1:
https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetPhos-3.1/), sumoilacién (DeepSumo:
http://deepsumo.renlab.org/server.html), ubiquitinaciéon y metilacion (MusiteDeep:
https://www.musite.net), estas modificaciones han sido reportadas previamente en
PARPs de otras especies %%,

6. Resultados y discusion

6.1. Construccion del plasmido recombinante pQE30-tLbPARP

En un trabajo previo se logré identificar un candidato a PARP en el genoma de
Leishmania braziliensis de la cepa MHOM/BR/75/M2904 (ID : 5416151) a través de
métodos bioinformaticos, en donde se evidencid la conservacién de la triada catalitica
por parte del candidato presente en ortdlogos de otras especies y del dominio de
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dedos de zinc el cual se relaciona con la unién a DNA. A partir de este estudio in silico
se planteo el analisis experimental del candidato. De esta manera, se propuso el
disefo de un sistema heterdlogo para la produccion de la proteina recombinante con
el fin de evaluar la funcionalidad y ubicacidon subcelular del candidato a Lbparp, esto,
haciendo uso del sistema procariote E.coli.

Durante la expresion de proteinas recombinantes en sistemas heterdlogos, es comun
que se alteren los procesos de plegamiento, agregacion y degradacion de proteinas,
con el fin de mantener la homeostasis a nivel proteico. En el caso de E.coli, se
salvaguarda la homeostasis de proteinas a través de la formaciéon de agregados
insolubles de biomacromoléculas denominados cuerpos de inclusién (IBs) en donde
se dispone la proteina recombinante que esta siendo expresada, aunque en estas
estructuras se encuentra una gran cantidad de la proteina de interés, por lo general no
se encuentra en su plegamiento nativo y de igual forma, su purificacién se dificulta por
métodos cromatograficos. La formacion de IBs esta determinada por diversos
factores, como la composicidon de aminoacidos (aa), la longitud de la proteina que se
estd expresando, la temperatura de induccién, la concentracién del inductor en el
medio, entre otros .

Teniendo en cuenta la masa molecular hipotética del candidato (120 kDa) y
considerando multiples aproximaciones al estudio funcional de PARPs en humanos
realizadas a través de la clonacién de su dominio catalitico, como lo muestra Simonin
etal, se decidi6 disenar la estrategia de clonacién partiendo del dominio catalitico de
este que corresponde a la regién C-terminal (tLbparp, ~30 kDa), con el fin de facilitar la

expresion de esta proteina en el sistema heterdlogo y asi mismo evitar la formacién de
IBS 56,97-99

Como paso inicial para la obtencién de la proteina recombinante se realizo la
subclonacioén de tLbparp en el vector de expresion pQE30 (figura 17). De esta manera,
el inserto de tLbparp (732 bp) obtenido a partir de Lbparp (3300 bp) por PCR anidada
se clond en elvector pGEM-T/TAy se ligd con T4 ligasa, se transformaron células E.coli
TOP10 en donde se obtuvieron multiples colonias, las cuales se evaluaron por PCR de
colonia . Luego de realizar la lisis alcalina sobre las colonias seleccionadas se obtuvo
el plasmido de mantenimiento recombinante pGEM-T-tLbparp.

Los plasmidos pGEM-T-tLbparp y pQE30 vacio se sometieron a digestién con BamHIly
Hindlll para generar los extremos cohesivos correspondientes, estos fragmentos se
ligaron con T4 ligasa y el producto de ligacién se transformd en células E.coli JM109,
de esta transformacidén se obtuvo una colonia que se evalué por PCR de coloniay se
sometié posteriormente a lisis alcalina para la extraccion del plasmido de expresion
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recombinante pQE30-tLbPARP. La verificaciéon de la identidad de pQE30-tLbPARP se
realizé a través de experimentos de PCR empleando diferentes sets de primers en
donde entodos los casos fue posible visualizar la presencia de los amplicones de peso
esperado. Por otro lado, la identidad del plasmido recombinante también fue posible
confirmarla a través de secuenciamiento, obteniendo una identidad del 99,85%.
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Figura 17. Generacion e identificacion del plasmido recombinante pQE30-tLbPARP. A. Amplificacion del
candidato Lbparp (3300 bp) mediante PCR a partir de gDNA. B. PCR de colonia de transformantes
pGEM-T-tLbparp en TOP10 (1-5). C. Subclonacion doble digestion de vector vacio (pQE30dd -3461 bp)
y liberacion de inserto (tLbPARP - 732 bp). D. PCR de colonia de transformantes pQE30-tLbPARP
JM109 (1). Ey F. Confirmacién de identidad de pQE30-tLbPARP por PCR haciendo uso de varios sets de
primers (set No. 1-4), pQE30 vacio como control. Agarosa al 1% TBE 1X. Tincién con bromuro de etidio.
-: Control negativo (sin plantilla), +: Control positivo (Lbparp como plantilla), MW (bp-gene ruler

Thermo Scientific). G. Mapa de vector de expresion pQE30-tLbPARP.

De esta manera, se logré la clonacion de tLbPARP en un vector de mantenimiento
(PGEM-T-tLbPARP) mediante clonacion T/A y la clonacion en el vector de expresion
pQE-30 mediante clonacién con enzimas de restriccion, este vector fue empleado para
obtencion de la proteina recombinante a evaluar.
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6.2. Expresion de 6xHis tLbPARP en el sistema heterélogo de E.coli

En la expresion de proteinas recombinantes, lafrecuencia de los tRNAs empelados por
el sistema heterélogo en su genoma juega un papel muy importante. La secuencia
asociada alaproteinarecombinante puede presentar codones que se asocianconuna
frecuencia baja de tRNAs en el organismo de expresion, estos codones se denominan
codones raros. La deficiencia de estos tRNAs puede llevar a la incorporacion
incorrecta de aa o/y ocasionar que se dé un truncamiento en la sintesis de la cadena
polipeptidica, afectando la produccién de la proteina recombinante y la calidad de
esta. Igualmente se ha establecido un efecto sobre la cinética de traducciény porende
sobre el correcto plegamiento de la proteina. Este problema se puede solucionar
implementando diferentes estrategias, una de ellas se basa en el uso de sistemas de
expresion modificados que tengan la capacidad de suplir la ausencia de los tRNAs
para estos codones raros %11,

Con el fin de direccionar los experimentos de expresién de la proteina recombinante
en E.coli, se hizo en primera instancia una aproximacion in silico para la seleccién de
la cepa de expresion, para ello se utilizo el servidor ATGme, se analizaron los codones
raros que pudiera presentar tLbparp en su secuencia. El uso de esta herramienta
permitié evidenciar la presencia de varios codones raros en el candidato (figura 3.D),
lo que podria limitar la obtencion de la recombinante. Debido a esto, se eligié la cepa
de E.coli BL21 Rosetta™ 2 (DE3), esta cepa contiene el pldsmido pRARE2 que le otorga
la presencia de varios tRNAs y resistencia a cloranfenicol %1%,

La expresion de la proteina fue evaluada en los transformante obtenidos BL21
Rosetta™ 2 (DE3) pQE30 tLbPARP, para ello, se dejaron preinéculos de tres colonias en
LB suplementado con glucosa al 2% para evitar autoinduccion, iguales condiciones
fueron empleadas para células no transformadas (NT) con el fin de usarlas como
control de expresién. El preinéculo de alta densidad celular se utilizé para preparar el
medio de induccion, al cual se le agregd 0,5 mM de IPTG cuando alcanzé valores de
ODsoonmentre 0,5y 0,6. La induccién se dejé a 37 °C y se monitored por SDS PAGE a las
no inducidas (NI), 4 hy 16 h (ON). De igual forma, se realizé la electrotransferencia de
la muestra de 4 h con el fin de detectar a 6xHis tLbPARP por western blot (figura 18).
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Figura 18. Expresion de 6xHis tLbPARP (30 kDa) en E.coli BL21 Rosetta 2 (DE3). Ay B. Evaluacién de
extractos totales de tres clones (1-3) inducidos con IPTG (0,5 mM). 4h, 16 h (ON), no inducidos (NI) y no
transformadas (NT), MW (kDa). SDS-PAGE al 12% visualizado con azul de Coomassie. C. western blot
en membrana de nitrocelulosa, anticuerpo primario: anti 6xHis (1:5000) y anticuerpo secundario: anti-
ratén conjugado con fosfatasa alcalina (1:10000), MW (kDa). D. Estimacion de incidencia de codones
raros en tLbPARP respecto a E.coli. ATGme software. Rojo: muy raros, Naranja: raros.

Como se presenta en la figura 18, en el sistema heterélogo evaluado no se observa la
expresion de 6xHis tLbPARP. En esencia, esto podria atribuirse a que la serie de
vectores pQE, regulan la expresion de la proteina recombinante con un promotor
sintético derivado del colifago T5 el cual es reconocido por la RNA polimerasa de E.coli
(RNApol). Por otro lado, en el cromosoma de las cepas BL21 (DE3) como la aca
utilizada, se incorpora una copia de la T7 RNA polimerasa (T7-RNApol) via liségeno A
cuya expresion se encuentra regulada por el promotor inducible por IPTG lacUV5
(promotor derivado del operén lac) esta RNA polimerasa presenta unién especifica a
la secuencia del promotor T7, mas no ala del promotor T5. De esta forma, al momento
de realizar la induccion con IPTG, la RNApol tendria preferencia a unirse al operdn
lacUV5 para la expresion de la T7-RNApol, en vez del promotor T5 el cual no se
encuentra presente en su genoma, limitando de esta manera la produccion la proteina
recombinante. Otra posible explicacion a este fendmeno se relaciona con reportes de
la disminucion de la expresion de RNApol enddgena una vez se inicia la expresion de
T7-RNApol, lo que disminuiria la posibilidad de un eventual reconocimiento del
promotor T5 presente en el pldsmido de expresion. Adicionalmente, se resalta que el
uso de la cepa Rosetta 2 (DE3) con codones adicionales, no contribuyd a la expresion
de la proteina en cuestion 104-106,
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Lo anterior obligd el cambio de sistema de expresidon, no en pro de la busqueda de
cepas que tuvieran la capacidad de sobrellevar la expresiéon de proteinas
recombinantes con codones raros, sino que fueran mas aptas para la expresion de
genesrecombinantesregulados con el promotorT5. De esta manera, se transformaron
cepas M15(pREP4) con pQE30-tLbPARP, esta cepa de E.coli contiene el plasmido de
baja copia pREP4, que le otorga resistencia a kanamicina y expresa constitutivamente
el represor lac codificado por el gen lacl, cabe aclarar que esta cepa no posee una
copia cromosdmica de lacl/, lo que hace necesaria la presencia de pREP4 para la
regulacion de expresion de proteina recombinante '%.

Para la expresion de 6xHis tLbPARP se procedié de una manera similar al experimento
anterior, se dejaron preinéculos de 16 h para realizar el medio de induccién a partir de
este, la induccidn se realizé agregando de igual forma 0,5 mM de IPTG y se dejo
induciendo toda la noche, se implementé como control de inducciéon células no
transformadas (NT) y no inducidas (NI). La verificacion de la expresion de la proteina
deinterés se hizo através de SDS-PAGE de extractos totales de proteinasy porensayos
de inmunoreconocimiento via western blot (figura 19).
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Figura 19. Expresidn de 6xHis tLbPARP (30 kDa) en E.coli M15(pREP4). Ay B. Evaluacion de extractos
totales de células inducidas con IPTG (0,5 mM) 16 h toda la noche (ON), 2 h, no transformadas (NT) y
transformadas no inducidas (NI) de dos clones (C1y C2); MW (kDa). SDS-PAGE al 12% visualizado con
azul de Coomassie. C. western blot de extractos de proteinas totales en membrana de nitrocelulosa
para la evaluacion de 6xHis tLbPARP, anticuerpo primario: anti 6xHis (1:5000) y anticuerpo secundario:
anti-ratén conjugado con fosfatasa alcalina (1:10000), MW (kDa). %: proteina de interés

Como se aprecia en la figura 19, los transformantes de M15(pREP4) pQE30-tLbPARP
bajo las condiciones evaluadas permiten la expresion de una proteina, visible tanto en
el SDS-PAGE como en el ensayo de Inmunodeteccion mediante reconocimiento del
tag 6xHis en la region N-terminal.

La proteina expresada se observé en el peso esperado (30 kDa) para 6xHis tLbPARP.
Este peso se determiné a través de la realizacion de una curva de calibracion de las
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migraciones relativas de los patrones de masa molecular e interpolando en la curva el
desplazamiento observado en el gel para la proteina recombinante. De igual forma fue
posible estandarizar el tiempo de induccién, encontrando que el nivel de proteina
recombinante producida en 2 h no presentaba una diferencia notable coninducciones
de 16 h como se observa en los geles de SDS-PAGE. Por lo tanto, considerando que
tiempos prolongados de induccion favorecen la agregaciéon de la proteina
recombinante se establecié las 2 h como tiempo de induccidon para posteriores
ensayos (figura 19.B).

Para determinar la solubilidad de 6xHis tLbPARP, se realizé el fraccionamiento del
extracto total de las células inducidas (figura 20), en donde se puede observar un
enriquecimiento de la proteina recombinante en la fraccidon insoluble y ausencia en la
fraccion soluble. Lo anteriorindica que la expresidon de esta proteina esta favoreciendo
la producciéon de IBs, lo cual podria atribuirse a la presencia de algunos codones raros
como se menciond anteriormente. De otro lado, alteraciones en la formacién de
puentes disulfuro en proteinas recombinante es un factor que por lo general esta
estrechamente relacionado con la aparicién de IBs debido a que el citoplasma de
E.colino posee el ambiente reductor necesario para la adecuada formacion de estos,
en el caso de 6xHis tLbPARP esto ultimo no resulta relevante debido a la ausencia de
puentes disulfuro en su estructura 01-1%,
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Figura 20. Solubilidad de 6xHis tLbPARP en fracciones de lisado celular M15(pREP4) inducido (IPTG 0,5 mM)
por 2h. A. Evaluacién de fracciones proteinas solubles (FS) e insolubles (Fl) de células inducidas
transformadas (1-2) y no transformadas (NT), fraccidn de proteinas totales de células inducidas 16 h
(ON); MW(kDa). SDS-PAGE al 12% visualizado con azul de Coomassie. B. western blot para la
evaluacion de solubilidad de 6xHis tLbPARP en membrana de nitrocelulosa, anticuerpo primario: anti
6xHis (1:5000) y anticuerpo secundario: anti-ratén conjugado con fosfatasa alcalina (1:10000), MW
(kDa).

En aras de obtener a 6xHis tLbPARP en la fraccién soluble se evaluaron diferentes
condiciones de induccidén de la expresidn, tales como: disminucion de temperatura
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(17 y 20 °C) y la concentracién de IPTG (0,1 mM) (datos no mostrados), sin embargo,
no fue posible obtener la proteina en la fraccion soluble. A partir de estos resultados
se explord la idea de suplementar el medio de induccién con ciertos aditivos que
ayudaran a la solubilizacion de la proteina recombinante.

Varios estudios han reportado el uso de moléculas organicas tanto en buffers
renaturantesy medios de induccién que ayudan a asistir el correcto plegamiento de la
proteina que fue o esta siendo expresada, estos compuestos se denominan
chaperonas quimicas, algunas de ellas se encuentran dentro del grupo de
compuestos denominados como osmolitos. Los osmolitos son moléculas organicas
pequefas que se encuentran naturalmente en los sistemas vivos, algunos de ellos
pueden asistir el plegamiento de proteinas mientras otros desestabilizan la estructura
tridimensional de estas. Hay tres categorias de osmolitos: Aminoéacidos (como la
arginina), polioles (como el sorbitol y la manosa) y compuestos de metil amonio '°.

Basandose en uno de los protocolos en donde reportan el uso de sorbitol en el medio
de induccioén, se agregd sorbitol 0,5 M al medio de induccién, empleando una
concentracién de IPTG de 0,2 mM y una temperatura de induccién de 20 °C con
agitacion constante, incrementando el tiempo de induccién a 16 h. La solubilidad de
la proteina recombinante se evalué por SDS-PAGE y western blot (figura 21) .
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Figura 21. Solubilidad de 6xHis tLbPARP (30 kDa) en fracciones de lisado celular de medio de induccién
suplementado con sorbitol 0,5 M. A. Evaluacidén de fracciones de proteinas solubles (FS) e insolubles (Fl)

de células inducidas transformadas 16 h (ON) y no transformadas (NT), fraccién de proteinas totales
de células inducidas 16 h (ON), no inducidas (NI) y no transformadas (NT); MW(kDa). SDS-PAGE al 12%
visualizado con azul de Coomassie. B. western blot para la evaluacién de solubilidad de 6xHis
tLbPARP en membrana de nitrocelulosa, anticuerpo primario: anti 6xHis (1:5000) y anticuerpo
secundario: anti-ratén conjugado con fosfatasa alcalina (1:10000), MW (kDa).

Como se observa en la figura 21, a través de la adicién de sorbitol al medio de
induccion fue posible obtener a 6xHis tLbPARP soluble. La explicacion de este
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fendmeno se da desde la termodinamica, si bien no es adecuado generalizar el
mecanismo por el cual actuan estas chaperonas, como lo sugieren algunos autores;
se ha construido un modelo general para entender este hecho natural. Se sugiere que
este tipo de osmolitos nos presentan propiamente interacciones especificas con la
proteina, mas bien, su presencia en el medio acuoso ocasiona un efecto solvofobico
sobre las proteinas, lo que promueve el autoensamblaje de la proteinay por lo tanto a
que esta llegue a su estado nativo. Esto se debe a que las energias de Gibbs para la
interaccién osmolito- proteina denaturada son positivas lo que hace que el proceso
sea termodindmicamente desfavorable %",

6.3. Purificacion de 6xHis tLbPARP

La formacion de IBs al momento de inducir la expresion de proteinas recombinantes,
no siempre implica un inconveniente. Como se menciond con anterioridad en estas
estructuras se puede encontrar la proteina recombinante en altas concentraciones.
En laliteratura se reportan diferentes metodologias para la recuperacion de la proteina
de interés a partir de IBs, varias de ellas se fundamentan en la solubilizacién de estos

agregados con agentes caotrépicos como la ureay el cloruro de guanidinio (GdnHCI)
112

De esta manera, la primera estrategia que se empled para la purificacién de 6xHis
tLbPARP fue a través de la solubilizacion de los IBs a partir de la fraccion insoluble, la
cual se lavdo multiples veces con el fin de deshacerse de algunas proteinas
contaminantes; algunas subunidades de la RNApol, proteinas pertenecientes a la
membrana exterior y las proteinas encargadas de otorgar resistencia al marcador de
seleccion son algunas de las reportadas por la literatura. Después de lavados, se
solubilizaron con una solucién de GdnHCLl 8 M, las proteinas solubilizadas se
dializarony se separaron en un gel SDS-PAGE preparativo, cortando el gel justo donde
habia migrado la proteina de interés, se tomd una banda superior e inferior con
respecto a esta. Estas bandas se trituraron y se dejaron en elucion con H,O. Los
eluidos se evaluaron por SDS PAGE y western blot (figura 22), al confirmarse que 6xHis
tLbPARP fue parcialmente purificada, se cuantificé por el método de Bradford
obteniendo un rendimiento de 1,3 mg de proteina por 100 mL de cultivo o de 13 mg/L.
En la literatura es posible encontrar rendimientos de obtencién de proteinas
recombinantes desde 0,2 hasta 220 mg/mL, lo cual esta relacionado con las
caracteristicas inherentes de la proteina que esta siendo expresada; por lo anteriory
considerando la expresion de 6xHis tLbPARP observada durante el proceso de
estandarizacion y la baja solubilidad predicha para esta mediante aproximaciones in
silico, se puede sefalar que el rendimiento alcanzado para su purificacidén por este
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método fue eficiente. Ademas, presenta la solubilizaciéon de IBs como una alternativa
para la purificacion de proteinas.

Proteinas derivadas de estos procesos de purificaciéon pueden ser empleadas para la
generacion de anticuerpos en modelos animales, empleandolas como antigenos, en
donde no es indispensable el correcto plegamiento de la proteina de interés para
obtener herramientas inmunoldgicas especificas al reconocimiento de estas.
Igualmente, se ha reportado que bajo diferentes metodologias es posible recuperar
hasta el 40 % de las proteinas recombinantes presentes en los IBs en su conformacion
bioactiva 314,
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Figura 22. Purificacion de 6xHis tLbPARP (30 kDa) a partir de cuerpos de inclusion. A. Evaluacion de banda
inferior, banda superior y banda media, se sembroé de igual forma una muestra de extracto total de
proteinas de células inducidas 16 h (ON), MW (kDa). SDS-PAGE al 12% visualizado con azul de
Coomassie. B. western blot para la evaluacién de inmunoreconocimiento de eluidos de banda en
membrana de nitrocelulosa, anticuerpo primario: anti 6xHis (1:5000) y anticuerpo secundario: anti-
raton conjugado con fosfatasa alcalina (1:10000), MW (kDa).

Realizar esfuerzos para la obtencién de la forma soluble y correctamente plegada de
6xHis tLbPARP cobran importancia a la hora de plantear estrategias experimentales
que permitan corroborar la funcionalidad del candidato. La presencia de la proteina en
la fraccidon soluble permitié realizar una aproximacion a la purificacién de esta
mediante una cromatografia de afinidad a metales empleando una resina de Ni-NTA,
esta estrategia se basa en lainteraccidn entre laresinay la marquilla de seis histidinas
que se fusionod al candidato durante el proceso de clonacidn en el vector de expresion.
El niguel que se encuentra en la resina actiua como centro de coordinacion para los
nitrégenos presentes en el anillo imidazélico de las histidinas, por lo que es de
esperarse que las proteinas con el tag 6xHis presenten mayor afinidad a esta fase
estacionaria que otras proteinas del sistema heterdlogo. Sin embargo, es comun que,
al realizar el proceso de elucién, se presenten proteinas contaminantes propias de
E.coli. En la literatura se reporta que estas proteinas que coeluyen con la proteina
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recombinante estan en su gran mayoria relacionadas con respuesta a estrés; entre
estas, tenemos proteinas que presentan dominios de union a metales tales como Fur,
YodA y Cu/Zn-SODM, estas proteinas no constituirian una afectacion a la hora de
evaluar la actividad enzimatica de tLbPARP "°,

Una vez se termind el tiempo de interaccidn entre la fraccion soluble y la resina, se
hicieron dos lavados incrementando la concentracién de imidazol (50 y 80 mM),
terminados los lavados, se realizaron tres eluciones con una concentracién de
imidazol de 500 mM en donde se pudo observar la elucién de 6xHis tLbPARP junto con
otras proteinas contaminantes. El seguimiento del proceso de purificacion se hizo a
través de SDS PAGE (figura 23). El resultado de la cromatografia de afinidad muestra
una purificacién parcial de 6xHis tLbPARP, en donde las proteinas contaminantes
pueden corresponder a proteinas previamente reportadas que interactian con la
resina, las cuales no presentan actividad ADP-ribosa polimerasa por lo que se espera
que no intervengan en la evaluacion de la funcionalidad del candidato. El rendimiento
de la purificacién se determiné a través de la cuantificacion de proteina presente en
los eluidos, asi pues, se determind un rendimiento de 0,253 mg/mL.

Mw F| _FS NU L1 L2 E1 E2 E3

Figura 23. Purificacion de 6xHis tLbPARP (30 kDa) a partir de la fraccion soluble de células M15(pREP4)
inducidas (IPTG 0,2 mM) por 16 h mediante cromatografia de afinidad a metales (IMAC). Fraccion
insoluble (FI), fraccidn soluble (FS), proteinas no unidas a la resina (NU), lavados de 50y 80 mM de
imidazol (L1-L2) y eluidos con 500 mM de imidazol (E1-E3); Mw (kDa). SDS-PAGE al 12% visualizado
con azul de Coomassie.

La obtencion de 6xHis tLbPARP en el sistema heterdlogo de E.coli a partir de la fraccion
insoluble (1,3 mg/mL) y la fraccidn soluble (0,253 mg/mL) sefala la tendencia a la
agregacion de esta proteina recombinante en IBs. Como previamente se ha observado
en otras proteinas de parasitos protozoarios &,
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6.4. Expresiony purificacion de Cter LbPARP-6xHis

La eventual exploracién funcional de una version de LbPARP que cubriera una region
mas amplia de este constituyé un punto adicional que se aborddé en este trabajo. La
version ampliada comprendié un producto proteico de longitud de 496 aay una masa
molecular de 57 kDa, lo anterior se tradujo en una cobertura del 45 % del candidato
que se extendia a lo largo del C-terminal de este y por lo tanto se denominé como Cter
LbPARP. De acuerdo con aproximaciones in silico esta version involucraria los
elementos caracteristicos del dominio catalitico de las PARP.

El pldsmido de expresiéon de Cter LbPARP en E.coli se disend y adquirio a través de la
plataforma de Genscript. El vector en el que esta version se dispuso fue el pET26b(+),
el cual incorporaba el tag de 6xHis hacia la regién C-terminal de la recombinante,
presentaba la expresion de un marcador de resistencia a kanamicina, la transcripcidn
delinserto recombinante estaba gobernada por el promotor T7 y a su vez, los codones
de este se encontraban optimizados para su expresion en E.coli y en células de
mamifero.

La expresion de la proteina recombinante se hizo a través de la induccién de expresion
de Cter LbPARP-6xHis con IPTG en células de E.coli BL21(DE3); las condiciones de
expresion utilizadas fueron las implementadas con 6xHis-tLbPARP con el propdsito de
favorecer la presencia de la recombinante en la fraccion soluble del lisado celular.
Para la purificacion de la proteina de interés, se realizé un lisado celular y la fraccion
soluble derivada de este se dispuso para la ejecucion de un protocolo IMAC con el fin
de purificar Cter LbPARP-6xHis, como se describié con anterioridad (figura 24).
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Figura 24. Expresioén y purificacion de Cter LoPARP-6xHis (57 kDa) por IMAC. A. Evaluacion de extractos
totales de proteinas de dos clones (C1-C2) inducidos 2 h, no inducidos (NI) y no transformadas (NT);
Mw (kDa). B. Purificaciéon por IMAC. Fraccidn insoluble (FI) y fraccién soluble (FS) de lisado celular
E.coli BL21(DE3) inducido con IPTG 0,2 Mm, 0,5 M de sorbitol, 20 °C ON. Proteinas no unidas a la
resina (NU), lavado de 50 mM de imidazol (L) y eluidos con 500 mM de imidazol cada uno (E1-E3). SDS-
PAGE 4-15 % visualizado con azul de Coomassie. C. Mapa de vector de expresion pET26-b(+) Cter
LbPARP.

En la figura 24.A se observa la expresion de la proteina recombinante Cter LoPARP-
6xHis en células de E.coli BL21(DE3) a las 2 h de agregarse el inductor. A su vez, en la
figura 8.B se evidencia que la proteina expresada se encuentra mayoritariamente
sobre la fraccién insoluble del lisado celular. Adicionalmente, a partir de los extractos
solubles, no fue posible purificar por IMAC de manera eficiente Cter LoPARP-6xHis.

De esta manera la figura 24 muestra el éxito en la expresiéon de Cter LbPARP-6xHis. No
obstante, teniendo en cuenta que la secuencia codificante posee optimizacion de
codones para su expresion en E.coli, no se observa un efecto positivo sobre la
solubilidad, ya que la mayoria de la proteina no se encontré en la fraccion soluble. La
insolubilidad de la proteina podria estar relacionada con: (i) propiedades
fisicoquimicas intrinsecas a la secuencia aminoacidica de la recombinante que
sinérgicamente provocan el fenédmeno observado, ante lo cual se podria abordar la
coexpresion con proteinas chaperonas. (ii) la cinética de traduccién asociada a la
presencia de codones raros que modulan el plegamiento de algunas proteinas, como
es el caso de la proteina FREQUENCY (FRQ) de Neurospora en donde se observé que
la optimizacion de codones de frqg provoca la abolicidon de la funciéon de la proteina
sintetizada debido a cambios conformacionales en su estructura 718,

Durante el paso de elongacién en el proceso de traduccion, la blisqueda y seleccidon
del tRNA que reconoce el coddn constituye un paso limitante de la reaccion y por lo
tanto, este fendmeno modula la cinética de elongacién. Este hecho resulta de vital
importancia en el plegamiento co-traduccional de las proteinas teniendo en cuenta
que un aumento de la longitud de la secuencia de aminoacidos aumenta el espacio
conformacional del sistema ocasionando una desestabilizacidon termodinamica de
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este; de esta manera las pausas ocasionadas por el ribosoma debido a la baja
concentracién de ciertos tRNAs otorgan interludios necesarios para el correcto
plegamiento de proteinas. Lo ultimo resalta el sentido de la existencia de los codones
raros durante la sintesis de proteinas y establecimiento de la estructura
tridimensional, constituyendo asi un limitante de la estrategia de optimizacién como
se observo para Cter LoPARP-6xHis 101119120,

Considerando que, a pesar de las diferentes estrategias empleadas para la obtencion
de la proteina en la fraccion soluble, Cter LbPARP 6xHis se encontré esencialmente en
la fraccién insoluble del lisado celular, se decidié emplear esta fraccidén para la
purificaciéon de la proteina mediante cromatografia de afinidad a metales (IMAC) bajo
condiciones denaturantes.

La metodologia consistid en solubilizar la fraccién insoluble previamente lavada, bajo
concentraciones altas (6-8 M) de un agente caotrépico como la urea. Luego, la
solucién con la proteina solubilizada se dejé interactuando con la resina IMAC y una
vez terminado el tiempo de interaccién, la resina se empacd y se hizo una disminucion
en pasos discretos del gradiente de urea con el fin de permitir el adecuado plegado de
la proteina recombinante anclada a la resina. Se procedié luego a hacer un lavado con
50 mM de imidazoly, por ultimo, los tres eluidos con 500 mM de imidazol cada uno. El
procedimiento fue monitoreado por SDS-PAGE (figura 25) '%.
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Figura 25. Purificacion por IMAC denaturante de Cter LbPARP-6xHis (53 kDa). A. Obtencidn y solubilizacion
de IBs. Extractos totales de células no inducidas (NI) e inducidas 2h. Proteinas de fraccion soluble
(FS), insoluble (Fl) y lavados de IBs (L1-L3); Mw (kDa). B. Cromatografia de afinidad a Niquel. Fraccion
de proteinas no unidas (8 M). Proceso de renaturalizacidon-proteinas provenientes de lavados con
concentraciones decrecientes de Urea (6 M, 4 M, 2 My 0 M), lavado con imidazol 50 mM (LI) y eluidos
con 500 Mm de imidazol cada uno (E1-E3). C. Sobre exposicién de E1y E2 de B. SDS-PAGE al 12 %
visualizado con azul de Coomassie.

Lo expuesto en la figura 25, evidencia que al implementar el protocolo IMAC
denaturante para la purificacion de Cter LbPARP 6xHis fue posible escasamente
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obtener la proteina recombinante en los eluidos y que esta permanecio casi en su
totalidad en la fraccién de proteinas no unidas que corresponde al carril 8 M, habiendo
una baja proporcidon en el carril6 My 4 M. Ante este tipo de escenarios, las razones que
pueden ser asociadas con lo observado serian de un orden multifactorial como por
ejemplo insuficiente tiempo de interaccién con la resina y la naturaleza del agente
caotrépico; aunque se ha reportado que la urea no presenta interacciones con la
resina, es posible que su efecto no haya sido suficiente para una exposicion del tag
6xHisy por lo tanto no se haya favorecido la unién de la proteina a la resina, se propone
el uso de un agente caotropico mas fuerte como el cloruro de guanidino como se ha
realizado previamente en otros trabajos. Sin embargo, se debe tener en cuenta que
cada proteina propone sus propios desafios y requiere una optimizacién
individualizada. Sin embargo, esta version de LbPARP sera considerada en diferentes
ensayos mas adelante "2,

6.5. Aproximacion a la obtencion de una version N-terminal del candidato a LbPARP
(Nter LbPARP)
En favor de realizar un abordaje integral en el estudio del candidato a LbPARP, se
focalizaron esfuerzos hacia la obtencién de la region N-terminal de este (Nter LbPARP)
la cual se predice, posee dedos de zinc que permitirian su unién con el DNA. El
propdsito central de la obtencidon de esta version del candidato respondia a la
posibilidad de complementarla con tLbPARP lo que permitiria eventualmente el
estudio funcional de esta version complementada; estas aproximaciones han sido
puestas en practica con la PARP1 de humano o por ejemplo con la a-
complementaciéon, en donde la expresion del fragmento del C-terminal de la B-
galactosidasa por parte de las bacterias transformadas se complementa con sus
primeros 146 aminoacidos provenientes del plasmido introducido. Esto permite
reconstituir la funcionalidad total de la proteina reestableciendo la disposicion
tridimensional 2122,

Nter LbPARP posee una longitud de 2598 bp y se traduce en una proteina de 113 kDa.
La obtencién de la regién codificante de la proteina se hizo a través de PCR tomando
como plantilla a LbPARP, por lo que se inicié amplificando desde gDNA al candidato
LbPARP y posteriormente desde este, se obtuvo Nter LbPARP el cual fue purificado
desde el producto de PCR.

La estrategia de clonacién propuesta consistid en la complementacidon de las
adeninas de los extremos 5’y 3’ delinserto incorporadas porla Taq polimerasa durante
la PCR con las timinas presentes en el vector de expresion pET SUMO para su posterior
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ligacidon con T4 ligasa. El producto de ligacién se transformé en células de E.coliTop10
y el plasmido se aislé a partir de las transformantes positivas rastreadas a través de
PCR. Asi mismo, los plasmidos purificados se evaluaron por PCR y secuenciamiento.
Todos los procedimientos mencionados se analizaron mediante geles de agarosa al
0,8 % (figura 26).

PCR colonia PCR direccionada

(Fw LbPARP-Rv Nter Lbparp) (Fw SUMO - Rv Nter LbPARP) . c2 c4
_ c1 . Cc2 Cc3 C4C5 C6 C7C8 _ C1.C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 Mw Inserto I
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Figura 26. Generacion e identificacion de pET SUMO Nter LoPARP. A. Amplificacién del candidato Lbparp
(3300 bp) mediante PCR tomando como plantilla gDNA. B. Evaluacién de purificacion del inserto Nter
LbPARP (2598 bp). C. PCR de colonia y direccionada de transformantes TOP10 (C1-C8) con pET SUMO
Nter LbPARP. D. PCR de plasmido con pET SUMO Nter LbPARP para la verificacién de presencia del
inserto ( recuadros naranjas) y de direccionalidad de este (recuadros en azul). -: Control negativo (agua
como plantilla), Mw (bp). Geles de agarosa al 0,8 %: Ay B en TAE 1X. Cy D TBE 1X. Tincién con Bromuro
de Etidio. E. Mapa del vector de expresion pET SUMO Nter LbPARP.

De la figura 26.C se puede dar cuenta que dos colonias, la 2 y la 4, fueron positivas
tanto a presencia del inserto Nter LbPARP como a su adecuada direccionalidad. Esto
permiti6 obtener dos plasmidos recombinantes que fueron evaluados con
posterioridad a través de ensayos de PCRy el Clon 2 se evalu6 adicionalmente a través
de secuenciamiento. Al obtener los resultados de secuenciamiento se verificé la
delecién de los nucledtidos TA presentes en la transicion entre la region codificante de
SUMO y la de NterLbPARP (Anexo). Lo anterior implicaria una alteracién en el marco
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de lectura involucrado en la generacién de la proteina recombinante completa y, por
tanto, se esperaria que la proteina producida por el sistema heterdlogo no fuera la de
interés. Por esta razon la evaluacion del Clon 4 y/o intentos adicionales para la
obtencion de Nter LbPARP recombinante suponen una perspectiva de este trabajo.

El desarrollo del primer objetivo: expresar y purificar el candidato a poli ADP-ribosa
polimerasa (LbPARP) en el sistema heterdlogo E.coli mediante estandarizacion de las
condiciones Optimas. Se realizé al lograr: (i) clonar tres versiones del candidato
LbPARP: Nter LbPARP con clonaciéon T/A en pET SUMO, Cter LbPARP por sintesis y
optimizacion de codones en pET26b(+) y tLbPARP mediante subclonacién con
enzimas de restriccidon en pQE-30. (ii) Expresar dos versiones de la proteina de interés
en el sistema heterélogo de E.coli: 6xHis-tLbPARP y Cter LbPARP-6xHisy, (iii) purificar
6xHis-tLbPARP empleando diferentes estrategias de purificacién. En donde para el
caso de Cter LbPARP-6xHis, a pesar de la generaciéon de proteina recombinante, la
obtencion de la proteina soluble constituyé un reto e hizo necesario abordar para su
evaluacion, estrategias alternas en otros sistemas de expresién como se discutird mas
adelante.

La proteina a partir de los IBs representd un punto de partida crucial para la para la
generacién de herramientas de Inmunodeteccién de la misma.

6.6. Estrategia in vitro para la evaluacion catalitica del candidato

Durante el disefio de la estrategia de la evaluacion catalitica del candidato a PARP de
Leishmania braziliensis se propusieron dos metodologias: La primera de ellas se basé
enlainstauracion de una plataforma de obtencidn de proteinas recombinantes a partir
del sistema heterdlogo en E.coli para la obtencién tanto del candidato (como se
mostro en el desarrollo del primer objetivo), asi como la de los controles de actividad,
y el desarrollo de una metodologia experimental para su evaluacién in vitro. La
segunda estrategia se fundamento en el desarrollo de una plataforma de expresion
transiente de proteinas recombinantes en células de mamifero con el objetivo de
evaluar actividad enzimatica in vivo.

En la actualidad, las estrategias para la evaluacion enzimatica de proteinas con
capacidad de realizar poli ADP-ribosilacion se fundamentan en diferentes
aproximaciones. La Inmunodeteccién de polimeros de ADP-ribosa con un anticuerpo
especifico para su reconocimiento es una de las principales y mas ampliamente
utilizadas. De esta manera, el desarrollo de esta primer estrategia constd de tres
etapas: expresion de proteinas a ser evaluadas, purificaciéon de estas y su evaluacion
enzimatica a través de ensayos de Inmunodeteccion de PAR a través de western blot
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e Expresiony purificacion de PARPs en sistema heterdlogo de E.coli

La expresion y purificacion de 6xHis tLbPARP en E.coli como se discutio en el primer
capitulo constituyd un reto debido a los escasos niveles de proteina en la fraccién
soluble. Adicional a los factores propios de su estructura que pueden influir en su
agregacion en IBs, es posible que proteinas que se sobre expresen en un sistema
afecten el metabolismo del mismo, por lo anterior, se agregd al medio de induccién 3-
aminobenzamida (3-AB), un inhibidor competitivo de PARPs; esto se hizo con el
objetivo de disminuir la toxicidad asociada a la expresion de PARPs en sistemas
bacterianos debido a la alteracion del metabolismo energético que se deriva del
agotamiento de NAD" por parte de la PARP que estéa siendo expresada '%.

Ademas de 6xHis-tLbPARP, cuatro controles de actividad fueron expresados en E.coli:
PARPs de Trypanosoma cruzi (TcPARP-65 kDa) y brucei (TbPARP-66 kDa), asi como la
versién catalitica activa (HscatPARP-40 kDa) e inactiva (HscatiPARP-40 kDa) de la
PARP1 de Homo sapiens; la ultima contiene una sustituciéon en el glutamato 988 por
una glutamina, la cual anula su capacidad de hacer polimeros. Diferentes cepas de
expresion fueron usadas para la obtencién de las proteinas en cuestidon, esta
escogencia se hizo en base a reportes que abordaban su expresién y purificacion, la
suplementacion de tRNAs mediante cepas modificadas tales como BL21 codon+
(DE3) RILP y Rosetta 2 (DE3) fueron cruciales para la expresion de las PARPs de
tripanosomas®%,

Las estrategias adoptadas para la expresion de las proteinas se sustentaron en la
implementacion de condiciones dptimas de induccidon que favorecieran la presencia
de las proteinas en la fraccion soluble del lisado celular, esto implicé bajas
temperaturas de induccién (18 °C), bajas concentraciones de IPTG (0,1 mM) y largos
tiempos de induccién. En todos los casos fue posible obtener la expresion de todas la
proteinas recombinantes (figura 27).
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Figura 27. Expresion de controles de actividad PARP (tLbPARP-30 kDa, TcPARP-65 kDa, TOPARP-66 kDa,
HscatiPARP-40 kDa y HscatPARP kDa) en E.coli. Ay B. Evaluacidn de extractos de proteinas totales de
células no inducidas (NI) e inducidas toda la noche 16 h (ON); Mw (kDa). A. Expresién de tres proteinas
parasitarias con tag de 6xHis: tLbPARP, TcPARP y TbPARP. B. Expresion del dominio catalitico de la
PARP 1 de humano en su versién inactiva E988Q (HscatiPARP) y activa (HscatPARP). SDS-PAGE al 12%
visualizado con azul de Coomassie.

En la figura 27 puede apreciarse que, comparadas con las proteinas humanas, las
proteinas de los parasitos presentan bajos niveles de expresion lo que sugiere
nuevamente el reto que representa la obtencién de estas a partir del sistema de E.coli.
Ademas, sefiala la pertinencia del uso de 3-AB en los medios de induccidn para reducir
el efecto de la expresion de las PARP por el sistema heterélogo y favorecer la expresion
de estas proteinas.

Aligual que con 6xHis-tLbPARP, La purificacion de las proteinas expresadas se hizo a
través de cromatografia de afinidad a metales tomando ventaja del tag de 6xHis que
contenian. En todos los casos, el protocolo IMAC se hizo en modo batch, de una forma
muy similar a la implementada con la 6xHis-tLbPARP. El seguimiento del proceso de
purificacién se hizo por SDS-PAGE; las proteinas lograron ser parcialmente purificadas
y enriquecidas en los eluidos. Las fracciones que presentaron mayor cantidad de
proteina fueron mezcladas (figura 28).
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Figura 28. Purificacion de controles de actividad PARP (tLbPARP-30 kDa, TcPARP-65 kDa, TbPARP-66 kDa,
HscatiPARP-40 kDa y HscatPARP kDa) a partir de fraccion soluble de lisado celular, mediante
cromatografia de afinidad a metales (IMAC). Ay B. Evaluacién de purificacidon de controles de
actividad expresados con el tag de 6xHis. Fraccion insoluble (FI) y soluble (FS) del lisado celular,
fraccién de proteinas no unidas a la resina (NU), lavados de la resina con 50 mM (L1) y 80 mM (L2) de
imidazol, eluidos con 500 mM de imidazol (E1-E2) ; Mw (kDa).A. Purificacion de las proteinas de
tripanosomas TcPARP y TbPARP 6xHis.B. Purificacion de las proteinas humanas HscatPARP y
HscatiPARP E988Q 6xHis. SDS-PAGE al 12% visualizado con azul de Coomassie.

Es de importancia destacar que, aunque se logré la expresiéon de todos los controles,
la generacién de proteinas recombinantes es un proceso individualizado, en la figura
28 se observan marcadas diferencias en la obtencion de las proteinas, presentando
una excelente expresion y purificacion en TcPARP, HscatPARP y HscatiPARP. Lo cual
contrasta con los niveles obtenidos para TOPARP un poco mas altos a los del candidato
evaluado en este trabajo por lo cual fue necesario para obtener cantidades suficiente
de la proteina a evaluar emplear mayores volimenes de induccion.

Con el objetivo de remover el imidazol de la solucién en la que se encontraban las
proteinas purificadas, se procedi6 a realizar un proceso de dialisis, este se hizo en dos
fases: la primera durante toda la noche y la segunda por dos horas, el producto
resultante de este proceso se cuantificd a través del método de BCA y se corrieron
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cerca de 600 ng de proteina en un gel de SDS-PAGE, este proceso se hizo simultaneo
con 6xHis-tLbPARP (figura 29).

A Hscat  Hscati
PARP PARP _ TcPARP_TbPARP tLbPARP

recombinante (mg/mL)
HscatPARP 0,869
HscatiPARP A1)
TcPARP 0,830

TbPARP 0,104

Figura 29. Evaluacion de controles de actividad PARP (tLbPARP-30 kDa, TcPARP-65 kDa, TOPARP-66 kDa,
HscatiPARP-40 kDa y HscatPARP kDa) post-dialisis. A. Productos proteicos después de la dialisis, cada
carril corresponde al producto indicado; Mw (kDa). SDS-PAGE al 12% visualizado con azul de
Coomassie. B. Tabla de rendimientos de purificaciéon de los cuatro controles de actividad.

En la evaluacién de los productos de didlisis a través de SDS-PAGE mostrada en la
figura 29, se pudo comprobar que las proteinas en cuestién correspondian en masa a
los controles de actividad previamente purificados. En algunos casos se visualizo la
presencia de factores proteicos adicionales; en el caso de 6xHis -tLbPARP estos fueron
discutidos con anterioridad. En lo concerniente a el perfil proteico observado en las
productos derivados de la purificacion y dialisis de las PARPs de tripanosomas, se
aprecia una similitud en el perfil de ambos lo que se podria atribuir principalmente a
productos de traduccién provenientes de sitios de iniciacion alternativos dentro de la
secuencia codificante, lo anterior se observa con mayor prominencia en el perfil de
TbPARP en el que el producto observado sobre los 40 kDa corresponderia a la regién
C-terminal de la proteina, la cual, abarca el domino catalitico. De esta manera, al
momento de realizar los ensayos de actividad PARP, estas no representarian algun
factor de interferencia.

¢ Evaluacion de generacién de polimeros de ADP-ribosa por western blot

Con la obtencion de las proteinas purificadas y dializadas, la evaluacién funcional de
estas configuro el siguiente paso a seguir. En una primera aproximacion, se planteé un
ensayo con unicamente la proteina candidatay con dos controles: un extracto proteico
de células HEK-293 que expresaban MTS-EGFP-HscatPARP y HscatPARP 6xHis
expresada y purificada desde E.coli. Tanto el control como el candidato fueron
dispuestos en medio de reaccion en una concentracion de 100 ng/pL. Teniendo en
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cuenta que las condiciones de evaluacion funcional para HscatPARP 6xHis ya se
encontraban estandarizadas, esta se incubdé con una sola concentracién de NAD*, por
otro lado, tres concentraciones de sustrato fueron probadas para la evaluacién de
6xHis tLbPARP se evaluaron: 100, 500 y 1000 pM. Las reacciones se incubaron 1h a 30
°C. La terminacion de la reaccion se dio agregando buffer de carga para SDS-PAGE y
las muestras se corrieron en un gel de proteinas. Considerando que, se queria
evidenciar la formacion de PAR las muestras se separaron en un gel en gradiente (4-15
%), el gel de proteinas se electrotransfirid en una membran de nitrocelulosa para llevar
a cabo un experimento de western blot. La membrana se seccioné en varias partes con
el objetivo de reconocer la formacion de polimeros de ADP-ribosay a la par confirmar
la identidad de las proteinas que estaban siendo evaluadas, de esta manera, las
proteinas provenientes del sistema de E.coli se reconocieron con el anticuerpo de
reconocimiento del tag 6xHis mientras que MTS-EGFP-HscatPARP se reconocié a
través de un anticuerpo para la deteccion de EGFP. (figura 30) &°.
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Figura 30. Evaluacién de actividad de poli ADP-ribosa polimerasa de 6xHis tLbPARP a través de western blot
en membrana de nitrocelulosa. Lisado de HEK-293 que expresan MTS-EGFP-HscatPARP (+). HscatPARP
expresaday purificada del sistema heterdlogo de E.coli. El resto de carriles corresponden a la
evaluacién enzimatica de 6xHis tLbPARP con diferentes concentraciones de sustrato (NAD").
Anticuerpos primarios: anti-PAR (1:1000)/parte superior, anti 6xHis (1:10000)/parte inferior derechay
anti GFP (1:20000)/parte inferior izquierda. Anticuerpo secundario: anti-raton conjugado con HRP
(1:10000); Mw (kDa).

Lafigura 30 sugiere que, bajo las condiciones empleadas en ese ensayo, no fue posible
evidenciar polimeros de ADP-ribosa en los medios de reaccidon que contenian a 6xHis-
tLbPARP, contrario a lo observado en los controles donde se observa un barrido en la
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parte superior de la membrana correspondiente a cadenas de ADP-ribosa. Lo anterior
provoco el disefo de un nuevo experimento en el que la concentracion de sustrato no
fuera la Unica variable. Se razon6 que dos variables adicionales podrian ser testeadas:
La primera de ellas era el tiempo, quizas mayores tiempos de incubacién permitirian la
sintesis de los polimeros. La segunda se relacionaba con la suplementacién del medio
de reaccién conuna proteina aceptora de polimeros de ADP-ribosa, esto ala luzde que
la reaccion in vitro observada con HscatPARP 6xHis era una reaccion de
automodificacidon y que, de esta manera, existia la posibilidad de que 6xHis- tLbPARP
no poseyera una region de automodificacién en su dominio catalitico dando como
resultado final la ausencia de PAR 2.

La proteina empleada para la suplementacion del medio de reaccién de 6xHis-
tLbPARP en este caso fue HscatiPARP 6xHis, por lo que esta no presenta actividad
PARP, pero posee el dominio de automodificacioén; lo que la hizo una buena candidata
como proteina aceptora. 100 ng de esta proteina fueron agregados y el tiempo de
incubacion se aumentd hasta las dos horas. Asi mismo, en el nuevo experimento
propuesto, las proteinas de los tripanosomas también fueron evaluadas. Todas las
reacciones fueron llevadas a cabo con una concentracién de 1000 uM de NAD" (figura
31).
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Figura 31. Evaluacidon de actividad de poli ADP-ribosa polimerasa de 6xHis tLbPARP-30 kDa. A. Efecto del
tiempo de incubacién (1 hy 2 h) y suplementacion con proteina aceptora de PAR (100 ng de
HscatiPARP). Controles positivos de actividad: Lisado de HEK-293 que expresan MTS-EGFP-HscatPARP
(+), las PARP de Trypanosoma cruzi (TcPARP-65 kDa) y brucei (TbPARP-66 kDa), HscatPARP-40 kDa y
como control negativo HscatiPARP-40 kDa expresadas y purificadas del sistema heterélogo de E.coli.
SDS-PAGE 4-15% visualizado con azul de Coomassie. B. western blot en membrana de nitrocelulosa
del gel en A; Anticuerpos primarios: anti-PAR (1:10000)/ superior derecha, anti 6xHis (1:10000)/inferior
derechay anti GFP (1:20000)/inferior izquierda. Anticuerpo secundario: anti-raton conjugado con HRP
(1:10000); Mw (kDa).
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La figura 31 sefala la ausencia de PAR en las condiciones evaluadas (medios de
reaccion que contenian a 6xHis-tLbPARP, tiempo de incubacién y proteina aceptora),
confirmando los resultados mostrados en la figura 30. Descartando de esta manera las
hipétesis relacionadas al tiempo de incubacidon y la ausencia de un factor aceptor de
polimeros de ADP-ribosa. Con lo cual se podria concluir que la versién del candidato
evaluada no presenta actividad PARP bajo estas condiciones.

Conrelacion a los controles positivos es clara la presencia de PAR en la parte superior
de la figura 31.B los cuales se extienden desde la proteina recombinante hasta
polimeros de alto peso molecular. Es interesante que en TcPARP y TbPARP se observa
la automodificacidon como reporté Villamil et al., 2008. Y adicionalmente se observé un
barrido de menor peso molecular, que se extienden desde aproximadamente los 40
kDa, en donde también se visualiza una banda la cual como ya se habia mencionado
(figura 29). Estas bandas de bajo peso molecular podrian corresponder: (i) a un
producto de degradacion discreto en el cual se mantiene la regiéon catalitica de las
proteinas, hecho que se corrobora con la automodificacién observada en la figura 31.B
o (ii) la existencia de sitios de iniciaciéon alternativos de la traduccidén; este es un
fendmeno prevaleciente en varios dominios de la vida y se ha visto que modulan la
traducciéon de marcos abiertos de lectura corriente abajo promoviendo en algunas
ocasiones la sintesis de isoformas. En el contexto de los tripanosomatidos este
fendmeno cobraria vital importancia debido a que los pardsitos de este orden
principalmente regulan la expresidon génica postranscripcional para el control de su
paisaje protedmico. Lo anterior podria constituir un mecanismo de regulaciéon de
expresion de las PARPs que no ha sido explorado en tripanosomas "6,

6.7. Estrategia in vivo de evaluacion catalitica del candidato

Ante el panorama resultante de la aproximacioén in vitro, se propuso continuar el
trabajo con la version extendida del domino C-terminal del candidato LbPARP (Cter
LbPARP) argumentando que, esta version al incluir casi el 50 % de la secuencia
aminoacidica de LbPARP poseeria una mayor probabilidad de exhibir actividad PARP.
Debido a que no fue posible la obtencién de Cter LbPARP-6xHis mediante los
diferentes protocolos IMAC aplicados, la expresidon de esta proteina en células de
mamifero surgid como una opcion.

Esta aproximacion se basé entonces en la expresion de Cter-LbPARP en células HEK-
293 y HelLa S3 con el propdsito de evidenciar la generacidon de PAR por parte de la
proteina candidata a través de ensayos de western blot e inmunocitoquimica,
haciendo necesaria la construccion de los plasmidos recombinantes para la expresion
de Cter LbPARP en las lineas células eucariotes de mamifero. Con el objetivo de tener
un control de otro tripanosomatido, la evaluacidon del dominio catalitico de TcPARP
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(catTcPARP) en este sistema también fue abordada; regidon que conserva la actividad
PARP de la proteina pero que no posee la senal de localizacion nuclear.

e Generacion de plasmidos de expresion pCMV MTS EGFP-Cter
LbPARP/catTcPARP

El sistema de expresidon transiente en células de mamifero aca implementado
consistid en la clonacion de Cter LbPARP y catTcPARP en el vector de expresion pCMV
con una sefnal de direccionamiento a la mitocondria (MTS); el direccionamiento de las
proteinas que estan siendo expresadas a este organelo resultdé de particular
conveniencia principalmente por dos razones: La primera se relaciona con las altas
concentraciones de NAD* presentes en este organelo (~250-500 uM) lo que se
manifiesta en una gran disponibilidad de sustrato para las PARPs. Por otro lado, la
mitocondria ofrece un compartimiento celular en el que los PAR que sean sintetizados
alli no seran degradados con gran rapidez como si ocurre en el ndcleo y, por lo tanto,
se facilite su visualizacion '%7:128,

Adicionalmente, las regiones codificantes de las proteinas de interés se fusionaron
con EGFP, esto con el propdsito de poder ubicar con facilidad la proteina fusién dentro
de la célula en ensayos de inmunocitoquimica e, igualmente, para realizar el
inmunoreconocimiento de las recombinantes a través del uso de anticuerpos
especificos para EGFP.

En general, la metodologia consistio en primera instancia de la generacion de los
insertos que serian ligados en el vector de expresion, esto era, ligar las regiones
codificantes de las proteinas a ser expresadas fusionadas con el gen que codificaba
para EGFP y realizar su amplificacion especifica a través de PCR. Una vez generados
estos insertos, se procedio a ligarlos en el vector de expresion y se transformaron en
células de E.coliJM109, las transformantes fueron evaluadas a través de PCR haciendo
uso de un par de primers en donde el forward correspondié a el primer que presenta
complementacioén hacia la region 5’ del Cter LbPARP o catTcPARP y para el caso del
reverse se empledé el primer que anillaba hacia una region de poli adenilacién del
plasmido: el terminador BGH (figura 32).

Las identidades de los plasmidos fueron corroboradas mediante ensayos de cortes
con enzimas de restriccidon y secuenciamiento; de esta manera fue posible determinar
que, comparando con la secuencia esperada, pCMV MTS EGFP CterLbPARP presento6
una identidad del 99,99 % con Unicamente un polimorfismo sindnimo, mientras que
con pCMV MTS EGFP catTcPARP se obtuvo una identidad del 99,87 % con dos
polimorfismos sindnimos y uno que ocasionaba cambio de un aminoacido (G108C).
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En ninguno de los casos estos cambios provocaron una version deletérea de las
proteinas a ser expresadas (figura 32).
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Figura 32. Generacion de los pldsmidos recombinantes de expresion en el sistema eucariota: pPCMV-EGFP-
CterLbPARP/catTcPARP. A. Amplificacion de los insertos EGFP-catTcPARP (2000 bp) y EGFP-CterLbPARP
(2200 bp) por PCR tomando como plantilla el producto de ligacién entre la regién codificante de EGFP
y las de las proteinas de interés; Mw (bp). By C. PCR de colonia transformantes JM109 con el producto

de ligacion entre insertos obtenidos en Ay el plasmido pCMV-MTS. B: pCMV-MTS CterLbPARP (1600

bp)y C: pCMV-MTS catTcPARP (1435 bp), haciendo uso de los primers forward propio del insertoy
reverse BGH propio del plasmido; H,O: Control negativo. D. Confirmacién de identidad de plasmidos
recombinantes purificados mediante corte con enzimas de restriccion (Xhol y Ndel). Agarosa 1 % TBE
1X. Tincién con bromuro de Etidio. E. Mapas de vectores de expresion en mamiferos pCMV MTS
CterLbPARP/catTcPARP.

De este modo, la obtencidn de los plasmidos recombinantes pCMV MTS CterLbPARP y
pCMV MTS catTcPARP constituyd un paso importante para la expresion de Cter LoPARP
y catTcPARP en células de mamifero. Se resalta la implementacién del protocolo de
Maxi prep para su purificacion, el cual permite la eliminacion de endotoxinas de E.coli
gue poseen efectos negativos en las eficiencias de transfecciéon '%°.
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e Determinacion de actividad enzimatica de MTS-EGFP-Cter LbPARP/catTcPARP
en células HEK-293

La estrategia aqui abordada consisti6 en la transfeccion de los plasmidos
recombinantes obtenidos en células HEK-293 para la evaluacidon de la produccién de
PAR debida a la expresion de las proteinas recombinantes mediante ensayos de
western blot.

Brevemente, las células HEK-293 previamente cultivadas en medio completo fueron
transfectadas con un agente no liposomal multicomponente con 1 ug de los plasmidos
recombinantes generados. Los siguientes controles fueron incluidos: Células no
transfectadas, células transfectadas que codifican Unicamente para una version
mitocondrial de EGFP, con un plasmido que codifica para una versién mitocondrial de
HscatPARP (MTS-EFGP-HscatPARP) y un plasmido que expresa una version de
HscatPARP dirigida hacia el peroxisoma (pex-HscatPARP). A las 24 h postransfeccion
las células se lisaron y se pasaron en repetidas ocasiones a través de una jeringa con
el objetivo de fragmentar el DNA gendmico.

De cada uno de los lisados celulares se tomaron cerca de 70 pg de proteinay fueron
corridas en geles de proteinas los cuales fueron electro transferidos en membranas de
nitrocelulosa. Una membrana fue incubada con los anticuerpos de reconocimiento a
EGFP, para evaluar la expresién de las proteinas y otra fue incubada con anticuerpos
para elreconocimiento de PAR con el propdsito de determinar la actividad catalitica de
las polimerasas (figura 33).
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Figura 33. Evaluacion de actividad de poli ADP-ribosa polimerasa de MTS-EGPF- Cter LbPARP y MTS-EGFP-

catTcPARP in vivo en extractos de células HEK-293. A. western blot a-EGFP, anticuerpo primario: a-EGFP
(1:15000). B. western blot a-PAR, anticuerpo primario: a-PAR (1:10000). Ay B. No transfectadas (NT),
MTS-EGFP (37 kDa), MTS-EGFP-HscatPARP (67 kDa), pex-HscatPARP (67 kDa), MTS-EGFP-Cter LoPARP



Resultados y discusion 68

(89 kDa), MTS-EGFP-catTcPARP (82 kDa). Mw (kDa). Membrana de nitrocelulosa. Anticuerpo
secundario: a-ratén conjugado con HRP (1:10000). Control de carga: B-tubulina. C. Mapa de
constructos expresados en células HEK-293.

Como se observa en la figura 33.A fue posible realizar el reconocimiento de la
expresion de todas las proteinas recombinantes evaluadas, en el tamano molecular
esperado. Con relacion a las proteinas de origen parasitario MTS-EGFP-Cter LbPARP
(89 kDa) y MTS-EGFP-catTcPARP (82 kDa) fusionadas con EGFP, estas proteinas
presentaron una menor intensidad respecto a las sefiales de los controles, lo que se
puede relacionar con la presencia de codones raros en los mRNAs que codifican para
las proteinas, esto seria poco probable en la expresion de MTS-EGFP-Cter LbPARP
teniendo en cuenta que la secuencia que codifica la proteina parasitaria se encuentra
optimizada para su expresion en células de mamifero. Otra posibilidad se relaciona
con bajas eficiencias de transfeccion asociadas a las secuencias de estos vectores ya
que el procedimiento, las células transfectadas y el tamafo de los vectores fueron
similares a los controles '%°.

En cuanto a la evaluacidon de la generaciéon de PAR (figura 33.B) claramente se puede
evidenciar la formacién de los polimeros en los controles positivos MTS-EGFP-
HscatPARP y pex-HscatPARP. De otro lado, no fue posible evidenciar que en los
extractos celulares derivados de las células que expresaban MTS-EGFP-Cter LoPARP y
MTS-EGFP-catTcPARP hubiese produccién de PAR al igual que los controles negativos
células no transfectadas y MTS-EGFP. Es importante resaltar que TcPARP fue
previamente identificada por Villamil et al., 2008 y en los ensayos in vitro (figura 5)
presentd actividad PARP, la ausencia de la actividad de los ensayos in vivo podria
atribuirse a: (i) bajas tasas de transfeccion correspondientes a una poblacién pequena
de células que recibieron el plasmido y (ii) ya sea en conjuncidn o disyuncién con la
primera, alteraciones en la traduccion de las proteinas de las células transfectadas,
debido a la presencia de codones raros en la region codificante. Causando, de esta
forma, que los PAR que estuvieran eventualmente generandose no presentaran la
abundancia suficiente para ser reconocidos por western blot. Dando como resultado
un panorama en el que la ausencia en sefal de PAR no estuviera necesariamente
relacionada con si las proteinas expresadas tenian actividad enzimatica o no, sino con
la sensibilidad del ensayo, de esta forma se pensé en realizar ensayos de
inmunofluorescencia ya que el uso de fluorocromos incrementa la sensibilidad *.

La inmunocitoquimica representé de esta manera la metodologia por la cual se podria
evaluar la produccién de PAR no en una poblacién de células sino a nivel individual,
eliminando el factor poblacional para la visualizacion de PAR. Consecuentemente,
MTS-EGFP-Cter LbPARP, MTS-EGFP-catTcPARP, MTS-EGFP-HscatPARP y MTS-EGFP,
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fueron expresadas en células HelLa S3 para la evaluaciéon de produccion de PAR a
través de inmunofluorescencia; el empleo de esta linea celular se debe a que en
comparacion con las células HEK-293, las células HelLa presentan una proporcion
nucleo:citoplasma, que permite la visualizacién de estructuras celulares como las
mitocondrias con mayor facilidad.

En este caso, las células fueron cultivadas en una placa de 24 pozos en donde al fondo
de cada uno se dispuso un portaobjetos circular, las células se transfectaron como se
mencion® anteriormente. 24 h postransfeccion, se inicié el protocolo de
inmunocitoquimica en donde para la deteccidon de PAR se us6 el mismo anticuerpo
primario empleado en el western bloty como secundario se usé un a-ratén conjugado
con el fluoréforo Alexa 594. Terminado el protocolo, los portaobjetos se dispusieron en
un laminay se visualizaron con microscopia confocal de fluorescencia (figura 34).
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Figura 34. Evaluacién de actividad de poli ADP-ribosa polimerasa de Cter LbPARP y catTcPARP in vivo en
células Hel.a S3 a través de inmunocitoquimica. Para la deteccion de PAR se utilizé anticuerpo primario:
a-PAR (1:1000) y anticuerpo secundario a -ratén conjugado con Alexa 594 (1:1000). En cada fila se
visualiza el mismo campo expuesto a excitacion con diferentes longitudes de onda: DAPI (localizacién
del nucleo), EGFP (localizacién de proteina recombinante fusionada con EGFP expresada en
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mitocondrias), PAR (localizacidon de polimeros de ADP-ribosa) y DAPI-EGFP-PAR (sobreposicion de las

excitaciones de las tres longitudes de onda). Microscopia confocal, escala de 20 um. Control negativo

(MTS-EGFP) y positivo (MTS-EGFP-HscatPARP). Microscopio confocal de fluorescencia Leica TCS SP8
STED 3X.

Aligual que con los ensayos de western blot de la figura 33, con la figura 34 fue posible
confirmar que las proteinas recombinantes fusionadas con EGFP estaban siendo
expresadas en esta linea celular, puesto que en todos los casos fue posible presenciar
fluorescencia directa derivada de la excitaciéon de EGFP (verde). En cuanto a la
generacion de PAR, estos fueron posibles visualizarlos tanto en las células que
expresaban el control positivo MTS-EGFP-HscatPARP, asi como en aquellas que
expresaban MTS-EGFP-catTcPARP, al presenciarse fluorescencia indirecta Alexa 594
(rojo).

Es de destacar que resultd mas laborioso en células transfectadas con pCMV MTS
EGFP-catTcPARP, hallar células que estuviesen presentando sefal de EGFP, esto era,
la expresioén de la proteina recombinante y, ademas, las que presentaron sefal, no lo
hicieron con la misma intensidad que la de los controles, situacidon que también se vio
reflejada en la visualizacion de PAR; sugiriendo que la eficiencia de transfeccion y
traduccion de la proteina recombinante, representaron una limitante para la
consecucion de su expresion. Estos resultados apuntan a que en primer lugar la no
visualizacion de PAR en las células que expresaban MTS-EGP-catTcPARP en los
ensayos de la figura 33 no estaban realmente relacionados con una ausencia de
actividad PARP por parte de la proteina expresada, mostrando el impacto que puede
tener la escogencia de la estrategia experimental a la hora de evaluar actividades
enzimaticas.

Por otro lado, la ausencia de PAR en células transfectadas con pCMV MTS EGFP-Cter
LbPARP podria estar determinada por varios motivos:

e El primeroy mas facil de deducir, se justificaria en la ausencia de actividad PARP
de la versién del candidato evaluado ya sea porque intrinsecamente no la posee o
porque quizas para que su actividad sea ejercida, se necesite imperativamente la
version completa del candidato. La determinacion de actividad de enzimas
truncadas constituye un acercamiento experimental valido por ejemplo en PARPs
humanas, lafuncionalidad de cada uno de los dominios: regulador (autoinhibitorio),
automodificaciony catalitico fue establecida con versiones parciales de la proteina,
igualmente en el presente estudio se emplearon como controles positivos
versiones truncadas de HsPARP1 y TcPARP, las cuales mostraron con los diferentes
acercamientos actividad enzimatica (figura 31, figura 32 y figura 33), no obstante el
estudio de versiones truncadas de enzimas aunque ofrece ventajas en términos de
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expresion y estabilidad, depende de la estructura de la proteina y de las
caracteristicas de la versién truncada; existen reportes en donde se ve aumento de
la actividad como en el caso de la carboxipeptidasa A de bovino y otros en donde
se ve una disminucioén en la actividad como es el caso de la k-carragenasa de Pichia
paStoriS 121,131,132-

e El segundo motivo se propone bajo un escenario en el que el candidato si tenga
actividad PARP pero que requiera de algln tipo de particularidades como por
ejemplo MPTs o la presencia de metabolitos que determinen su funcionalidad '32.

De esta manera, las aproximaciones experimentales aqui abordadas requeririan de la
comunion de estos factores para potenciar la eventual actividad PARP del candidato.
La presencia de poliaminas tales como la espermina han mostrado por ejemplo un
potencial efecto activador en PARPs. Igualmente, podrian implementarse nuevas
versiones truncadas o modificadas mediante adicion de diferentes mutaciones tales
como las fosfomiméticas la cual imita el efecto de la fosforilacion sustituyendo el
aminoacido que es fosforilado por uno con que a condiciones fisioldgicas presente
carga negativa, un ejemplo de esto sucede con mutante S727E del traductor de senal
y activador de transcripcion (STAT3) el cual presenta una mayor actividad con respecto
alWT 134,135.

En general, las diversas aproximaciones experimentales empleadas para el abordaje
de este objetivo indican idoneidad en la demostracion de actividad PARP de varias
proteinas, teniendo en cuenta que en los multiples controles positivos aca empleados
fue posible visualizar su actividad enzimatica innata. Asi mismo, la ausencia de
actividad PARP en las dos versiones del candidato a LbPARP aca evaluadas sugiere la
posibilidad de que el sistema de ADP-ribosilacion en el parasito de L. braziliensis,
desde sus mecanismos hasta su proceso evolutivo, sea mas intrincado que lo
observado en otros organismos incluso de su mismo orden, preguntas tan
fundamentales como si este sistema se encuentra establecido en el parasito, los
factores que actuan en el asi como su historia evolutiva permanecen abiertas y
conforman el establecimiento de un nuevo nicho de estudio enmarcado en el
entendimiento de la bioquimica del parasito.

Los experimentos realizados en esta seccién fueron realizados en el marco de la
pasantia internacional en el laboratorio del profesor Mathias Ziegler en la Universidad
de Bergen.
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6.8. Determinacién de localizacion celular de LbPARP en promastigotes de
Leishmania braziliensis mediante el desarrollo de una herramienta
inmunolégica en modelo aviar

e Obtencion de IgYs policlonales a-6xHis-tLbPARP presentes en suero y huevos
de gallina

La produccidn de anticuerpos en modelo aviar se propuso como estrategia para la
obtencion de herramientas inmunolégicas que permitieran la determinacion de la
ubicacién subcelular del candidato a LbPARP en promastigotes de L.braziliensis. La
eleccion de este modelo como plataforma de produccién de anticuerpos se hizo
principalmente por las siguientes razones: El desarrollo de las tecnologias de IgYs (IgGs
aviares) comprenden un método no invasivo de obtencidon de altas cantidades de
anticuerpos sin necesidad de desangrar al animal. Lo anterior radica en que las aves
que no producen calostro hacen uso de layema de sus huevos para la transferencia de
inmunidad humoral a su descendencia y por lo tanto estas estructuras representan
una fuente importante de anticuerpos, cuya purificacion no requiere de
procedimientos dispendiosos. Otra ventaja se fundamenta en el alto potencial hacia el
reconocimiento especifico de proteinas eucariotas dada la distancia evolutiva que
puede existir entre aves y otros eucariotas multi o unicelulares 3¢,

Teniendo lo anterior en cuenta, se disefid un esquema de inmunizaciéon en un modelo
aviar de 30 dias de duracién en el que se hicieron cuatro inoculaciones con 150 pg de
6xHis-tLbPARP purificada a partir de cuerpos de inclusidon en los dias 1, 13, 21y 28. De
igual forma, se tomaron cinco sangrias (S pre inmune-S4), las cuales fueron evaluadas
hacia elreconocimiento de 250 ng de antigeno recombinante 6xHis-tLbPARP mediante
western blot, esto, implementando el control del suero no relacionado (SNR) obtenido
de la gallina control (figura 35.A).

En aras de caracterizar el suero obtenido se propusieron dos ensayos: El primero
consto de evaluar la capacidad de reconocimiento de varias diluciones del suero S4
hacia una cantidad fija (250 ng) de antigeno (6xHis-tLbPARP, 30 kDa); cinco diluciones
fueron probadas, desde 1:2500 hasta 1:20000 (figura 35.B). La otra estrategia consisti6
en estimar la minima cantidad de antigeno que podria ser reconocida por una dilucién
fija del suero S4; las cantidades de antigeno estuvieron entre los 250 y los 4 ng (figura
35.C). En todos los caso la albumina de suero bovino (BSA, 66,5 kDa) fue
implementada como control de reconocimiento.
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Dilucion suero a6xHis tLbPARP
1:20000 1:15000 1:10000 1:5000 1:2500

i

C Dilucién 6xHis tLbPARP
150 n; 75 ng 35ng :I.Bng 4ng

Figura 35. Caracterizacion de suero aviar a-6xHis-tLbPARP por western blot. A. Evaluacion del
reconocimiento de 6xHis tLbPARP (250 ng) por parte de los cinco sueros recolectados de la gallina
inoculada: S preinmune, S1, S2, S3y S4; y el suero control: suero no relacionado (SNR). Todos en una
dilucién 1:2500. B. Valoracién de la maxima dilucién de S4 que reconoce 6xHis tLbPARP (250 ng). C.
Estimacién de la minima cantidad de 6xHis-tLbPARP reconocida por una dilucién 1:2500 de S4.
Western blots sobre membrana de nitrocelulosa con anticuerpo secundario a-chicken acoplado a
fosfatasa alcalina en una dilucion de 1:10000. En todos los casos se us6 BSA (250 ng) como control de
reconocimiento; Mw (kDa).

De esta manera, en la figura 35.A se puede apreciar que los sueros presentan
reconocimiento hacia 6xHis-tLbPARP sobre los 30 kDa, desde inclusive S1,
observando un aumento del reconocimiento en el transcurso del esquema de
inmunizacién. Sugiriendo de esta manera el aumento del titulo de anticuerpos
especificos al reconocimiento de 6xHis-tLbPARP. De igual forma, en la figura 35.B es
posible constatar que diluciones de 1:20000 de S4 tienen la capacidad de reconocer
250 ng de antigeno recombinante y que, adicionalmente, una dilucién 1:2500 de S4
presentan reconocimiento hacia 4 ng de antigeno recombinante. Lo anterior indica la
generacion de una herramienta de inmunoreconocimiento de gran valor para estudios
in vivo o in vitro del candidato a LbPARP.

Como se habia mencionado, la generacién de anticuerpos en modelo aviar presenta
adicionalmente, la obtencion de anticuerpos a partir de la yema de los huevos puestos
durante el esquema de inmunizacién. Se obtuvieron en total 27 huevos de cuyas yemas
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se purificaron las IgYs presentes, esto se hizo a través de una metodologia de
precipitaciones sucesivas con PEG6000 (3,5; 8,5y 12 %); método que se fundamenta
en la disminucién de moléculas de agua disponibles para la solubilizacién de las
proteinas en el medio y, por lo tanto, ocasionando su precipitacion. Es importante
tener en cuenta que antes de someter la yema a las diferentes concentraciones de
PEG6000, la yema se expuso a un proceso de deslipidacion con acetona. La
purificacion de IgYs a partir de la fraccion hidrosoluble de yema, se monitored a través
de SDS-PAGE con el propésito de confirmar la presencia de las cadenas pesadas (68
kDa)y liviana (27 kDa) pertenecientes a las inmunoglobulinas en la fraccidn final de la
precipitacion (figura 36).

— CP
(69kDa)

f— CL
(27kDa)

Figura 36. Purificacion de IgYs a partir de yemas huevo mediante precipitacion con PEG6000. Se indica en la

parte superior de la imagen las concentraciones de PEG6000 con el sobrenadante (S) y el pellet (P) de

cada una. En P3 se sefala la cadena pesada (CP) y la cadena liviana (CL) correspondientes a las IgYs;
Mw (kDa). SDS-PAGE al 12 % tincién de Coomassie

En lafigura 36 se puede observar que durante el proceso de purificacion de IgYs a partir
de la fracciéon hidrosoluble de yemas fue posible en las primeras precipitaciones,
deshacerse de proteinas contaminantes tales como vitelogeninas |, Il y Il cuya masa
molecular ronda entre los 210 y 260 kDa, adicionalmente, proteinas como livetinas
fueron descartadas o reducidas en su concentracion a lo largo de este procedimiento,
las mencionadas, componen cerca del 10 % de materia solida en la yema y se han
descrito varias subcategorias, algunas de ellas: a ( ~70 kDa), B ( ~40 kDa) y Y. En la
ultima categoria se incluyen las IgYs presentes en las yemas. Por lo anterior, el método
de purificacion de IgYs acda empleado proporciond una aproximacién experimental
adecuada para la obtencidn de las herramientas inmunoldgicas de interés '37:138,
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Con laintenciéon de evaluar el reconocimiento del antigeno recombinante por parte de
las IgYs purificadas desde huevo, se propuso inicialmente realizar su cuantificacion a
través de espectrofotometria UV-vis a 280 nm, esto, teniendo en cuenta el coeficiente
de extincién molar de las inmunoglobulinas. Posteriormente, a partir de la muestra con
mayor cantidad de proteinas se procedid a realizar ensayos de western blot para el
reconocimiento de 250 ng de 6xHis-tLbPARP y de una muestra de fraccién insoluble de
células de E.coli M15 (pREP4) que estaban expresando el antigeno recombinante
(figura 37).
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Figura 37. Cuantificacién y evaluacion de IgYs a-6xHis-tLbPARP purificadas a partir de fraccién hidrosoluble
de yemas mediante precipitacion con PEG6000. A. Cuantificacion de IgYs purificados provenientes de los
27 huevos colectados durante el esquema de inmunizacién por espectrofotometria UV-vis a 280 nm.
Las flechas negras indican los dias en los que se hicieron las cuatro inoculaciones. B. Western blot
para la evaluacién de reconocimiento de 6xHis-tLbPARP (250 ng), control BSA (250 ng) y fraccidn
insoluble de lisado celular de E.coli M15(pREP4) que expresaban el antigeno recombinante (Fl). Se hizo
uso de las IgYs obtenidas en el huevo #23 como anticuerpo primario (1:1000) y a-chicken acoplado a
fosfatasa alcalina como secundario (1:10000); Mw (kDa). Membrana de nitrocelulosa.

En lafigura 37.A se visualiza, la cuantificacion de proteinas por espectrofotometria Uv-
vis a 280 nm de las muestras que resultaron de la purificacion de IgYs a partir de la
fracciéon hidrosoluble de las yemas. Es de pertinencia senalar que las lecturas de
absorbanciarealizadas a 280 nm presentaran naturalmente una sobreestimacion de la
concentracion real de las IgYs presentes en solucidon teniendo en cuenta que como se
observd en la figura 36, que la fraccién final poseia proteinas contaminantes. Asi
mismo, se recalca que previa a la inmunizacién existen inmunoglobulinas en los
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sueros y huevos de estos organismos considerando que han sido expuestos a
diferentes antigenos de manera natural, a pesar de encontrarse en situaciones de
ambiente controlado, teniendo en cuenta que la evaluacion de los sueros preinmunes
no presentd reconocimiento frente a 6xHis-tLbPARP. Toda vez que la cuantificacion de
proteinas en la muestra derivada del huevo #23 presentd la mayor cantidad de
proteinas, este se tomdé para realizar los ensayos de inmunoreconocimiento por
western blot.

Por su parte, lafigura 37.B exhibe el resultado del reconocimiento de las IgYs presentes
en el huevo #23 frente a dos formas del antigeno recombinante: Una derivada de su
purificacion a partir de cuerpos de inclusidn y otra, una fraccién insoluble proveniente
de un lisado celular del sistema de E.coli M15(pREP4) 6xHis-tLbPARP. En este
experimento fue posible detectar a 6xHis-tLbPARP en las dos muestras evaluadas,
resaltando entonces la versatilidad de la herramienta biotecnoldgica generada.

Con la intencidon de monitorear la cinética de produccion de IgYs a-6xHis-tLbPARP
derivadas de huevo, a lo largo del esquema de inmunizacion, se formulé la realizacién
de ensayos de ELISA con las muestras provenientes de la purificacion de IgYs. Para esto,
se propuso inicialmente la elaboracion de un ELISA preliminar que permitiera
determinar las condiciones apropiadas en cuanto a dilucién de IgYs y cantidad de
antigeno bajo las cuales se realizaria el ELISA de todos los huevos. Consecuentemente,
en el ELISA preliminar se probaron tres diluciones de IgYs presentes en el huevo #23:
1:200, 1:500y 1:1000. De igual forma, tres cantidades de antigeno fueron exploradas:
250 ng, 500 ngy 1000 ng (figura 38.A).

Con las condiciones estandarizadas, se procedio a realizar un ELISA indirecto en el que
el reconocimiento de 6xHis-tLbPARP por parte de las IgYs provenientes de todos los
huevos obtenidos de la gallina inoculada fueron estudiados. Adicionalmente, se hizo
otro ELISA en paralelo en el que se puso a prueba el reconocimiento del antigeno
recombinante por parte de IgYs derivadas de huevos de la gallina control, la cual fue
durante elesquema de inmunizacién inoculada con PBS 1X en lugar de antigeno (figura
38.B).
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Figura 38. Evaluacién de produccion de IgYs a-6xHis-tLbPARP a través de ensayos de ELISA. A.
Estandarizacién de condiciones de reconocimiento indirecto de IgYs a-6xHis-tLbPARP
obtenidas del huevo #23. B. ELISA indirecto de IgYs provenientes de todos los huevos

obtenidos a partir de la gallina inmunizada (barras en verde) y seis huevos representativos de
la gallina inmunizada con PBS 1X (barras transparentes). Las flechas negras indican dias de
inoculacion.

Los resultados obtenidos en la figura 38.A, indicaron que, en primera instancia, las
condiciones 6ptimas de reconocimiento fueron 500 ng de antigeno recombinante con
una diluciéon 1:500 de IgY¥Ys en el ensayo de ELISA, a su vez, estas condiciones
permitieron un uso racional de los implementos biotecnolégicos producidos. Asi
mismo, la figura 38.B sugiere que durante el transcurso del esquema de inmunizacion
la gallina inoculada produjo una reaccion inmune teniendo en cuenta el aumento de
senal de deteccidn por parte de las IgYs purificadas desde huevos. La dinamica de la
respuestainmune por parte delanimal coincide con lo reportado en literatura en donde
se espera un incremento de la respuesta entre los 8 a 10 dias de comenzado el
esquema, a esto, le sigue una caida repentina la cual puede volver a niveles
considerablemente altos con la aplicacién de dosis de refuerzo como se observé. Por
lo tanto, lo anterior evidencia el éxito del esquema de inmunizacion llevado a cabo.
Adicionalmente se reporta la obtenciéon de 2 mg de IgYs por huevo. Lo anterior, resalta
nuevamente, la relevancia de la herramienta biotecnolégica obtenida ™°.

e Determinacion de ubicacién subcelular de LbPARP en promastigotes de Leishmania
braziliensis a través de inmunofluorescencia indirecta

En la visualizacién de la ubicacion subcelular del candidato se propuso realizar una
aproximacion a través de ensayos de inmunofluorescencia. Para esto, se planteé el uso
de las IgY¥Ys obtenidas a partir de la gallina inoculada como herramienta de
inmunoreconocimiento. Se tomaron de esta manera IgYs provenientes de S4 y se
sometieron a un proceso de purificaciéon por afinidad con el antigeno recombinante.
Este proceso de purificacion consistio en la transferencia de 1 mg de 6xHis-tLbPARP a
una membrana de nitrocelulosa y su posterior incubaciéon con S4. Las IgYs que
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presentaron afinidad hacia el antigeno fueron eluidas a pHs acidos y posteriormente,
el pH del medio fue neutralizado. El proceso de purificacién se monitoreé por dot blot
en donde 250 ng de 6xHis-tLbPARP fueron sometidos a reconocimiento por parte de
las diferentes fracciones de IgYs obtenidas durante la purificacién utilizandolas como
anticuerpo primario (figura 39).
Antigeno 6xHis tLbPARP (250 ng) BSA (250 ng)
No
Unidas sS4

Anticuerpo
(1:5000)

Eluido 2 Eluido1l _Eluido 1

Figura 39. Evaluacion por dot blot de IgYs a-6xHis-tLbPARP purificados mediante afinidad a partir de
suero S4. Antigeno 6xHis tLbPARP (250 ng) y BSA (250 ng) y como anticuerpo primario
diluciones 1:5000 de las cuatro fracciones de la purificacién de IgYs: suero completo S4,
fraccién de IgYs no unidas después de interaccion con antigeno (No unidas), IgYs eluidas en
pH acido (Eluido 1y 2). Se usé como anticuerpo secundario a-chicken acoplado a fosfatasa
alcalina (1:10000) sobre membrana de nitrocelulosa.

En la figura 39 se puede observar que fue posible presenciar el reconocimiento de
6xHis-tLbPARP por parte de los eluidos de IgYs, lo que sugiere el éxito del proceso de
purificacion implementado. Posteriormente, la concentracion de las IgYs purificadas
fue determinada por método de Bradford dando como resultado 247 ng/uL, y suuso se
destinara para la realizacién de ensayos de Inmunodeteccidn de la proteina enddgena.

Para el desarrollo de la inmunofluorescencia se tuvieron presentes las siguientes
consideraciones: en estudios in silico anteriores habia sido posible la identificacion de
una secuencia de localizacion nuclear (NLS) bipartita en el candidato LobPARP como se
ha observado en la PARP1 de humano, al igual que la presencia de dedos de Zinc, lo
que permite asociar en términos tedricos, la funcién de esta proteina con procesos
relacionados al nucleo del parasito. Con esto en mente, se propuso adicionalmente
determinar si la ubicacién subcelular del candidato en el parasito podria verse
afectada ante la presencia de un estrés oxidativo como se ha observado en otros
tripanosomatidos y de esta manera, poder relacionar la funcion de la proteina
candidata a eventos de reparacion de DNA; considerando que altas concentraciones
de ROS se asocian con dafos en el DNA. A pesar de que las versiones del candidato
evaluadas en otros ensayos no exhibieron actividad PARP y a que en reportes previos
no ha sido posible visualizar la generacion de PAR en Leishmania tarentolae a través de
inmunofluorescencia, en este ensayo se hace un acercamiento a entender el rol de la
proteina enddgena °0.68.140.141
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Para lo anterior, el disefio experimental se asemejé al presentado en varios estudios de
ubicacién subcelular de PARPs de tripanosomas en los que se evaluaba a través de
inmunofluorescencia indirecta la ubicacién presentada por la proteina mencionada
antes y después de someter los parasito a un estrés oxidativo con H,0,. En
consecuencia, se plantearon tres condiciones bajo las cuales se evalud la ubicacién
de la proteina del parasito: 0, 250 y 500 pM de H,0,; esto se hizo en medio de cultivo
durante 10 minutos. Después, se continué con el protocolo habitual de
inmunofluorescencia en donde una solucién de 5,5 pyg/mL de IgYs a-6xHis tLbPARP
purificadas mostradas en la figura 5 fueron usadas como anticuerpo primario (figura
40) 68,140

Trans Dapi Alexa 488
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Figura 40. Inmunodeteccion de candidato a LbPARP enddégena en promastigotes de Leishmania braziliensis
mediante microscopia de fluorescencia. En la primera fila se muestra el control positivo de la
metodologia implementada: a-tubulina (1:1000) con anticuerpo secundario a-mouse conjugado con
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Alexa 488. En la segunda fila se presencia el control negativo de reconocimiento: suero preinmune
(1:100) con anticuerpo secundario a-chicken conjugado con Alexa 488. Las siguientes tres filas
comprenden parasitos expuestos a diferentes concentraciones de H,O, en donde el reconocimiento
de LbPARP se hizo usando como anticuerpo primario 5,5 pg/mL de IgYs a-6xHis-tLbPARP y como
secundario a-chicken conjugado con Alexa 488. Los nucleos de los parasitos se tifieron con DAPI.
Microscopio de fluorescencia Zeiss Axio Observer.

De esta manera en la figura 40 se evidencia el reconocimiento de LbPARP enddgena
con IgYs a-6xHis-tLbPARP en promastigotes del parasito expuestos a 0, 250 y 500 uM
de H,0,, asi mismo, este reconocimiento colocaliza con la sefial de DAPI, tincién que
coincide con el nucleo y el kinetoplasto del parasito. Analogamente, se evidencia la
ausencia de senal en el canal de Alexa 488 en el control negativo: Suero pre inmune;
resultado esperado dado a la ausencia de inmunoglobulinas especificas al
reconocimiento de proteinas parasitarias.

El anterior resultado sugiere varias cosas: En primera instancia, el reconocimiento de
la proteina enddgena por parte de las IgYs derivadas del esquema de inmunizacién
resultaron no ser unicamente valiosas para el reconocimiento del antigeno
recombinante sino también, para la proteina enddgena; postulando esta herramienta
como un elemento valioso para estudios ulteriores de la proteina en cuestién. En
segundo lugar, la presencia del candidato en el nucleo del parasito coincide con lo
predicho a través de estudios in silico hechos en trabajos previos, lo que permite
asociar la funcion del candidato LbPARP con procesos celulares a nivel nuclear.
Resulta pertinente resaltar que el reconocimiento de la proteina no se vio afectado si
los parasitos habian sido expuestos o no a H,0O,, esto propone que la presencia y
localizacion de la proteina del parasito en Leishmania no se encuentra supeditada a la
existencia de estrés oxidativo como si se observa en tripanosomas. Lo anterior no
descarta que esta proteina este asociada con rutas de reparacién del material
genético; ensayos en donde se sometan los parasitos a diversos agentes citotéxicosy
se observe la formacion de polimeros de ADP-ribosa podrian contribuir a clarificar el
rol de esta proteina dentro del parasito. Estudios preliminares empleando H,0, (1 mM)
para la identificacion de PAR mediante el uso de anticuerpos monoclonales no
mostraron la generacién de polimeros (datos no mostrados) 5%,

También se distingue la colocalizacion del candidato con el DAPI en el Kinetoplasto de
los parasitos, este hallazgo representa una disparidad con lo presenciado en la
localizacion de la PARP de T.cruziy T.brucei en donde su ubicacion esta restringida al
nucleo. Sin embargo, la presencia de PARPs en estructuras mitocondriales no es una
rareza; en humanos se ha confirmado la presencia de PARP1 mitocondrial (mtPARP),
en donde estaria involucrada en proceso de importancia como la regulacion de la
transcripcion de genes mitocondriales 2.

De igual forma, en Leishmania proteinas que presentan una localizacién tanto en
nucleo como en kinetoplasto siendo el caso de las topoisomerasas | y Il, y la proteina
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tipo RAD51, entre otras; aunque escasos, son factores asociados con procesos de
importancia como recombinacién homologa, replicacién, transcripcidn y reparacion
del DNA. De esta forma, la ubicacion del candidato en el kinetoplasto permite ampliar
la gama de procesos celulares bajos los cuales esta proteina estaria involucrada, aln
mas teniendo en cuenta los elementos estructurales que posee el candidato LoPARP
(dedos de zinc) que le permiten interactuar con esta molécula 43144,

En definitiva, en este apartado se logré construir una herramienta inmunoldgica valiosa
derivada de modelo aviar para el estudio del candidato a LbPARP enddgena. Para esto,
se requirid de la conjuncidon de dos plataformas: una para la expresion de 6xHis
tLbPARP en el sistema heterdlogo de E.coli, la que permitié la obtencién del antigeno
recombinantey otra, de produccién de anticuerpos policlonales en modelo aviar (IgYs).
Con las IgYs obtenidas de huevo y sangria, se realizé su caracterizacidon y purificacion
por afinidad. Con las ultimas, se logré ubicar a nivel subcelular el candidato mediante
técnicas de inmunofluorescencia, las cuales permitieron determinar su ubicacion a
nivel de nucleo y kinetoplasto, lo que resalta la asociacién de su funcidén con procesos
enmarcados en torno al gDNA y kDNA de los parédsito de L.braziliensis. Como
perspectiva se propone la identificacion de la proteina enddgena en extractos del
parasito mediante western blot.

6.9. Exploracionin silico de componentes de codigo PAR en parasitos del género
Leishmania

El analisis computacional de marcos abiertos de lectura a través de su similitud con
otras secuencias en bases de datos constituye un paso central en la inferencia de la
funcién de proteinas cuyas funciones no han sido estudiadas experimentalmente. Este
principio fue el implementado en los comienzos de esta investigacién, con las
herramientas disponibles para ese entonces, se postuld al candidato de LbPARP aca
evaluado. La revolucion en la prediccién in silico de estructuras tridimensionales de
proteinas a través herramientas de inteligencia artificial ha permitido el desarrollo de
nuevos algoritmos para la identificacion de proteinas que aun no han sido evaluadas
experimentalmente 145146,

A pesar del éxito y amplio uso que ha tenido la inferencia de funcién de proteinas a
partirde métodos basados en homologia de secuencias, muchas proteinas no pueden
ser identificadas debido a una relacion distante en términos evolutivos con respecto a
secuencias consenso. Por lo anterior, la blisqueda de similitudes estructurales (3D)
para la proposiciéon de proteinas candidatas resulta una operacidon con mayor
sensibilidad con respecto a los métodos que se basan Unicamente en la secuencia
aminoacidica ®°.
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El principal objetivo de esta seccion se centr6 en proponer y caracterizar
bioinformaticamente varias proteinas candidatas que harian parte del sistema de ADP-
ribosilacion en parasitos del género Leishmania mediante la comparacion estructural
de estas con estructuras tridimensionales determinadas experimentalmente de varias
proteinas pertenecientes al sistema de ADP-ribosilacion de humanos. De este modo,
un total de cinco proteinas humanas fueron utilizadas como estructuras de consulta:
PARP1, PARP10, PARG, MacroD2 y ARH3 en el programa Foldseek en donde las
candidatas que presentaron un E valor mas bajo fueron escogidas para caracterizacién
bioinformatica mediante el programa protparam (Tabla 6).

Tabla 6. Caracteristicas bioquimicas de los candidatos a ARTD1, ARTD10, MacroD2 y ARH3 de parasitos del
género Leishmania.

Lonsit Masa Coet Promedio de
Rol Proteina consulta Especie Mo. Acceso el miolecular Pl L, hidropaticida
ud {(aa) Extincion
{kDa) d
L . XP_001567715.2 1330 145 9,12 1,176 -0,408
braziliensis
Escritora ARTD1 Linfantum  XP_001468028.1 1318 142 9,26 1,055 -0,445
L. donowvani AYUB19056.1 1318 142 9,26 1,017 -0,4486
L. major XP_ 0016858611 1317 142 8,98 1,045 -0,434
L . XP_ 001561987 1208 132 6,56 0,849 -0,387
braziliensis
Escritora ARTD10 L.infamtum  XP_001483115.1 1184 128 6.60 0,846 -0,348
L. dorovani XP 003858341 1184 128 6,66 0,848 -0,343
L. major XP_001880802 1184 129 6,58 0,847 -0,342
L . XP_001568971.1 276 k| 8,28 1,245 -0,298
braziliensis
Borradora/ MacroD2 L infantum  XP_0D01469686.1 276 31 7.13 1,241 0,275
Lectora
L. donovani XP_003865460 276 3 7.3 1,241 -0,276
L. major XP 001886909 276 K 6,55 1,239 -0,273
L . XP_001566307.1 413 44 6,60 0,840 -0,030
braziliensis
Borradora ARM3 L.infantum  XP_001470305.1 417 44 B.01 0,870 -0,008
L. donovani XP_003862378 417 A4 5,01 0,869 -0,012
L. major XP_001684546.1 417 44 5,94 0,842 0,018

Es de importancia aclarar que ARTD1 y ARTD10 corresponden a la regidn catalitica de
PARP1 y PARP10, la eleccion de esta porcion como proteina de consulta se hizo
principalmente porque en primera instancia, no hay estructuras tridimensionales
determinadas por métodos experimentales para las proteinas completas y en segunda,
porque los dominios ARTDs de las PARPs son los elementos estructurales que mayor
conservacién presentan en estas proteinas %%.

De este manera, en la tabla 6 se puede apreciar que fue posible encontrar proteinas
candidatas en parasitos del género Leishmania para cuatro de las cinco proteinas
humanas pertenecientes al sistema de poli ADP-ribosilacion. Se destaca la ausencia
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de candidatos a PARG en los parasitos, sin embargo, la identificaciéon de otras ADP-
ribosil hidrolasas como los macrodominios y ARH3 permite proponer que las hidrolisis
de eventuales motivos de ADP-ribosa serian degradados por estas proteinas.
Adicionalmente, se resalta que los numeros de acceso obtenidos de los candidatos
para ARTD1 y ARTD10 no presenta similitud con el de la proteina evaluada
experimentalmente en este estudio.

Con los candidatos obtenidos, se realizé una comparacioén estructural tomando como
plantilla a las proteinas de consulta en el programa chimeraX.

A

RMSD =1,038

B c <5 D
O ARTD10 O mMacrob2 . o USY a-Helice [JARH3
MU A

Ocandidato Ecandidato 7 [ Candidato

~

Figura 41. Comparacidn de estructuras tridimensionales de proteinas candidatas de Leishmania infantum
predichas por Alphafold3 con proteinas ARTD1, ARTD10, MacroD2 y ARH3 de humano.

La figura 41 muestra la comparacion estructural de cuatro candidatos a LiPARP1,
LiPARP10, LiMacroD2 y LiARH3 con respecto a proteinas humanas. De esta
exploracién se pueden discutir varios elementos de interés:

e La proteina homologa a ARTD1 en parasitos del género Leishmania presenté en la
bases de datos de uniprot (A418G0) una anotacidon de una proteina con dedos de
zinc involucrada en reconocimiento de DNA. A pesar de que a la hora de comparar
el candidato de Leishmania infantum con HsARTD1 en términos estructurales se
obtienen RMSDs relativamente bajos, esta no presentaria los dominios
caracteristicos propios de PARPs de otros ortologos al no presenciarse
predicciones para la existencia de otros dominios como el BRCA, WWE y eldominio
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autoinhibitorio compuesto por un conjunto de hélices alfa. Adicionalmente fue
posible evaluar la unidon que este candidato tendria con el NAD*, observando que
en el lugar en donde deberia encontrarse el sitio catalitico se interpone un loop el
cual se encuentra senalado en la figura 41.A. Lo anterior indica que la busqueda
de una proteina que presente las caracteristicas candnicas de PARPs en parasitos
del género Leishmania, sigue representando un desafio aun utilizando este tipo de
acercamientos computacionales.

De igual manera, se evalu¢ la posibilidad de que, en los parasitos en cuestidn, se
pudiera encontrar una proteina con similitud a una mono ADP-ribosa transferasa
(MARTSs); para esto, la proteina de consulta ARTD10 fue escogida. Cabe aclarar que
la diversificacion estructural de este tipo de proteinas es de una gran amplitud y
que el unico rasgo que se ha mantenido a lo largo de la historia evolutiva de estas
proteinas ha sido el dominio ARTD. El candidato encontrado en este caso presenté
una gran similitud en la comparacion estructural (figura 41.B), sin embargo, al
momento de buscar dominios de homologia hnRNP K (HK) en su estructura, no fue
posible. Estos dominios son caracteristicos por lo menos en PARP10 y se
relacionan con su capacidad de interaccionar con RNAs. No obstante, no se
descarta la eventual relacidn de este candidato con eventos de MARilacién, la
busqueda de otros elementos estructurales presentes en otras MARTs podria
arrojar nuevos indicios sobre este candidato '#’.

Uno de los descubrimientos mas relevantes realizados en esta aproximacion esta
en el hallazgo de dos candidatos a proteinas borradoras de senales de ADP
ribosilacion. LiMacroD2 y LiIARH3 presentaron una similitud estructural
considerable conrespecto a las proteinas humanas a lo largo de toda su secuencia.
En primer lugar, LiMacroD2 present6 una hélice a adicional (ver figura 41.C) que se
podria relacionar con asociacion a elementos de membrana, lo cual resultaria
peculiar para una proteina de este tipo, también es de pertinencia adicionar que los
macrodominios también cumplen funciones de lectores. Por su lado, como se
observa en la figura 41.D LIARH3 presentd unas inserciones con respecto a la
proteina humana, enriqueciendo aun mas los objetos de discusion de este trabajo.
En vertebrados, se reporta la existencia de tres ARH homologas, ARH3 se asocia
con un gran espectro de remociones de ADP ribosa, desde PARilaciones hasta
MARIlaciones, sugiriendo una actividad similar en parasitos de Leishmania. Dada
la ausencia de una PARP con caracteristicas candnicas capaz de realizar
PARilaciones en estos organismos, la posible existencia de MARTs y la ya reportada
de sirtuinas justificarian la existencia de estas dos proteinas capaces de remover
motivos de ADP-ribosa. Su identificacion en este trabajo abre las puertas para su
eventual abordaje experimental 148149,
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e Conrespecto a los médulos lectores, la probable existencia de un macrodominio
en parasitos del género Leishmania también representa la existencia de este
modulo lector de ADP-ribosilacién. Adicionalmente, con las herramientas aca
implementadas se lograron encontrar varias proteinas candidatas con médulos de
lectura WWE como A4IDG5 y A41269. De igual forma, la presencia reportada de
proteinas con modulos de unién a PAR como BRCT y KU70 sugiere que estos
parasitos poseen los factores necesarios para la lectura de senhales de ADP-
ribosilacidn 49150,

e Prediccion de sitios de modificacion postraduccional del candidato a LoPARP

Diferentes mecanismos de regulacién génica permiten a los sistemas vivos coordinar
respuestas a diferentes estimulos ambientales, la armonizacién de estas respuestas
se da a nivel transcripcional y postranscripcional. Las modificaciones
postraduccionales (MPTs) representan un elemento adicional dentro de estos
programas de respuesta y son claves para la modulacion rapida de diferentes
caracteristicas de las proteinas tales como su actividad, su localizacion, su
degradaciony su interaccién con otras proteinas ''.

Como se refirié con anterioridad, las PARPs involucradas enrespuesta a danos del DNA
modulan principalmente su actividad a través del reconocimiento de dafios en el
material genético y por eventos de automodificacién, sin embargo, otros mecanismos
regulatorios importantes de caracter postraduccional han sido descritos para
especialmente la PARP1 de humano. Resulta de especialinterés por ejemplo el reporte
en donde se estudia la activacion alternativa de PARP1 la cual se da después de ser
fosforilada (S372 y T373) por las quinasas reguladas por senales extracelulares 1/2
(ERK1/2). Adicional a esta modificacién, MPTs como metilaciones, acetilaciones,
SUM©Oilaciones y ubiquitinaciones también han sido reportadas en PARP1 a través de
experimentos de espectrometria de masas '°>'%3,

Como se habia discutido en el apartado de la evaluacidon enzimatica de LbPARP, una
de las posibles razones por las cuales no se haya observado la generacién de PAR por
parte de las dos versiones evaluadas se puede deber a que el modelo experimental
empleado no le propicia las modificaciones postraduccionales adecuadas a la
proteina para que esta exhiba su accidn catalitica, de esta manera y teniendo en
cuenta los reportes de MPTs en HsPARP, en uno de los propésitos de esta seccidén se
encuentra la realizacion de una exploracién in silico de MPTs que pueda estar
experimentando LbPARP con el objetivo de direccionar estrategias experimentales a
futuro.
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Por lo anterior, cuatro servidores bioinformaticos fueron evaluados para la
determinacidon de diversas MPTs en el candidato a LbPARP. Los analisis se centraron en
fosforilaciones, SUMOilaciones, ubiquitinaciones y metilaciones (figura 42).
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Figura 42. Prediccion in silico de MPTs del candidato a LbPARP. A. Sitios de ubiquitinaciones,
sumoilaciones y metilaciones. B. Sitios de fosforilaciones, linea en magenta representa el umbral.

T
6@

La figura 42 da cuenta de las posibles MPTs que experimentaria el candidato a lo largo
de su secuencia. En primer lugar, se predice la presencia de sumoilaciones,
modificacién que se ha descrito como conservada en parasitos del género Leishmania.
En los parasitos, esta modificacidon posee una importancia crucial en por ejemplo la
interaccidon con otras proteinas, cambios conformacionales y la promocion de otras
MPTs como fosforilaciones y ubiquitinaciones; de esto ultimo, llama la atencién que
los aminoacidos K236 y K932 presentarian tanto sumoilaciones como
ubiquitinaciones, lo que propondria a estos sitios como puntos especialmente
importantes para la estabilidad del candidato, esto, teniendo en cuenta que algunos
patrones de ubiquitinacion pueden promover la degradacion de proteinas via
direccionamiento al proteasoma %4,

Deigualforma, se predice la presencia de metilaciones en varios sitios de la secuencia
del candidato. En el caso de PARP1 de humano, se ha visto que las metilaciones son
una de las MPTs mas importantes que puede sufrir esta proteina; a través de un analisis
por espectrometria de masas, se evidencia que la metilacion en K528 promovié un
incremento significativo de la actividad enzimatica de esta proteina. En lo que
concierne a este estudio, dada la poca abundancia de estas MPTs a lo largo de la
secuencia del candidato, se podria proponer la sustitucidon de las argininas de los sitios
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de metilacion predichos, por aminoacidos apolares para la evaluacidon enzimatica de
versiones del candidato mimetizadas '3,

En resumen, en este capitulo se hizo una aproximacion in silico para la determinacion
de varios candidatos involucrados en el sistema de ADP-ribosilacion de parasitos del
género Leishmania. La determinacién de una PARP en estos parasitos después de esta
aproximacién continla siendo ambigua y requiere de mas esfuerzos para la
clarificacion de la existencia de una proteina de esta clase. El hallazgo de un candidato
con homologia estructural a ARTD10 y la de dos proteinas borradoras y/o lectoras de
senales de ADP-ribosilacion abre las puertas para la continuacién del estudio de estos
mecanismos en este protozoario. De manera adicional, se realizé una prediccion de
sitios de MPTs para el candidato a LbPARP evaluado en este trabajo con el objetivo de
disenar estrategias experimentales que permitan profundizar en el estudio de su
potencial PARP.
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7. Conclusiones y perspectivas

7.1. Conclusiones

En este trabajo se realizé un acercamiento hacia el estudio del que seria un factor
importante en el sistema de ADP-ribosilacion en Leishmania braziliensis. Las
diferentes estrategias abordadas para la evaluacion de la actividad enzimatica de dos
versiones del candidato a LbPARP, aunque idoneas para los controles positivos, no
permitieron que este exhibiera actividad enzimatica. Con lo anterior, no fue posible la
verificacion de la generacion de polimeros de ADP-ribosa por el candidato evaluado.
De igual forma, fue posible mediante experimentos de inmunofluorescencia asociar la
funcién del candidato con procesos relacionados al gDNA y kDNA como procesos de
reparaciony regulacion génica.

Los resultados obtenidos indicaron diferencias relevantes entre el sistema de ADP-
ribosilacion del parasito en mencién y los de humano, e inclusive, con respecto a
parasitos de su mismo orden como Trypanosoma cruziy brucei. Lo anterior propone
un escenario interesante en el estudio de los sistemas de ADP-ribosilacién en
parasitos de este género los cuales han sido poco estudiados.

Esfuerzos que permitan el entendimiento de este sistema en los parasito de
Leishmania, desde su historia evolutiva hasta los roles que desempefia a nivel celular
permitirian entender los mecanismos bajo los cuales estos parasito se valen para
mantener su estabilidad génica y de igual forma, permitiria develar aspectos nuevos
bajo los que se enmarcan los sistemas de ADP-ribosilacion.
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Figura 43. Resumen grafico del trabajo realizado a lo largo del presente estudio.
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7.2. Perspectivas

En este corto apartado se propone realizar una serie de planteamientos
experimentales con el animo de disefiar un esquema de trabajo en cuanto refiere a la
determinacion de la existencia de una PARP en Leishmania braziliensis:

1. Se propone realizar la sobreexpresion del candidato a LbPARP evaluado en este
trabajo en promastigotes de Leishmania braziliensis con el objetivo de propiciar el
ambiente 6ptimo de operacion de esta proteina. Con la sobreexpresion de esta
proteina se puede evaluar su actividad de ADP-ribosilaciéon en extractos de
parasitos que la sobreexpresan.

2. Se contempla de igual forma se propone repetir la realizaciéon la deteccién de
polimeros de ADPr en promastigotes de Leishmania braziliensis que han sido
estresados a estrés citotdxico con agentes diferentes al H,O,. Lo anterior, alegando
que quiza la activacidn de la posible PARP en este parasito se vea influenciada por
la naturaleza del estrés al que se someta el parasito.

3. El intento de la expresidon de la regién N-terminal para realizar ensayos de
complementacién, asi como la generaciéon de versiones del candidato que
presenten mimetismo molecular hacia ciertas modificaciones postraduccionales,
como se discutié a lo largo de este escrito, siguen estando en la panoramica de esta
investigacion.

Anexo: Secuenciamiento de Nter LbPARP

Se muestra parte del alineamiento de secuencias de nucledtidos de Nter LbPARP (fila
gris parte superior) con la secuencia obtenida mediante secuenciamiento haciendo
uso del primer Fw-promotorT7 (parte inferior). Se senalan las dos deleciones
discutidas.

SCTCACAGAGAACAGATTGGTGHTATGATGTCGAACTTCGCACAACATCCTGATCTTACGCTAAACGAGC
12 114 116 118 2

4 6 8 190 12 14
(AL R E XD T JONCEUIUEER D F A LR IS0 L ADL IDE |
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U A e

SCTCACAGAGAACAGATTGGTGA=ATGATGTCGAACTTCGCACAACATCCTGATCTTACGCTAAACGAGC
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