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Resumen

Leishmania major es un protozoo flagelado que pertenece a la familia de los
tripanosomatidos y se caracteriza por ser el agente etioldgico de la enfermedad
denominada leishmaniasis. Una de las lineas de investigacion del laboratorio al que
pertenezco se enfoca en la identificacion de factores proteicos asociados a la
maduracion del RNA ribosomal (rRNA). Por ello, el estudio dirigido hacia Fibrilarina
resulta trascendental para tener un mejor entendimiento del proceso de la
biogénesis ribosomal de este parasito, que especulamos es complejo debido a la
polifragmentacion del gen del rRNA 28S. Fibrilarina tiene un papel importante en las
modificaciones post-transcripcionales ya que forma parte de los snoRNA caja C/D
gue se involucran en la metilacion del pre-rRNA, en donde Fibrilarina es la enzima
metil transferasa. Este trabajo se inici6 para caracterizar molecularmente a
Fibrilarina de L. major, de manera que se amplificé y cloné el gen de Fibrilarina en
el plasmido pGEM-T Easy. También, se subclon6é en el vector pB6-PTP para
obtener la construccién LmFib-PTP con la que fueron transfectados promastigotes
de Leishmania major cepa Friedlin. Se obtuvieron clonas celulares y se verificé la
expresion de la proteina recombinante en estos parasitos transgénicos por Western
blot. Se realizaron ensayos de inmunofluorescencia indirecta, que demostraron la
localizacion de Fibrilarina en el nucléolo celular. En la ultima fase del proyecto, se
realizo la purificacidn de complejos asociados con Fibrilarina por cromatografia de
afinidad en tandem. La identidad de las proteinas que copurificaron con LmFib fue
descrita por espectrometria de masas y analisis bioinformaticos. Se encontré que
LmFib interacciona con un gran numero de proteinas, incluidas aquellas que forman
parte del core de los snoRNPs de caja C/D y caja H/ACA; asimismo, se identificé un
numero considerable de helicasas, ATPasas, GTPasas, una diversidad de factores
de ensamblaje de las subunidades ribosomales, histonas, proteinas de choque
térmico asociadas a la biogénesis ribosomal y algunos polipéptidos hipotéticos,
cuyos ortdlogos de Trypanosoma brucei se concentran en el nucléolo y que resultan

moléculas nuevas interesantes de estudio.

IX






1. Introduccion

1.1. Generalidades de tripanosomatidos

Los tripanosomatidos son organismos unicelulares flagelados pertenecientes
a la familia Trypanosomatidae. Dentro de este grupo de eucariontes se conocen dos
géneros capaces de parasitar a humanos: Trypanosoma y Leishmania, con varias
especies extensamente distribuidas en humanos y animales (Gutierrez, 2000). Las
enfermedades mas comunes causadas por estos parasitos incluyen las
tripanosomiasis africana humana o enfermedad del suefio, que es causada por la
infeccion de Trypanosoma brucei; la tripanosomiasis americana o enfermedad de
Chagas, causada por Trypasonoma cruzi; y varias formas de leishmaniasis,
producidas por diferentes especies de Leishmania (Stuart et al., 2008).

Los tripanosomatidos presentan un DNA mitocondrial (KDNA) inusual
denominado cinetoplasto, que puede representar hasta el 30% del DNA total del
parasito y esta compuesto de moléculas circulares denominadas maxicirculos y
minicirculos (Fig.1) que se relajan y entrelazan para formar una sola red (Lopes et
al., 2010). En los maxicirculos se encuentran genes de RNA ribosomal (rRNA)
mitocondrial y 18 genes codificantes para proteinas. La mayoria de los RNA
mensajeros mitocondriales sintetizados experimentan un proceso denominado
edicion del RNA que consiste en la insercion y/o la delecion especifica de residuos
de uridina para generar mRNAs traducibles. Salvo una excepcion, la especificidad
de este mecanismo es proporcionada por RNAs guia (JQRNA) que estan codificados,
principalmente, en los minicirculos (Cavalcanti y de Souza, 2018; Luke$ et al.,
2002).



Figura 1. Imagen de microscopia electronica de transmision del kDNA de un epimastigote de T. cruzi.
A) Los minicirculos se aislaron de la red y se indican con las flechas. B) Un maxicirculo es ilustrado
(flecha). Retomado de Cavalcanti y de Souza, 2018.

Los glicosomas (Fig. 2) se descubrieron inicialmente en T. brucei y
posteriormente se encontraron en otros miembros cinetoplastidos. Los glicosomas
contienen la mayoria de las enzimas involucradas en la via glucolitica, que permite
la conversién de glucosa en piruvato, también tienen otras funciones relacionadas
con la biosintesis de pirimidinas, las vias de recuperacion de purinas y la sintesis
de lipidos de éter y la oxidacién de acidos grasos (Lopes et al., 2010). Los
glicosomas estan limitados por una unica capa de fosfolipidos, no contienen DNA ni
tampoco la enzima catalasa. Se ha demostrado que la biogénesis de los glicosomas
se produce a lo largo de rutas similares a la de los peroxisomas, por lo que son
considerados miembros atipicos de la familia de estos organelos (Lopes et al., 2010;
Michels et al., 2006).

Por otro lado, los tripanosomatidos poseen unas estructuras estables
ubicadas debajo de la membrana plasmatica, que estan compuestas
mayoritariamente por heterodimeros de a/f tubulina denominadas microtubulos
subpeliculares (Fig. 2). Estas filas tubulares paralelas se encargan de definir la
morfologia de los diferentes estadios del parasito que aparecen a lo largo de su ciclo
de vida (Vidal y de Souza, 2017).
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Figura 2. Representacion esquematica de los principales organelos intracelulares de un
tripanosomatido. Modificado de Lopes et al., 2010.

1.2. Clasificacion taxondmica de Leishmania

El género Leishmania fue observado por primera vez en 1885, y trece afos
después fue descrito por Wiliam Leishman y Charles Donovan (1903).
Aproximadamente 53 especies de Leishmania han sido identificadas; de esas, se
conoce que 31 especies son capaces de parasitar mamiferos y 21 especies son
patogenas para el ser humano. El esquema de la clasificacion taxondmica se ilustra
en la figura 3 (Akhoundi et al., 2016; Mauricio, 2018).

Dominio Eukaryota Cavelier-Smith, 1998
Reino Protozoa Cavelier-Smith, 2002
Infrareino Excavata Cavelier-Smith, 2003
Filo Euglenozoa Cavelier-Smith, 1993
Clase Kinetoplastea Cavelier-Smith, 1981
Orden Trypanosomatida Kent, 1880
Familia Trypanosomatidae Doflein, 1901

Género Leishmania Ross, 1903

Figura 3. Clasificacion taxondmica del género Leishmania. Recuperado de Mauricio, 2018.



A partir de 1963 se sefialaron patrones de comportamientos muy marcados

en las formas flagelares de L. braziliensis y L. mexicana, por lo que Nicoli y

posteriormente Johnson y Hertig sugirieron tal hallazgo como una caracteristica

taxonomica confiable. Con base en lo anterior, Lainson y Shaw (1979) propusieron

una clasificacién de Leishmania tomando como parametro de seleccion el patrén de

desarrollo en el intestino de la mosca de la arena (Tabla 1) (Vargas et al., 2011).

Seccioén del intestino

Hipopilaria: la infeccion se

restringe al intestino
posterior (piloro, ileon y
recto).

Peripilaria: la  infeccion
mantiene un desarrollo

obligado del parasito en el

intestino  posterior, pero
presentan una migracion al
intestino medio y anterior.

Suprapilaria: los parasitos
se restringen al intestino

medio y anterior.

Especies representantes
L. agamae

L. ceramodactyli

L. adleri
L. tarentolae

L. braziliensis

. tropica

. major

~ o~

. donovani

L. mexicana

Tabla 1. Clasificacion del patron de desarrollo del género Leishmania en el intestino de la mosca de

la arena. Recuperado de Vargas et al., 2011.



De esa manera, las leishmanias fueron inicialmente agrupadas en dos
subgéneros: L. (Leishmania), que comprende los parasitos que se desarrollan
solamente en el intestino medio y anterior, y que resultan ser los agentes causales
de leishmaniasis cutanea y visceral en el Nuevo y Viejo mundo ademas del
subgénero L. (Viannia), causante de leishmaniasis cutanea y mucocutanea en el
Nuevo mundo, con desarrollo de los parasitos en el intestino anterior, medio y
posterior del flobotomineo. Posteriormente, se dilucidé un tercer subgénero llamado
L. (Sauroleishmania), una forma infecciosa que se limita al intestino posterior del
vector y es patdégena en reptiles (Fig. 4) (Vargas et al., 2011; Bates, 2007).
Finalmente, las especies L. martiniquensis, L. orientalis, L. enrietti y L.
macropodum, que causan leishmaniasis en humanos y animales, fueron
recientemente incluidas en el cuarto subgénero L. (Mundinia) (Espinosa et al.,
2018).

Género Leishmania
|
| | | |

Subgénero Leishmania Viannia Sauroleishmania  Mundinia
Nuevo mundo Viejo mundo Viejoy Nuevo mundo
Viejo mundo Nuevo mundo |
Cuténea Cutanea L. tarentolae L. martiniquensis
Visceral L. gymnodactyli L. orientalis
L. major L. mexicana L. macropodum
L. tropica L. amazonensis L. enriettii
L. aethiopica L. braziliensis
L. peruviana
L. donovani .
L. panamensis
L. infantum

L. guyanensis

Figura 4. Esquema de clasificacion de los subgéneros de Leishmania. Los parasitos pertenecientes
alos subgéneros Leishmaniay Viannia infectan a mamiferos, el subgénero Sauroleishmania infectan
a reptiles mientras que, Mundinia es capaz de parasitar humanos y otras especies animales. Las
especies mencionadas incluyen algunas de las mas conocidas y representan el foco de la

investigacion biomédica. Modificado y recuperado de Bates, 2007; Espinosa et al., 2018.



1.3. Leishmaniasis

Es una enfermedad causada por protozoos del género Leishmania que son
transmitidos al humano por la picadura de insectos flebétomos infectados. A la fecha
se ha descrito la existencia de 21 especies patdogenas del hombre. La leishmaniasis
tiene tres formas clinicas principales: cutanea, mucocutanea y visceral (Valero y
Uriarte, 2019). Esta patologia afecta a las poblaciones mas pobres del planeta, esta
asociada a la malnutricién, los desplazamientos de personas, las malas condiciones
de vivienda, la debilidad del sistema inmunitario y la falta de recursos. Se estima
que cada afio se producen entre 700 000 a un millén de nuevos casos y entre 26
000 a 65 000 defunciones (WHO, 2019).

1.3.1. Leishmaniasis cutanea localizada

Se considera como la forma mas comun de leishmaniasis. En el Viejo Mundo
es ocasionada por L. tropica, L. major, L. aethiopica y L. infantum (norte de Africa,
Oriente Medio, Asia Central y Sur de Europa) y en el continente americano por L.
mexicana, L. braziliensis, L. panamensis, L. guyanensisy L. peruviana. Las lesiones
cutaneas se desarrollan dentro de varias semanas, meses 0 afos despueés de la
exposicidon. Consiste en alteraciones en la piel que generalmente evolucionan de
papulas a placas nodulares y ulceras que se caracterizan por ser rosadas, redondas
con bordes delimitados y elevados, con una base endurecida y, una costra que
puede sangrar (Fig. 5A). Estas lesiones aparecen en areas del cuerpo expuestas a
picaduras de insectos tales como orejas, nariz, labio superior, mejillas, piernas,
manos, antebrazos y tobillos. El proceso de curacién generalmente produce
cicatrices atroficas (CDC, 2017; Goto y Lauletta, 2012).

1.3.2. Leishmaniasis cutanea diseminada

Es ocasionada por L. braziliensis, L. guyanensis y L. panamensis en
Centroamérica, Brasil y Venezuela. Se caracteriza por la falta de respuesta



inmunitaria celular eficaz contra el parasito, de manera que ocurre una diseminacion
a través de los tejidos, linfa y via sanguinea, desarrollando lesiones pleomorficas
cutaneas en areas no contiguas del cuerpo que pueden afectar las membranas
mucosas en el 30% de los casos (Torres-Guerrero et al., 2017). Predomina en zonas
expuestas, pabellones auriculares, mejillas y extremidades; se caracteriza por
numerosas lesiones de tipo acné, ulceradas y papulares (Fig. 5B) (Vera-lzaguirre et
al., 2006).

1.3.3. Leishmaniasis mucocutanea

Esta asociada principalmente a L. braziliensis aunque L. panamensis, L.
guyanensis 'y L. amazonensis también pueden actuar como agentes etioldgicos en
pueblos de América del Sur. En la mayoria de los casos ocurre después de haberse
presentado leishmaniasis cutanea, y el diagnostico de la afectacion de la mucosa
se establece meses o afnos luego de la curacion clinica del sitio de infeccidn cutanea
original. Inicialmente, los sintomas incluyen picazon en la nariz y posteriormente la
formacion de costras y sangrado; la inflamacién y la destruccion parcial o total de
cartilago y de las membranas mucosas de boca, nariz, garganta, faringe y laringe
pueden ocurrir eventualmente y en caso de que no se trate, puede ocasionar dafos
desfigurantes y cicatrices en las areas afectadas (Fig. 5C) (Pereira et al., 2011; Goto
y Lauletta, 2012).

1.3.4. Leishmaniasis visceral

Se conoce como la forma clinica mas severa, también se denomina como
kala-azar (fiebre negra) y es causada por L. donovani (India y Africa Oriental), L.
infantum (area mediterranea), L. chagasiy L. tropica en el Nuevo Mundo. El cuadro
clinico puede incluir fiebre prolongada, pancitopenia, anemia progresiva,
hepatomegalia, esplenomegalia y pérdida de peso (Fig. 5D). En algunos casos, se
pueden desarrollar nédulos endurecidos o maculas despigmentadas dando lugar a
la leishmaniasis dérmica post kala-azar. La poblacion en riesgo de padecer

leishmaniasis visceral incluye niflos en edad preescolar e individuos



inmunocomprometidos y desnutridos de modo que, en caso de no instaurar un
tratamiento adecuado de forma oportuna, puede evolucionar hacia la muerte en mas
del 90% de los casos (PAHO, 2012; Sundar, 2015; Torres-Guerrero et al., 2017).

Figura 5. Presentacion clinica de leishmaniasis. A) Ulcera en un area expuesta del cuerpo
caracteristica de leishmaniasis cutanea localizada B) Lesiones en la piel consideradas como signo
clinico de la leishmaniasis cutanea diseminada C) Dafio desfigurante en un area afectada por
leishmaniasis mucocutanea D) hepatoesplenomegalia (crecimiento de higado y bazo) ocasionados
por leishmaniasis visceral. Imagenes recuperadas de PAHO, 2012; Torres-Guerrero et al., 2017; Zea
et al., 2009.

1.3.5. Situacion epidemiolégica en México

En paises latinoamericanos como México, la leishmaniasis y sus diversas
formas clinicas se consideran desatendidas y suelen afectar sectores vulnerables y
marginados de la poblacion. Generalmente, la mayor parte de la poblacién expuesta



vive en areas rurales y agricolas, donde se siembra y cosecha café, cacao o arboles
chicleros. Sin embargo, se ha llegado a considerar como una enfermedad
ocupacional que afecta principalmente a hombres en edad productiva, de 15 a 44
afnos, quienes por motivos de trabajo o turismo se adentran a areas selvaticas donde
habita el vector, exponiéndose a su picadura. En México, se conoce su presencia
en las diversas formas clinicas (Tabla 2) (Cordova-Uscanga et al., 1993; WHO,
2010).

Agente etiolégico Distribucion geografica Forma clinica

L. mexicana Campeche, Chiapas, Leishmaniasis cutanea
Coahuila, Jalisco, Nayarit, localizada.
Nuevo Ledn, Oaxaca,

Tamaulipas, Quintana Roo,

Tabasco, Veracruz y
Yucatan.
Tabasco, Michoacan, Leishmaniasis cutanea
Coahuila y Tamaulipas. diseminada.
L. braziliensis
Tabasco y Chiapas. Leishmaniasis
mucocutanea.
L. infantum Guerrero y Morelos. Leishmaniasis visceral.

Tabla 2. Distribucidon geografica y formas clinicas de la enfermedad de las especies de Leishmania

registradas en México. Retomado de Cordova-Uscanga et al., 1993.

En el afo 2016 la Secretaria de Salud indic6é que la poblacion en riesgo de
contraer Leishmania en nuestro pais es de aproximadamente nueve millones de
personas, distribuidas en 13 entidades federativas de tres areas geograficas:
Region del Golfo (Veracruz, Tabasco, Campeche, Quintana Roo y Yucatan), Region
del Pacifico (Chiapas, Guerrero, Jalisco, Nayarit, Oaxaca y Sinaloa) y Region Centro
(Morelos y Puebla) (Fig. 6). Segun las cifras del boletin epidemiolégico semanal que
emite la direccion general de epidemiologia, en México se presentaron dos casos

nuevos de leishmaniasis visceral y 726 de leishmaniasis cutanea durante el afo



2019. Los reportes hasta la semana 24 del 2020 indican el padecimiento de
leishmaniasis visceral en un individuo de Guerrero y 120 casos nuevos de

leishmaniasis cutanea distribuidos en nueve estados del pais.

Distribucion geografica de
leishmaniasis

|| Regidn del Golfo

Regioén del Pacifico

Regién centro

Created with mapchart.net ©

Figura 6. Distribucion geografica de Leishmaniasis en México. La poblacién que se encuentra en
riesgo de adquirir leishmaniasis en sus diversas formas clinicas se asocia principalmente a tres areas

geograficas: region del Golfo, region del Pacifico y region centro. Mapa elaborado en mapchart.net.

1.4. Ciclo de vida

Los parasitos del género Leishmania presentan un ciclo de vida heteroxeno
ya que implica la participacion de un vector invertebrado y un hospedero vertebrado
(Fig. 7). El ciclo de vida comienza cuando una mosca hembra parasitada, del orden
Diptera perteneciente a los géneros Phlebotomus o Lutzomyia, inocula en un
vertebrado (entre ellos los humanos) promastigotes metaciclicos que se
caracterizan por ser organismos unicelulares moviles que poseen un flagelo

prominente. Dentro del hospedero, los parasitos son fagocitados por los macrofagos
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y experimentan un proceso de diferenciacion celular hacia la forma amastigote en
los fagolisosomas. En el interior de este organelo, Leishmania se reproduce
activamente por fision binaria. Posteriormente, se alcanza un limite de protozoos
intramacrofagicos que ocasiona la lisis celular, por consiguiente, los amastigotes
son liberados y tienen la capacidad de infectar células circundantes. El ciclo
continua cuando una mosca ingiere sangre infectada y los amastigotes se
transforman en promastigotes prociclicos en diferentes sitios del intestino del
diptero, donde experimentan multiples rondas de replicacion por fision binaria. Los
parasitos migran a la probdscide del insecto y sufren una nueva alteracion
morfolégica hacia el estadio infectivo promastigote metaciclico. Cuando la mosca
se alimenta de un nuevo hospedero le transmite esta forma patégena de Leishmania
(Alemayehu y Alemayehu. 2017; Bafuls et al., 2007; Pérez-Arellano et al., 2010).
Etapas en el vector (mosca de la arena) Etapas en el hospedante (humano)

Al alimentarse de sangre
el fleb6tomo inocula al parasito
Los promastigotes en forma de promastigote
se reproducen por

O:bimsy W \
v MR

Los promastigotes se
°Los amastigotes se transforman

Los macréfagos fagocitan
a los promastigotes

transforman en
en promastigotes en el intestino medio

amastigotes dentroA

de los macrofagos

®© ° b& Los amastigotes se multiplican
el as células

- en las células de varios tejidos

« < \ - (también en los macréfagos)
' ® S — A

Ingestion de Y
@

células parasitadas .
A = Fase infecciosa
Al alimentarse de sangre

el flebotomo ingiere macrofagos A = Fase diagndstica
infectados con amastigotes

Figura 7. Esquema del ciclo de vida de Leishmania spp. Modificado y recuperado de CDC, 2017.

1.5. Biologia de Leishmania

La secuenciacion del genoma de T. brucei (cepa 927), T. cruzi (CL Brener) y
L. major (Friedlin) ha proporcionado importantes conocimientos sobre la biologia de

los tripanosomatidos y también permitid realizar comparaciones del contenido y la
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arquitectura de los tres genomas. De estos estudios se dilucidé un nivel
sorprendente de sintenia (conservacion en el arreglo génico del DNA nuclear) y la
identificacion de un nucleo de aproximadamente 6200 genes que esta conservado
en estas especies (Choi & El-Sayed, 2012). El genoma de Leishmania consta de 34
megabases (Mb) que estan distribuidas en 36 cromosomas de diferente tamario (de
0.3 Mb a 2.5 Mb) (Myley et al., 1999). El analisis de la secuencia de L. major (cepa
Friedlin), por medio de algoritmos, indico la presencia de 911 genes de RNA, 39
pseudogenes y 8272 genes codificadores de proteinas, los cuales estan separados
por regiones intergénicas relativamente cortas (longitud media de 2045 pb) (lvens
et al., 2005; Padilla-Mejia et al., 2013). En Leishmania, como en otros
tripanosomatidos, el genoma se organiza en unidades policistronicas largas, en
donde decenas de genes estan dispuestos secuencialmente en una misma cadena

de DNA y orientados de manera divergente o convergente (Monnerat et al., 2004).

En contraste con la mayoria de los organismos eucariotas, los miembros de
los géneros Leishmania 'y Trypanosoma llevan a cabo la transcripcion del DNA de
manera policistronica (Fig. 8) para generar transcritos primarios largos que
contienen informacion para la sintesis de todas sus proteinas (Martinez-Calvillo et
al., 2010). El procesamiento de estos precursores de mRNA se logra mediante
splicing en trans (Fig. 8), un mecanismo por el cual al extremo 5" de cada pre-
MRNAs se le adiciona una secuencia de 39 nucledtidos denominada miniexon o
spliced leader que aporta la estructura 5°-cap caracteristica de mRNAs maduros
(Martinez-Calvillo et al., 2010). El splicing en trans involucra una reaccion de trans-
esterificacion de dos pasos, analoga al empalme en cis pero formando una
estructura en forma de Y en lugar de un intermediario lariat (Liang et al., 2003).
Finalmente, la poliadenilacién 3" (adicion de adeninas o una cola poli-A en el
extremo 3°) permite la formacion de los mMRNAs maduros (Fig. 8). La incorporacion
de estas modificaciones especificas a los extremos 5" y 3" del pre-mRNA resultan
importantes debido a que evitan la degradacion enzimatica de este acido nucleico y
permiten su exportacion al citoplasma para su traduccién (Lodish, 2016).
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Figura 8. Transcripcion policistronica, splicing en frans y poliadenilacion en tripanosomatidos.

Recuperado de Martinez-Calvillo et al., 2012.

Diversas especies de Leishmania y Trypanosoma presentan una
caracteristica poco comun en la biogénesis ribosomal, la polifragmentacién del
gen del rRNA 28S en dos especies de rRNA grandes (24Sa y 24SB) y en cuatro
moléculas pequefias (sr1, sr2, sr4 y sr6). De manera interesante, algunos cistrones
ribosomales de L.major presenta dos copias de sr4, el significado bioldgico de esta
duplicacién aun no ha sido determinado. Las regiones codificantes de la unidad
ribosomal se encuentran alternadas por siete espaciadores internos que formaran
parte del rRNA precursor (Martinez-Calvillo et al., 2019). Tomando en consideracion
una situacion haploide, en el genoma de L. major fueron identificadas ~12 copias
del rDNA, que se encuentran orientados cabeza-cola en tandem en el cromosoma
27.

Por lo anterior, se puede reconocer que los tripanosomatidos son eucariontes
relevantes dignos de estudio. En nuestro grupo de trabajo existe interés en la
descripcion de los factores proteicos nucleolares que estén involucrados en la

generacion de las especies maduras del rRNA de L. major.
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1.6. Nucléolo

El nucléolo es un cuerpo nuclear que se encuentra en todas las células
eucariotas descritas hasta el momento. Su funcién principal, la biogénesis
ribosomal, parece estar conservada en animales, plantas y levaduras. La sintesis
de las subunidades ribosomales es un proceso vectorial, complejo, que incluye la
transcripcion del DNA ribosomal (rDNA), el procesamiento y la modificacion quimica
del precursor ribosomal (pre-rRNA) ademas del ensamblaje de las especies
maduras 18S, 5.8S y 25/28S rRNA con un set numeroso de proteinas y el 5S rRNA
en las pre-subunidades menor y mayor que formaran los ribosomas citosolicos
(Stepinki, 2018).

La primera descripcidon del nucléolo se atribuye a Gabriel Gustav Valentin en
1836, sin embargo, 100 afios después hubo un progreso en el estudio de este
organelo a partir de los hallazgos realizados por Barbara McClintock. En 1934, esta
investigadora demostré que el nucléolo de células de Zea mays se ensambla
alrededor de las regiones organizadoras nucleolares (NORs). Se ha reportado en
organismos que condensan la cromatina durante la metafase, que las NORs se
encuentran en los brazos cortos de los cromosomas acrocéntricos (Farley et al.,
2015). Posteriormente se observo que las NORs estan compuestas por decenas,
cientos o miles de copias de rDNA arregladas en tandem y de abundantes proteinas
nucleolares (Boisvert et al., 2007). El analisis ultraestructural del nucléolo indic6 que
en los eucariontes este cuerpo nuclear esta compartimentalizado y, dependiendo
de la especie, puede presentar dos o tres dominios morfolégica y funcionalmente
diferentes. En algunos eucariontes de divergencia tardia, el nucléolo tiene una
organizacion tripartita compuesta por los centros fibrilares (FC), el componente
fibrilar denso (DFC) y el componente granular (GC). Los FC son estructuras
circulares claras que estan enriquecidas con rDNA y proteinas de la maquinaria de
sintesis de rRNA, como la RNA polimerasa | (RNA pol I), topoisomerasa | y el factor
de union rio arriba UBF (upstream binding factor) (Tsekrekou et al., 2017). Los FC
se encuentran rodeados por el DFC, que consiste en el pre-rRNA y los factores que
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lo procesan. Los FC y DFC se encuentran incrustados en el GC, region donde se
realiza la maduracion tardia del rRNA y se concentran las pre-subunidades
ribosomales que saldran al nucleoplasma. Al ser el GC el dominio mayoritario, dicta
la forma general del nucléolo (Fig. 9A) (Tsekrekou et al., 2017; Schofer y
Weipoltshammer, 2018).

Nucleo

Nucleo

Subunidades-r

Nucléolo

~——

Tripanosomatidos

Nucléolos

Humano

Figura 9. Representacion esquematica del nucléolo en humanos (A) y tripanosomatidos (B). En
humanos, el nucleo muestra nucléolos con organizacién tripartita, constituida por el componente
granular (GC), centros fibrilares (FCs) y componentes fibrilares densos (DFCs). Las células de
tripanosomatidos poseen un nucléolo bipartito, construido por GC y DFC. Modificado de Martinez-
Calvillo et al., 2019.

En otro grupo grande de eucariontes el nucléolo se ensambla como una
estructura bipartita formada por el DFC y el GC, pues no existe evidencia
contundente que indique la presencia de FCs. El modelo de nucléolo bipartito ha
sido reportado en protozoos, levaduras, células de invertebrados, peces y anfibios
(Thiry et al., 2011; Martinez-Calvillo et al., 2019). Este tipo de arquitectura nucleolar
fue descrita utilizando el microscopio electronico de transmisién en T. brucei
(Ogbadoyi et al., 2001), en T. cruzi (L6épez-Velazquez et al., 2005) y en L. major

(dato no publicado) (Fig. 10). En estos organismos, el nucléolo se ensambla como
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un cuerpo nuclear fibrogranular, unico, esférico, con un GC prominente y
ligeramente polarizado hacia un extremo del nucleo (Fig. 9B y 10) (Nepomuceno-
Mejia et al., 2010; 2016).

e
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Figura 10. Micrografia electrénica de transmisiéon de un epimastigote de T. cruzi. Dentro del nucleo
(N) se observa un nucléolo (No) bipartito con un componente granular mayoritario. k, cinetoplasto.

Barra = 0.5 ym. Modificado de Nepomuceno-Mejia et al., 2016.

1.7. Biogénesis ribosomal

El ribosoma eucariota consta de dos subunidades diferentes formadas por la
asociacion intrincada de decenas de proteinas ribosomales (RP) con cuatro
especies de rRNA distintas. La subunidad ribosbmica menor o 40S esta formada
por el rRNA 18S asociado con 33 RPs y la subunidad mayor o 60S se ensambla por
la interaccion de los rRNA 5.8S y 25S/28S (generados por la RNA pol | en el
nucléolo) con el 5S rRNA (sintetizado por la RNA pol lll en el nucleoplasma) y con
al menos 46 RPs. La produccién de esta maquinaria molecular es un proceso
complejo que consume una gran cantidad de la energia celular, requiere el
ensamblaje coordinado de los productos generados por las tres RNAs polimerasas,
la exportacion a través de los poros nucleares y la maduracion final en el citoplasma
(Henras et al., 2014).

La biogénesis de las subunidades ribosémicas inicia con la transcripcion del

rDNA competente por la RNA Pol | en la porcion fibrilar del nucléolo. Para realizar

la sintesis del precursor ribosomal policistronico se requiere la union de UBF a un
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elemento de control rio arriba y al promotor del rDNA, ambas secuencias forman
parte del espaciador intergénico que separa unidades de transcripcion ribosomal
adyacentes. La presencia de UBF en el promotor ribosomal produce el
reclutamiento de SL1 -compuesto por la proteina de unién a la caja TATA (TBP) y
varios factores asociados a TBP (TAFs)- asi como la formacién de un complejo de
preinicio estable que resulta atractivo para la RNA pol | (Fig. 11) (Dubois y Boisvert,
2016). Posteriormente, esta polimerasa y otros factores de transcripcion especificos
como RRN3 y la topoisomerasa | y lla producen un pre-rRNA (Kopp et al., 2007).
De manera paralela, en el nucleoplasma la RNA Pol |l sintetiza los mMRNAs de cada
RP y de otros factores de procesamiento. Ademas, la RNA Pol Ill se encarga de
generar el rRNA 5S (Nunez-Villacis et al., 2018).

Pol |

Figura 11. La RNA Pol | y el complejo de preiniciacion. La transcripcién catalizada por la RNA Pol |
requiere del ensamblaje de factores de transcripcion especificos denominados SL1 y UBF en el
promotor de rRNA. Igualmente, se llevan a cabo varias interacciones proteina-proteina (flechas
negras) que favorecen el adecuado ensamblaje del PIC. Recuperado de Goodfellow y Zomerdijk,
2013.

En tripanosomatidos no se han identificado ortdlogos de los factores de
transcripcion SL1, UBF y RRN3. Sin embargo, en T. brucei se caracterizé un factor
de iniciacion de la transcripcion de unién al promotor basal para la RNA Pol |
denominado CIFTA (Brandenburg et al., 2007). También, se ha descrito que T.
brucei y L. major contienen la proteina nucleolar Elp3b, un factor de elongacion
importante en el control de la transcripcion de los genes del rRNA catalizada por la
RNA Pol | (Nguyen et al., 2014; Martinez-Calvillo et al., 2019).
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En el genoma de los eucariontes se pueden encontrar unas pocas (L. major),
cientos (humano) o hasta miles (plantas) de copias de rDNA que estan dispuestas
como reiteraciones génicas arregladas en tandem separadas una de otra por
espaciadores intergénicos (Fig. 13) y que pueden estar localizadas en uno o en
varios cromosomas (Russell y Zomerdijk, 2005). La transcripcion del rDNA genera
un transcrito primario policistronico que contiene las secuencias de los rRNA 18S,
5.8S y 28S, separadas por espaciadores transcritos internos (ITS1 e ITS2) y
flanqueadas por espaciadores transcritos externos en ambos extremos (5- ETS y
3" - ETS) (Fig. 12) (Farley et al., 2015).

A rDNA rDNA DNA

J'ETS

Figura 12. Genes ribosomales y transcrito ribosomal primario. A) Arreglo en tandem de tres cistrones
ribosomales. B) Pre-rRNA (35-47S) que contiene los rRNA 18S, 5.8S y 25/28S flanqueados por
espaciadores transcritos externos (5-ETS and 3'-ETS) y espaciadores transcritos internos (ITS1 e

ITS2). La flecha indica el sitio de inicio de la transcripcion. Modificado de Faley et al., 2015.

Las especies de los rRNA 18S, 5.8S y 25/28S maduras son liberadas
después del procesamiento del pre-rRNA. Una vez que el transcrito primario esta
disponible, sirve de sustrato para una multitud de enzimas como endonucleasas y
exonucleasas, y también para particulas ribonucleoproteicas pequefas nucleolares
(snoRNPs) canonicas como U3, U8, U13, U14 y U17 o no candnicas como la RNasa
MRP (Henras et al., 2015; Ojha et al., 2020). La actividad coordinada de estas
moléculas genera una serie de cortes nucleoliticos para remover de manera
secuencial todos los ETS e ITS. Como parte del proceso de maduracion, el pre-

rRNA es modificado quimicamente en el nucléolo, nucleo o citoplasma por distintas
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enzimas o por familias de snoRNPs. Se ha descrito que la alteracion covalente de
ribonucledtidos contribuye a la estabilizacion de la estructura del ribosoma y
favorece una eficiente sintesis de proteinas (Sloan et al., 2017). Las especies
individuales de rRNA ribosomal son ensambladas en las dos pre-subunidades 40S
y 60S, abandonan el nucléolo y experimentan procesos adicionales de maduracion
en el nucleoplasma antes de ser exportadas al citoplasma, donde finalmente

alcanzan su madurez (Fig. 13) (Henras et al., 2012).
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Ensamblaje de las subunidades ribosémicas
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Figura 13. Representacion esquematica de la biogénesis de ribosomas en eucariontes. La
biogénesis ribosomal ocurre principalmente en el nucléolo, a partir de la transcripcién activa de las
repeticiones de rDNA. Para que ocurra la transcripcion del pre-rRNA 47S se debe formar el complejo
de preiniciacion (PIC). EI rRNA sintetizado se procesa para producir los rRNA maduros 28S, 18S y
5.8S. Finalmente, los rRNA se ensamblan y forman las subunidades ribosémicas pre-40S y pre-60S
que se exportan al citoplasma para generar los ribosomas 80S maduros. Modificado y recuperado
de Nunez-Villacis et al., 2018.
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De manera general, en levaduras y mamiferos el procesamiento del pre-
rRNA comienza con cortes en el sitio 5°-ETS en la posicion A0, seguido de cortes
consecutivos en los sitios A1 y A2 localizados en el ITS1, esto ocasiona que se
elimine el espaciador transcrito externo 5°-ETS y la separacién de los precursores
18S (subunidad menor o SSU) y 27S (subunidad mayor o LSU). El procesamiento
de LSU se lleva a cabo con cortes en las posiciones C1y C2, presentes en el ITS2
con el objetivo de generar los rRNAs 5.8S y 25/28S individuales (Michaeli, 2012).
La situacion en Leishmania y otros tripanosomatidos es diferente, en estos
organismos el LSU se procesa de forma unica y compleja, como producto de las
reacciones endonucleoliticas se generan dos fragmentos grandes de 1900 nt (24Sa)
y 1600 nt (24SB), asi como cuatro fragmentos de rRNA pequefios de
aproximadamente 70 a 220 nt, conocidos como y, 0, € y € en Leishmania o sr1, sr2,
sr6 y sr4 en Trypanosoma (Fig. 14) (Campbell et al., 1987).
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Figura 14. Esquema general del procesamiento del transcrito ribosomal primario en
tripanosomatidos. En la parte superior se ilustra una copia del gen de rRNA. Los dominios (I-1V)
forman parte de la regién promotora y en color negro se muestran los moédulos codificantes de las
ocho especies de rRNA. La flecha indica el sitio de inicio de la transcripcion. La RNAPol | genera un
transcrito primario ribosomal que es procesado para liberar los distintos rRNAs maduros, que
conforman la SSU (18S) y la LSU (5.8S, 24Saq, sr1, 24Sg, sr2, sr4 y sr6). Modificado y recuperado
de Martinez-Calvillo et al., 2019.
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1.7.1. snoRNPs y el procesamiento del rRNA

Ademas de la eliminacion de cada espaciador transcrito, el precursor
ribosomal experimenta una serie de alteraciones quimicas en residuos particulares.
La gran mayoria de modificaciones que presenta el rRNA son la pseudouridilacion
y la 2'-O-metilacidn. Existen diferentes clases de complejos que estan asociados
con los cambios postranscripcionales del rRNA, dentro de los que contienen RNA,
estan incluidas las snoRNPs (Klinge y Woolford, 2019). En eucariontes, las
snoRNPs estan compuestas por un RNA pequefio nucleolar (snoRNA), guia, no
codificante asociado con cuatro proteinas esenciales que se conservaron a lo largo
de la evolucion. Los snoRNA han sido agrupados en distintas familias con base en
elementos de secuencia distintivos como snoRNA caja C/D o caja H/ACA (Fig. 15).
Los snoRNA hibridan transitoriamente con el pre-rRNA por complementariedad de
bases, para posicionar correctamente a la enzima responsable de modificar los
ribonucledtidos blanco (Dieci et al., 2009). Los snoRNPs caja H/ACA (Fig. 15A)
contienen las proteinas Nhp2, Nop10, Gar1 y la pseudouridina sintasa Cbf5
(Diskerina en humanos), enzima que produce la isomerizacion de uridina a
pseudouridina (Massenet et al., 2017; Ojha et al., 2020).
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Figura 15. Tipos de snoRNA que guian la modificacion del pre-rRNA. A) snoRNA H/ ACA se pliegan
en tallo-bucle y presentan ciertas regiones que contienen cadenas sencillas internas donde el pre-
rRNA se hibrida para llevar a cabo la pseudouridilacion. B) snoRNA caja C/D esta involucrado en la
2°-O- metilacion de ribosa y dos secuencias de este snoRNA se hibridan en dos regiones distintas
en el pre-rRNA para llevar a cabo la metilacion. Retomado de Lodish et al., 2016.
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La reaccion de metilacion del grupo hidroxilo 2° de la ribosa de algunos
residuos del pre-RNA es realizada por snoRNPs caja C/D. El snoRNA contenido en
esta particula posee dos motivos conservados, la secuencia 5- RUGAUGA-3" (caja
C; donde R es una purina) y 5-CUGA-3" (caja D), préximos a los extremos 5y 37,
respectivamente (Fig. 15B). En la region central del snoRNA estan presentes dos
copias (idénticas o no) referidas como cajas C" y D" (Fig. 15B). En conjunto, las
cajas C, C’, Dy D" sirven como sitios de union para las proteinas 15.5 kDa (Snu13),
Nop56, Nop58 y la metil transferasa Fibrilarina (Nop1 en levaduras), enzima que
utiliza al cofactor S-adenosil-L-metionina (SAM) como donador del grupo metilo para
transferirlo al rRNA (Fig. 16A). En snRNPs caja C/D de Arqueas, Nop5 reemplaza
al heterodimero formado por Nop56 y Nop58 (Fig. 16B) (Quinternet et al., 2016;
Liang et al., 2019; Kiss-LaszI6 et al., 1996; Shubina et al., 2016).
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Figura 16. Estructura general de los snoRNPs caja C/D. A) En eucariontes los snoRNPs contienen
un snoRNA, dos copias de 15.5kDa y de Fibrilarina y una versién de Nop56 y una de Nop58. B) En
Arqueas el heterodimero Nop56/Nop58 es reemplazado por el homodimero Nop5. Recuperado de
Shubina et al., 2016.
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1.7.2. Fibrilarina

Fibrilarina es una proteina esencial que se ha conservado a lo largo de la
evolucion, pues esta distribuida desde las Arqueas hasta los seres humanos. En
eucariontes, esta enzima se concentra en la zona fibrilar del nucléolo donde se
realiza la transcripcion y el procesamiento temprano del pre-rRNA (Ochs et al.,
1985). Adicionalmente, se ha demostrado que Fibrilarina se localiza en el interior de
los cuerpos de Cajal, estructuras nucleares donde se modifican y ensamblan
algunos componentes del spliccosoma (Raska et al., 1990). Fibrilarina esta
involucrada en la metilacion y en el procesamiento del pre-rRNA (Tollervey et al.,
1993), ademas de participar en la regulacion de la transcripcién del rDNA al metilar

la histona H2A en el nucléolo (Tessarz et al., 2014).

En una diversidad de organismos, Fibrilarina tiene una masa molecular que
oscila entre los 30 y los 40 kDa y esta compuesta por alrededor de 300 aminoacidos.
Esta proteina nucleolar posee dominios estructurales conservados y diferentes (Fig.
17). En humanos, fue descrito que dentro de la region amino terminal se localiza
una secuencia rica en glicinas y argininas (GAR), en la parte central de la molécula
esta un motivo de unidn al RNA (RB) y en el extremo carboxilo se encuentra un
dominio a-helicoidal (Aris y Blobel, 1991). Se han identificado dos secuencias
espaciadoras inter dominios (Sp1 y Sp2) cuya funcibn aun no se conoce con
precision (Fig. 18). Es deseable destacar que los dominios RB y el a-helicoidal
constituyen el dominio de metil transferasa (Fig. 18).
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Figura 17. La estructura secundaria y tridimensional de Fibrilarina presenta un alto nivel de

conservacion desde arqueas hasta humanos. Recuperado de Rodriguez-Corona et al., 2017.
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Figura 18. Conformacion de la molécula de Fibrilarina en humanos. En el amino terminal de
Fibrilarina se encuentra la region rica en glicina y arginina (GAR), ademas esta presente el dominio

metil transferasa que abarca el resto de la proteina. Recuperado de Shubina et al., 2016.

1.8 Purificacion por afinidad en tandem

La purificacion por afinidad en tandem se ha desarrollado como una
herramienta eficaz para el aislamiento de complejos proteicos de interés.
Inicialmente fue empleada para levaduras pero ha sido aplicada con éxito a otros
organismos, incluidos los tripanosomatidos. Para realizar esta metodologia, la

proteina de estudio debe ser fusionada con un péptido de extraccion conocido como
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PTP-tag, para posteriormente expresarse en el organismo bajo investigacion y
entonces, interactuar y formar complejos moleculares que seran aislados por
cromatografia de afinidad en tandem. Para este fin son empleadas dos matrices
diferentes que reconocen distintos epitopes estructurales de la bandera PTP. La
arquitectura del PTP-tag esta compuesta por dos epitopes adyacentes de la
proteina A de Staphylococcus aureus (Prot A), un sitio de escision para la proteasa
del virus del tabaco TEV y una secuencia de 12 aminoacidos de la proteina C (Prot
C) hepatica de humano (Fig. 19). La etiqueta PTP-tag ha permitido aislar una
diversidad de complejos proteicos de T. brucei (Schimanski et al., 2005) y de L.

major (Florencio-Martinez et al., 2021).

CBP TEV Prot A Prot A
e -0 @ T -
ProtC TEV Prot A Prot A
PTP = s ——
BamHI

GAA GAT CAG GTG GAT CCT CGT CTT ATT GAT GGG AAA
E D Q VvV D P R L I D G K

Figura 19. Esquema de la etiqueta PTP. Esta bandera molecular esta formada por un epitope de 12

aminoacidos de Prot C de humano, un sitio de corte para la proteasa TEV y dos secuencias de la
proteina A de S. aureus. Es ilustrada la secuencia de nucledtidos y de aminoacidos del epitope Prot
C. Se indica un sitio de restriccion para la endonuclesa BamHI. Recuperado de Schimanski et al.,
2005.

1.9 Antecedentes

La biogénesis de las subunidades ribosomales es un proceso vital para todos
los organismos. La metil transferasa Fibrilarina es una componente importante que
participa activamente en la maduracion del rRNA. En diversos tripanosomatidos se
ha demostrado la presencia de Fibrilarina como parte del proteoma nucleolar
(Dunbar et al., 2000; Guerrero-Sanchez et al., 2015). El analisis de la secuencia
primaria de aminoacidos indicd que esta enzima porta los dominios conservados
GAR y metil transferasa que se han caracterizado en ortélogos de otras especies
de eucariontes. En extractos totales de células prociclicas de T. brucei se realizaron
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ensayos de inmunoprecipitacion utilizando anticuerpos dirigidos contra Fibrilarina, y
se observo que este tripanosomatido posee al menos 30 snoRNA asociados con
esta enzima. De este total, fueron caracterizados y nombrados 17 (TBR1-17). La
secuenciacion de estos RNA demostrd la presencia de las cajas C, D, C'y D',
elementos de secuencia conservados en los snoRNA de caja C/D de otros
organismos (Dunbar et al., 2000). A partir de algoritmos, se hizo la prediccién de
que 15 de los 17 snoRNA estudiados cumplen con la funcién de metilacion de la 2°-
O-ribosa del rRNA.

De manera interesante, se demostro que Fibrilarina resulta ser una molécula
esencial para el crecimiento celular, debido a que en T. brucei el silenciamiento de
Fibrilarina por la via del RNA de interferencia produce defectos severos de
procesamiento y modificacion del rRNA, conduciendo a la muerte del parasito (Barth
et al., 2007). En estudios realizados en epimastigotes de T. cruzi se reportd que
Fibrilarina esta codificada por dos genes (TcFib 1 y TcFib 2). Las versiones
fluorescentes de Fibrilarina se concentran en el nucléolo de las células

transfectadas (Guerrero- Sanchez et al., 2015).

Dentro del laboratorio al que pertenezco existe el interés de identificar
proteinas involucradas en la metilacion del rRNA de L. major. Con este objetivo y
haciendo un analisis in silico del genoma de este parasito, encontramos que la
Fibrilarina (LmFib) esta representada por dos versiones alélicas, una localizada en
el cromosoma 19 (ID: LmjF.19.0100) y la otra en el 36 (ID: LmjF.36.3070). La
expresion del primero de estos genes produce una proteina de 297 aminoacidos
(aa) con una masa molecular de 31 kDa; por su parte, el producto del segundo alelo
es una molécula de 298 aa con una masa de 31.4 kDa.
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Por la importancia que tiene esta metil transferasa en todas las células
descritas al momento, nosotros realizamos la caracterizacion molecular de
Fibrilarina en promastigotes de L. major. Con base en lo anterior, se obtuvo una
linea celular de L. major que expresa la proteina recombinante LmFib acoplada a
una etiqueta PTP (LmFib-PTP). Posteriormente, por cromatografia de afinidad en
tandem se identificaron proteinas que se asocian con Fibrilarina. Estos datos
obtenidos contribuiran a generar conocimiento basico para entender con mayor

precision la maduracién de las especies ribosomales en parasitos tripanosomatidos.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general

e Caracterizar la enzima Fibrilarina de promastigotes de Leishmania major.

2.2. Objetivos particulares

e Analizar in silico la secuencia de aminoacidos de LmFib.

e Generar lineas celulares que expresen la proteina LmFib-PTP.
e Evaluar la expresion de la proteina LmFib-PTP.

e Determinar la localizacion subcelular de LmFib-PTP.

¢ Identificar las proteinas que interaccionan in vivo con LmFib-PTP.
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3. Estrategia experimental
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4. Materiales y métodos
4.1. Analisis in silico

La secuencia de nucledtidos y de aminoacidos de la enzima Fibrilarina de L.
majory de Trypanosoma brucei fue obtenida de la base de datos del genoma de los
tripanosomatidos (http://tritrypdb.org/tritrypdb/) y de Saccharomyces cerevisiae de
https://www.yeastgenome.org. Los alineamientos de la secuencia de aminoacidos
de Fibrilarina en las distintas especies se realizaron con el servidor clustal Q
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). La prediccién de la posible estructura
secundaria fue realizada en el programa bioinformatico  Phyre?
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index). La conservacion de
dominios funcionales fue parcialmente evaluada con InterPro
(https://www.ebi.ac.uk/interpro/). Utilizando la herramienta bioinformatica Swiss
Model (https://swissmodel.expasy.org), la cual genera modelados por homologia de
estructuras proteicas en 3D, y el programa computacional UCSF Chimera se obtuvo
el modelo tridimensional predicho de distintas Fibrilarinas, empleando como modelo
la estructura 3D de S. cerevisiae (SWISS-MODEL Template Library ID: S5wyk.1.C).

4.2. Cultivo y conteo de promastigotes

Promastigotes silvestres (wild type) de L. major cepa Friedlin fueron
cultivados a 28°C en medio liquido BM (medio M199 0.5%, bicarbonato de sodio 1.1
g/l, infusién de cerebro-corazén 0.25%, HEPES 40 mM, hemina 0.01 mg/ml, biotina
2 mgl/l, penicilina 100 U/ml, estreptomicina 0.1 mg/ml y suero fetal bovino al 10%).
Las poblaciones y las lineas celulares LmFib-PTP crecieron en medio BM con
geneticina (G418). La densidad poblacional se determind diariamente en una

camara de Neubauer. Los parasitos se mantuvieron en crecimiento logaritmico.
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4.3. Obtencion del gen LmFib 1 por PCR

Con base en la secuencia de nucledtidos de Lm-Fibrilarina (ID:
LmjF.36.3070) fueron disefiados dos oligonucleétidos para amplificar por PCR el
gen de esta proteina (un producto de 894 pb en el cual el codon de paro de la
traduccidon fue intencionalmente excluido). Al oligonucleétido sentido 5°-LmFib-
Xmal-For (5'-ACCCGGGATGCGCGGTGGCTTTGGA) se le adicion6 el sitio de
corte de la enzima de restriccion Xmal (CCCGGGQG). El oligonucledtido antisentido 3’
Lm Fib-Xbal-Rev (GTCTAGATTGCTTCGACTTCTTGACA) incluia el sitio de corte
para la enzima de restriccion Xbal (TCTAGA). Para realizar las reacciones de PCR
se emplearon 100 ng DNA gendmico de L. major wild type, 1U de Taq polimerasa
Pfx Platinum (Invitrogen), Buffer de reaccion 1x (Pfx amplification, Invitrogen),
solucidén enhancer 2x (Invitrogen), una mezcla de dNTPs (10 mM), sulfato de
magnesio (MgSO4, 50 mM) y 10 yM de los dos oligonucleottidos. La reaccion de
PCR se llevo a cabo en el termociclador Bio-Rad T100 y las condiciones de
amplificacion incluyeron una etapa de desnaturalizacién inicial de 95°C por 5 min;
30 ciclos de desnaturalizacién (95°C por 30s), alineamiento (58°C a 60°C por 30s)
y extension (72°C por 1 min) y una extension final a 72°C por 7 min. El producto de
PCR fue analizado por electroforesis en un gel de agarosa al 1%.

4.4. Generacion del vector pGE-LmFib.

El gen de Fibrilarina, amplificado por PCR, fue precipitado con 2.5 volumenes
de etanol absoluto y 0.1 volumen de acetato de sodio 3 M a -70°C por una hora.
Posteriormente, se centrifugé a 13,000 rpm por 15 min. La pastilla de DNA se
resuspendio en 30 ul de agua bidestilada, se fracciond por electroforesis en agarosa
y la banda correspodiente a Lm-Fib fue purificada del gel utilizando el kit PCR clean-
up gel extract Il (Macherey-Nagel) siguiendo el protocolo del fabricante. Después,
el DNA Lm-Fib purificado fue adenilado utilizando 1U de Taq polimerasa (Kapa
biosystems), buffer Kapa B Taq 1%, 1 yl de dATP (2 mM) en un volumen final de 10
I, durante 30 minutos a 70°C. 50 ng del producto de Lm-Fib adenilada fue ligado
en 50 ng del vector pGEM-T Easy utilizando 1U de la enzima T4 DNA ligasa
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(Promega) y buffer de ligacidn T4 1x, a temperatura ambiente durante 30 min y
posteriormente toda la noche a 4°C.

4.5. Transformacion de bacterias competentes.

La contruccion pGE-LmFib se utilizé para transformar Escherichia coli cepa
JM109 (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las células
transformadas se inocularon en LB agar que contenia 100 pl de IPTG (100 mM), 20
ul de Xgal (50 mg/ml) y ampicilina 100 pg/ml. Las bacterias se incubaron a 37°C
toda la noche. Tres colonias blancas fueron transferidas a 6 ml de medio LB liquido
con ampicilina 100 pg/ml e incubadas a 37°C con agitacion vigorosa durante la
noche. Después de verificar el crecimiento bacteriano, se llevé a cabo la extraccion
del plasmido utilizando el kit NucleoSpin Plasmid (Macherey Nagel). pGE-LmFib se
caracterizd por medio de analisis de restriccion utilizando una mezcla de las
enzimas Xbal-Xmal y de manera individual EcoRl (New England Biolabs). La
ausencia de errores en la secuencia de DNA de pGE-LmFib fue confirmada por

secuenciacion.

4.6. Purificacion del inserto LmFib

El plasmido pGEM-LmFib fue digerido simultdneamente con las enzimas de
restriccion Xbal y Xmal para liberar el inserto de LmFib. EI DNA se fracciond por
electroforesis en gel de agarosa. La banda de 894 pb fue cortada y el gen LmFib
fue purificado utilizando el kit Nucleospin Gel and PCR Clean Up (Macherey Nagel)
siguiendo las instrucciones del fabricante.

4.7. Generacion del vector pLmFib-PTP

El plasmido pB6-PTP (Moreno-Campos et al., 2016) fue digerido con las
enzimas de restriccion Xmal y Xbal y el cuerpo del vector (6.67 Kb) se purificé como
se menciond en la seccién previa. Para poder llevar a cabo la subclonaciéon de
LmFib en el plasmido PTP, fueron ligados 100 ng del inserto LmFib con 100 ng del

vector PTP empleando 1U de la enzima T4 DNA ligasa (Promega). La reaccion se
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incub6 durante 30 min a temperatura ambiente y posteriormente a 4°C toda la
noche. La construccidn resultante pLmFib-PTP se utilizé para transformar E. coli
cepa DH5aE (Invitrogen) con el electroporador ECM Electro Cell Manipulator 630
(BTX) sometiendo a las bacterias a un micropulso de 2000 volts, 25 ohms y 25 pF.
Las células transformadas se inocularon en agar LB con ampicilina 100 pyg/ml. Se
seleccionaron cuatro clonas positivas, se obtuvo el DNA plasmidico, que fue
analizado por analisis de restriccion con las enzimas Xbal y Xmal. Los plasmidos
seleccionados se enviaron a secuenciar para confirmar la ausencia de errores en la
secuencia y que LmFib haya quedado en marco de lectura correcto con la bandera
PTP.

4.8. Purificacion del vector pLmFib-PTP

Para poder llevar a cabo la transfeccién de promastigotes, fue purificado el
DNA plasmidico a mediana escala de una de las cuatro clonas obtenidas. Para ello,
una asada de la colonia bacteriana seleccionada fue inoculada en 500 ml de medio
LB con ampicilina 100 pg/ml e incubada durante la noche en agitacion a 37°C. El
plasmido pLmFib-PTP fue obtenido empleando el kit Nucleobond Xtra Midi Plus
(Macherey Nagel) siguiendo las instrucciones del fabricante. La identidad del
plasmido se rectificd por analisis de restriccion empleando las enzimas Xbal y Xmal

y los productos de la digestion fueron visualizados en geles de agarosa al 1%.

4.9. Transfeccion L. major

Se cultivaron promastigotes de L. major hasta la fase media logaritmica (20-
25 x 108 células/ ml). Para realizar la electroporacion, 1 x 108 parasitos fueron
cosecharon y lavados con PBS-G (NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, NaoHPO4 10 mM,
KH2PO4 2 mM, sacarosa 6 mM). La pastilla celular se resuspendi6 en buffer cytomix
(HEPES 25 mM pH 7.6, KCI 120 mM, CaCl20.15 mM, K2HPO4/ KH2PO4 10 mM pH
7.6, EDTA 2 mM, MgCl2 5 mM) y las células se transfirieron a una celda de
electroporacion de 4 mm (Electroporation Cuvettes PlusTM, BTX) y se mezclaron
con 25ug de DNA plasmidico (LmFib-PTP). Después de incubar en hielo, los
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promastigotes recibieron un pulso eléctrico de 1600 V, 25 ohms y 50 yF utilizando
el EMC Electro Cell Manipulator (BTX). Los parasitos transfectados fueron
transferidos a tubos conicos de 50 ml con 10 ml de medio BM, incubados a 28°C
toda la noche. La seleccion de parasitos se realizé utilizando 50 pg/ml del farmaco
G418 (Sigma) 24 h después del pulso. Cuatro dias posteriores a la electroporacion,
se transfirieron 2 ml del cultivo de los tubos conicos a cajas de cultivo con 3 ml de
medio BM y G418. Las células se monitorearon diariamente hasta observar el

crecimiento constante de poblaciones transgénicas.

Para la crio-preservacion de cada poblacibn se cosecharon, por
centrifugacion, 1 x 108 células creciendo en la fase media logaritmica. Cada pastilla
celular se resuspendio en 1 ml de suero fetal bovino con 10% de glicerol y se
transfirid a tubos crioviales que se almacenaron a -70°C por 24 h. Después se

mantuvieron congeladas en nitrogeno liquido.

4.10. Obtencion de clonas celulares

Para obtener clonas celulares a partir de las poblaciones de L. major
transgénicas, fueron esparcidos 100, 250, 500, 1000 y 2000 parasitos en medio
semisoélido que contenia agarosa (SeaPlaque GTG, Cambrex) al 0.8% en medio
BM, suero fetal bovino al 20% y G418. Los promastigotes se incubaron a 28°C bajo
una atmosfera de CO2 al 5%. Se monitorearon los cultivos hasta la aparicion de
colonias, cinco de estas fueron transferidas, de manera individual, a cajas de cultivo
de 25 ml con medio BM y G418. Las células fueron mantenidas en agitacion suave
y a 28°C.

4.11. Extraccién de proteinas

Se cosecharon 100 millones de promastigotes LmFib-PTP y L. major wild
type en fase media logaritmica, fueron lavados con 500 ul de PBS frio. La pastilla
celular se resuspendio en buffer RIPA (Tris 50 mM, EDTA 5mM, NaCl 150 mM,
NP40 1%, deoxicolato de sodio 0.5%, SDS 0.1% e inhibidores de proteasas 1x).
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Las muestras se incubaron en hielo por 30 min y se agitaron vigorosamente cada 5
min. Finalmente, las muestras se centrifugaron a 14 000 rpm durante 20 min. La
fraccion soluble se almacend a -70°C. La concentracion de proteinas se cuantificd
por el método de Bradford.

4.12. Ensayo Western blot

Aproximadamente 40 ug de extractos proteicos (obtenidos por buffer RIPA) de
parasitos LmFib-PTP y L. major silvestre se desnaturalizaron empleando buffer
Laemmli (Tris-HCI 22 mM pH 6.8, SDS 2%, azul de bromofenol 0.02%, glicerol 10%
y R-Mercaptoetanol 5%). Posteriormente, las muestras fueron separadas por
electroforesis en gel de poli-acrilamida (SDS-PAGE). Las proteinas fraccionadas
por SDS-PAGE se electrotransfirieron a una membrana de PVDF (Immun-Blot™
PVDF, BIO-RAD) empleando buffer de transferencia (Tris 24.76 mM, glicina 191.82
mM, metanol 20%) a 4°C. Al término, los sitios de union inespecificos fueron
bloqueados con una solucion de leche (BioRad) en PBS-Tween 20 al 0.05%. La
presencia de la proteina LmFib-PTP se analizé utilizando individualmente una serie
de anticuerpos primarios dirigidos contra diferentes epitopes de la bandera PTP.
Fueron empleados un anti-Proteina A (Sigma), un anti-Proteina C (Delta biolabs) y
un anti-Flag (Sigma). Después de lavados exhaustivos, la membrana se incubd con
el anticuerpo secundario acoplado a la enzima peroxidasa de rabano (BioLegend).
Finalmente, el complejo antigeno-anticuerpo se puso de manifiesto por una reaccion

quimioluminiscente empleando el kit Immobilon Western (Millipore).

4.13. Inmunofluorescencia

Se emplearon parasitos L. major Fib-PTP y L. major wild type de fase media
logaritmica. Las células fueron cosechadas, lavadas con PBS y adheridas a un
portaobjetos tratado con Poly-L-Lisina. Posteriormente, fueron fijadas con
paraformaldehido al 4% por 30 min a 4°C. Los promastigotes fueron
permeabilizados con 0.1% Tritdon X-100 (Sigma) por 5 minutos y los sitios
inespecificos de unién fueron bloqueados con albumina sérica bovina al 2% por 30
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min. Los anticuerpos primarios utilizados fueron anti-prot C, anti-prot A y anti-Flag.
Como marcador nucleolar se empled un suero policlonal a-LmNop56. Después de
lavar con PBS, los parasitos se trataron con Anti-IgG de conejo y de ratén conjugada
con Alexa Fluor 488 o 546 (Molecular Probes). Para teiir el DNA, se afadio
VectaShield con DAPI. Las preparaciones fueron analizadas por microscopia de

epifluorescencia.

4.14. Purificacion por cromatografia de afinidad en tandem

Fueron utilizados tres litros de cultivo de promastigotes LmFib-PTP que
alcanzaron la fase media logaritmica. Los parasitos fueron cosechados por
centrifugacion a 4°C y resuspendidos en una solucién amortiguadora que contenia
Tris-HCI 10 mM pH 8.0, NaCl 150 mM, NP40 al 0.1% e inhibidores de proteasas 2x
(Sigma). Las células se lisaron con 1% de Triton X-100 y fueron mantenidas a 4°C
por 20 min. Las muestras se transfirieron a un homogenizador tipo Wheaton para
completar la lisis celular, la suspensidon resultante fue centrifugada a 4°C. El
sobrenadante fue recuperado y colocado en una columna de cromatografia con una
matriz de perlas de sefarosa-lgG (Amersham) en su interior. La interaccién se
realizé por 4 h a 4°C con rotacion suave. Después de una serie de lavados, los
complejos proteicos formados fueron digeridos con buffer TEV [KCI 150 mM, Tris-
HCI 20 mM pH 7.7, MgCl2 3 mM, DTT 0.5 mM, Tween 20 al 0.1%, EDTA 0.5 mMy
100 U de la proteasa de cisteina del virus del grabado del tabaco (TEV)] durante
toda la noche a 4°C y agitacion suave. Posteriormente, los complejos proteicos que
interaccionaron con las perlas son eluidos y mezclados con una solucidon
amortiguadora que contenia (KCI 150 mM, Tris-HCI 20 mM pH 7.7, MgCl2 3 mM,
DTT 0.5 mM, Tween 20 al 0.1%, CaCl> 3 mM, inhibidores de proteasas). Esta
mezcla fue transferida a una columna de cromatografia con una matriz de afinidad
a-Prot C (Roche). La interaccion proteica se llevo a cabo durante 4h a 4°C con
rotacion suave. La muestra de interés fue eluida, recuperada en fracciones con
250pl de buffer de elucion (Tris-HCI 5mM pH 7.7, EGTA 10mM, EDTA 5mM e

inhibidores de proteasas al 1x ). Las proteinas eluidas se concentraron en columnas
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Amicon® Ultracell 3K (Millipore) de 0.5 ml y, en una fraccion fue analizada en SDS-
PAGE vy tefiida con SYPRO-ruby (Molecular Probes). El extracto proteico sobrante
fue concentrado en gel de acrilamida y enviado al servicio de Protedmica y
Espectrometria de masas de la Upstate Medical University para la identificacion de

las proteinas que interaccionan con LmFib in vivo.
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5. Resultados

5.1. Analisis de la secuencia de LmFib

El genoma de L. major contiene dos genes que codifican para Fibrilarina, uno
localizado en el cromosoma 19 (ID: LmjF.19.0100) y el otro en el 36 (ID:
LmjF.36.3070). Los productos de la expresion de estos genes son proteinas de 296
y de 298 aminoacidos, respectivamente. El alineamiento de la secuencia primaria
de estas Fibrilarinas mostré que comparten un porcentaje de identidad del 72.07%
(Fig. 20). La prediccion in silico de la estructura secundaria revel6 que las dos
versiones de LmFib presentan mas de diez hojas beta plegadas y varias hélices alfa
con una disposicion similar a lo largo de toda la proteina (Fig. 20; flechas azules y

rectangulos morados, respectivamente).
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Figura 20. Analisis in silico de las dos isoformas de Fibrilarina de L. major. El alineamiento de la

secuencia de aminodacidos fue realizado utilizando LmFib 1 (ID: LmjF.19.0100) y LmFib 2 (ID:
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LmjF.36.3070). Son sefialados los residuos conservados (caja negra) y los semiconservados (caja
gris) en ambas secuencias. El arreglo de aminoacidos en forma de laminas 8 plegadas se representa
con flechas azules y las a-hélices con rectangulos redondeados de color morado. Cabe sefialar que
el alineamiento de la secuencia de aminoacidos no es continuo (linea negra). Son indicados los
elementos funcionales conservados que han sido identificados en otras Fibrilarinas, con una linea

azul la region GAR y el dominio metil transferasa con una linea roja.

Con el analisis de la secuencia de aminoacidos de LmFib fue posible
distinguir los motivos conservados y funcionales que han sido descritos en las
Fibrilarinas de otras especies, como levadura y humano. Como ocurre en sus
ortdlogos, en el extremo amino de LmFib esta presente la region GAR, que posee
una longitud de 54 aminoacidos y esta compuesta principalmente por residuos de
glicina y arginina (Fig. 20; linea azul). Por otro lado, el dominio metil transferasa
(también identificado como dominio Fibrillarin en todos los servidores que fueron
consultados), consta de 230 aminoacidos y esta dispuesto en el resto de la proteina
(Fig. 20, linea roja). En conjunto, estos datos bioinformaticos nos sugieren que las
Fibrilarinas de L. major son muy parecidas entre si. Con base en estos resultados
se decidio realizar el resto del proyecto estudiando a LmFib 2 (ID: LmjF.36.3070)
(que a partir de ahora llamaremos simplemente LmFib).

5.1.1. Comparacién de la secuencia de LmFib con su ort6logo en levadura

Las secuencias primarias de LmFib y de Fibrilarina de S. cerevisiae (ScFib;
ID: P15646) fueron obtenidas y analizadas in silico. Las predicciones
computacionales indican que LmFib es 63.51% idéntica a la proteina de levadura,
un porcentaje de identidad relativamente alto. Se puede observar que la region
amino terminal entre las proteinas presenta un mayor grado de variabilidad y que
ScFib cuenta con 29 aminoacidos adicionales (Fig. 21). Con base en la estructura
secundaria predicha, se observo que hay una similitud importante en el numero y la
posicion de los residuos que forman las a-hélices y las laminas 8 en la proteina de
estas dos especies (Fig. 21). En L. major, Fibrilarina esta estructurada por siete o-
hélices y doce laminas B (Fig. 21, flechas color azul) mientras que en S. cerevisae
se encuentran once a-hélices y trece laminas g (Fig. 21, flechas color morado). De
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acuerdo con estos resultados, es posible mencionar que, en las dos especies aqui
analizadas, la organizacion dimensional es altamente similar. Esto nos sugiere que
Fibrilarina se conservo a lo largo de la evolucion (Fig. 22). Finalmente, se llevd a
cabo la prediccion de la arquitectura tridimensional de LmFib utilizando como
templado la estructura de ScFib (PDB ID: 5wyk.1.C) generada por microscopia crio-
electronica (Sun et al., 2017). El modelaje 3D de LmFib revelé un arreglo global
bastante parecido al reportado en levadura (Fig. 23). Después de generar un modelo
en el que fueron sobrelapadas estas dos proteinas, fue posible distinguir que la
conformacién tridimensional exhibida por el dominio metil transferasa es

practicamente idéntica en ambas especies (Fig. 23).
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Figura 21. Comparacion de secuencia primaria y estructura secundaria de Fibrilarina en L. major
(LmFib) y de S. cerevisae (ScFib). Las secuencias de aminoacidos de las dos especies fueron
alineadas en el servidor Clustal Q. Los elementos predichos de la estructura secundaria de LmFib
se muestra en la parte superior y los de ScFib en la parte inferior del alineamiento. Las laminas 8 se
representan en flechas azules y las a-hélices con rectangulos redondeados color morado. Las cajas

negras representan los residuos conservados y las cajas grises los residuos semiconservados.

Dominio metil transferasa
eseJajsuel} [[}dw oluiwoq

Figura 22. Modelo tridimensional de Fibrilarina en S. cerevisae (ScFib) y L. major (LmFib). ScFib fue
modelada utilizando los residuos del 88 al 322, para LmFib se incluyeron los aminoacidos 61 al 291
para generar la estructura tridimensional. Con base en el numero de residuos que se tomaron en
cuenta para elaborar los modelos 3D de ambas especies, es posible reconocer la conformacion y

estructura que adopta el dominio metil transferasa.
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Dominio metil transferasa

ScFib/LmFib
Figura 23. Sobreposicion de los modelos tridimensionales de ScFib y LmFib. Con base en la

estructura predicha obtenida se puede observar la alta similitud estructural compartida entre estas

Fibrilarinas.

5.1.2. Fibrilarina en tripanosomatidos

A continuacion se realizd un alineamiento multiple de las secuencias de
aminoacidos de Fibrilarina de algunas especies del género Leishmania y
Trypanosoma para dilucidar el grado de conservacion. Los porcentajes de identidad
obtenidos con el servidor Clustal Omega sugieren que la Fibrilarina en las diferentes
especies del género Leishmania (al menos las incluidas en este analisis) presenta
un grado de conservacion relativamente elevado (Fig. 24, cajas negras). Los
residuos idénticos entre LmFib y los ortélogos de otros tripanosomatidos van desde
un 99.57% con L. infantum) hasta un 85.27% de identidad con el ortdlogo de T.
brucei (Fig. 24; Tabla 3). Aparentemente, la regidon amino terminal es mas variable,
mientras que la parte central y el carboxilo terminal presentan un alto grado de
homogeneidad (Fig. 24). Los resultados de los porcentajes de identidad entre los
diferentes ortélogos de Fibrilarina de las especies que fueron contempladas en este
estudio estan resumidos en la tabla 3.
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TbFib ~  ———mmmmmm e MRGGFGRGGGS --GFRGGRGGGA----PSRGRGGAGRGGGRGGNA-- 39

TcFib MNSHCDIEFKNSAMRGGFGRG----—————————ec—— GFRGGGRGGGSSARGRGGASRG 43

LbFib ~ - MRGGFARGGGGRGG-—-—-—- FGRGGARGGGRGGGARGGGRGGG--- 37

LpaFib = = (o]

LmxFib - 0

LmFib e MRGGFGRGGGGRGGSRGGRGGFGRGGGRGGG--—-— RGGGRGGG--- 39

LiFib ~ = e (0]

TbFib —~GPHGRGGRGGGGRGGGAGAKVVVEPHLIA: §:deAv) 2 £33 UG MAD S Hedi w2 IATA Je VAvA{ed 3 9 5 98

TcFib AGRGGPGRGGRGGRGGGAGAKVVVEPHMA: i dedv) 3 K3y 4 KHDSLCTLNMVP R 103

LbFib -RGGGRGGGRGGGRGGSAGAKVIVEPH 2 96

LpaFib 33

LmxFib 33

LmFib 97

LiFib 33

TbFib 158
TcFib 163
LbFib 156
LpaFib 93
LmxFib 93
LmFib 157
LiFib 93
TbFib 218
TcFib 223
LbFib 216
LpaFib 153
LmxFib 153
LmFib 217
LiFib 153
TbFib DOARILALNAQAFLIWNGGHYVISIKANCIDSTLDA 278
TcFib DOARILALNAQAFL/INGGHYVISIKANCIDSTL|XA 283
LbFib DOARILALNAQAFL¢NGGHYVISIKANCIDSTL/A 276
LpaFib DOARILALNAQAFL¢NGGHYVISIKANCIDSTL/:A 213
LmxFib DOARILALNAQAFL¢NGGHYVISIKANCIDSTL|XA 213
LmFib DOARILALNAQAFL¢NGGHYVISIKANCIDSTL|XA 2717
LiFib DOARILALNAQAFLNGGHYVISIKANCIDSTL|XA 213
TbFib PFERDHAVVVGVYR [KAVQO 300

TcFib PFERDHAVVVGVYR IRKTE - 304

LbFib PFERDHAVVVGVYR [KSK-- 296

LpaFib PFERDHAVVVGVYR [KSK-- 233

LmxFib PFERDHAVVVGVYR [KSKQ- 234

LmFib PFERDHAVVVGVYR [KSKQ- 298

LiFib PFERDHAVVVGVYR [KSKQ- 234

Figura 24. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de Fibrilarina de diferentes especies de
Leishmania'y Trypanosoma. Fueron incluidas las secuencias de T. brucei (TbFib; ID Tb927.10.7500),
T. cruzi (TcFib; ID TcCLB.510105.50), L. braziliensis (LbFib; ID LBRM2903_350041600), L.
panamensis (LpFib; ID LPMP_353140), L. mexicana (LmxFib; ID LmxM.36.3070), L. major (LmFib;
ID LmjF.36.3070) y L. infantum (LiFib; ID LINF_360038800). Los aminoacidos conservados y

semiconservados estan resaltados en cajas color negro y gris, respectivamente.
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TbFib  TcFib LbFib LpaFib LmxFib LmFib LiFib

TbFib 100 88.31 83.79 87.12 87.61 85.27  88.03
TcFib 100 86.36 89.70 90.17 87.54  90.60
LbFib 100 100 98.28 97.93 98.71
LpaFib 100 98.28 98.28  98.71
LmxFib 100 99.15  99.57
LmFib 100 99.57
LiFib 100

Tabla 3. Porcentaje de identidad de la secuencia de aminoacidos de la Fibrilarina de distintas
especies de tripanosomatidos. TbFib (T. brucei), TcFib (T. cruzi), LbFib (L. braziliensis), LpFib (L.
panamensis), LmxFib (L. mexicana), LmFib (L. major)y LiFib (L. infantum). Por ejemplo, LmFib es
97.93% idéntica con el ortdlogo de L. braziliensis. La Fibrilarina de L. mexicana y la de L. infantum
son 99.57% iguales. LmFib es 87.54% y 85.27% equivalente con T. cruzi y T. brucei,

respectivamente.

5.2. Obtencion del vector pGEM-T Easy

Para realizar la caracterizacion de LmFib, fueron disefiados dos
oligonucledtidos para amplificar el gen, sin coddén de paro, de LmFib 2
(LmjF.36.3070) por PCR. Al finalizar, el producto de la reaccion se analiz6 por
electroforesis en un gel de agarosa. Observamos una banda abundante que oscila
alrededor de las 900 pb que corresponde al tamafo de LmFib (Fig. 25A; Fib).
Posteriormente, el DNA de interés (LmFib) fue purificado del gel y analizado por
electroforesis en gel de agarosa (Fig. 25B).
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LmFib

LmFib

Figura 25. Obtencion del gen Lmfib-1 por PCR. A) Se muestran tres reacciones de PCR indicando
la banda esperada de 900 pb. Diferentes temperaturas de alineamiento fueron utilizadas. En el carril
1=58°C,en2=59°Cyen3=060°C. B) DNA de LmFib purificado del gel utilizando un kit comercial.
En ambos carriles se observa LmFib purificado a diferentes concentraciones. En el carril 2= 600ng y
en el carril 3= 200ng de DNA. M, Marcador 1 Kb Plus (Invitrogen); Fib, Fibrilarina. Gel de agarosa al

1% tefido con Midory Green (Nippon genetics).

LmFib purificado fue adenilado y ligado al vector pGEM-T Easy (Fig. 26A).
Con las mezclas de ligacidn fueron transformadas células competentes de E. coli.
De varios cientos de colonias positivas, se aisl6 el plasmido por lisis alcalina de tres
colonias que fueron elegidas al azar. Se cuantifico la concentracion del DNA
obtenido por espectrofotometria y la construccion plasmidica fue evaluada por
electroforesis en gel de agarosa (Fig. 26B).
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Figura 26. Clonacion de LmFib en el vector pPGEM-T Easy. A) Mapa del vector pGE-LmFib realizada
con el programa DNAman (https://www.lynnon.com/dnaman.html). Se muestran los principales
componentes del vector como los sitios de corte de las enzimas de restriccion, la secuencia de
resistencia a ampicilina y el inserto de LmFib. B) Imagen del gel de agarosa con el DNA plasmidico
de las tres colonias seleccionadas (1 a 3). M, marcador 1 Kb Plus (Invitrogen). Gel de agarosa al 1%

tefiido con Midory Green (Nippon genetics).

Para corroborar la naturaleza del plasmido pGE-LmFib obtenido de las tres
clonas, fue realizado un analisis utilizando algunas endonucleasas de restriccion.
La caracterizacion se llevé a cabo empleando la enzima EcoRI debido a que estan
presentes dos sitios de corte en el vector pGEM-T Easy y uno interno en LmFib.
Como era esperado, se observaron tres fragmentos de DNA con diferentes
tamanos. El primero menor de las 3 Kb, otro cercano a las 700 pb y el ultimo de
aproximadamente 270 pb (Fig. 27; carriles 2, 6 y 10). También, pGE-LmFib fue
digerido simultaneamente con las enzimas Xmal y Xbal que cortan a LmFib en los
extremos 5 y 3, respectivamente (Fig. 26A). Ambas enzimas no presentan

actividad sobre el cuerpo del vector. Como se habia predicho, al finalizar la
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electroforesis se observo la presencia de dos bandas resultantes de la reaccion de
restriccidon, una de 3 Kb (que corresponde al vector pPGEM) y otra cercana a las 900
pb (perteneciente al inserto LmFib) (Fig. 27; carriles 3, 7y 11).

1T 2 3 M 5§ 6 7 M 9 10 11

N

Figura 27. Analisis de restriccion del DNA plasmidico pGE-LmFib. Los carriles 1 al 3 corresponden
a la colonia uno (1: DNA sin digerir, 2: DNA digerido con EcoRl y 3: DNA digerido con Xmal y Xbal).
Los carriles 5 a 7 son de la colonia dos (5: DNA sin digerir, 6: DNA digerido con EcoRl y 7: DNA
digerido con Xmal y Xbal). Los carriles 9 a 11 plasmido de la colonia tres (9: DNA sin digerir, 10:
DNA digerido con EcoRl y 11: DNA digerido con Xmal y Xbal). M, marcador 1 Kb Plus (Invitrogen).

Gel de agarosa al 1% tenido con Midory Green (Nippon genetics).

Se decidi6 enviar a secuenciar pGE-LmFib de las colonias uno y dos. La serie
de nucledtidos resultantes fue comparada contra la secuencia gendmica de las dos
versiones de Fibrilarina de L. major disponibles en la pagina web TritrypDB,
utilizando las  herramientas  bioinformaticas Clustal Q 'y  BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgila). Con base en el analisis in silico
determinamos que pGE-LmFib de la colonia numero dos esta libre de errores (Fig.
28) y que presenta una identidad del 100% con el gen de Fibrilarina localizado en el
cromosoma 36 (LmjF.36.3070). De esta forma se confirmo la obtencion del vector
pGE-LmFib (Fig. 26A). Por lo anterior, esta construccion fue seleccionada para
generar el plasmido pLmFib-PTP.
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ATGCGCGGTGGCTTTGGACGTGGCGGTGGTGGTCGCGGCGGCAGCCGTGGTGGTCGCGGA

KA A KA AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR R h kK

GGCTTTGGCCGTGGCGGCGGTCGCGGTGGAGGCCGTGGCGGCGGTCGCGGTGGAGGCCGT

KA A KA AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR * kK

GGCGGCGGTCGCGGTGGTGGCCGTGGCGGCGGTCGCGGTGGTGCGGGTGCCAAGGTTATC

KA A KA AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR A AR AR A AR AR A * kK

GTGGAGCCACACATGCTGCATCCTGGCGTGTTCATTTCCAAGGCCAAGACCGACTCTCTT
——————————————————————— TGGCGTGTTCATTTCCAAGGCCAAGACCGACTCTCTT

KA A KA AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR A A A AR AR A AR Ak kK

TGCACGCTGAACATGGTGCCCGGTATTTCCGTTTATGGCGAGAAGCGTATCGAGCTGGGT
TGCACGCTGAACATGGTGCCCGGTATTTCCGTTTATGGCGAGAAGCGTATCGAGCTGGGT

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR * kK

GCAACGCAGGGAGGTGATGATAAGAAGGAGTACCGTCTGTGGAACCCCTACCGCTCGAAG
GCAACGCAGGGAGGTGATGATAAGAAGGAGTACCGTCTGTGGAACCCCTACCGCTCGAAG

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR A KA A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A ARk kK

CTGGCCTCCGCCATCTACGCTGGTGTGAGTAGCATTCACATGGGTCCCGGCTCGAAGGTA
CTGGCCTCCGCCATCTACGCTGGTGTGAGTAGCATTCACATGGGTCCCGGCTCGAAGGTA

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR A KA A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR Ak kK

CTGTATCTCGGCGGTGCAACGGGTACCACCGTCAGCCACGTGAGCGACCTTGTGGGTCCG
CTGTATCTCGGCGGTGCAACGGGTACCACCGTCAGCCACGTGAGCGACCTTGTGGGTCCG

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR A KA A AR AR A AR AR A AR A AR A AR AR A A A AR * kK

GAGGGCATGGTGTATGCTGTGGAGTTCTCGCACCGTGTAGGCCGCGATTTAGTGGAGATG
GAGGGCATGGTGTATGCTGTGGAGTTCTCGCACCGTGTAGGCCGCGATTTAGTGGAGATG

KA A KA AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR A AR AR A A A AR R h kK

TCGAAGCGCCGCCCGAATATTGTGCCCATTGTTGAGGATGCCCGCTACCCCATGAAGTAC
TCGAAGCGCCGCCCGAATATTGTGCCCATTGTTGAGGATGCCCGCTACCCCATGAAGTAC

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR * kK

CGCATGCTTGTGCCGATGGTGGATTGCATTTTCATGGATGTCGCCCAGCCAGACCAGGCG
CGCATGCTTGTGCCGATGGTGGATTGCATTTTCATGGATGTCGCCCAGCCAGACCAGGCG

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR A A A AR A A A ARk kK

CGAATTCTTGCACTCAACGCACAGGCTTTTCTGCAGAACGGTGGTCACTATGTGATCTCT
CGAATTCTTGCACTCAACGCACAGGCTTTTCTGCAGAACGGTGGTCACTATGTGATCTCT

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR A AR AR AR A AR Ak kK

ATCAAGGCTAACTGCATCGACTCTACCCTGGAGGCCCCTGTAGTGATCGCGTCTGAGCTG
ATCAAGGCTAACTGCATCGACTCTACCCTGGAGGCCCCTGTAGTGATCGCGTCTGAGCTG

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A ARk kK

AACAAGCTGAAGAAGGACAAGCTGAAGCCACTGGAGCAAGTGTCTCTTGAGCCGTTCGAG
AACAAGCTGAAGAAGGACAAGCTGAAGCCACTGGAGCAAGTGTCTCTTGAGCCGTTCGAG

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR A A A AR A A A AR Rk kK

CGCGATCACGCTGTAGTTGTTGGCGTGTACCGCCCTGTCAAGAAGTCGAAGCAATGA-——
CGCGATCACGCTGTAGTTGTTGGCGTGTACCGCCCTGTCAAGAAGTCGAAGCAAT—————

KA AR A AR AR A AR AR KA AR A AR AR A AR AR A AR A KA AR A AR AR A AR A A A AR A ARk kK

70

60
60

120
120

180
180

240
240

300
300

360
360

420
420

480
480

540
540

600
600

660
660

720
720

780
780

840
840

897
894



Figura 28. Alineamiento de la secuencia del gen de Fibrilarina localizado en el cromosoma 36 de L.
major (LmFib) con la secuencia de la clona 2 (C2LmFib).

5.3. Obtencidn del vector LmFib-PTP

Se realizo la digestidn del vector pGE-LmFib y del plasmido pB6-PTP con las
enzimas de restriccion Xmal y Xbal. Estas reacciones se llevaron a cabo para
purificar el inserto de LmFib (900 pb) y el cuerpo del vector que contiene la bandera
PTP (6.67 Kb). Después de fraccionar por electroforesis en gel de agarosa, ambos
DNAs fueron recuperados (Fig. 29A) y cuantificados por espectrometria.
Posteriormente, el gen de Fibrilarina de L. major fue subclonado en el vector PTP
(Fig. 29B).

A B

Nhet PTP tag
Xbal - \

Lm-Fib
Scal
Amp-r
pLm-Fib-PTP
7568bp

Neo-r

Figura 29. Generacion del vector pLmFib-PTP. A) Cuerpo del vector PTP purificado (carril 1) e inserto
LmFib purificado (carril 2). M, marcador de peso molecular de 1 Kb Plus (Invitrogen). Gel de agarosa
al 1% tefiido con Midory Green (Nippon genetics). B) Mapa del vector pLmFib-PTP realizado con el

programa DNAman.

La ligacion (LmFib con el cuerpo del vector PTP) se empled para transformar
células de E. coli electrocompetentes cepa DH5aE. Fueron seleccionadas cuatro
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colonias para aislar DNA de plasmido pLmFib-PTP utilizando un kit de miniprep y el

DNA obtenido se analizé en un gel de agarosa (Fig. 30).

M 1 2 3 4

Figura 30. Analisis del vector pLmFib-PTP. DNA de plasmido sin digerir extraido de las cuatro clonas
(carriles de 1 a 4) seleccionadas al azar. M, marcador de 1 Kb Plus (Invitrogen). Gel de agarosa al

1% tefiido con Midory Green (Nippon genetics).

Después el plasmido pLmFib-PTP de cada clona fue digerido
simultaneamente con las enzimas Xmal y Xbal. En todas las muestras analizadas
observamos dos fragmentos de DNA, el primero de 900 pb que corresponde al gen
LmFib y una banda mayor a las 6 Kb que representa el cuerpo del vector PTP (Fig.
31).

Figura 31. Analisis de restriccion del plasmido pLmFib-PTP con las enzimas Xmal y Xbal. Colonia
uno (linea 1: DNA sin digerir, linea 2: DNA digerido con Xmal y Xbal). Colonia dos (linea 3: DNA
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digerido con Xmal y Xbal, linea 4: DNA sin digerir). Colonia tres (linea 5: DNA sin digerir, linea 6:
DNA digerido con Xmal y Xbal). Colonia cuatro (linea 7: DNA sin digerir, linea 8: DNA digerido con
Xmal y Xbal). M, marcador de 1 Kb Plus (Invitrogen). Gel de agarosa al 1% tefiido con Midory Green

(Nippon genetics).

El plasmido de las clonas 2 y 3 fue enviado a secuenciar. Después de realizar
los analisis in silico de la secuencia de nucledétidos recibidos, se decidio utilizar la
clona numero tres para continuar con el proyecto, pues ésta no presenté ninguna

mutacion (Fig. 32). De esta manera, se obtuvo el plasmido pLmFib-PTP (Fig. 29B).

ImFib CTCCCCCTGTCCCCGGGATGCGCGGTGGCTTTGGACGTGGCGGTGGTGGTCGCGGCGGCA 60
For CACGTGCCTCCCCTGAAAAGAAAAGAAGATGGTTTAAATGGGTTGAAAGAAACGGCGGCA 60
* ok * kkk K x & * ko * Kk kK * Kok Kk kKK kK
ImFib GCCGTGGTGGTCGCGGAGGCTTTGGCCGTGGCGGCGGTCGCGGTGGAGGCCGTGGCGGCG 120
For GCCGTGGTGGTCGCGGAGGCTTTGGCCGTGGCGGCGGTCGCGGTGGAGGCCGTGGCGGCG 120
ok ok ok kK Kk Kk ko ok ok ok Kk ko ok ok ok ok kK ok ko ok ok ok ok kK ko ok ok ok Kk ko ok ok ok kK K ok ok kK
ImFib GTCGCGGTGGAGGCCGTGGCGGCGGTCGCGGTGGTGGCCGTGGCGGCGGTCGCGGTGGTG 180
For GTCGCGGTGGAGGCCGTGGCGGCGGTCGCGGTGGTGGCCGTGGCGGCGGTCGCGGTGGTG 180
ek o ok kK Kk Kk ok ok ok kK Kk ko ok ok ok kK ok ko ok ok ok kK Kk ko ok ok ok K ko ko ko ok ok kK K ok ok kK
ImFib CGGGTGCCAAGGTTATCGTGGAGCCACACATGCTGCATCCTGGCGTGTTCATTTCCAAGG 240
For CGGGTGCCAAGGTTATCGTGGAGCCACACATGCTGCATCCTGGCGTGTTCATTTCCAAGG 240
ek o ok ok kK K Kk ko ok ok kK Kk ko ok ok ok ok kK ko ok ok ok ok kK ko ok ok ok Kk ko ok ok kK K ok ok kK
ImFib CCAAGACCGACTCTCTTTGCACGCTGAACATGGTGCCCGGTATTTCCGTTTATGGCGAGA 300
For CCAAGACCGACTCTCTTTGCACGCTAAACATGGTGCCCGGTATTTCCGTTTATGGCGAGA 300
ok ok ok kK Kk Kk ok ok kK Kk ko kK ok kK ko ok ok ok ok Kk ko ok ok ok Kk ko ok ok ok kK K ok ok kK
ImFib AGCGTATCGAGCTGGGTGCAACGCAGGGAGGTGATGATAAGAAGGAGTACCGTCTGTGGA 360
For AGCGTATCGAGCTGGGTGCAACGCAGGGAGGTGATGATAAGAAGGAGTACCGTCTGTGGA 360
ok ok ok ok kK K Kk ok ok ok kK Kk ko ok ok ok ok kK ok ko ok ok ok ok kK ko ok ok ok K ok ko ok ok ok kK K ok ok kK
ImFib ACCCCTACCGCTCGAAGCTGGCCTCCGCCATCTACGCTGGTGTGAGTAGCATTCACATGG 420
Rev ACCCCTACCGCTCGAAGCTGGCCTCCGCCATTTACGCTGGTGTGAGTAGCATTCACATGG 420
ok ok ok kK K K Kk o ok ok kK Kk ko ok ok ok ok kK ko ok ok ok ok kK ko ok ok ok Kk ko ok ok ok kK K ok ok kK
ImFib GTCCCGGCTCGAAGGTACTGTATCTCGGCGGTGCAACGGGTACCACCGTCAGCCACGTGA 480
Rev GTCCCGGCTCGAAGGTACTGTATCTCGGCGGTGCAACGGGTACCACCGTCAGCCACGTGA 480
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Figura 32. Alineamiento de la secuencia del gen de Fibrilarina localizado en el cromosoma 36 de L.
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GCGACCTTGTGGGTCCGGAGGGCATGGTGTATGCTGTGGAGTTCTCGCACCGTGTAGGCC
GCGACCTTGTGGGTCCGGAGGGCATGGTGTATGCTGTGGAGTTCTCGCACCGTGTAGGCC

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR A AR AR A A A AR * kK

GCGATTTAGTGGAGATGTCGAAGCGCCGCCCGAATATTGTGCCCATTGTTGAGGATGCC
GCGATTTAGTGGAGATGTCGAAGCGCCGCCCGAATATTGTGCCCATTGTTGAGGATGCC

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR A AR AR A AR ARk h K

CGCTACCCCATGAAGTACCGCATGCTTGTGCCGATGGTGGATTGCATTTTCATGGATGTC
CGCTACCCCATGAAGTACCGCATGCTTGTGCCGATGGTGGATTGCATTTTCATGGATGTC

AR A KA AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR A AR AR A AR AR Rk kK

GCCCAGCCAGACCAGGCGCGAATTCTTGCACTCAACGCACAGGCTTTTCTGCAGAACGGT
GCCCAGCCAGACCAGGCGCGAATTCTTGCACTCAACGCACAGGCTTTTCTGCAGAACGGT

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR Ak kK

GGTCACTATGTGATCTCTATCAAGGCTAACTGCATCGACTCTACCCTGGAGGCCCCTGTA
GGTCACTATGTGATCTCTATCAAGGCTAACTGCATCGACTCTACCCTGGAGGCCCCTGTA

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A ARk kK

GTGATCGCGTCTGAGCTGAACAAGCTGAAGAAGGACAAGCTGAAGCCACTGGAGCAAGTG
GTGATCGCGTCTGAGCTGAACAAGCTGAAGAAGGACAAGCTGAAGCCACTGGAGCAAGTG

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR AR AR A AR A AR A A A AR AR A AR Ak kK

TCTCTTGAGCCGTTCGAGCGCGATCACGCTGTAGTTGTTGGCGTGTACCGCCCTGTCAAG
TCTCTTGAGCCGTTCGAGCGCGATCACGCTGTAGTTGTTGGCGTGTACCGCCCTGTCAAG

KA A KA AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR A A A AR A A A ARk kK

AAGTCGAAGCAATCTAGAGGTTCCGACGGCGAAGATCAGGTGGATCCTCGTCTTATTGAT
AAGTCGAAGCAATCTAGAGGTTCCGACGGCGAAGATCAGGGGACCCCCCCCCTACGAGCG

KKK AAKRAKRKAAKRA KR KA AR A AR AN A AN A AR A A A AR A A A Ak Xk Kk % * Kk Kk * x *
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major (LmFib) con la secuencia de la clona tres, utilizada para la construccion de pLmFib-PTP.

medio LB con bacterias de la clona tres, se extrajo el DNA plasmidico por el método
de lisis alcalina a mediana escala o midiprep. Después, se determin6 la

concentracion del DNA y fue realizado un analisis de restriccion con las enzimas
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Xmal y Xbal para corroborar el plasmido pLmFib-PTP antes de electroporarlo, por
duplicado, a promastigotes de L. major en cultivo. Al finalizar la electroforesis,

observamos las dos bandas del tamafio que esperabamos encontrar (Fig. 33).

M 1 2

Figura 33. Analisis de restriccion del vector pLmFib-PTP. Carril 1 corresponde al vector pLmFib-PTP
sin digerir. Carril 2 corresponde al vector pLmFib-PTP digerido con las enzimas de restriccion Xbal
y Xmal. M, marcador 1 Kb Plus (Invitrogen). Gel de agarosa al 1% tefiido con Midory Green (Nippon

genetics).

5.4. Obtencion de poblaciones estables de LmFib-PTP

Fueron transfectados 100 millones de promastigotes de L. major cepa
Friedlin con 25 pg del plasmido pLmFib-PTP por duplicado. Aproximadamente una
semana después de la seleccion con el farmaco G418, fue observado crecimiento
celular en las dos poblaciones LmFib-PTP generadas. Los parasitos transgénicos
se mantuvieron en fase media logaritmica por varios dias antes de obtener extractos
proteicos necesarios para determinar, por ensayos tipo Western blot, la expresion
de la proteina recombinante Fibrilarina-PTP. En ambas poblaciones se encontro
una banda principal de alrededor de 50 kDa formada por los 31.4 kDa de LmFib y
los 20 kDa de la bandera PTP (Fig. 34).
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Figura 34. Analisis de Western blot de dos poblaciones transfectadas de LmFib-PTP. En ambas
poblaciones se visualiza una banda de aproximadamente 51 kDa, masa molecular correspondiente
a LmFib (31.4 kDa) fusionado a la bandera PTP (20 kDa). Marcador CSL-BBL de Cleaver Scientific.

5.5. Obtencidn de clonas celulares LmFib-PTP

Una vez que se demostré la presencia de LmFib-PTP en las dos poblaciones,
inicié el proceso de clonacion celular. Se hicieron tres resiembras de los cultivos
cada 24 horas y los parasitos fueron esparcidos en agarosa con medio BM y G418.
La aparicidn de las primeras clonas ocurrié 14 dias después de la inoculacion. Se
seleccionaron cinco clonas al azar, se mantuvieron como stock, resembrando en

medio BM liquido con farmaco G418 en cajas de 25 cm?.

5.6. LmFib-PTP se expresa en las clonas celulares

Para comprobar que las cinco clonas expresaban la proteina recombinante
Fib-PTP, se llevaron a cabo ensayos tipo Western blot. Fue extraida la proteina total
de cada linea celular-PTP y de promastigotes wild type. La concentracidon proteica
se cuantificd por el método de Bradford y la integridad fue evaluada por SDS-PAGE
y tincion con azul de Comassie (dato no mostrado). Por otro lado, una vez verificado
este parametro, realizamos la transferencia de las proteinas fraccionadas por SDS-
PAGE a una membrana de PVDF que fue sondeada con tres anticuerpos primarios
diferentes dirigidos hacia distintos epitopes de la bandera PTP. Inicialmente
empleamos el anti-prot C. En los cinco extractos obtenidos observamos una banda
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con un tamafo 51 kDa que corresponde a LmFib-PTP. Son visibles algunas senales
adicionales, consideramos que son productos de la degradacion de LmFib-PTP que

aun conservan el péptido de prot C (Fig. 35).

WT C1 C2 C3 C4 C5
kDa

75 w—

63 m—

LmFib-PTP

48 w—

35 m—

anti-ProtC

Figura 35. Expresion de LmFib-PTP utilizando el anticuerpo primario anti-Prot C. Se emplearon
extractos proteicos obtenidos de parasitos silvestres (wild type) y de cinco clonas LmFib-PTP. En
todas las muestras transgénicas analizadas se encontré una banda con una masa molecular de
aproximadamente 51 kDa, que sugiere la expresion correcta de la proteina recombinante LmFib-
PTP. Marcador CSL-BBL de Cleaver Scientific.

Con base en el resultado anterior (Fig. 35), decidimos eliminar la clona 2, ya
que la sefal de LmFib-PTP fue mas baja. Después, utilizamos el anticuerpo
primario anti-Prot A. Se encontré una sefal con el tamafo estimado para LmFib-
PTP en las cuatro clonas analizadas. De nueva cuenta, existe la presencia de una
banda con una masa molecular ligeramente menor pero que es claramente
distinguible (Fig. 36).
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Figura 36. Expresién de LmFib-PTP utilizando el anticuerpo primario anti-Prot A. Para el andlisis de
las clonas transfectadas se emplearon extractos proteicos obtenidos de cuatro clonas LmFib-PTP
(C1, C3, C4 y C5) y de parasitos silvestres (wild type). Marcador CSL-BBL de Cleaver Scientific.

Finalmente, la ultima caracterizacion molecular se realiz6 usando un
anticuerpo primario anti-Flag. En este caso, en las cuatro clonas se visualizaron dos
bandas, una de aproximadamente 51 kDa correspondiente a LmFib-PTP y otra
secundaria de menor masa (Fig. 37). Ante la ausencia de la etiqueta PTP en las

células silvestres (wild type), no se observé ningun tipo de sefal (Figs. 34-37).

WT C1 C3 C4 C5

kDa
100 m—
75 m—

63 m—

48 w—

35 m—

anti-Flag

Figura 37. Expresiéon de LmFib-PTP utilizando el anticuerpo primario anti-Flag. Para el andlisis de
las clonas transfectadas se emplearon extractos proteicos obtenidos de cuatro clonas LmFib-PTP
(C1,C3,C4 y C5) y de parasitos silvestres (wild type). Marcador CSL-BBL de Cleaver Scientific.
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5.7. La proteina LmFib-PTP se localiza en el nucléolo

Para determinar la localizacion subcelular de LmFib-PTP se llevaron a cabo
ensayos de inmunofluorescencia indirecta. Se emple6 una solucién que contenia
los anticuerpos anti-Prot C y un suero policlonal dirigido contra la proteina Nop56
de L. major como marcador nucleolar. En las micrografias de fluorescencia
seleccionadas (Fig. 38) se observa que en los parasitos transgénicos la proteina
recombinante LmFib-PTP (verde) se concentra mayoritariamente en una zona
nuclear deébilmente tefiida con DAPI (azul), probablemente en la region
organizadora del nucléolo (Fig. 38A). Como era de esperarse, la sefal fluorescente
de LmNop56 (rojo) indica la localizacion exclusivamente nucleolar (Fig. 38B). La
confirmacion de que LmFib-PTP se acumula en el nucléolo de los promastigotes de
dos lineas celulares elegidas, fue obtenida al observar una clara co-localizacién
(amarillo), en la misma regién nuclear, de ambas proteinas (Fig. 38C). En conjunto,
estos resultados nos indican que la localizacién de LmFib y LmNop56 se limita a un
mismo cuerpo nuclear: el nucléolo (Fig. 38D).

79



A B C D

Fibrilarina+DNA Nop56+DNA Fibrilarina+Nop56  Fibrilarina+Nop56+DNA

Figura 38. Localizacion subcelular de la proteina LmFib-PTP. A) LmFib-PTP fue detectada con el

anticuerpo anti-prot C y revelada con una IgG anti-conejo conjugada con Alexa Fluor 488 (verde). B)
El suero policlonal anti-LmNop56 detecta la proteina nucleolar LmNop56, revelada con una IgG anti-
raton conjugada con Alexa Fluor 568 (rojo). C) La co-localizaciéon entre LmFib-PTP y LmNop56 es
visible por la formacién del color amarillo. D) LmFib-PTP y LmNop56 se limitan a la region del
nucléolo celular. La flecha blanca sefiala el nucléolo, el DNA del nucleo (N) y el cinetoplasto (k) fue
tefiido con DAPI (azul). Barra = 2um.
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5.8. Purificaciones por afinidad en tandem

Después de realizar los experimentos para corroborar la expresion y
localizacion subcelular de LmFib-PTP, se llevo a cabo la purificacidon de complejos
proteicos que estan asociados con Fibrilarina in vivo. El aislamiento se realizé
realizando dos cromatografias en tandem, la primera empleando perlas de
sefarosa-IgG (Amersham) y la segunda conuna matriz de afinidad a-Prot C (Roche).
Posteriormente, la suspension eluida fue concentrada y una fraccion representativa
se analizo por medio de electroforesis en gel de poliacrilamida (Fig. 39). Una vez
que el gel se tifio e ilumind con luz UV, fue posible distinguir un numero significativo
de bandas con diferente masa molecular (Fig. 39; carril 1). Se identificd una sefial
de aproximadamente 34 kDa que corresponde a LmFib-PTP, derivada de 31 kDa
(LmFib) y de 3.56 kDa del epitope Prot C (Fig. 39, flecha blanca).

Figura 39. Gel de poliacrilamida con las proteinas copurificadas con LmFib-PTP obtenidas de la
purificacion por afinidad en tdndem. La muestra corresponde a una alicuota del eluido proteico
concentrado que fue fraccionada por electroforesis. El gel fue tefiido con Sypro Ruby y analizdao
bajo luz UV. Carril M: marcador (Broad Range Protein Molecular Weight Markers PROMEGA); Carril
1: muestra. La flecha indica la posicion donde probablemente se encuentra LmFib-PTP (alrededor
de los 35 kDa).
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5.9. Analisis por espectrometria de masas

Con la finalidad de identificar las proteinas que co-purificaron con LmFib-
PTP, el extracto proteico restante fue concentrado en una matriz de poliacrilamida
para ser enviado a la Upstate Medical University en la ciudad de Syracuse, Nueva
York, donde fue analizado por espectrometria de masas. Los péptidos obtenidos se
identificaron comparando su secuencia con la escrita en la base de datos de los
tripanosomatidos. El analisis de la muestra confirmé la presencia de la proteina
blanco LmFib ademas de las otras tres proteinas que conforman el core de los
snoRNPs de caja C/D (Snu13, Nop58 y Nop56). Asimismo, se identificaron las
proteinas que conforman los snoRNPs caja H/ACA (Nop10, Gar 1, Nhp2 y Cbf5).
Se identificé un numero considerable de proteinas asociadas a la subunidad mayor
(60S) y menor (40S) de los ribosomas. Se encontraron proteinas asociadas a U3,
helicasas, de union a mRNA, GTPasas, diversas Nop’s, proteinas de choque

térmico, histonas y proteinas hipotéticas (Fig. 40 y tabla 4).

Proteinas asociadas a LmFib.

Proteinas snoRNA caja C/D

=\

Proteinas snoRNA caja H/ACA

Proteinas asociadas a la

Proteinas hipotéticas /_subunidad ribosomal menor 40S

ATPasas asociadascondiversas

actividades celulares Proteinas asociadas a la

subunidad ribosomal mayor 60S

K

Proteinas nucleolares

Proteinas WD 40

Factores de elongacion de la _/

traduccion

Factores de inicio de la traduccion Biogénesis de la subunidad 40S
A \Biogénesis de la subunidad 60S
Proteinas de union a RNA Histonas
actores de ensamblaje ribosomal
Proteinas asociadas a U3
Proteinas de choque térmico X
Proteinas pumilio Helicasas

GTPasas

Figura 40. Proteinas asociadas a LmFib. Se representa de manera grafica las principales categorias

a las cuales pertenecen las proteinas que co-purificaron con LmFib.
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ID del gen Proteina identificada Masa molecular Nuamero de Nuamero de
(KDa) péptidos aminoacidos
Proteinas snoRNA caja C/D

Lmjf.36.3070 Fibrilarina 31.43 61 298

LmjF.19.0100 Fibrilarina, putativa 31 22 297

Lmjf.10.0210 Proteina nucleolar 56, 52.7 63 473
putativa

Lmjf.15.1380 Proteina de union a RNA 66 65 602
nucleolar Nop58, putativa

LmjF.15.1470 Proteina ribosomal S6, 13.5 10 126
putativa

Proteinas snoRNA caja H/ACA

Lmjf.21.1760 Proteina de wunién a 48.4 150 430
centromeros/microtubulos
Cbf5, putativa

Lmjf.34.3980 Proteina nucleolar 16.7 39 148
parecida a un miembro
NHP2

Lmjf.34.4290 Proteina nucleolar de la 21.9 31 220
familia a, GAR1 putativa

Lmjf.36.0340 Proteina nucleolar 10 7.4 15 63

Lmjf.32.3810 Proteina que contiene el 63.6 50 580
dominio SHQ1

LmjF.32.3980 Subunidad del complejo 22 1 198
de ribonucleoproteina
H/ACA

Proteinas asociadas a la subunidad ribosomal menor 40S

Lmjf.35.0400 Proteina ribosomal S3a 30 19 264
de la subunidad 40S

LmjF.24.2070 Proteina ribosomal S8 de 249 12 220

LmjF.24.2080 la subunidad 40S

LmjF.13.1220 Proteina ribosomal S4 de 30.7 17 273

LmjF.13.1230 la subunidad 40S

LmjF.32.0450 Proteina ribosomal S2 de 28.6 8 264
la subunidad 40S

LmjF.36.5010 Proteina ribosomal SA de 27.5 9 246

LmjF.36.5120 la subunidad 40S

LmjF.36.1250 Proteina ribosomal S9 de 221 9 190
la subunidad 40S

LmjF.01.0410 Proteina ribosomal S7 de 23.7 8 200

LmjF.01.0420 la subunidad 40S

LmjF.22.1520; Proteina ribosomal L14 19.9 8 175

LmjF.22.1560 de la subunidad 40S

LmjF.11.0960; Proteina ribosomal S5 de 21.3 4 190

LmjF.11.0970 la subunidad 40S

LmjF.29.2860 Proteina ribosomal similar 18.1 6 161
aS19

LmjF.19.0390; Proteina ribosomal S13 17.4 7 151

LmjF.33.3150 de la subunidad 40S

LmjF.13.0570 Proteina ribosomal S12 15.6 3 141
de la subunidad 40S

LmjF.21.1060; Proteina ribosomal S23 15.9 5 143

LmjF.21.1070 de la subunidad 40S

LmjF.28.2555; Proteina ribosomal S17 16.5 7 143

LmjF.28.2560 de la subunidad 408

LmjF.20.1650; Proteina ribosomal S11 16.3 5 141

LmjF.21.1550 de la subunidad 40S

LmjF.29.1800; Proteina ribosomal S15A 14.7 4 130

LmjF.11.1190 de la subunidad 408

LmjF.30.3200 Proteina ribosomal S26 12.7 5 112
de la subunidad 40S

LmjF.11.0760; Proteina ribosomal S21 17 2 164

LmjF.11.0780 de la subunidad 408

LmjF.36.6400 Proteina ribosomal S8 de 29.7 5 260
la subunidad 40S

LmjF.26.0880; Proteina ribosomal S16 16.7 3 149

LmjF.26.0890

de la subunidad 40S
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LmjF.36.0930 Proteina ribosomal S18 24.6 4 218
de la subunidad 40S

LmjF.15.0950; Proteina ribosomal S3 de 24.5 3 219

LmjF.33.0920 la subunidad 40S

LmjF.28.0540 Proteina ribosomal S26 12.8 S 112

LmjF.22.0420; Proteina ribosomal S15 17.4 1 152

LmjF.22.0460 de la subunidad 40S

LmjF.25.1190 Proteina ribosomal S25 13 1 120

LmjF.36.3750 Proteina ribosomal S27-1 9.8 1 86
de la subunidad 40S

LmjF.36.0980; Proteina ribosomal S10 18.6 1 168

LmjF.36.0990 de la subunidad 40S

LmjF.28.1010; Proteina ribosomal S20 13 1 116

LmjF.28.1030 de la subunidad 40S

LmjF.28.0960 Proteina ribosomal S14 15.6 6 144
de la subunidad 40S

LmjF.35.2010 Proteina ribosomal S6 de 28.3 13 249
la subunidad 40S

Proteinas asociadas a la subunidad ribosomal mayor 60S

Lmjf.18.0620 Proteina ribosomal L10a 245 24 214
de la subunidad 60S

Lmjf.27.1380 Proteina acida PO de la 34.8 20 323
subunidad 60S

LmjF.33.0720; Proteina ribosomal L6 de 211 23 195

LmjF.15.1000 la subunidad 60S 23 21 195

LmjF.07.0500 Proteina ribosomal L7a 29.7 16 264
de la subunidad 60S

LmjF.32.0880 Proteina ribosomal L18a 20.8 14 179
de la subunidad 60S

LmjF.35.1430; Proteina ribosomal L2 de 28.3 12 260

LmjF.35.1440; la subunidad 60S

LmjF.32.3900

LmjF.04.0950; Proteina ribosomal L10 245 13 213

LmjF.04.0750 de la subunidad 60S

LmjF.26.0170; Proteina ribosomal L7 de 28.8 12 252

LmjF.26.0180 la subunidad 60S

LmjF.35.1900; Proteina ribosomal L5 de 34 14 305

LmjF.35.1880; la subunidad 60S

LmjF.35.1900

LmjF.13.0560 Proteina ribosomal L18 9 22 198

LmjF.35.3290; Proteina ribosomal L31 21.2 8 188

LmjF.35.3280; de la subunidad 60S

LmjF.35.3290

LmjF.29.2460; Proteina ribosomal L13 24.7 10 220

LmjF.29.2460 de la subunidad 60S

LmjF.15.0200 Proteina ribosomal L13a 254 9 222
de la subunidad 60S

LmjF.04.0470 Proteina ribosomal L11 21.6 10 188
de la subunidad 60S

LmjF.24.2050; Proteina ribosomal L26 16.2 8 143

LmjF.35.1670 de la subunidad 60S

LmjF.21.1050 Proteina ribosomal L9 de 21.5 6 190
la subunidad 60S

LmjF.06.0410 Proteina ribosomal L19 6 267
de la subunidad 60S 30.5

LmjF.36.3740 Proteina ribosomal L34 19.3 6 168
de la subunidad 60S

LmjF.34.3650; Proteina ribosomal L21 18 6 159

LmjF.16.0460 de la subunidad 60S 18 7 159

LmjF.32.0430 Proteina ribosomal L17 19.1 5 166
de la subunidad 60S

LmjF.06.0570; Proteina ribosomal L23a 16.3 5 145

LmjF.06.0580 de la subunidad 60S

LmjF.21.0730 Proteina ribosomal L36 11.9 6 105

de la subunidad 60S
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LmjF.18.0230 Proteina ribosomal L7 de 34.5 5 298
la subunidad 60S

LmjF.35.2050 Proteina ribosomal L32 15.4 5 133
de la subunidad 60S

LmjF.11.1110; Proteina ribosomal L28 16.3 5 147

LmjF.11.1130 de la subunidad 60S

LmjF.35.5100; Proteina ribosomal L37 9.1 3 76

LmjF.35.5100 de la subunidad 60S

LmjF.35.3780; Proteina ribosomal 16.1 4 145

LmjF.35.3760; L27A/L29 de la subunidad

LmjF.35.3780 60S

LmjF.36.0600 Proteina ribosomal L40 17 4 152
de la subunidad 60S

LmjF.36.3270; Proteina ribosomal L22 15 1 129

LmjF.36.4420 de la subunidad 60S

LmjF.32.2690; Proteina ribosomal L27 15.4 4 134

LmjF.32.2710 de la subunidad 60S

LmjF.35.3790; Proteina ribosomal L23 14.9 5 139

LmjF.35.3790; de la subunidad 60S

LmjF.35.3800

LmjF.35.2190; Proteina ribosomal L12 17.5 2 164

LmjF.24.2210 de la subunidad 60S

LmjF.11.0900 Proteina ribosomal L24 22.6 4 190
de la subunidad 60S

LmjF.26.2330; Proteina ribosomal L35 15.2 2 127

LmjF.26.2340 de la subunidad 60S

LmjF.35.0240 Proteina ribosomal L30 11.3 2 104
de la subunidad 60S

LmjF.21.1820; Proteina ribosomal L37a 10.3 1 92

LmjF.36.1925 de la subunidad 60S

LmjF.15.0370; Proteina ribosomal acida 10.1 1 108

LmjF.15.0380 de la subunidad 60S

LmjF.21.1720 Proteina ribosomal L32 15.4 6 133
de la subunidad 60S

LmjF.30.3730 Proteina ribosomal acida 12.8 2 125
P2 de la subunidad 60S

Lmjf.29.1070 Proteina ribosomal L1a 41 24 373
de la subunidad 60S

Lmjf.32.3130 Proteina ribosomal L3 de 47.5 17 419
la subunidad 60S

LmjF.36.1070; Proteina ribosomal L24 14.6 6 124

LmjF.36.1100 de la subunidad 60S

LmjF.30.3650 Proteina ribosomal L15 244 6 204
de la subunidad 60S

LmjF.10.0070; Proteina ribosomal L35a 16.4 6 144

LmjF.34.2470 de la subunidad 60S

LmjF.15.1203; Proteina ribosomal acida 11 3 111

LmjF.15.1207 P2 de la subunidad 60S

LmjF.16.0010 Proteina que contiene el 43.5 1 374
dominio ribosomal
L18e/L15P

LmjF.14.0950 Proteina que contiene el 19.1 1 168
dominio ribosomal L16

LmjF.36.6920 Familia de la proteina 30.7 8 275
ribosomal L1p/L10e

LmjF.14.0780 Ribosomal protein L21 21 1 186

Proteinas nucleolares

LmjF.36.2480 Proteina (de union a acido 27.9 9 259
nucleico) hipotética
conservada

LmjF.11.0410 Homdélogo de la proteina 91.1 1 808
BOP1 (Nop 89) de
biogénesis ribosomal

LmjF.31.0190 Proteina nucleolar 70.1 S 629

LmjF.04.0810 Homélogo de proteina 77.2 4 671
pescadillo

LmjF.10.0860 Proteina nucleolar 16 22.7 o) 196
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LmjF.30.3020 Componente del 36 11 321
procesoma de la
subunidad pequefa
KRR1

LmjF.20.0420 Proteina 8 de 41.7 1 374
procesamiento de RNA
ribosomal

LmjF.16.0890 Proteina nucleolar 52 74.6 5 662

LmjF.07.0570 Proteina nucleolar 54 50.7 ) 464

Biogénesis de la subunidad 40S

LmjF.28.1880 Proteina que contiene el 139.6 2 1261
dominio G de tipo Bms1

LmjF.16.1390 Methyltransferasa 32.5 1 287
EMG1/NEP1

LmjF.35.1090 Proteina que contiene el 114.1 12 1049
dominio Kri1_C

Biogénesis de la subunidad 60S

LmjF.20.1670 Proteina de biogénesis 36 5 317
ribosomal, putativa

LmjF.22.1380 Homdélogo de la proteina 321 3 267
MAK16

LmjF.35.1820 Proteina de 31.6 6 273
procesamiento de rRNA
eucariota EBP2

LmjF.27.0450 Proteina de biogénesis 39.3 3 330
ribosomal

LmjF.09.0005 Proteina hipotética 411 5 373
conservada

LmjF.30.0620 Proteina reguladora de la 28.4 5 245
biogénesis ribosomal

LmjF.10.1030 Proteina similar a una 411 1 379
proteina de unién a RNA

LmjF.33.1350 Homdélogo de la proteina 20.6 1 181
NIP7 implicada en
biogénesis de la
subunidad ribosomal 60S

LmjF.27.1450 Proteina que contiene el 93.1 2 853
dominio CBF

LmjF.26.0010 Proteina similar a la que 40.2 17 362
contiene el dominio Brix

LmjF.36.1880 Familia CBF/Mak21 70.2 1 634

LmjF.18.1610 Familia Noc2p 73 2 654

Factores de ensamblaje ribosomal

LmjF.36.4650 Factor de ensamblaje 25.3 6 227

ribosomal mrt4
Helicasas

LmjF.35.3100 Helicasa de RNA 100.2 1 923
dependiente de ATP
DEAD/DEAH, putativa

LmjF.24.0250 Helicasa de RNA 66.7 2 605
dependiente de ATP
DEAD/DEAH, putativa

LmjF.32.0400 Helicasa de RNA HEL67 67 6 615
dependiente de ATP,
putativa

LmjF.35.0370 Helicasa de RNA DEAD, 46.4 5 405
dependiente de ATP,
putativa

LmjF.35.1200 Factor de corte vy 79.8 14 704
empalme de pre-mRNA,
Helicasa de RNA
dependiente de ATP,
putativa

LmjF.34.2610 Helicasa tipo RuvB 53.6 20 483

LmjF.34.3500 50.3 14 459

LmjF.32.2230 Helicasa de RNA 85.7 1 773

dependiente de ATP
DEAD/DEAH, putativa
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LmjF.36.1840 Helicasa de RNA DEAD, 73 1 657
putativa
LmjF.01.0770; Probable factor de 453 2 403
LmjF.01.0780 iniciacion eucariota 4A
LmjF.15.0130 Helicasa de RNA 72.5 1 648
dependiente de ATP
DEAD/DEAH, putativa
LmjF.21.1190 Helicasa de RNA 84.1 1 786
dependiente de ATP
DEAD/DEAH, putativa
LmjF.31.1010 Proteina hipotética 79.8 12 751
conservada, probable
helicasa de RNA DDX46
dependiente de ATP
Histonas
LmjF.17.1220; Histona H2B 12.2 2 111
LmjF.28.0210 15.7 1 142
LmjF.29.1720 Histona H2A 13.8 4 132
LmjF.21.0915 13.8 4 132
LmjF.10.0870; Histona H3 14.7 2 130
LmjF.10.0990;
LmjF.16.0570;
LmjF.16.0575;
LmjF.16.0610
LmjF.16.0600 Histona H3, putativa 14.7 2 130
LmjF.02.0020; Histona H4 11.4 5 100
LmjF.35.1310;
LmjF.25.2450;
LmjF.31.3180;
LmjF.36.0020
LmjF.06.0010 Histona H4 11.4 3 100
Proteinas de choque térmico
LmjF.28.2770 Proteina de choque 71.6 19 658
térmico hsp70, putativa
LmjF.18.1370 Proteina de choque 91.7 1 823
térmico 110, putativa
LmjF.33.0330 Proteina de choque 80.4 5 700
térmico 83
LmjF.26.1240 Proteina relacionada con 70.5 2 641
la proteina de choque
térmico 70
LmjF.30.2460 Proteina 1 relacionada 68.3 2 634
LmjF.30.2470 con la proteina de choque
LmjF.30.2480 térmico 70
LmjF.30.2490
LmjF.30.2550
Lmjf.36.6660 Metil transferasa 44.8 27 400
(relacionada con el
dominio de la proteina de
choque térmico FtsJ) ,
putativa
GTPasas
LmjF.33.1870 Proteina de union a GTP 74.3 17 652
nucleolar 1( NOG 1)
LmjF.19.0240 Proteina putativa de la 72.7 10 671
familia GTPasa
GNL3L/Grn1
LmjF.25.1420 Proteina nuclear de union 242 5 216
a GTP
LmjF.05.0460 Proteina 2 de union a 71.4 6 627
GTP nucleolar (NOG 2)
LmjF.35.5310 GTPasa 2 que interactia 421 1 374
con ribosomas, putativa
Proteinas pumilio
LmjF.32.1750 Proteina 7 de union a 85.2 1 780
RNA de Pumilio/PUF,
putativa
LmjF.11.0470 Proteina  Pumilio 10, 81.8 2 751

putativa
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Proteinas asociadas a U3

LmjF.26.1790 Proteina nucleolar 287, 296.1 9 2766

LmjF.19.0670 Proteina UTP 11 41.8 5 361
asociada a U3

LmjF.30.1290 Ribonucleoproteina 33.1 2 288
pequefa nuclear
(SnRNP) U3

LmjF.36.4580 Proteina UTP 18 48.8 8 452
asociada a U3

Proteinas de uniéon a RNA

LmjF35.4130 Proteina de wunién a 65.3 25 594
poliadenilato

LmjF.32.0750 Proteina de unién a RNA, 25.2 13 235
putativa

LmjF.35.2200 Proteina de uniéon a RNA, 30.2 10 274
putativa

LmjF.32.2810 Proteina de unién a RNA, 51.1 2 447
putativa

LmjF.07.0870 Factor de empalme 41.9 7 372
proteina similar a Ptsr1

LmjF.26.0290 Nucledtido hidrolasa, 29.6 1 271
putativo

LmjF.35.5230 RNAt (guanina-N (7)-)- 27.9 1 241
metil transferasa, putativo

Factores de inicio de la traduccion

LmjF.36.0890 Factor 6 de iniciaciéon de 271 9 249
la traduccion eucariota
(elF-6), putativo

LmjF.03.0980 Subunidad alfa del factor 49 2 432
2 de iniciacion de la
traduccién eucariota

Factores de elongacidn de la traduccion

LmjF.17.0080; Factor de elongacion 1- 491 15 449

LmjF.17.0081; alfa

LmjF.17.0083;

LmjF.17.0084;

LmjF.17.0085;

LmjF.17.0086

Proteinas WD 40

LmjF.23.0030 Proteina 1 beta de hélice 59.9 6 533

LmjF.23.0620 Dominio WD, repeticion 76.5 1 680
G-beta, proteina que
contiene el dominio BIN
(NUC141)

LmjF.35.5270 Dominio WD, repeticion 39.8 2 356
G-beta, putativo

LmjF.24.1490 Dominio WD, repeticion 47.5 1 434
G-beta, putativo

LmjF.36.4710 Proteina hipotética, 79.8 1 727
conservada

LmjF.31.0200 Repeticion de proteina 52.2 7 485
WD

LmjF.34.0300 Proteina hipotética, 80.5 7 757
conservada

ATPasas asociadas con diversas actividades celulares

LmjF.24.0990 Factor de replicacion C, 7.7 8 661
subunidad 1, putativo

LmjF.30.2630 Factor de replicacion C, 38.4 6 354
subunidad 1, putativo

LmjF.35.3250 Factor de replicacion C, 39.8 4 364
subunitdad 3, putativo

LmjF.27.0550 Factor de replicacion C, 39.5 4 360
subunidad 4, putativo

LmjF.36.6710 Factor de replicacion C, 39.3 4 351
subunidad 5, putativo

LmjF.17.0540 Proteina que contiene el 137 1 1292

dominio AAA
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LmjF.20.1530

Proteina similar a la

proteina del
divisién celular

ciclo de

94

881

Proteinas hipotéticas

Lmjf.32.3640 Proteina hipotética, 48.6 33 448
conservada

Lmjf.34.2485 Proteina hipotética, 38.1 30 359
conservada

Lmjf.12.0440 Proteina hipotética, 75.5 27 710
conservada

LmjF.04.0490 Proteina hipotética, 34.1 7 318
conservada

LmjF.22.1610 Proteina hipotética, 76.2 4 723
conservada

LmjF.20.0690 Proteina hipotética, 140.5 4 1321
conservada

LmjF.30.2810 Proteina hipotética, 24.6 2 205
conservada

LmjF.05.0340 Proteina hipotética, 40.9 2 371
conservada

LmjF.36.6050 Proteina hipotética, 38.6 1 331
conservada

LmjF.35.5140 Proteina hipotética, 31.7 1 286
conservada

LmjF.15.1400 Proteina hipotética, 33.8 2 295
conservada

LmjF.33.0040 Proteina hipotética, 55.9 1 520
conservada

LmjF.33.0080 Proteina hipotética, 21 1 183
conservada

LmjF.27.0070 Proteina hipotética, 33.8 2 313
conservada

LmjF.30.0090 Proteina hipotética, 27.6 2 228
conservada

LmjF.29.1060 Proteina hipotética, 109.1 1 1074
conservada

LmjF.36.3260 Proteina hipotética, 22.4 1 194
conservada

LmjF.33.0690 Proteina hipotética, 18.6 1 156
conservada

LmjF.04.0860 Proteina hipotética, 45.5 1 409
conservada

LmjF.15.0080 Proteina hipotética, 36.7 1 321
conservada

LmjF.27.1100 Proteina hipotética, 69.1 1 647
conservada

LmjF.33.0935 Proteina hipotética, 57.7 1 548
conservada

LmjF.04.0370 Proteina hipotética, 30.3 1 268
conservada

LmjF.36.5100 Proteina hipotética, 105.2 1 981
conservada

LmjF.08.0920 Proteina hipotética, 221 1 204
conservada

LmjF.36.3350 Proteina hipotética, 221 1 195
conservada

LmjF.30.2750 Proteina hipotética, 27.2 1 234
conservada

LmjF.08.0120 Proteina hipotética, 30.2 1 270
conservada

LmjF.36.6190 Proteina hipotética, 21.2 1 185
conservada

LmjF.25.1380 Proteina hipotética, 26.1 1 236
conservada

LmjF.25.0890 Proteina hipotética, 28.8 1 252
conservada

LmjF.03.0020 Proteina hipotética, 29.5 1 268
conservada
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LmjF.14.1230 Proteina hipotética, 60.4 1 570
conservada

LmjF.35.3740 Proteina hipotética, 43.4 1 388
conservada

LmjF.13.0580 Proteina hipotética, 164.1 1 1564
conservada

LmjF.35.4490 Proteina hipotética, 156.3 1 1487
conservada

LmjF.15.0850 Proteina hipotética, 101.1 1 954
conservada

LmjF.21.0290 Proteina hipotética, 120.2 1 1094
conservada

LmjF.32.1800 Proteina hipotética, 26.1 1 243
conservada

LmjF.34.3530 Proteina hipotética, 215.6 1 1945
conservada

LmjF.35.2470 Proteina hipotética, 55.4 1 495
conservada

LmjF.34.2030 Proteina hipotética, 129.1 1 1171
conservada

LmjF.23.0547 Proteina hipotética, 90.9 1 856
conservada

LmjF.31.2990 Proteina hipotética, 215.4 1 1935
conservada

LmjF.36.1830 Proteina hipotética, 94.8 1 877
conservada

LmjF.28.2360 Proteina hipotética, 28.5 1 244
conservada

LmjF.30.0650 Proteina hipotética, 45.6 1 397
conservada

LmjF.30.0760 Proteina hipotética, 116.6 1 1057
conservada

LmjF.31.0080 Proteina hipotética, 25.71 1 318
conservada

LmjF.32.0840 Proteina hipotética, 57.4 5 525
conservada

LmjF.11.0080 Proteina hipotética, 25.4 2 225
conservada

LmjF.30.3430 Proteina hipotética, 90.2 2 796
conservada

Cinasas

LmjF.21.1250 Adenilato cinasa, putativa 30 1 529

LmjF.30.3380 Fosfoglicerato cinasa 57.5 2 527

LmjF.32.2950 Nucledsido difosfato 16.6 2 151
cinasa

LmjF.29.2510; 6-Fosfofructocinasa 54 3 486

LmjF.29.2510 dependiente de ATP

LmjF.21.0853 Proteina que contiene el 238.8 1 241
dominio de la proteina
cinasa

LmjF.25.0870 Proteina cinasa 31.5 1 292
serina/treonina
inespecifica BUD32

LmjF.27.1250 Proteina  asociada al 35.3 5 196
receptor de la cinasa
serina-treonina, putativo

LmjF.30.1250 Cinasa piridoxal 93.1 2 853

Tabla 4. Proteinas identificadas en la espectrometria de masas.
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6. Discusion

Los tripanosomatidos son organismos capaces de producir enfermedades
importantes como la tripanosomiasis y leishmaniasis, las cuales representan graves
problemas de salud publica en paises localizados en zonas tropicales del planeta.
Adicional a su evidente importancia médica, Leishmania y otros tripanosomatidos
patdbgenos son organismos bioldgicamente atractivos para la investigacion
biomédica debido a los mecanismos atipicos de expresion génica que presentan y
los distinguen de otros eucariontes. El interés de estudiar eventos a nivel molecular
tales como los relacionados con la biogénesis ribosomal y el procesamiento unico
que sufre la especie 28S rRNA polifragmentada en un nucléolo bipartito obedece a
poder contribuir a un mejor entendimiento de este proceso celular esencial, asi
como también en la identificacion y la caracterizacion de moléculas involucradas
unicas que podrian constituir blancos terapéuticos potenciales para el desarrollo de
farmacos o de vacunas antiparasitarias necesarias para el tratamiento de las

enfermedades que ocasionan estos parasitos.

En eucariontes, la biogénesis de ribosomas es un proceso complejo que, en la
mayoria de sus pasos se lleva a cabo dentro del nucléolo. La generacion de rRNA
individuales y maduros implica el procesamiento y el ensamble del pre-rRNA
(McCulloch & Navarro, 2016). Las alteraciones post-transcripcionales que
experimenta el pre-rRNA son catalizadas, en su mayoria, por un grupo de particulas
ribonucleoproteicas de tamafo pequefio y de localizacién nucleolar denominadas
como snoRNPs. Estas moléculas estan estructuradas por un RNA nucleolar
pequefio (snoRNA) guia, no codificante y por un “core catalitico”, formado por cuatro
proteinas esenciales muy bien conservadas (Watkins et al., 2012). Una modificacion
importante es la que llevan a cabo los snoRNA de caja C/D, los cuales estan
involucrados en la metilacion del pre-rRNA. Estas particulas hibridan
especificamente con secuencias blanco de rRNA y posicionan en el sitio apropiado,
a la enzima Fibrilarina, capaz de catalizar la 2°-O-metilacion, este fendmeno es
facilitado por los componentes proteicos Nop56, Nop58 y 15.5k (Snu13 en

levaduras; Sloan et al., 2017).
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Fibrilarina es una metil transferasa conservada a través de la evolucion, desde
levaduras hasta humanos. Se ha demostrado que la supresion del gen de Fibrilarina
mediante knockout resulta letal en S. cerevisiae, la generacidn de mutantes de este
gen provoca defectos en el procesamiento y modificacion del pre-rRNA asi como en
el ensamblaje ribosomal (Tollervey et al., 1993). Ademas, en plantas, la reduccién
de los niveles de Fibrilarina a mas del 90% por medio de iRNA, generd un fenotipo
apoptodtico (Kim et al.,, 2007), estos hallazgos sugieren que Fibrilarina resulta
esencial para la viabilidad celular.

En este trabajo se realiz6 la caracterizacidn de la version alélica de Fibrilarina
localizada en el cromosoma 36 del genoma de L. major. Con base en el analisis de
la secuencia de aminoacidos de LmFib comparada con su ortélogo en levadura
(ScFib), se demuestra que ambas secuencias tienen un porcentaje de identidad
relativamente alto (63.51%). Asimismo, es posible identificar que, en la Fibrilarina
de ambas especies, los dominios estructurales se encuentran conservados: el
dominio N-terminal (region GAR) y el dominio C- terminal (metil transferasa; Fig.
20). La informacién disponible en la literatura indica que la secuencia de la region
GAR es variable entre los eucariontes ademas de no estar presente en arqueas, y
también que resulta necesaria para el correcto funcionamiento de Fibrilarina. La
region GAR parece ser imprescindible para la interaccion con diferentes proteinas
celulares y virales, ademas de promover una sefal nucleolar de Fibrilarina (Snaar
et al., 2000). En el caso del dominio C- terminal o metil transferasa, es aquel que
contiene la actividad enzimatica, la secuencia conservada de unién a RNA y la

region que interactua con Nop56/58.

La prediccion de la estructura secundaria (Fig. 21) permitio identificar que el
dominio metil trasferasa de L. majory S. cerevisae guarda similitud con el descrito
en el trabajo de Shubbina y colaboradores (2016), donde mencionan que la
estructura del dominio catalitico de la metil transferasa se encuentra conservado

entre las especies, este se caracteriza por contener alrededor de siete laminas B
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flagueadas por tres a-hélices en cada lado, en la disposicion a7-a2-a3-31-2-p3-
B4-B5-B6-B7-a4-a5-a6. La estructura tridimensional reveld que el plegamiento
global que exhibe Fibrilarina es muy similar al comparado con ScFib, el parecido
entre ambas estructuras indica el elevado nivel de conservacion evolutivo de

Fibrilarina.

Por medio del alineamiento multiple de secuencia de aminoacidos que se
realiz6 con Fibrilarina de L. major y especies pertenecientes a este mismo género
(L. braziliensis, L. panamensis, L. mexicana, L. infantumy L. donovani) y del género
Trypanosoma (T. cruzi y T. brucei) se sugiere un alto nivel de conservacion de
Fibrilarina entre tripanosomatidos. Era de esperarse que los mayores porcentajes
de identidad se presentaran entre LmFib y sus ort6logos del mismo género sin
embargo, las especies del género Trypanosoma también presentaron un alto nivel
de homologia con LmFib (Tabla 3). Por otro lado, fue posible distinguir que el
dominio N- terminal es el que presentdé mayor variacion en la secuencia de

aminoacidos entre las especies comparadas (Fig. 23).

A partir de ensayos de inmunofluorescencia indirecta, se determin6 la
localizacion subcelular de Fibrilarina-PTP de L. major. Con base en los resultados
de estos experimentos, se determind que la sefal fluorescente observada tiene una
evidente localizacidn nucleolar (Fig. 38). Esta concentracién de Fibrilarina en el
nucléolo es similar a lo reportado en epimastigotes de T. cruzi, un cinetoplastido
relacionado (Guerrero-Sanchez et al., 2015). Asimismo, la colocalizacion de LmFib
con la proteina nucleolar Nop56, permiti6 determinar que nuestra proteina
recombinante se encuentra en el nucléolo. La sobreposicion de LmFib-PTP y
LmNop56 posiblemente ocurre en el componente fibrilar de este organelo, debido a
que es el sitio donde se lleva a cabo la transcripcion de rDNA y el procesamiento
temprano del rRNA. Cabe destacar que Fibrilarina es una proteina altamente
dinamica que alterna rapidamente entre el nucléolo y el nucleoplasma, y se ha
propuesto que recorre el nucleo en busca de parejas de union especificas para
metilar (Rodriguez-Corona et al., 2018). De manera interesante, algunas proteinas
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nucleolares, como Fibrilarina, pueden concentrarse en los cuerpos de Cajal y
participar en la modificacion y ensamblaje de varias U snRNPs. Sin embargo, dentro
del género Leishmania no ha sido esclarecida la presencia de cuerpos nucleares
esenciales (Daniels et al., 2010).

En este trabajo se realizaron ensayos de purificacion por afinidad en tandem,
con el objetivo de identificar las proteinas que interactuan con LmFib y que
potencialmente participan en la biogénesis ribosomal de L. major. Este proceso
celular esencial ha sido ampliamente estudiado en el organismo modelo S.
cerevisiae y se ha descrito la participacion de mas de 200 factores de ensamble
ribosomal, dentro de éstos se incluyen diversas proteinas de unién a RNA o a
proteinas, endo y exonucleasas, helicasas, GTPasas, ATPasas, entre otras. Estos
factores de ensamblaje promueven el correcto plegamiento y procesamiento del
pre-rRNA, la exportacion nuclear y el control de calidad que requiere este fenémeno

celular (Pefia et al., 2017).

La organizacion basica del operon de rRNA eucariota es similar en todas las
especies estudiadas al momento, ya que tres de los cuatro rRNA (18S, 5.8S y
25/28S) son transcritos por la RNA pol | como un precursor largo que experimenta
una extensa maduracion co y postranscripcional. El procesamiento del precursor y
el ensamblaje de la subunidad pequefia 0 40S (SSU) y grande o 60S (LSU) se lleva
a cabo por separado, y de manera jerarquica se van incorporando varias proteinas
estructurales ribosdémicas y factores no ribosémicos que se asocian transitoriamente

con el proceosoma de la SSU y LSU (Venena & Tollevey, 1999).

Un gran numero de proteinas de biogénesis ribosomal de levadura estan
anotadas en el genoma de L. major, sin embargo, y debido a la peculiaridad de la
fragmentacién de la especie ribosomal 28S (LSUa, LSUB, sr1,sr2,sr4 y sr6) que
ocurre en tripanosomatidos, han sido identificadas algunas moléculas especificas

que estan involucradas en el procesamiento del precursor ribosomal
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polisegmentado que resultan esenciales para que se lleve de manera correcta la

sintesis de las subunidades 40 y 60S (Shanmugha et al., 2019).

En este estudio fueron co-purificadas una diversidad importante de proteinas
involucradas en el procesamiento y ensamblaje del transcrito ribosomal primario.
Una de éstas es Imp4 (LmjF.30.1290), un factor de union al U3 snoRNP que
participa en la maduracion temprana del pre-18S rRNA al mediar la escision en las
posiciones A0, A1 y A2, ademas de permitir la formacion del complejo de
procesamiento activo (Dragon, 2002). La proteina nucleolar 287 (LmjF.26.1790;
UTP10 en levaduras), que se asocia con U3, también fue identificada. Se ha
demostrado que la ablacion mediante iRNA da como resultado una interrupcion del
procesamiento del rRNA pre-18S, asi como una disminucion en el nivel del snoRNA
U3 (Faktorova et al., 2018). Ademas, por estudios de criomicroscopia electronica se
describié que los ribosomas de L. donovani contienen mas de 70 proteinas
ribosomales (Zhang et al., 2016), un numero importante de estos polipéptidos que
constituyen la subunidad 40S y 60S citoplasmicas fueron purificadas con LmFib-
PTP (Tabla 4).

Adicionalmente se encontraron las tres proteinas que forman el complejo
PeBoW, Nop7 (LmjF.04.0810), YTM1 (LmjF.31.0200) y ERB1 (LmjF.11.0410), que
juega un papel crucial en el procesamiento y maduracién del rRNA 5.8S y 28S,
componentes estructurales y funcionales de la subunidad ribosémica 60S
(Rohrmoser et al., 2007). Mediante experimentos de purificacién por afinidad en
tandem, estas tres proteinas PeBoW pudieron aislarse en S. cerevisiae y se
determin6 que contribuyen al recorte del extremo 5" del pre-rRNA 27SAs; realizado
por las exonucleasas Rat1 y Xrn1, lo sugiere que la funcién de este complejo

trimérico podria estar conservada en L. major (Kressler et al., 2010).
Algunas proteinas ribosomales de estos parasitos son mas largas debido a la

presencia de varias extensiones N o C terminales, algunas son exclusivas de

tripanosomatidos. Particularmente, en T. cruzi las proteinas S21 (LmjF.11.0760) y
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L19 (LmjF.06.0410) mostraron extensiones C-terminales de 164 y 168 aminoacidos,
respectivamente (Ayub et al., 2009). Se ha sugerido que debido a la naturaleza
cargada y dinamica de estas proteinas, las extensiones podrian contribuir al
ensamblaje del ribosoma para facilitar el plegamiento del rRNA (Timsit et al., 2021).
Muy posiblemente estas modificaciones diferenciales del rRNA pueden representar
una fuente importante de la heterogeneidad de los ribosomas al ajustar y regular la
sintesis de proteinas en respuesta a sefales ambientales (Timsit et al., 2021;
Shanmugha et al., 2019), tal como el cambio de temperatura al que los
tripanosomatidos se ven sometidos durante su ciclo de vida. Se sabe que la 2°-O
metilacion esta guiada por los snoRNA de caja C/D y que dicha reaccién enzimatica
esta catalizada por Fibrilarina (Nop1), una metil transferasa dependiente de S-
adenosil-L-metionina (SAM). Los resultados de la purificaciéon por afinidad en
tandem que realizamos nos permitieron identificar las dos isoformas de Fibrilarina
(Lmjf.36.3070 y LmjF.19.0100) que estan incluidas en el genoma de L. major. Esta
observacion es interesante debido a que nos sugiere que las dos proteinas pueden
ser empleadas para la reaccion de metilacion del rRNA. La presencia de mas de un
gen de Fibrilarina en tripanosomatidos es comun, con base en la informacion en
TriTrypDB en una diversidad de especies de Leishmania y Trypanosoma estan
presentes dos versiones alélicas de Fibrilarina. Asimismo, fue posible identificar las
proteinas que conforman el core de los snoRNP de caja C/D: Nop56 (Lmjf.10.0210),
Nop58 (Lmjf.15.1380) y 15.5 (LmjF.15.1470) que en conjunto forman un complejo
que permite dirigir la metilacion, posicionando la subunidad catalitica en el RNA
objetivo, al contactar simultaneamente el RNA guia y la Fibrilarina (Rodriguez-
Corona et al.,, 2018). Adicionalmente, se encontré la S- adenosil-L- metionina
sintetasa (LmjF.30.3520), capaz de catalizar en todos los organismos vivos la
sintesis del metabolito S-adenosilmetionina (AdoMet) que funge como donante
principal de grupos metilo para reacciones de transmetilacion en sistemas
eucariontes (Reguera et al., 2002).

Los snoRNA de caja H/ACA guian la isomerizacion de uridinas a partir de la
pseudouridina sintasa Cbf5. Los cuatro elementos (Cbf5, Lmjf.21.1760; GAR,
Lmjf.34.4290; Nop10, Lmjf.36.0340; y NHP2, Lmjf.34.3980) que forman el core
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proteico asociado con esta clase de snoRNAs también fueron identificados. Es de
relevancia mencionar que en T. brucei y L. major hay una expresion elevada de
snoRNA de caja C/D y H/ACA durante su estadio en torrente sanguineo del
hospedero, y se sugiere que las hipermodificaciones en el rRNA como la metilacion
y la pseudouridilacion les permite hacer frente a los cambios de temperatura durante
el ciclo entre la etapa prociclica (26°C) y la forma del torrente sanguineo (37°C). Se
sabe que la hipermetilacion del RNA es un fendbmeno que ocurre en plantas y
organismos termofilos y permite mantener la funcién de los ribosomas a altas
temperaturas, de manera que estos mecanismos epigenéticos podrian conllevar
una funcion dual en tripanosomatidos: ajustar la estructura del ribosoma para
optimizar la funcion en el hospedero mamifero y prevenir la activacién de los
receptores tipo Toll, lo que contribuye a una reduccién en la inmunidad innata del
hospedero (Shanmugha et al., 2019).

Se identificaron otras proteinas que participan en el procesamiento del rRNA
de los parasitos tripanosomatidos. Algunas proteinas Pumilio (PUF) se unen a las
regiones 3'-UTR de los mRNA, actuando para reprimir la traduccion y promover la
degradacion; otras estan involucradas en la maduracion del RNA ribosémico. Se
identifico a PUF7 (LmjF.32.1750) que tiene un papel en el procesamiento del pre-
rRNA y en la reorganizacion de proteinas ribosomales durante el ensamblaje de
subunidades pequefias (Droll et al., 2010). Otra proteina de interés estudiada en T.
brucei es PUF10 (LmjF.11.0470), los experimentos de iRNA dieron como resultado
niveles reducidos del RNA 5.8S maduro, asi como del precursor inmediato de esta
molécula (Shumann et al., 2013).

Las GTPasas son reguladores clave de muchos procesos celulares, algunos
estan involucrados directamente en la biogénesis ribosomal. La GTPasa Nog1
(LmjF.33.1870) esta muy bien conservada evolutivamente y se asocia con particulas
pre-60S desde la etapa nucleolar hasta la citoplasmatica. Sin embargo, aun no es
clara cual es su funcion especifica y qué eventos son desencadenados por su

hidrolisis de GTP. Otra GTPasa identificada en este trabajo fue Nog2
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(LmjF.05.0460) que también se asocia con subunidades ribosomicas pre-60S en el
nucléolo y resulta necesaria para su exportaciéon, ensamblaje y maduracion
(Kressler et al., 2010).

Las proteinas de choque térmico (Hsps) se identificaron por primera vez
como proteinas cuya sintesis subyace al estrés ocasionado por condiciones
medioambientales, tales como la temperatura. Posteriormente, se identificé que
también estan directamente involucradas en la biogénesis de proteinas. En este
caso, Hsp70 (LmjF.28.2770) interactia con proteinas plegadas de forma
incompleta, como las cadenas nacientes de los ribosomas (Craig et al., 1993).

Una gran cantidad de cinasas estan implicadas en la biogénesis de los
ribosomas, pues se ha determinado que tienen un papel predominante en la
formacion de la subunidad ribosomal 40S (Kressler et al., 2010). En S. cerevisiae,
el agotamiento genético de la adenilato cinasa Fap 7 provoca la acumulacion del
pre-rRNA 20S en rRNA 18S (Granneman et al., 2005). En este trabajo copurificamos
el ortdlogo de esta adenilato cinasa (LmjF.21.1250). Es relevante mencionar que en
T. cruzi se demostré que esta adenilato cinasa nuclear igualmente se encuentra
ligada al procesamiento del 18S rRNA mediante la interaccion con la proteina
ribosomal Rps24 (Camara et al., 2013). Por medio de la purificacién por afinidad en
tandem se identificaron algunas cinasas de las cuales no se han descrito funciones
relacionadas con la biogénesis ribosomal, sin embargo, no descartamos que alguna
de estas proteinas pudiera estar involucrada en este proceso. Son necesarios

futuros estudios para comprobar esta hipétesis.

Otro tipo de cofactores importantes son las helicasas de RNA de caja DEAD,
ya que se ha demostrado que contribuyen en todos los aspectos del metabolismo
del RNA desde la degradacion, regulacion de la traduccion y edicion del RNA (Martin
et al., 2013). Recientemente se ha caracterizado en L. infantum una RNA helicasa
de 67 kDa (Hel67) y se ha demostrado que previene la degradacion del RNA
ribosémico. El agotamiento genomico de Hel67 afecta el crecimiento de
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promastigotes y reduce la diferenciacion de amastigotes de L. infantum. EIl papel
de Hel67 en L. donovani se estudio mediante la construccion de mutantes nulos y
se confirmd su eficacia profilactica como candidata a vacuna viva atenuada contra
la leishmaniasis visceral realizada en un modelo de hamster (Chandra et al., 2020).
Interesantemente en este estudio se logro purificar el ortélogo de esta RNA helicasa
(LmjF.32.0400), esto sugiere su participacion en la sintesis de las subunidades
ribosomales. Cabe la posibilidad de que experimentos de delecién y mutacién hacia
Hel67 de L. major puedan influir en el ciclo de vida del parasito y con ello,
representar una posibilidad de usarse como blanco terapéutico contra alguna de las

manifestaciones clinicas ocasionadas por esta especie.

Estudios realizados en S. cerevisiae han permitido determinar que las
ATPasas de tipo AAA Rix 7, Rea1/ Mdn1 y Drg1/ Afg2, son esenciales para la
biogénesis ribosomal, debido que se encargan de disociar factores ribosomicos de
ensamble unidos a las particulas pre-60S, lo cual favorece que ocurran las
subsiguientes etapas para generar la version madura de la subunidad mayor
(Kressler et al., 2010). Aqui, nosotros identificamos algunas AAA-ATPasas que
funcionan como factor de replicacion clamp loader (RFC1, RFC3 y RFC5), que

facilitan la replicacion procesiva del DNA (Yao & O Donnell, 2012).

Entre las proteinas que fueron copurificadas con LmFib hay un numero
nutrido de proteinas hipotéticas, muchas de las cuales no guardan parecido con
ningun ortélogo involucrado en la biogénesis del ribosoma. En la informacién
contenida en la pagina del genoma de los tripanosomatidos observamos que en
algunos ortologos de estas proteinas en T. brucei son de localizacién mitocondrial,
relacionadas directamente con las subunidades ribosomales contenidas en
mitocondrias. Minoritariamente, se identific6 que algunas de estas proteinas
hipotéticas presentan localizacion nuclear (LmjF.30.0090, Lmjf.34.2485) y nucleolar
(LmjF.04.0490, LmjF.05.0340) lo cual podria sugerir que tienen un papel potencial
en la sintesis de las subunidades ribosomales.
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Dentro del conjunto de proteinas identificadas en el espectrometro de masas
y por analisis bioinformaticos esta un grupo particular cuya localizacion celular
puede ser la mitocondria, los glicosomas, la membrana, el reticulo endoplasmico o
el citoplasma. La funcion que desempefian estas moléculas en L. major
aparentemente no esta asociada con la biogénesis del ribosoma. Por este par de
motivos, y debido a que es comun que algunas proteinas abundantes del parasito
puedan ser aisladas durante las purificaciones por afinidad en tandem, nosotros las
consideramos como “contaminantes”. Sin embargo, debemos aclarar que no
excluimos que podrian jugar algun rol relacionado con la sintesis de la subunidad
40S y 60S. Evidentemente, estudios futuros nos permitiran entender el verdadero
papel de estas proteinas “contaminantes” y asi poder descartarlas una por una, si

su funcién es extraribosomal.

Es de relevancia mencionar que generar la linea celular LmFib-PTP y llevar
a cabo la identificacion de proteinas que establecen una asociacién con Fibrilarina
de L. major sirve como un parteaguas para el entendimiento del procesamiento
unico del rRNA de tripanosomatidos, el estudio de este mecanismo atipico y la
cantidad de moléculas involucradas resulta factible para dilucidar la via compleja de

la biogénesis ribosomal en estos parasitos.
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7. Conclusiones y logros

LmFib presenta los dominios conservados en los ortdlogos de otras especies:
el dominio metil transferasa y la region GAR, rica en residuos de glicina y
arginina.

La estructura tridimensional predicha de LmFib presenta una homologia alta
con la reportada para Fibrilarina de S. cereviseae. El dominio metil
transferasa se encuentra muy bien conservado entre ambas especies.

Se obtuvieron lineas celulares que expresan a la proteina LmFib fusionada a
la etiqueta PTP.

El ensayo de inmunofluorescencia indirecta de parasitos promastigotes hace
constatar que LmFib se restringe a una unica regién de la célula: el nucléolo.
El ensayo de purificacion por afinidad en tandem nos permitio aislar las dos
isoformas de LmFib anotadas en el genoma de L. major. Este evento es de
interés debido a que nos indica que ambas proteinas se expresan y pueden
formar parte de las snoRNPs.

Mas de 130 ortdlogos descritos en levadura y humano que participan en
alguna etapa de la biogénesis ribosomal fueron identificados en extractos
proteicos obtenidos de la linea celular LmFib-PTP.

De manera interesante se encontraron proteinas nuevas, de las que no han
sido descritos ortolégos en otras especies y que pueden representar
potenciales blancos terapeuticos para el tratamiento de la leishmaniasis.
Fueron co-purificadas varias moléculas con funcion extra-ribosomal que
estan implicadas en la sintesis y procesamiento del mRNA, en respuesta a
éstres caldrico y en replicacion. Esto nos sugiere que en L. major el nucléolo
es un cuerpo nuclear multifuncional, fendmeno que ha sido descrito en otros

eucariontes.
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