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RESUMEN

Alrededor de 1 millén de casos nuevos de leishmaniasis son reportados cada afio en el mundo. Esta
enfermedad, causada por protozoos del género Leishmania, es transmitida a los humanos por la mosca
de la arena en regiones tropicales y subtropicales del mundo. Leishmaniay otros tripanosomatidos son
de interés como modelo de estudio en la biologia molecular, ya que tienen mecanismos de expresiéon
genética atipicos, como la transcripcién policistronica y el trans-splicing. La RNA polimerasa III (Pol
IIT) sintetiza moléculas de RNA esenciales, como los tRNAs y el 5S rRNA. En levadura y humano la
proteina “La” se une a los extremos UUU-OH-3’ de los transcritos de Pol III, protegiéndolos de la
degradacion, promoviendo su plegamiento y su exportacién al citoplasma. Otras funciones incluyen su
participacién en la traduccién y en la biogénesis ribosomal. A pesar de su relevancia, la proteina “La”
no ha sido estudiada en Leishmania, por lo que en el presente trabajo se inici6é su caracterizacion
molecular. El andlisis in silico mostrd la presencia de los dos dominios caracteristicos del extremo N-
terminal de esta proteina: el médulo La y RRM. Ademas, se encontraron posibles dominios RRM2 y
SBM en el extremo C-Terminal. Modelaje por homologia revelé que la estructura tridimensional
predicha de la proteina “La” de L. major estd muy conservada en relacién con los ortélogos de humano
y Trypanosoma brucei. Usando una linea celular de L. major que expresa a “La” unida a la bandera PTP
en el extremo C-Terminal (La-PTP) se realizaron experimentos de inmunofluorescencia indirecta. Estos
demostraron que “La” se localiza en el nicleo de los parésitos, aunque también se encontro cierta sefial
en el nucleolo y, en menor medida, en el citoplasma. Con esta misma linea celular se llev6 a cabo un
ensayo de purificacién por afinidad en tdindem para determinar las proteinas que interactian con “La”.
Entre las proteinas identificadas por espectrometria de masas y andlisis bioinformdtico se encontraron
proteinas que se unen a tRNAs para modificarlos, como metiltransferasas, una pseudouridina sintasa y
la RNAsa P. Ademds, se identificaron proteinas que regulan la traduccién (incluido el factor de inicio
de la traduccién elF4A-1), y varias proteinas que participan en la biogénesis de las subunidades de los
ribosomas, como P34/37 y Cbf5. Estos resultados indican que, como se ha reportado en otros

organismos, la proteina “La” de L. major esta involucrada en muy diversas funciones.



INTRODUCCION

Los tripanosométidos

Los miembros de la familia Trypanosomatidae, comtinmente conocidos como los tripanosomatidos, son
un grupo de protozoos pardsitos pertenecientes al orden Kinetoplastida. Dentro de esta familia se
encuentran dos géneros de importancia clinica, 7rypanosomay Leishmania. El género Trypanosoma
incluye a las especies causantes de la enfermedad del suefio y la enfermedad de Chagas: 7Trypanosoma
brucei y Trypanosoma cruzi, respectivamente. Por su parte, varias especies de Leishmaniason el agente
etiolégico de diversas patologias conocidas como leishmaniasis. Estos protozoos requieren de dos
hospederos para completar su ciclo de vida: un insecto hematéfago que actia como vector y un

vertebrado que actiia como reservorio (Kaufer, 2017).

Morfoldégicamente, la membrana plasmatica de los tripanosomatidos tiene una serie de microtibulos
subpeliculares anclados a la superficie interna, mientras que el lado externo esta cubierto por proteinas
relacionadas con interacciones hospedero-parasito. Presentan un tnico flagelo que emerge de la bolsa
flagelar (Fig. 1), una zona donde la membrana se invagina y no hay presencia de microttubulos, por lo
que es el tnico lugar donde se realiza endocitosis y exocitosis. También poseen glicosomas, que son
estructuras esféricas con membrana sencilla que contienen la mayoria de la maquinaria de la ruta
glucolitica, asi como enzimas que participan en biosintesis de pirimidinas, recuperacién de purinas, y
beta-oxidacién de acidos grasos. Estos organismos contienen una sola mitocondria que se extiende a
través del citoplasma y se encuentra anclada al flagelo; en la matriz de este organelo esta el cinetoplasto

o DNA mitocondrial (Fig. 1) (Hampshire-Lopes ez a/, 2010; Martinez-Calvillo, 2016).

LU TR
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Figura 1. Morfologia de las dos formas principales de Leishmania amazonensis. A) muestra la forma
promastigote y B) la forma amastigote. Modificado de Texeira et a/, 2013.



El cinetoplasto es una red de miles de moléculas concatenadas de DNA circular (kDNA) que representa
hasta el 30% del material genético de los tripanosomatidos (Fig. 2), y es un cardcter que permite
discernir entre diferentes estadios en su ciclo de vida. Dentro del kDNA es posible identificar dos tipos
de moléculas, los maxicirculos y los minicirculos. Los maxicirculos tienen un tamafo de entre 20-40
kb, son relativamente escasos, idénticos en secuencia y homélogos al DNA mitocondrial de eucariontes
superiores, pues codifican rRNA y proteinas de la cadena respiratoria. Por otro lado, los minicirculos
presentan un tamaifio variable entre especies que ronda entre las 0.5 y 10 kb, son mucho mas numerosos
y heterogéneos en secuencia y codifican RNAs pequefios conocidos como RNAs guia (gRNAs) que
participan en el proceso de edicién, que consiste en la adicién o remocién de residuos de uridina de los

transcritos de los maxicirculos (Cavalcanti & Souza, 2018).

Figura 2. Microscopia de fuerza atémica (AFM) de una red aislada de kDNA. Red completa de kDNA (A). Detalles
de la red en B, C y F, donde con flechas se seflalan los agrupamientos de DNA en forma de rosetas. A-C
corresponden a C. fasciculatay D corresponde a A. deanei (Modificado de Cavalcanti & Souza, 2018).
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Generalidades de Leishmania

El protozoo parasito Leishmania se descubrié en 1900 por W. B Leishman y C. Donovan quienes
observaron cuerpos ovales en frotis de sujetos que habian muerto por adelgazamiento, fiebre y
esplenomegalia. Sin embargo, fue Ronald Ross en 1903 quien determind que estos cuerpos eran un
protozoo no descrito al que llamé Leishmania donovani en honor a sus descubridores (Steverding,
2017). Actualmente se han descrito mas de 20 especies del género Leishmania (Tabla 1), 90 de vectores

dipteros y hasta 70 de mamiferos que actian como reservorios, incluido el humano (WHO, 2021).

Tabla 1. Especies de Leishmania, distribucién y tipos de leishmaniasis (Traducido de Steverding, 2017). (NM)
Nuevo Mundo, (VM) Viejo Mundo, (LCL) Leishmaniasis Cutdnea Localizada, (LCD) Leishmaniasis Cutdnea
Difusa, (LMC) Leishmaniasis Mucocutdnea, (LV) Leishmaniasis Visceral, (PKLD) Leishmaniasis Dérmica Post-

Kala azar.

Subgénero Especie NM/ Tipo de leishmaniasis | Distribucién
VM
Leishmania L. aethiopica A\ LCL, LCD Este de Africa
L. amazonensis N LCL, LCD, LMC Sudamérica
L. donovani A\ LV. LDPK Africa central, sur de Asia, Medio Oriente, India, China
L. infantum VyN LC, LV Mediterrdneo, sureste de Europa, Medio Oriente, Asia
Central, Norte, Centro y Sudamérica
L. major v LC Norte y Centro de Africa, Medio Oriente y Asia central
L. mexicana N LCL, LCD Norte, Centro y Sudamérica
L. tropica A\ LCL, LV Norte y Centro de Africa, Medio Oriente, Asia Central e
India.
L. venezuelensis N LCL Norte de Sudamérica
L. waltoni N LCD Repuiblica Dominicana
Viannia L. braziliensis N LCL, LMC Cuenca Amazoénica Oriental, Sudamérica
L. guyanensis N LCL, LMC Norte de Sudamérica
L. lainsoni N LCL Brasil, Bolivia y Pera
L. lindenbergi N LCL Brasil
L. naiffi N LCL Brasil, Guyana Francesa
L. panamensis N LC, LMC Centro y Sudamérica
L. peruviana N LC, LMC Perd, Bolivia
L. shawi N LCL Brasil
Mundinia L. martiniquensis VyN LCL, LV Martinique, Tailandia

Leishmania es transmitida por dipteros del género Phlebotomus en el Viejo Mundo y Lutzomyia en el

Nuevo Mundo. Su ciclo de vida inicia cuando los promastigotes metaciclicos son depositados en el sitio
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de la picadura del insecto, donde son fagocitados por macréfagos en una vacuola parasitéfora (Fig. 3).
Dentro de ésta se diferencian en amastigotes, los cuales adquieren una forma oval y reestructuran su
flagelo a uno mas corto y con un rol sensorial que detecta sefiales ambientales (Sunther & Gull, 2017).
Dos tipos de vacuolas han sido observadas segin la presencia de uno o multiples amastigotes,
dependiendo la especie de Leishmania. En la vacuola comienzan a replicarse hasta lisar la célula e
infectar a otros macréfagos. Un mosquito que pique a un vertebrado infectado puede ingerir hasta 3,200
amastigotes por cada 1.6 pl de sangre ingerida, y tras 5 dias pueden encontrarse dentro del diptero hasta
35,000 promastigotes en distintas etapas. Cambios de pH, temperatura y sefiales quimicas promueven
la diferenciacién hacia el estadio prociclico, que se adhieren con su flagelo a las microvellosidades del
intestino medio, donde se replican. Después migran al aparato bucal para diferenciarse en promastigotes
metaciclicos capaces de infectar a un mamifero (Fig. 3) (Muskus & Marin-Villa, 2002; Martinez-

Calvillo, 2016; Sunther & Gull, 2017).

|intestino medio = Intestino medio toracico y valvula est
<
= (\ ‘ ,c_ —-—-~_ ~7 \
e > S ET) "
\ Irgmmv\al %
Q\\\} - , q
Nk : o p—
man \ :k {[‘Tmﬁﬁh o metacyelic
' 705 enond
' " o torheico
el Vidwula estomodeal
Intestino posterion . ‘ Aparatobucal
Hospedero mamifero
——— el
\ —
( G C— - ™ 9
pecyclic ¢ 2 (f )
Q /
(=N : k I\ //
— — / e LN
Intestino medio e | i A

Figura 3. Ciclo de vida de Leishmania. Se observan las diferentes formas que adopta el parasito segiin el hospedero
en el que se encuentre. El diptero succiona la sangre infectada del hospedero (1), los amastigotes dentro de su
tracto digestivo se diferencian en promastigotes prociclicos y se adhieren mediante su flagelo a las
microvellosidades del intestino (2-4), éstos tienen una alta tasa de replicacién y después migran al aparato bucal
(5) donde se diferencian en promastigotes metaciclicos infectivos poco replicativos (6). Los promastigotes
metaciclicos son fagocitados por los macréfagos del hospedero (7). Dentro de su vacuola parasitéfora se diferencian
en amastigotes y se replican hasta lisar la célula, donde los amastigotes liberados son capaces de seguir infectando
a otros macrdfagos (8). Traducido de Sunther & Gull, 2017.
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La leishmaniasis

Hay tres tipos principales de leishmaniasis en humanos, cuyas manifestaciones clinicas dependen de la
especie de Leishmania con la que se haya infectado: leishmaniasis cutdnea, mucocutdnea y visceral. La
leishmaniasis cutdanea puede ser localizada (Fig. 4A) (producida por L. major, L. mexicana, L.
braziliensis, L. panamensis y L. tropica, entre otras) o difusa (Fig. 4B) (L. mexicana, L. ethiopica, L.
waltoniy L. amazonensis). En la zona de la picadura se desarrolla una papula eritematosa de 1-10 mm
que después de 2 dias evoluciona a una ampolla que al romperse forma una ulcera con bordes gruesos.
Estas comtinmente sanan sin tratamiento dentro de 3-5 meses, sin embargo, hay casos que duran hasta
20 afios. En la variedad cutdnea difusa hay una falta de respuesta inmune que facilita la dispersién de

las tlceras en toda la piel (Torres-Guerrero et al, 2017).

Del 1-10% de los casos de leishmaniasis cutanea localizada, causados principalmente por L. amazonensis
y L. braziliensis, evolucionan a la variedad mucocutdnea dentro de 5 afios post-infeccién. En esta
variedad de la leishmaniasis ocurre una invasioén y destrucciéon lenta de las mucosas oronasofaringeas
que causan desfiguraciones, infecciones secundarias y obstruccién de la via aérea que puede conllevar
a la muerte (Fig. 4C). Finalmente, la leishmaniasis visceral o kala-azar (causada por L. donovani, L.
Infantum, L. amazonensis y L. tropica) se desarrolla de 3-8 meses, afectando principalmente a nifios
menores de 10 afios, y personas inmunocomprometidas o desnutridas. Los sintomas mds caracteristicos
son linfoadenopatia, leucopenia, trombocitopenia, debilidad, anemia, palidez, fiebre, esplenomegalia,
hepatomegalia, entre algunos otros. Cuando no es tratada ocurre una falla multiorganica, caquexia,
infecciones oportunistas, hemorragias y finalmente la muerte (Fig. 4D) (Martinez-Calvillo, 2016;

Torres-Guerrero et al, 2017).

Figura 4. Tipos de Leishmaniasis. A y B muestran la leishmaniasis cutdnea localizada y difusa respectivamente. C
presenta la leishmaniasis mucocutédnea y D la forma visceral (Modificado de Martinez-Calvillo e a/, 2016 y Torres-
Guerrero et al, 2017).
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Leishmania se distribuye en zonas tropicales y subtropicales de cerca de 100 paises alrededor del mundo
(Fig. 5). En 2018 se estimaron de 600,000 a 1 millén de nuevos casos de leishmaniasis cutdnea y de
50,000 a 90,000 en su forma visceral, la cual es mortal en el 95% de los casos (WHO, 2021). En México
la enfermedad se conocia desde la época prehispanica. Actualmente afecta principalmente a las
personas de areas rurales en la zona Neotropical del sureste del pais (Tabasco, Veracruz, Oaxaca,
Chiapas, Campeche, Quintana Roo y Yucatdn), donde se conoce como ulcera del chiclero, aunque se
ha reportado en al menos 22 estados. La gran mayoria de casos se debe a infecciones cutdneas causadas
por L. mexicanay L. braziliensis. Sin embargo, también se han reportado casos de leishmaniasis visceral
por L. infantum (también conocida como L. chagasi) (Hampshire-Lopes et a/, 2010; Martinez-Calvillo,

2016; Torres-Guerrero et al, 2017).

Figura 5. Distribucién mundial de la leishmaniasis. Tomado de (Hampshire-Lopes ez a/, 2010).

Diagnéstico y tratamiento de la leishmaniasis

Para el diagndstico de leishmaniasis cutdnea o mucocutdnea, ademds de las lesiones evidentes y
sintomas, se pueden realizar frotis, biopsias o cultivos para visualizar amastigotes. Para el tipo visceral
también se pueden buscar anticuerpos anti-leishmania en sangre, detectar el DNA del parasito por PCR,
o realizar un analisis de isoenzimas. Para su tratamiento los medicamentos parenterales mas usados son
antimoniales pentavalentes, anfotericina B y pentamidina. Las opciones orales incluyen miltefosano y
antifingicos azdlicos como ketoconazol y fluconazol, aunque existe un riesgo de hepatotoxicidad

(Aronson er al, 2017).

Por todo lo expuesto anteriormente, es evidente la importancia de Leishmaniay otros tripanosomatidos

en el campo de la medicina. Sin embargo, este grupo de protozoos flagelados es también muy importante
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en el drea de la biologia molecular, ya que su genoma y sus mecanismos de expresiéon genética son
diferentes a los que se observan en otros organismos eucariontes. Entre estos mecanismos se encuentra
la transcripcion policistrénica y el procesamiento de los mRNAs por trans-splicing. De estos temas se
hablara mas adelante. Antes se revisard cémo se lleva a cabo la transcripcién en organismos eucariontes

modelos, como levadura y vertebrados.

La transcripcién en eucariontes

La transcripcion es el proceso por el cual se sintetiza una molécula de RNA a partir de un molde de
DNA. Las enzimas encargadas de llevar a cabo esta sintesis son las RNA polimerasas (Pol), de las cuales
existen tres principales tipos en eucariontes, nombradas con los nimeros romanos I, II y III (Brooker,
2015). Para iniciar la transcripcién se debe formar el complejo de preinicio (PIC), el cual consta de una
RNA polimerasa, una secuencia promotora y factores de transcripcién generales (GTFs). En este paso,
ademas de reclutar a todas las proteinas participantes, se abre la doble hélice para que la RNA polimerasa

pueda iniciar la transcripcién (Kornberg, 2017).

Transcripcion de Pol 1T

La RNA polimerasa II (Pol II) se encarga de transcribir RNA mensajeros (mRNAs) y varios tipos de
RNAs no codificantes, como los RNA largos no codificantes (IncRNAs), los RNA pequefios nucleares
(snRNAs) y los micro RNAs (miRNAs) (Dieci et a/, 2007). Pol II actia en conjunto con seis GTFs: TFIIA,
TFIIB, TFIIE, TFIID, TFIIF y TFIIH, que entre otras funciones reconocen la secuencia promotora y
reclutan a Pol II para formar el PIC, indispensable para iniciar la sintesis de RNA. Adicionalmente a
estos elementos, un complejo de otras 20 proteinas llamado Mediador interactia directamente con
proteinas activadoras o represoras unidas a secuencias enhancers o silencers respectivamente para

regular la transcripcién (Kornberg, 2017).

Los promotores son regiones genémicas que dirigen la transcripcién al servir como una plataforma de
unién para la maquinaria transcripcional. Por si solo el promotor puede dirigir el inicio de la
transcripcion, pero con una baja actividad, por lo que también requiere de los GTFs para optimizar la
transcripcion. El elemento promotor mads estudiado es la caja TATA, localizada entre las bases -31 a -24

en relacién con el sitio de inicio de la transcripcién (nucledtido +1 6 TSS), y su secuencia consenso
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completa es TATAWAWR (W= A o T) (Fig. 6). A pesar de ser el elemento mas estudiado, sélo se
encuentra en el 5% de las secuencias promotoras en Drosophilay 20% en Homo sapiens. Otro elemento
promotor bien caracterizado es el “Iniciador” (Inr), que es mas abundante que la caja TATA pero no es
universal y estd menos conservado; la secuencia consenso en Drosophila es TCAGTY (Y= C o T),

ubicado en -5 a +2 por lo que se sobrepone con el TSS (Fig. 6) (Haberle & Stark, 2018).

-38 =31 =23 =17

AAGCGCCCC GGGETGEEEECGCETTCCTCCT CAL TCECCATCCAACACT AGACETCCCTACG

Figura 6. Organizacién de un promotor de Pol II tipico de humano. La caja TATA, Inr, MTE (Motif Ten Element)
y DPE (Downstream Promoter Element) suelen ser los sitios de unién para TFIID. BREu y BREd (B Recognition
Element) interactiian con TFIIB. Las interacciones DNA-Proteina se visualizan facilmente en la figura 7. Tomado
de Nogales et a/, 2017.

TFIID es un complejo proteico que sufre varios rearreglos durante el ensamblaje del PIC y el inicio de
la transcripcién. Se compone de TBP (7ATA Binding Protein)y 13 TAFs (TBP-Associated Factors).
TBP se une fuertemente a la caja TATA cuando TFIIA induce un rearreglo en la estructura de TFIID
que permite la uniéon TBP-DNA, mientras que los TAFs como TAF1 y TAF2 suelen unirse con menos
fuerza a otros elementos promotores centrales como Inr y DPE. La unién de TBP ala caja TATA provoca
una torsion de “90° en la doble hélice (Fig. 7). TFIIB se une posteriormente al extremo opuesto de TBP,
donde recluta al complejo Pol II-TFIIF. Posteriormente TFIIE se une y finalmente se recluta TFIIH, el
cual media la formacién del complejo abierto y el escape del promotor. TFIIH es el GTF mds grande y
complejo, pues consta de 10 subunidades y es casi del tamafio de Pol II (Watson et a/, 2014; Schier &

Taatjes, 2020).
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DNA

Figura 7. Inicio de la transcripcién mediada por Pol II. A) Torsién de 90° del DNA por la unién de TBP. B)
Acomodo de los factores de transcripcién en el complejo de pre-inicio (Se omite TFIID y TFIIH). C) Disposicion
de TFIID y TFIIA en la secuencia promotora. Tomado de (Schier & Taatjes, 2020).

Seguido de la formacién del PIC, sigue el “escape del promotor”, una fase en donde Pol II sintetiza de
20 a 120 nucledtidos hasta entrar en pausa. Para su posterior reincorporacién a una fase de elongacién
activa requiere de la interaccién con Factores de elongacién (EFs) como P-TEFb, TFIIS, Elongina A y
ELL. Este control de la expresiéon génica mediante el paro de la polimerasa se asocia a factores tanto

ambientales como del desarrollo embrionario (Chen er a/, 2018).

Finalmente, la terminacién de la transcripcién de Pol II involucra el paro en la sintesis del RNA y su
liberacion de la hebra molde de DNA. En la Pol I, esta etapa es significativamente mas compleja que
en las otras polimerasas y no ocurre en una secuencia especifica. En mamiferos ocurre desde solo algunas
bases hasta kilobases rio abajo del extremo 3’ del mRNA maduro. La terminacidn esta influenciada tanto
por la estructura de la cromatina, la fosforilacién del extremo carboxilo-terminal (CTD) de la Pol II,
interacciones con el spliceosoma y el procesamiento del extremo 3’ del mRNA. Tan solo el ultimo
involucra un complejo de 14 proteinas, de 1 MDa en total, que se encarga del corte y poliadenilacién

del extremo 3’ (Richard & Manley, 2009; Kuehner ez a/, 2011).

Transcripcién de Pol I

Pol T estd encargada exclusivamente de transcribir el precursor del RNA ribosomal (rRNA), el cual
representa hasta el 60% de la actividad transcripcional. En mamiferos, el pre-rRNA 47S es procesado
para generar los rRNAs 18S, 5.8S y 28S (Fig. 8), que después son ensamblados con multiples proteinas
y el rRNA 5S para formar los ribosomas. Su actividad, asi como el ensamblaje de sus transcritos a los

ribosomas, es realizada en el nucleolo, en donde se localizan los genes del rRNA en arreglos en tdndem.
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En humanos se han encontrado hasta 400 copias de rDNA en células diploides, aunque sélo el 50% es
transcrito. Cada repeticién de rDNA mide 43 kb, a pesar de que la regién que contiene al pre-rRNA 47S
s6lo mide 13 kb. Ademas, cada copia contiene elementos reguladores como promotores, enhancersy

terminadores dentro de un espaciador intergénico de 30 kb (Goodfellow & Zomerdijk, 2012).

Para formar el PIC se requiere de un complejo formado por TBP y por lo menos cuatro TAFs especificos
de Pol I (TAF1A, TAF1B, TAF1C y TAF1D), que en conjunto se denominan Factor de Selectividad 1
(SL1). E1 SL1 se asocia al elemento Corey junto con el factor UBF y TIF-A inician la transcripcion de

Pol I (Vannini, 2013; Goodfellow & Zomerdijk, 2012).

SPACER A75 TRNA
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Figura 8. Transcripcién de Pol I. En A) se muestra el PIC de Pol I. El factor UBF (en morado) actiia de manera
dimérica, el factor SL1 se encuentra en verde y TIF-1A en rojo. Tomado de Vannini, 2013. En B) se muestra la
unidad del rDNA, que comprende los genes del 18S, 5.8 S y 28S. El espaciador intergénico (IGS) contiene la
regién promotora y otros elementos reguladores. Tomado de Goodfellow & Zomerdijk, 2012.

Transcripcién de Pol III

Pol III se encarga de la sintesis de diversos RNAs pequeiios (7100 a 7522 nts) principalmente los RNA
de transferencia (tRNAs) y el rRNA 5S, los cuales son necesarios para la traduccién. Otros RNAs
transcritos por Pol III han sido involucrados en la transcripcion (7SK, Alu RNAs), el procesamiento de
RNA (U6 snRNA, RNAsa P y RNAsa MRP), translocacién (7SL), entre otros procesos (Vault RNAs, Y
RNAs, SINEs) (Dieci et al, 2007; Durrieu-Gaillard et a/, 2018).

La ubicacién de los promotores de Pol III varia entre los genes que transcribe, al igual que el
requerimiento de factores de transcripcion; sin embargo, se pueden clasificar en tres tipos principales

(Fig. 9). Los promotores tipo I, presentes exclusivamente en el rRNA 5S, constan de las cajas Ay Cy un
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elemento intermedio (IE), localizados dentro de la regién transcrita. Los promotores de tipo II,
caracteristicos de los tRNAs, estdn formados por cajas A y B que también se localizan dentro del gen.
Los promotores de tipo III, presentes en los genes del U6 snRNA, contienen tres dominios localizados
rio arriba del gen: una caja TATA (-30), un elemento de secuencia proximal (PSE) (-20 de la caja TATA)
y un elemento de secuencia distal (DSE) (Fig. 9). La transcripciéon mediada por Pol III requiere de tres
factores de transcripcion generales, llamados TFIIIA, TFIIIB y TFIIIC. En el caso del snRNA U6 se
requiere ademas de SNAPc, el cual tiene sitios de unién al DSE (Dieci et a/, 2007; White, 2011).

A) —p
. ! >
—D._ l 1:E J= 11T Tipo i 58 ANA
(TATA) |E
N {5 E t J=TTTT Tipo I:tANAs, VA RNAs
(TATA) Sc 750 and HNase P HNAs
e ] J= 17T Tipo liHs Le, 75K, ¥, ANase P
DSE PSE  TATA Ano HNass MRP HNAs

Figura 9. Organizacién de los tres tipos de promotores de Pol III. Los promotores tipo I estdn presentes en los
genes del rRNA 5S (A). Los promotores tipo II se localizan en los genes de tRNA (B) y los promotores tipo III
estan presentes en los genes del snRNA U6 (C). Los paréntesis indican que la caja TATA puede o no estar presente.
Modificado de Dieci, 2007.

TFIIIA esta formado por una sola proteina que participa en la transcripcién del gen del rRNA 5S,
uniéndose al IE y facilitando el reclutamiento de TFIIIC. En promotores tipo II, TFIIIC se une
directamente a las cajas A y B e incorpora a TFIIIB. Este se compone de Brfl, Bdpl y TBP, y recluta a
Pol III, ademas de participar en la apertura del promotor. TFIIIC se ha relacionado con la reiniciacién
de Pol Il y se ha sugerido que también estd involucrado en la remodelacién de la cromatina. Es el factor
de transcripcién mas grande de Pol III, pues se compone de seis subunidades (Vannini, 2013; Turowski

& Tollervey, 2016).

Pol IIT estd compuesta por 17 subunidades (Fig. 10), por lo que es la mds grande de las tres RNA
polimerasas. Consta de un centro enzimatico (core) de 10 subunidades y un pie (sza/k) de 2 subunidades
que estan conservados entre las tres polimerasas. Adicionalmente tiene 5 subunidades organizadas en

los subcomplejos RPC3/RPC6/RPC7 (C82/34/31 en S. cerevisieae) para el reclutamiento por TFIIIB y
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apertura del promotor, y RPC5/RPC4 (C53/37) involucrado en la iniciacién y terminacién (Abascal-

Palacios et al, 2018).
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Figura 10. RNA Polimerasa III. A) Esquema de las subunidades de la RNA polimerasa III. B) CryEM en dos
angulos distintos. Tomada de (Girbig et a/, 2021).

La sefial de termino de Pol III consta de una secuencia oligo dT, con un nimero minimo de residuos dT
que varia entre especies. Por ejemplo, en vertebrados cuatro Ts actian como un terminador eficiente,
mientras que en S. cerevisiae se requieren al menos seis residuos. Como consecuencia de esto los
transcritos de Pol III terminan en residuos de uridinas en el extremo 3’ (oligo Us). También se ha
identificado que las subunidades involucradas en el reconocimiento del terminador oligo dT son RPC5
y RPC4 (C37/C53), las cuales se asocian a Pol III mediante RPC10 (C11) (Arimbasseri et a/, 2013;
Turowski & Tollervey, 2016).

El inico represor de Pol III descrito hasta el momento es la proteina Mafl, la cual es desfosforilada bajo
condiciones de estrés celular y migra del citoplasma al nicleo donde se une al heterotrimero
RPC3/RPC6/RPC7 (C82/C34/C31) de Pol III, induciendo un rearreglo de sus dominios Hélice alados
(WH), particularmente de RPC6. Este rearreglo dificulta la unién de Pol III con la subunidad Brfl de
TFIIIB, inhibiendo su interaccién con el promotor. Mafl también se une a Pol III durante la fase de
elongacion, permitiendo que se mantenga activa, pero evitando su reciclamiento (Vannini ez a/, 2010;

Boguta, 2013).
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Proteina “La”

Otro factor implicado en la regulacién de la expresion de los transcritos de Pol III es la proteina “La”,
descrita por primera vez en humanos como un autoantigeno en el sindrome de Sjogren y en el lupus
sistémico eritematoso. Los primeros experimentos mostraron que “La” se une a RNAs nacientes como
pre-tRNAs y pre-rRNAs 5S. Posteriores experimentos en S. cerevisiae encontraron que “La” estd
altamente confinada al nucleo, tanto en el nucleoplasma como en el nucleolo; aunque en algunas
ocasiones, como infecciones virales por Poliovirus, “La” puede pasar al citoplasma (Wolin & Cedervall,

2002).

Los dominios identificados en el extremo N-terminal de la proteina “La” son el motivo “La” y el motivo
RRM (RNA Recognition Motifj, denominados “Mddulo La”, los cuales estan altamente conservados y
son los encargados de reconocer y unirse al extremo UUU-OH-3’ conjuntamente (Fig. 11). El extremo
C-terminal es muy variable en tamafio y estructura entre especies, aunque puede contener un segundo
motivo RRM (RRM2) (hasta el momento s6lo confirmado en “La” de humano) el cual se ha observado
que disminuye la afinidad de unidén hasta 20 veces. Ademads, puede presentarse un motivo basico corto
(SBM) que se ha sugerido que participa en la dimerizacién de esta proteina, y una secuencia de
localizacién nuclear (NLS) (Fig. 11). Asimismo, la proteina “La” presenta multiples sitios de fosforilacion
que afectan tanto su afinidad por el RNA como su localizaciéon celular (Ohndorf er a/, 2001; Jacks et al,
2003; Marrella, 2017). La estructura secundaria del motivo “La” se asemeja a la de una hélice alada y el

motivo RRM tiene un patrén de Boppoaf.

La motif RRM RRM S8M NLS
H. saplens La M L e W T a0
S. pombe Sat W/ T 298
S corevisiae Lhplp _ 7____-—_7:__._7_ 7’5
NLS
T. bruce/ La | Eles—g n 33

A

Figura 11. La proteina “La”. En A) se muestran los dominios presentes en “La” de /. sapiens, S. pombe, S. cerevisiae
y T. brucei. Modificado de Wolin & Cederwall, 2002. En B) se representa la interaccién de los dominios de “La”
de H. sapiens con los extremos 3’ y 5’ de los pre-tRNA. “La” y RRM interacttiian con el extremo UUU-OH-3’, y
SBM con el extremo 5°. Modificado de Blewett & Maraia, 2018.
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Entre las funciones de la proteina “La” que se conocen actualmente estdn las de estabilizar los transcritos
primarios de Pol III uniéndose a la regién UUU-OH-3’ de los mismos (Fig. 11), determinar el orden y
la manera en la que los extremos 5’ y 3’ de los pre-tRNA son removidos durante su maduracién (Van
Horn et al, 1997), retener en el ntcleo a los transcritos nacientes a los que se une, y presentar actividad
de chaperona de RNA (Pannone er a/, 1998). También se ha sugerido su participacién en la iniciaciéon
y terminacién de la transcripcién de Pol III, regulaciéon de la traduccion de algunos mRNAs, splicing
de los pre-tRNA y su participacién en el ciclo de replicacién de algunos virus (Blewett & Maraia, 2018;

Wolin & Cederwall, 2002; Bayfield et a/, 2010).

Estudios in vitro donde se ha eliminado a “La” han demostrado una reduccién de hasta el 99% de la
actividad transcripcional de genes dependientes de Pol I1I (Gottlieb & Steitz, 1989a) y un estancamiento
de los complejos de transcripcion (Gottlieb & Steitz, 1989b), por lo que se ha sugerido que participa en
la reiniciacién de Pol III, pues su afinidad por los extremos UUU-OH-3’ facilita la salida del transcrito
naciente, asi como la disociacién de Pol III de la hebra molde para su posterior reincorporacién a otra
ronda de transcripciéon (Maraia, 1996). También se ha estudiado la funcién del dominio SBM,
observandose que tras su eliminacion o sustitucién con aminodcidos acidos la proteina mantiene su
funcién protectora pero no participa en la transcripciéon (Goodier et a/, 1997). Sin embargo, otros
estudios in vitro en ovocitos de Xenopus laevis y células HEK de H. sapiens no han encontrado
diferencias en la eficiencia de la transcripciéon o terminacién de Pol III en complejos de transcripcién
reducidos hasta en menos de 5% de “La” (Weser eral, 2000; Lin-Marq & Clarkson, 1998), por lo que su
participacién directa en la transcripcién de Pol III aun es debatida. Ensayos de ChIP in vivo en células
HeLa han demostrado que la forma no fosforilada de “La” (npLa) se encuentra unida especificamente a

genes transcritos por Pol III en todas las fases del ciclo celular (Fairley et a/ 2005).

Expresion genética en los tripanosomdtidos

Los tripanosomatidos tienen ciertas caracteristicas muy peculiares, como el arreglo de su genoma en
agrupaciones de decenas a cientos de genes codificantes de proteinas dentro de una misma hebra de
DNA llamadas unidades policistronicas (PGC, por sus siglas en inglés). A diferencia de los operones
presentes en bacterias, estas proteinas no tienen una relacién funcional. Entre las PGC se encuentran

arreglos en tindem de genes de rRNA. Asimismo, agrupaciones de 2-10 genes de tRNAs se encuentran
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en los limites de las PGCs, en los cuales también se pueden encontrar otros genes transcritos por Pol
III. Otras caracteristicas distintivas de los tripanosomatidos son el trans-splicing, la participacion de Pol
I en la transcripcion de mRNAs, y la ausencia de intrones en genes que codifican proteinas (Martinez-

Calvillo er a/, 2010 Clayton, 2019).

El cromosoma 1 de L. major, el primero en ser secuenciado en los tripanosomatidos, presenta dos PGCs,
con 29 y 50 genes cada una. Se demostrd que la region que separa las dos PGCs, denominada Strand-
Switched Region (SSR), es la unica parte del cromosoma donde inicia la transcripcién de Pol II, de
manera bidireccional (Martinez-Calvillo et a/, 2003). Resulta interesante que esta regién SSR, al igual
que todas las SSR de todos los cromosomas de los tripanosomatidos, no contiene cajas TATA, ni ningin
otro dominio tipico de los promotores eucariontes de Pol II. Sin embargo, una caracteristica comutn en
las regiones SSR es la presencia de secuencias ricas en CG, que parecen inducir una curvatura en el

DNA (Martinez-Calvillo er a/, 2003).

Los transcritos policistrénicos son procesados mediante trans-splicingy poliadenilacién para producir
los mRNA individuales. El trans-splicing consiste en la adicién de una secuencia de 39 nucledtidos
llamada miniexén o Spliced Leader (SL RNA) al extremo 5 de todos los mRNA maduros. El miniex6n
porta un cap en su extremo 5, lo que proporciona estabilidad a los mRNA. El trans-splicing se identificé
primero en tripanosomadtidos y luego fue reportado en otros organismos. Las snRNPs necesarias para el
trans-splicing son esencialmente las mismas que para el splicing convencional (U2, U4, U5 y U6), con
la diferencia de que la snRNP del SL RNA substituye a la snRNP Ul. El SL RNA requiere una alta tasa
de transcripcién, que es llevada a cabo por Pol II. Se han encontrado hasta 200 copias del gen del SL
RNA por genoma y se calcula que se renueva cada ~4 min. De igual manera que con el splicing
convencional, el trans-splicing puede dar origen a nuevas funciones mediante trans-splicing
alternativo, donde se puede inhibir la traduccién omitiendo el codén AUG, sefiales blanco, elementos

reguladores o cambiar el marco de lectura (Preufier er a/, 2012; Clayton, 2019).

El inico promotor de Pol II que ha sido caracterizado en los tripanosomatidos es el del SL RNA, el cual

consta de un elemento bipartito rio arriba (USE) y un Iniciador. Los factores de transcripcién que se
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han asociado a la transcripcién del SL RNA son TRF4 (TBP-Related Factor 4), SNAPc y ortélogos de
TFIIA, TFIIB, TFIIE, TFIIF y TFIIH (Palenchar er a/, 2006; Lee et al, 2007).

Transcripcién atipica de Pol I en los tripanosomatidos

En T. brucerlos genes que codifican a las glicoproteinas variables de superficie (VSGs) y prociclinas EP
y GPEET son peculiarmente transcritos por Pol I. En el caso de las VSGs, éstas cubren aproximadamente
el 90% de la superficie celular en la forma sanguinea dentro del hospedero y estdn involucradas
directamente en la evasién del sistema inmune al tener una variacion ciclica del alelo que expresan en
un determinado momento (variacién antigénica). Las prociclinas EP y GPEET de igual manera recubren
la superficie celular, pero de una manera menos densa y estdn asociadas a la etapa (formas prociclicas)
dénde el parasito se encuentra en vectores del género Glossina sp. o mosca Tsetse (Hernandez &

Cevallos, 2014; Martinez-Calvillo er a/, 2010).

Otra particularidad de Leishmania y otros tripanosomatidos es que el gen del rRNA 28S, también
transcrito por Pol I, se encuentra fragmentado en dos RNAs largos y cuatro pequefios (Fig. 12). En el
caso de L. major, el gen distal del rRNA ¢ se encuentra repetido (Fig. 12). Para la transcripcién de los
genes de Pol I mencionados anteriormente se ha observado la participacién de un factor de
transcripcion de clase I llamado CITFA (Class I Transcription Factor A), el cual consta de 6 subunidades
Unicas y una cadena ligera de dineina (Hernandez & Cevallos, 2014). A la fecha, es el tnico factor de

transcripcion de Pol I descrito en los tripanosomatidos.
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Figura 12. Organizacién de los genes de los rRNA en tripanosomatidos y en levadura. Tomado de Herndndez &
Cevallos, 2014.
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Transcripcién de Pol III en Leishmania

En Leishmaniay otros tripanosomatidos se conoce muy poco sobre la transcripcion de Pol III. En estos
organismos todos los snRNAs son transcritos por Pol III (no sélo el U6 snRNA), ademas de los tRNAs 'y
el rRNA 5S, entre otros. Los genes de los tRNAs en L. major, a diferencia con otros eucariontes,
presentan un arreglo no azaroso pues el 45.2% de los loci tienden a agruparse en c/ustersde 2 a 10 genes
al término de PGCs convergentes, donde ademads se localizan otros genes dependientes de Pol III, como
el rRNA 5S (Fig. 13) (Padilla-Mejia et a/, 2009). Una situacién similar se presenta en el genoma de 7.
brucei. Asimismo, mientras que otros eucariotas tienen de 100 a 1000 genes del rRNA 5S, en Leishmania
solo se encuentran 11, los cuales estdn dispersos en el genoma, mayormente en la periferia del nuicleo
y no parecen estar asociados al nucleolo. En contraste, en 7. brucei los genes del rRNA 5S no se
encuentran dispersos, sino en arreglos en tdindem con alrededor de 1500 copias, algunas asociadas al
gen del SL RNA. Debido a la cercania de los tRNAs y del rRNA 5S se ha hipotetizado que las cajas Ay
B de los primeros puedan tener un efecto regulador en la transcripcién del 5S, como se ha observado
en el caso de los snRNAs asociados a tRNAs o secuencias tipo-tRNA (Moreno-Campos et a/, 2016; Rojas-

Sanchez er al, 2016).
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Figura 13. Ejemplo de la organizacién de genes transcritos por Pol III entre dos unidades policistrénicas del
cromosoma 23 en L. major. Casos similares se encuentran en todos los cromosomas y también en 7. brucer. El gen
del rRNA 5S se muestra en verde, los snRNAs en morado, los tRNAs en anaranjado y los genes codificadores de
proteinas en azul. Tomado de Padilla-Mejia er a/, 2009.

En relacién con las regiones promotoras reconocidas por Pol III, se ha observado que los genes de tRNA
y del rTRNA 5S en estos parasitos contienen secuencias parecidas a las de los elementos promotores
internos (cajas A, B y C, y el EI) encontrados en otras especies. Sin embargo, estas regiones promotoras
no han sido caracterizadas funcionalmente. De manera interesante, los promotores de los snRNAs son
muy diferentes a los reportados en otros eucariontes. Por ejemplo, la transcripcién del gen del U2
snRNA de L. major es regulada por cajas A y B tanto de un gen de tRNA-Ala como de una secuencia
tipo-tRNA (tRNA-/ike), localizadas rio arriba y en orientacién opuesta al snRNA (Fig. 14) (Rojas-
Sanchez et al, 2016)
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Figura 14. Region promotora del U2 snRNA de L. major. La transcripcién del U2 snRNA es controlada por cajas
A y B presentes en el tRNA-Ala y un tRNA-like contiguos. Este promotor es atipico comparandolo con el de los
snRNAs de otros eucariontes (Tomado de Rojas-Sanchez et a/, 2016).

De manera interesante, de los tres factores generales de Pol III, no se ha identificado TFIIIA en
tripanosomatidos. En estos organismos ya fueron caracterizadas las tres subunidades de TFIIIB (TBP,
Brfl y Bdpl). En L. major se observé que Bdpl es notablemente mds pequeila que el ortélogo de
humano (44 kDa vs 293 kDa) y comparte caracteristicas como el dominio SANT extendido con los
ortélogos de otros eucariontes. No obstante, se encontraron diferencias en el plegamiento predicho de
las regiones que interactian con subunidades de Pol III y en la presencia de algunos residuos aromaticos
(Romén-Carrano et a/, 2019). La funcién y estructura de Brfl fue caracterizada en 7. brucei, donde se
observo que era esencial para el crecimiento (Vélez-Ramirez et a/, 2015). Ensayos de ChIP demostraron
que Brfl en L. major, ademads de unirse a genes de Pol III, también se asocia con genes del rRNA
(transcritos por Pol I), y con la SSR del cromosoma 1 y el gen del SL RNA (transcritos por Pol II).
Ademas, la subunidad Taul31 de TFIIIC fue co-purificada con Brfl en L. major mediante ensayos de
purificacién por afinidad en tdndem (Florencio-Martinez et a/, 2021). También se ha estudiado la
participacién del represor Mafl en la regulacién de la transcripcién de Pol ITI, uniéndose a las regiones

promotoras de los tRNA y snRNA para inhibir su transcripcién (Romero-Meza et al, 2017).

“La” en tripanosomadtidos

En T. brucei se ha estudiado la proteina “La”, encontrandose que el mddulo “La” estd altamente
conservado (Westerman & Weber, 2000). También se ha reportado que el knock-down mediante RNA
de interferencia (RNAi) de “La” detiene completamente la divisién celular en 7. brucei, y se observo
una acumulacién de intermediarios de tRNA-Tyr y otros RNAs nacientes. En este mismo estudio se
traté de identificar la participaciéon de “La” en el procesamiento del SL RNA, pero solamente se logrd
identificar su union, pero no su participacién en el procesamiento, lo que sugiere que su funcién podria

ser de transporte entre el nicleo y el citoplasma (Foldynova-Trantirkova et a/, 2004). En un estudio
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reciente se determiné con resonancia magnética nuclear (NMR) la estructura terciaria del dominio
RRM de “La” en T. brucei'y se encontré la presencia de una o hélice extra en el extremo C-terminal
(BapPoPa) (Shan er al, 2019). También reportaron su unién a las proteinas P34/P37, L5 y SA,
relacionadas con la maduracion y plegamiento del rRNA 5S y la biogénesis del ribosoma. Ademas, se
confirmo6 la participacién sinérgica del motivo “La” y RRM, la estimulacién de la actividad de la

telomerasa y su retencién nuclear (Shan er a/, 2019).

En nuestro laboratorio hemos iniciado el estudio de la proteina “La” en L. major, generando una linea
celular que expresa a la proteina recombinante “La” fusionada a la bandera PTP (Flores-Pérez, 2011)
Esta etiqueta estd formada por un dominio de unién a la proteina A de Staphylococcus aureus'y un
epitope de la proteina C, separados por un sitio de corte de la proteasa TEV (Fig. 15) (Giinzl &
Schimanski, 2009). Con esta linea celular, en el presente trabajo se llevaron a cabo experimentos de
purificacién por afinidad en tdndem para identificar las proteinas con las que se asocia la proteina “La”
en L. major. También se realizaron ensayos de inmunofluorescencia indirecta para determinar la

localizacién subcelular de la proteina “La” en el parasito.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

Determinar las proteinas con las que interactda la proteina “La” en L. major.

Objetivos particulares:
1. Analizar in silicola secuencia y estructura de la proteina “La” de L. major.
2. Confirmar la expresién de la proteina recombinante La-PTP en la linea celular Lm/La-PTP.
3. Localizar subcelularmente a la proteina La-PTP en la linea celular Lm/La-PTP.
4. Identificar las proteinas con las que se asocia la proteina recombinante “La” en

promastigotes de L. major
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MATERIALES Y METODOS

Anédlisis in silico
Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de tripanosomdtidos se obtuvieron de la base de datos de

TriTrypDB (https://tritrypdb.org/tritrypdb/app), mientras que las de los otros eucariontes se obtuvieron

en la base de datos de NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Los alineamientos de secuencias y los

porcentajes de identidad se obtuvieron con ClustalQ (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), el

sombreado de aminoacidos conservados y semiconservados se realizd6 manualmente. Las estructuras

secundarias se obtuvieron en PSIPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/), la estructura terciaria se

obtuvo en SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org) y se le hicieron modificaciones de color en

Chimera (https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/). Los motivos conservados se identificaron con ayuda de

BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/BlasTcgi) y con articulos donde se ha estudiado la estructura de
“La” en humano y levaduras. La identidad de las proteinas que co-purificaron con Lm-LaPTP en los

experimentos de purificacion por afinidad en tindem se realiz6 con HHPred

(https://toolkit.tuebingen.mpg.de/tools/hhpred) 'y la base de datos de TriTrypDB

(https://tritrypdb.org/tritrypdb/app) .

Cultivo de promastigotes de L. major

Los promastigotes en fase prociclica de la linea celular Z. major cepa Friedlin se mantuvieron a 28 °C,
resembrando cada 24 horas a una densidad de 5x10° células, asegurando que se encontraran en la fase
logaritmica de crecimiento. Para esto se utilizé medio BM (Medio M199 0.5x, bicarbonato de sodio 1.1
g/L, infusién de cerebro corazoén 0.25x, suero fetal bovino descomplementado al 10%, HEPES 40 mM,
hemina 0.01 mg/mL, biotina 2 mg/L, penicilina 100 U/mL y estreptomicina 0.1 mg/mL) para la linea
silvestre (WT) y medio BM + 50 pg/mL de G418 para las lineas recombinantes La-PTP y Mafl-PTP. El
conteo de células se llevé a cabo en la camara de Neubauer preparando diluciones 1:10 de cultivo con

PBS-formaldehido 2% (50 pL de cultivo en 450 uL de PBS-formaldehido 2%).
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Extraccién de proteinas

Para la extraccién de proteinas totales, se centrifugaron promastigotes en fase logaritmica de las lineas
celulares WT, LmLa-PTP y LmMafl-PTP a 5,000 rpm por 10 min. Posteriormente se realizaron 2
lavados con PBS y se empastillé a 5,000 rpm por 10 min, para terminar resuspendiendo las células con
buffer RIPA (Tris-HCI 50 mM, EDTA 5 mM, NaCl 150 mM, NP40 1%, Deoxicolato de sodio 0.5%, SDS
0.1%, inhibidores de proteasas 1X) a una proporcioén de 1 pL de buffer RIPA por 1x10° células. Después
se incubd en hielo por 30 min agitando en el vortex por 5 segundos cada 5 min. Finalmente se
centrifugaron las muestras a 14,000 rpm por 20 min, se recuper6 el sobrenadante y se almacen¢ a -70
°C. La proteina total se cuantificé por el método de Bradford y se verific6 su integridad en un gel de

acrilamida al 10% (SDS-PAGE) teiido con azul de Coomasie.

SDS-PAGE

Los extractos proteicos fueron desnaturalizados con buffer Laemmli 1x (Tris-HCI 83 mM pH 6.8, SDS
118 mM, azul de bromofenol 99.5 pM, 5% de 2-Mercapto etanol y glicerol 33.3%) y puestos en bafio
maria a 96 °C por 10 min. Las muestras fueron cargadas junto con un marcador de peso molecular pre-
tefiido en un gel discontinuo compuesto por una parte concentradora (acrilamida-bisacrilamida al 4%,
Tris-HC1 0.133 M pH 6.8, SDS 0.1%, persulfato de amonio 0.1%, TEMED 0.2%) y una parte separadora
(acrilamida-bisacrilamida al 10%, Tris-HCl1 0.374 M pH 8.8, SDS 0.1%, persulfato de amonio 0.1% y
TEMED 0.2%) en una camara de electroforesis con buffer de corrida 1x (Tris 24 mM, glicina 191 mM,
SDS 0.1%) a un voltaje de 80v por "30 min (hasta que las bandas entraron al gel separador) y

posteriormente a 100v por 90 min (cuando comenz¢ a salir el frente de azul de bromofenol).

Western Blot

Para el Western Blot se realizé una SDS-PAGE y las proteinas en el gel se transfirieron a una membrana
de Fluoruro de polivinilideno (Inmunoblot PVDF, BioRad) en una camara con buffer de transferencia
1x (25 mM Tris base, 192 mM Glicina, 20% metanol, pH 8.3) a 100v por 120 min. Posteriormente la
membrana fue bloqueada en una solucién de leche (BioRad) al 5% + PBS-Tween 20 0.05% toda la
noche. El anticuerpo primario anti-Prot C (Delta biolabs) de conejo se incubé por 90 min en una
proporcién 1:3000 en PBS+Tween 20 0.05% y leche 1%. Se realizaron 3 lavados con PBS+Tween 20

0.05% por 10 min y posteriormente el anticuerpo secundario HRP anti-conejo se incub6 bajo las mismas
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condiciones y tiempo que el anterior. Se volvieron a realizar 3 lavados con PBS-Tween 20 0.05% y las
bandas se visualizaron en placas fotograficas aplicando una dilucién 1:5 de la solucién de revelado
luminol y peréxido ImmobilonTM Western (Millipore). Posteriormente la membrana se desnudé con
20 mL de solucién de strepping (Pierce) durante 30 min, se lavé con PBS-Tween 20 0.05% y se volvié
a bloquear con leche 5% + PBS-Tween 20 0.05%. Se incubd con el anticuerpo anti-o/p tubulina (Cell

Signal) en proporcion 1:1000 toda la noche y se revel6 como se describié anteriormente.

Inmunofluorescencias indirectas

Se resembraron células a una densidad de 5%10°¢ cada 24 horas, durante 3 dias, una vez las células se
encontraron en fase media logaritmica se cosecharon centrifugando a 5,000 rpm por 5 min y se lavaron
2 veces con PBS filtrado, para terminar resuspendiéndolas a una densidad de 75,000 células por uL en
PBS. Se colocaron 20 pL por pozo en un portaobjetos tratado con poli L-lisina y se dejaron adherir por
20 min para después fijarlas con 40 pL de paraformaldehido (PFA) al 6% por 30 min. Se retiré el PFA
con ayuda de vacio y se realizaron 3 lavados con PBS filtrado por 5 min. Se bloque6 con PBS-BSA 2%
por 30 min y posteriormente se incubaron los anticuerpos primarios anti-Prot C (Delta biolabs) de
conejo y anti-Nop56 (proteina nucleolar 56) de ratén en proporciones 1:50 y 1:25 respectivamente en
una solucién con PBS-BSA al 2% por 1 hora. Se realizaron 3 lavados con PBS por 5 min y se incubaron
los anticuerpos secundarios Alexa Fluor 488 anti-conejo y Alexa Fluor 568 anti-ratén (BioLegend),
ambos en proporciones 1:300 en PBS-BSA 2% por 1 hora. Se realizaron 4 lavados con PBS intercalando
con PBS-Tween 20 0.02% y finalmente se colocaron 15 pL de Vectashield-DAPI por pozo. Las células
se visualizaron en un microscopio de epifluorescencia y las imdgenes capturadas se procesaron en el

programa Zen 3.6 (Blue edition).

Purificacién por afinidad en tdndem usando la bandera PTP

Se cosecharon 2.5 L de cultivo de la linea Lm/La-PTP a una densidad de 30x10¢ células/mL. Las células
se centrifugaron a 4,500 rpm por 10 min a 4 °C y se lavaron con PBS-G (Buffer fosfato salino, glucosa
2%). La lisis se realiz6 adicionando buffer IPP-150 (Tris-HCl 10 mM pH 8.1, NaCl 150 mM, NP-40
0.1%), inhibidores de proteasas 2.5% y Tritén X-100 10%. Se dej6 incubando en hielo por 40 min y se
le dieron 40 golpes con un homogenizador. Se verifico la lisis al microscopio dptico y se centrifugd el

lisado a 10,000 rpm 15 min a 4 °C, rescatando el sobrenadante.
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Se empacaron 500 pL de resina con perlas de sefarosa IgG (IgG Sepharose™ 6 Fast Flow", Amersham)
en la columna desechable Econo-Pac (BIO-RAD) de 20 mL y se equilibré con buffer IPP-150 agitando
vigorosamente y lavando a 4 °C por 5 min; el liquido se drend y se colocaron 22 mL del lisado celular
incubando en rotacién 4 horas a 4 °C. Posteriormente se dren¢ el liquido y se realizaron 3 lavados con
buffer IPP-150 frio. Se equilibré la columna con buffer Ac TEV (KC1 150 mM, Tris-HCL 20 mM pH 7.7,
MgCl2 3 mM, DTT 0.5 mM, Tween 20 al 0.1%, EDTA 0.5 mM), se dren¢ el liquido y se colocaron 2 mL
de este mismo buffer con 20 pL (10 U/pL) de proteasa AcTEV (Sigma Aldrich). Se incubé a 4 °C por
toda la noche en agitacién a un dngulo de 45°. Después se eluyd el liquido y se lavd la columna con
buffer PC-150 (Tris-HCI 20 mM pH 7.7, KCl 150 mM, MgCl: 3 mM, DTT 0.5 mM, Tween 20 0.1%,
CaCl2 0.5 mM e inhibidores de proteasas 1x%), a este eluido se afiadieron inhibidores de proteasas y CaClz

a una concentracion final de 2% y 3 mM, respectivamente.

Se empacaron 150 pL de resina anti-proteina C (HPC4, Roche) en una columna Econo-Pac (BIO-RAD)
de 5 mL y se equilibr6 con buffer PC-150 agitando vigorosamente y lavando por 5 min a 4 °C. Después
se drend y se agrego6 el eluido incubando por 4 horas a 4 °C. Se dren6 el liquido y se realizaron 6 lavados
con buffer PC-150. Las proteinas se eluyeron con buffer de elucién EGTA/EDTA (Tris-HCl pH 7.75
mM, EGTA 10 mM, EDTA 5 mM e inhibidores de proteasas 2X) y se almacenaron a -70°C.

Posteriormente se concentr6 la proteina en 15 pL mediante columnas de ultrafiltracién (Amicon®
Ultra-0.5ml Ultracel 3K, Millipore) centrifugando a 14,000 rpm a 4 °C y el uso del Speed Vac por 40
min. 3 uL de muestra y marcador molecular no tefiido (Promega) se separaron por SDS-PAGE usando
un gel de gradiente (Mini-PROTEAN TG, 4%-15%) que fue teflido con SYPRO Ruby (Invitrogen,
Molecular Probes). Para el analisis por espectrometria de masas, los 12 pL de muestra restante fueron
cargados en el gel concentrador por SDS PAGE, se tifi6 con azul de Coomasie y se cortaron las bandas
para mandarlas a analizar a la Unidad de Protedmica de la Universidad de Siracusa, Nueva York, Estados

Unidos.
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Figura 15. Esquematizacién de la técnica de purificacion por afinidad en tindem. Modificado de Huber, 2003.
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RESULTADOS

En L. major, el gen que codifica para la proteina “La” (LmjF.21.0540) se localiza en el cromosoma 21.

El alineamiento de la secuencia de nucleétidos de este gen con sus ortélogos en S. cerevisiae, S. pombe,

H. sapiensy D. melanogaster mostré muy poca conservacion en la secuencia (Fig. 16). Las pocas bases

conservadas entre las 5 especies estdin marcadas con un asterisco y un sombreado negro en la Fig. 16.

Ademas, la comparacién reveld que el tamafio del gen (sin incluir los intrones) varia considerablemente

entre especies, pues va desde 828 nucleétidos en S. cerevisiae hasta 1650 nucledtidos en H. sapiens.

Sc ATGTCTGAAAAACCACAAC
Sp ATGTCAACTGAAGAACAGAAGGAAGAAATTAAGGACATCTCATCTAAGCAGGAGAATTCTTCAGAGGTTCCCAAGGCCGAGGAAGCTGGAAAAGTAGTAGARAAGTCAAA-AAGATACTAC

Hs —-ATCTTCTTGGAGCGCTTTAGGCTGGCCGGCG-GCGCTGGGAGGT---GGAGTCGTTGCTGTTGCTGTTTGTG-~--AGCCTGTGGCGCGGCTTCTGT -~

Lm

Dm —--—-————————————— ATGGCCGAAGTTGCTGAAACCCCGAGTGTGGAAGCCCAG---GAAGAGGTAGCACAGCCCGCCGAGG--~-CGCAGGTGCTGGAGGCGAAGA-—————————, A
86

Sc AAGAGGAGCAA--GAGAAACCACAATCAAGACGTAATTCATTTGCTGTGATTGAATTTACTC@AGAAGTCTTGGACAGATGTTTAAA!

Sp TAGTGAAGAAAAAAAGGAGGAAACTACTGAAAAGAAGGAAGATGATGGAAAAAAAGATTTATE@TTTTGATGAAGCTGAAGTTTTAAA!

Hs GGCCGGAACCTTAAAGAT------ AGCCGCAATGGCTGAAAATGGTGATAATGAAAAGATGGETGCCCTGGAGGCCARAATCTGTCAT]

Lm ATGT@CAATCTCGCCGATAAGATCCGCCG.

Dm CGGCGACGCCAAGAAGGA--—-—— CCCGGCTCCCGCAGCAGAGGAAGCCGCTGGCGGCTTCA@CARACAGGAGCGCGCCATAATCCG

CAGCACC IAAGAAATATAGAC-——————————————————

TGGACTACTTCTCAAAA- TCAAACA. CGTCGTTTTCAGC-——————————————————

GGAACAGATAAAACT- GGAGATA. IAACCGTCTAACAACAGACTTTAATGTAATTGT

GGAGGTGC] IAACAGCCTCACGAAGGACCCGAAGGTGCTCGC

GCGCGAGCAGATCGGCAAGAACGAG C GTCGGTGC] 7 GCCTCCCTGTCCACGGACTTATCTGAGATCGT
*

Hs GGAAGCATTGAGCAAATCCAAGGCAGAACTCATGGAAATCAGTGAAGATAAAACTAAAATCAGAAGGTCTCCAAGCAAACCCCTACCTGAAGTGACTGATGAGTATAAAAATGATGTAAA
Lm CGAGGCGCTCGCCAGCAGCGACAAACTCGTCATGAAC--—-—— AAGGACGGCCTGTCGGTGCGCCGCAAGGACGCCCTGCCGGAGTCCATCCAAACCGATGAGCAGACGGTGTACGTGAA
Dm GGCTGCCCTGAACAAATCCGAGGAGGGCCTCGTGGAGATTAGCGAAGACAAACTTAGCCTGCGTCGCCATCCGGAGCGTCCTATTCCAGAGCACAACGAAGAGCGGCGCAAGGAGATCCA

Hs --—————-—- GAACATTGCATAAAGCATTTAAGGGATCAATTTTTGTTGTGTTTGATAGCATTGAATCTGCTAAG TTTGTAGAGACCCCTGGCCAGAAGTAC G CAGACCTGC
Lm TGGAGAGCCGCACCAAACCGTCC---——=——==—==-—-— GTGTTCGTGGTCTTTGCCAGCAAGGAGGATGCCGAGAGGTTTGTCGCGGCGCCGC---CCCAGTACGACGGCGTGCAGCTCA
Dm ATGACAAGCCCACCAAGTCGTACAAGTTCAAGGGCAGCATCTTCCTTACTTTCGAGACCAAGGACCAGGCAAAGGCCTTCCTCGAACAGGAGAAGATCGTTTATAAGGAGCGCGAGCTGC

Hs TAATACTTTTCAAGGACGATTACTTTGCCAAAAAAAATGAAGAAAGAAAACAAAATAAAGTGGAAGCTAAATTAAGAGCTAAACAGGAGCAAGAAGCAAAACAAAAGTTAGAAGAAGATG
Lm GCGCGCAGATGAAGACGACGTACCTGGAGGGGAAGGCGGTGCAG ATGGCTTCCCAGAAGAACCGCAAGCGTGTGCGCGAGGACGGTGAG--GACGGGG
Dm TGCGTAAATGGCAGGTGGACTACCTTAAGGAGAAGCAGGAGGAA TACGCCCAGAAGAACGAGAAGCGC CA---AAAAGGAG--GCCAAGC

Hs CTGAAATGAAATCTCTAGAAGAAAAGATTGGATGCTTGCTGAAATTTTCGGGTGATTTAG-ATGATCAGACCTGTAGAGAAGATTTACACATACTTTTCTCAAAT---CATGGTGAAATA
Lm GTGCGCCGTCGT---CCGCGGCCC--CCCGCACGCCCGCTATG-——————————————-——— CCCACAAACAGTAGCTACCGCATCTCCGGATGCGGCGCGATCGAGAAATTCTCCGAGGT
Dm CTGAGCCTGCCT---TCGAGCTGC--CCAAGAACGCCATTGTTGTCTTCGAGGGCGCTCCGGAGACATCTAGCCGCGAGGAAATTCGC------GAAGCCTTCGAGAAGATCAAGGACTT

Hs AAATGGATAGACTTCGTCAGAGGAGCAAAAG---AGGGGATAATTCTATTTAAAGAAAAAGCCAAGGAAGCATTGGGTAAAGCCAAAEATGCAAATAATGGIAACCTACAATTAAGGAAC
Lm AAAGGGGCTGTGGCCGGCGGAGGAGCAGAGAGGCGTGCGCTACGTGTACATGCCAACC— —-—-AA- -GGAGGAGCTCTCATCATCTTCAGGACGCCGAGACAGC

Dm CGAG TGGCCTACATTGAGTTCGCCAAG- ~ACCAAGEGCTCTGTGC-GGCHGACGGAGGCCGATGCGGC
* *
SC —======————————————————CAGT§G----- ATAAGGTATCGAAGCACTACGTA---GTTCTEAAATRTTGGAAGTATCTECTGATGGAGAGARCETCAAGAGACGTGTTCCTTTG
Sp AAGCCATWGTAAATGCTCTTCGCAAGAGTCCT@AACTICT TGAAGTCGATEAAGCTGGCGAA, TACGTCGTATGATTCCTCTA
Hs GCCAAGGAAGCATTGGGTARAGCC TGCAAATAATGGHMAACCTACAAT TAAGGAACAAAGAAETGACHTGGGAAGTACTARAAGG-—~—-— AGHGETGGAAAAAGAAGCACTGAAG
Lm AR GAGGAGGCTCTCATCATCTITCAGGACGCCGAGACAGCCGAGAAEATGGICGAGTCCGTCAAGACCCGTGCGGCGRCECTGCAGGGCAA--~GCAGCC
Dm --GGCGAA-——————===—=~ ACCAAGEGCTCTGTGC-GGCHGACGGAGGCCGATGCGGCCGARAAGTACANTGCCAAGGT GGAGGAAGGCAAGC TCIIART TCAAAGATGAGGTCTCTCT
* * * * * % %

Sc —-GTTCT] TITTGGAAGTATCTECTGATGGAGAGARCETCAAGAGACGTGTTCCTTTGGACCTAACTGCTGCCAGAAATGCCAGAATTGAGCAAAACCAACGGECTTTGGCTGTAATG
Sp AGTCCTEAACTHCTTGAAGTCGATEAAGCTGGCGAA, TACGTCGTATGATTCCTCTAGTTCGTGTAGAC---AACAAGAGCGTCATGG-—-—————— AAAGARIGTGTCTACTGCAAA

19
119

90

0

137
239
204

62
200

235
337
321
182
320

235
337
441
296
440

235
337
545
409
550

235
337
656
511
670

235
337
716
607
760

235
337
892
704
869

265
369
1009
803
941

324
429
1063
860
1001

384
477
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Hs AAAG TGACITGGGAAGTACT GG—————— AGH

Lm CGAG. TGGICGAGTCCGTC CCCGTGCGGCGICIECTGCAGGGCAA--~-GCAGCCCGAGGTGACGAAGCTCAGTGAGGAAGATGAG-—--— AAGACGCTCIATAGCGAACGTAGAG 915

Dm CGAAAAETACANTGCCAAGGTGGAEGAAGGCAAGCTC) TTCAAAGATGAGGTCTCTCTGTCGCTGCGAAAGGCCACCGAGGAGGAGGAG-———— AAGGAGTTCJATCGACAAGGCCATA 1056
* *

* * ok *

iETGP GAAGCACTGAAG TAATAGAAGACCAACAAGAATCCCTAA-———— ACAAATGGAEGTCAAAAGGTCGTA 1118

Sc AATTTCCCACATGRG----— GACGTTGAAGCT TCCC A AATTCCTGAATTGCAGGAGAACTTEGAAGCCTTTTTC---AA 455

Sp GGTTTCGGTGATGRA----- AAAGATGACAC TCAAATTGCTTTEGAAAAATTCTTTGAAGA 533

Hs GATTTAAAGG. GGAAAGGGTAATAAAGCT-GCCCAGCCTGGGTCTGGTAAAGGAAAAGTACAGTTTCAGGGCAAGAAAACGAAATTTGCTAGTGATGAT@AACATGAT-GAACATGA 1236

Lm AAGGAGATCTCCGRGCGTGCGGCGCAGCACGGCAGCCGCGGTGGACGTGGCGGTCGCGG TGGCCGCGGTEGCCGCGGT-GGCCGCCG 1001

Dm GAATTCATGAAGAJNGCGACGCGATTTCACCAGGAACAAGGGCAAGCGCTTCAATCGCAA. GCGCCACGGCgGAAACGAC-CACAAACA 1142
* *

Sc S GAAATCAACCAAGTGCGTTTGAGAAGAGATCACAGAAACAAGAAATTTAATGGTACGGTCTTGGTGGAATTTAAGACAATTCCAGAATGTGAAGCTT-TTTTGAAATCGT 574

CCCATTAGTGCTGTCCGTATGAGAAGGGATGACG---ATAAAAAATTTAAGGGAAGCGTATTTGTTGAATTCAAGGAACCCGATGTTGCTAATAAATTTCTTGAGAAAGT 650

Hs GCAACTGGACCTGTGAAAAGAGCAAGAGAAGAAACAGACAAAGAAGAACCTGCATCCAAACAACAGARAACAGAAAATGGTGCTGGAGACCAGTAGTTTAGTAAACCAAT 1356
Lm CATCACTAA 1020
Dm AAGAAGGCGCGTGGEGGAT T A A== == == = = = = = = = = o 1173
T
Sc ATTCCAATGACG----- ATGAGTCCAACGAAATTTTGTCATATGAAGGTAAGAAACTGAGTGTTTTGACGAARAAACAGTTTGATTTACAGAGAGAGGCCTC-——————== GAAGTCCAA 680
Sp AAAACTGCACCTTTGAAATGGGGCGAGGACGAGCTCACTATAATGAGCAAAAAGGAGTATGTTGACATGAAAGCTGAATTACATAAAAACGATCCACC 749
Hs TTTTTATTCATTTTAAATAGGTTTTAAACGACTTTTGTTTGCG-—————--——--- GGGCTTTTAARAGGAAAACCGAATTAGGTCCACTTCAATGTCCACCTGTG---AGAAAGGAARA 1460
Lm 1020
Dm 1173
Sc AAACTTCAGCGGTAGATCAAGATCCTTTAACGGCCATAAGAAGAAAAACTTG-CC-————=====~ TAAATTCCCCAA-=———========~ AAATAAGAAG CGGCAAGGAAGAGT 775

Sp AAAGTTTAGCAGCAAACGCAGACGTTTTGACGCTTTTAAAGAGATGGATCGT-CA---GCGTCCTGGTAAATATAGTAACAGAGGAAGAAAATTTAAGAAGCAAAGGTCATCTAACGCTT 865
Hs ATTTTTTTGTTGTTTAACTTGTCTTTTTGTTATG-CAAATGAGATTTCTTTGAATGTATTGTTCTGTTTG-TGTTATTTCAGATGATTCAAATATCAAAAGGAAGATTCTTCCATTAAAT 1578

Lm 1020
Dm 1173
Sc CAAAAGAGGACTCTTCTGCC-—-—--—-———-—— ATTGCCGATGACGATGAGGAGCACAAGGAGTGA-——-——— 828

Sp CTGAAGAGAAGCCTTCGGCC-———-—————-—— GCTTCGGAGTAA 897

Hs TGCCTTTGTAATATGAGAATGTATTAGTACAAACTAACTAATAAAATATATACTATATGAAAAGAGCAAAAA 1650

Lm 1020

Dm 1173

Figura 16. Alineamiento de las secuencias de nucledtidos del gen de “La” entre eucariontes: S. cerevisiae
(NC_001136.10:363952-364779), S. pombe (NC_003424.3:c1383592-1382408), H. sapiens (NM_003142.5), L.
major(LmjF.21.0540), y D. melanogaster(NM_057666.5:89-1261). Las pocas bases conservadas entre las 5 especies
estdn marcadas con un asterisco y un sombreado negro.

El alineamiento de la secuencia de aminoacidos de “La” (Fig. 17) mostr6 una conservacién mayor que a
nivel de DNA, lo cual puede ser explicado por la degeneracién del cédigo genético. En primera
instancia, el alineamiento permitié demostrar que el médulo “La” estd muy conservado en la secuencia
de L. major, mientras que en la regién RRM se observé menor similitud (Fig. 17). En general, se observo
que el extremo N-terminal estd mas preservado, como ya se habia descrito anteriormente (Wolin &
Cederwall, 2002; Blewett & Maraia, 2018). Hacia el extremo C-terminal la secuencia se vuelve
desordenada. En esta regién se identific6 el motivo basico corto (SBM) en L. majorpreviamente descrito
en H. sapiens, el cual también estd presente en D. melanogaster. Las secuencias de S. cerevisiaey S.
pombe si contienen el dominio SBM, aunque éste no se encuentra alineado con el SBM de las otras

secuencias debido a que en estas dos especies la proteina “La” es mas corta.

En general, la proteina “La” esta poco conservada a lo largo de la escala evolutiva, como lo indican los
bajos porcentajes de identidad observados entre las diferentes especies (Tabla 2). La proteina de L. major

es mas parecida a la de S. pombe, con un 30.8% de identidad. S. cerevisiae y S. pombe tienen las
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secuencias de la proteina “La” mas cortas y similares, con un 38.62% de identidad. Las proteinas de D.

melanogastery S. cerevisiae son las menos similares, con s6lo un 23.48% de identidad (Tabla 2).
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Figura 17. Alineamiento de las secuencias de aminodcidos de la proteina “La” entre los eucariontes: Saccharomyces
cerevisiae (ONH71135.1), Schizosaccharomyces pombe (CAB08173.1), Homo sapiens (AAA51885.1), Leishmania
major (LmjF.21.0540), y Drosophila melanogaster (NP_477014.1). Los aminoacidos que se han conservado estan
sombreados en negro, en los que ocurrié una sustitucién conservativa el sombrado es gris oscuro y en los cuales
la sustituciéon fue semiconservativa el sombreado es gris claro. Los dominios de la proteina “La” estan marcados
con las barras de colores en la parte superior al alineamiento: dominio “La” (rojo) y dominio RRM (verde). El
dominio RRM2 de humano se muestra en color naranja, y el dominio SBM se muestra subrayado en cada

secuencia. En humano ademas se indica la secuencia de localizacién nuclear subrayada en negro.

Tabla 2. Matriz de porcentajes de identidad en la secuencia de aminodcidos de la proteina “La” entre diferentes

especies.
S. S. H. L. D.
cerevisiae pombe sapiens major melanogaster
S.cerevisiae 100.00 38.62 25.00 24.69 23.48
S.pombe 25.59 30.28 31.70
H.sapiens 100.00 27.13
L.major 34.88
D. melanogaster 100.00

Posteriormente se compard la secuencia del gen “La” entre L. majory otros tripanosomatidos (Fig. 18).

Como se anticipaba, el alineamiento de nucleétidos mostrd que la secuencia de L. majores mas parecida
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a la de los otros tripanosomatidos, que a la secuencia de otros eucariontes (Fig. 16). La similitud se

presenta practicamente a lo largo de todo el gen.
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Figura 18. Alineamiento de las secuencias de nucleétidos del gen de “La” de los tripanosomadtidos L. braziliensis
(Lb, NC_009313.2:c166392-165382), L. mexicana (Lmx, LmxM.21.0540), L. major (Lm, LmjF.21.0540), L.
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donovani (Ld, LdBPK 210600.1), L. infantum (Li, NC_009405.2:c170196-169186), TI. brucei (Tb,
NC_007283.1:606492-607499) v T. cruzi (Tc, NW_001849493.1:c36642-35641). Las bases conservadas en todas
las especies se encuentran sombreadas y marcadas con un asterisco.

Como se esperaba, todas las secuencias de aminodcidos de los ortélogos de “La” en los tripanosomatidos
son muy parecidas (Fig. 19). Las secuencias mds similares fueron las de L. donovani'y L. infantum, con
una identidad del 99.7%, seguido de L. donovaniy L. major con un 97.32%. Las menos parecidas fueron
T. cruziy L. mexicana con 58.36% de identidad (Tabla 3). En este caso es menos evidente la pérdida en
la conservacién hacia el extremo C-terminal, siendo apenas evidente en el dominio SBM, al final de las
secuencias. El alineamiento revel6 una regiéon conservada después del dominio RRM, la cual podria

corresponder al segundo dominio RRM (RRM2) presente en humanos.
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Figura 19. Alineamiento de las secuencias de aminodcidos de la proteina “La” entre distintas especies de
tripanosomatidos. Se comparan las secuencias de L. braziliensis (Lb, LbrM.21.0600:mRNA), L. mexicana (Lmx,
LmxM.21.0540), L. major (Lm, LmjF.21.0540:mRNA), L. donovani (Ld, LdABPK_210600.1.1), L. infantum (Li,
XP_001465365.1), T. brucei (Tb, XP_822491.1),y T. cruzi(Tc, XP_819416.1 ). Los aminoacidos conservados estin
sombreados en negro, en los que ocurrié una sustitucién conservativa el sombrado es gris oscuro y en los cuales
la sustitucién fue semiconservativa el sombreado es gris claro. Los dominios estin marcados con las barras de
colores en la parte superior al alineamiento: dominio “La” (rojo), dominio RRM (verde), dominio RRM?2
extrapolado de humano a L. major (naranja), dominio SBM (azul).
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Tabla 3. Matriz de porcentajes de identidad en la secuencia de aminodcidos de la proteina “La” entre los
tripanosomatidos.

L. L. L.major L. L. T.brucei | T.cruzi
braziliensis | mexicana donovani infantum
L.braziliensis | 100.00 91.07 91.37 93.11 92.81 62.80 58.41

L.mexicana - 100.00 | 94.69 96.43 96.13 62.54 58.36

97.32 97.02 63.75 58.66

L.major

L.donovani 100.00 99.70 63.11 58.41

L.infantum 100.00 62.80 58.41

T.brucei

T.cruzi

Posteriormente se realiz6 un andlisis de las estructuras secundarias predichas para la proteina “La” de
L. majory H. sapiensusando el programa PSIPRED (Fig. 20). A este nivel se observa que la gran mayoria
de o-hélices y B-plegadas se encuentran conservadas entre las dos secuencias. De manera interesante,
el patrén caracteristico del RRM2 de humano (BafBoafp) (Jacks er aZ, 2003) esta altamente conservado
en la secuencia de L. major, con excepcién de la primera o hélice, lo que sugiere fuertemente que este

dominio si se encuentra presente en “La” de L. major.

TRRIEID B “'@!ﬂﬁl BiwmE
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Figura 20. Modelo de la estructura secundaria predicha de la proteina “La” en L. major (Lm). Se compara con la
estructura predicha de humano (Hs). Las o hélices se sefialan con las barras amarillas y las hojas  con las flechas
azules. Las barras superiores indican los dominios identificados con la misma coloracién de las figuras anteriores.
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Para finalizar el andlisis in silico de “La” en L. major, se procedid a obtener la estructura tridimensional
predicha de la proteina mediante modelado por homologia. E1 modelo tridimensional se obtuvo
comparando con el cristal de la proteina “La” de humano. Sélo fue posible obtener la estructura del
moédulo “La”, hasta el aminodcido 183 (Fig. 21), pues hasta el momento no se ha obtenido la estructura
tridimensional de la proteina completa de humano mediante métodos experimentales. En la estructura
predicha de “La” de L. major se observan claramente los dos dominios presentes en el extremo N-
terminal de la proteina: el médulo La (en amarillo) y el dominio RRM (en naranja) (Fig. 22). En general
se observd que la estructura predicha para L. major es muy parecida a la reportada para el ortélogo de
humano (Fig. 21), observandose el plegamiento del dominio “La” en una estructura tipo “hélice alada”,
y el patrén fappofa en el dominio RRM. La similitud entre las estructuras de L. majory humano es de
36.99%, con un valor de QMEAN de 0.62 (el cudl va de 0 a 1, siendo 1 el valor para dos estructuras
idénticas). Los modelos de superficie (Figs. 22-B y 21-C) permitieron predecir cémo interactia el

moddulo “La” con las secuencias UUU-OH-3’ presentes en los transcritos de Pol III.

L. major

Figura 21. Estructura tridimensional predicha para la proteina “La” de L. major. Modelos de listones comparando
en A el modelo de homologia obtenido para “LmLa” hasta el aminodcido 183, en B el modelo de A. sapiensy el
sobrelape o merge para observar la similitud en C (37.36% de acuerdo con Swiss model, QMEAN = 0.62 + 0.06).
La secuencia de RNA AUAUUU-OH-3’ se muestra representada con un modelo de varillas.
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Figura 22. Prediccién de la estructura 3D de la proteina “La” de L. majory la interaccién con su sustrato. En el
panel A se muestran los dominios “La” y RRM en amarillo y anaranjado, respectivamente. Los paneles B y C
muestran el modelo de superficie en dos dngulos distintos con el objetivo de observar la interaccién de “La” con
su sustrato. El sustrato observado en todos los modelos es una secuencia de RNA AUAUUU-OH-3’ representada

con un modelo de varillas.

Adicionalmente, se analizaron las secuencias de los dos dominios de la proteina “La” de manera
independiente, pues de esta forma el programa generé modelos comparando con los cristales de la
proteina “La” de T. brucei, en vez de H. sapiens, obteniendo estructuras tridimensionales mas precisas.
En el caso del motivo La (Fig. 23, estructura inferior), se obtuvo un porcentaje de identidad del 75% y
un valor QMEAN de 0.8. Por su parte, con el dominio RRM (Fig. 23, estructura superior) se observo un
porcentaje de identidad del 60% y un valor QMEAN de 0.86. De manera interesante, al analizar la
secuencia del probable dominio RRM2 de L. major, el programa generé un modelo que se basé
justamente en un cristal del dominio RRM2 de A. sapiens (Fig. 24). Aunque el valor de QMEAN no fue
muy alto (0.47), este resultado demuestra la presencia del dominio RRM2 en la proteina “La” de L. major

(Fig. 24).
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T. brucei

Figura 23. Estructura tridimensional del dominio RRM y del médulo La de L. major. Modelos generados mediante
la introduccioén de las secuencias de los dominios de manera independiente, usando como templado las estructuras
de T. brucei. Se puede observar mediante el porcentaje de similitud (LaM 75%, RRM 60%,) y el valor de QMEAN
(LaM 0.8 + 0.09, RRM 0.86 + 0.09) que se obtienen modelos tridimensionales mds precisos que introduciendo la
secuencia completa.

H. sapiens \

Figura 24. Estructura tridimensional del dominio RRM2 de L. major. Modelo del segundo dominio RRM generado
al introducir la secuencia de L. major alineada con el RRM2 de humano. El modelo tuvo un 15.63% de similitud
y un valor de QMEAN de 0.47 + 0.08.

En nuestro laboratorio se obtuvo anteriormente una linea celular de L. major que expresa a la proteina
recombinante La-PTP (Flores-Pérez, 2011). Dicha linea celular fue analizada mediante Western blot
para confirmar la correcta expresion de la proteina La-PTP. En este ensayo se usé un anticuerpo que

reconoce el dominio de Prot C presente en la bandera PTP, observindose una banda del tamafo
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esperado de 58 kDa (38 kDa de “La” + 20 kDa de la bandera PTP) (Fig. 25). Ademas, se apreciaron
algunas bandas mds tenues que podrian corresponder a degradacién de la proteina La-PTP. Como
control positivo se analizaron células que expresan a la proteina Mafl-PTP, en donde se observo la
banda esperada de aproximadamente 50 kDa (asi como una banda de degradacién de 40 kDa). Como se
anticipaba, no se observé sefial con células silvestres. El control de carga con anti-o/f tubulina nos
indicé que se analizé practicamente la misma cantidad de proteina en los tres carriles (Fig. 25). De esta
manera se demostro que la linea celular Lm-LaPTP estd expresando a la proteina “La-PTP”, por lo que

se pudo continuar con los siguientes experimentos.

WT La Mafl

63kDa —

48kDa —

35kDa—

Anti — Proteina C

50kDa— - P

Anti — o/ Tubulina

Figura 25. Western Blot de la linea celular La-PTP. Se usé el anticuerpo anti Prot C. Como controles se analizaron
células WT y Mafl-PTP. En La-PTP se observa una banda principal de cerca de 58 kDa, asi como una banda de
degradacién de 35 kDa. En Mafl-PTP de igual manera se observa la banda esperada de Mafl de cerca de 50 kDa,
as{ como una banda de degradacién de cerca de 40 kDa. Como control de carga, se usd un anticuerpo anti-o/p
tubulina, que se visualiza en las bandas de 50 kDa.

Para determinar la localizacién subcelular de la proteina “La”, se llevaron a cabo ensayos de
inmunofluorescencia indirecta con la linea celular La-PTP. Las imagenes de microscopia de
fluorescencia obtenidas demostraron que la proteina recombinante La-PTP (en verde) tiene una
localizacién principalmente nuclear (especialmente en la periferia del nucleo), pues se sobrelapa con
gran parte del drea tefiida con DAPI que corresponde al nticleo. Ademas, parte de la sefial de La-PTP

parece sobrelapar (en amarillo) con la sefial de la proteina nucleolar 56 (Nop56) (en rojo), lo que
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indicaria que también se localiza en regiones del nucleolo (Fig. 26). Se observé una ligera localizacion

citopldsmica similar a lo que se habia observado en 7. brucei (Shan er al, 2019).

Anti - ProtC

Figura 26. Localizacién subcelular de la proteina “La” en L. major. Se llevé a cabo Inmunofluorescencia indirecta
de la linea La-PTP con un anticuerpo anti-Prot C (panel C, en verde). En A se muestran 2 células en campo claro.
En B las mismas células con el DNA tefiido con DAPI, donde se visualiza el nicleo (N) y el cinetoplasto (K). En
D se tifio el nucleolo con un anticuerpo contra Nop56. En E se muestra el sobrelape (merge) de los paneles B, Cy
D.

Con el objetivo de identificar las proteinas con las que se asocia “La” en L. major para realizar sus
funciones, se llev6 a cabo un ensayo de purificacién por afinidad en tandem con la linea celular La-
PTP. Para el experimento se crecieron 2.5 L de cultivo de células transfectantes en fase media
logaritmica (20-25x10¢ células/mL). Después, el extracto proteico crudo obtenido de los cultivos lisados
con Tritén X-100 se transfirié a una columna cromatografica que contenia una matriz de Sefarosa—IgG
y se incubaron por 4 horas a 4 °C. Posteriormente, se liberaron de la matriz mediante la incubacién con
la proteasa TEV durante toda la noche a 4 °C. El eluido obtenido se transfirié a una nueva columna
cromatografica con una matriz de afinidad de Prot C. Finalmente, los complejos proteicos se liberaron
de las columnas mediante el uso de agentes quelantes. Los eluidos finales de la purificacién fueron
concentrados, y una fraccién (71/4 parte del total) fue analizada por SDS-PAGE (Fig. 27). En el gel se
observaron alrededor de 11 bandas cuyos pesos moleculares estan en un rango de 15 a 110 kDa. Entre

éstas esta una banda de 41 kDa que parece corresponder a La-PTP, considerando que “La” tiene un
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tamafo predicho de 37.9 kDa, mas 3.5 kDa adicionales otorgados por el dominio de la proteina C del
epitope de extraccion. Este resultado nos indicé que la purificacién fue exitosa por lo que la muestra

restante fue acondicionada para analizarla por espectrometria de masas.

100k Da

75kDa

50k De
~ <«—— (~41kDa) La + ProtC

35kDa

25kDa

15kDa
10kDa

Figura 27. Analisis de las proteinas que co-purificaron con la proteina recombinante La-PTP. SDS-PAGE en un
gel de gradiente tefiido con SYPRO Ruby y usando el marcador de peso molecular Broad Range Protein
(Promega). Por el tamaiio (41 kDa) y abundancia de la proteina “La”, se puede suponer que ésta es la que mas
sobresale y se indica con una flecha.

Para ello, se procedié a introducir la muestra en un gel de poliacrilamida de manera que sélo entraran
las proteinas en el gel aproximadamente 1 cm, y se tifié con GelCode Blue Stain Reagent. De la banda
observada se corté un fragmento de poliacrilamida que contenian todas las proteinas de la muestra, la
cual fue enviada a analizar a la Unidad de Protedémica de la Universidad de Siracusa, en Nueva York,
Estados unidos. Los péptidos obtenidos se identificaron comparando su secuencia con la base de datos

del genoma de L. major, TriTrypDB.

El analisis por espectrometria de masas permitié la identificaciéon de varias proteinas, que fueron
clasificadas en las siguientes categorias: proteinas de unién a RNA, proteinas nucleolares, proteinas de
choque térmico, proteinas ribosomales, y otras funciones (Tabla 4). La mayoria de las proteinas co-
purificadas pertenecen a las categorias de “proteinas de unién a RNA” y “proteinas ribosomales”. Como

se esperaba, la proteina “La” fue la de mayor nimero de péptidos identificados, seguida de la proteina
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de choque térmico HSP70 y una proteina anotada como Nuclear RNA binding domain. En otras
especies, ya se ha reportado que algunas de estas proteinas se asocian con la proteina “La” (ver

Discusién). El experimento debe ser repetido al menos una vez mas para confirmar los resultados.

Tabla 4. Lista de proteinas identificadas que co-purificaron con LmLa-PTP

Nombre oficial Funcidn Peso molecular  # Péptidos
(kDa)
Proteinas de unién a RNA
LmjF.21.0540 Proteina “La” 37.2 120
LmjF.32.0750 Nuclear RNA binding domain (P34/P37)  25.2 16
LmjF.20.1710 (Uracil-5-)-metiltransferasa, putative 65 12
LmjF.11.0470 Pumillio protein 10, putative 81 4
LmjF.29.2540 NOL1/NOP2/sun RNA metiltransferasa 69.6 4
LmjF.35.4130 Polyadenylate-binding protein 2 65.3 3
LmjF.11.0530 Probable tRNA pseudouridina sintasa 87.4 3
LmjF.07.0870 Splicing factor ptsrl-like protein 41.9 2
LmjF.25.0080 Poly(A)-binding protein 3 60.9 2
LmjF.35.5090 Proteina de la RNAsa P 65.4 2
Proteinas nucleolares
LmjF.21.1760 Cbf5, pseudouridina sintasa 58.4 5
LmjF.10.0210 Nop56 52.7 3
LmjF.15.1380 Nop58 66.05 3
LmjF.22.0210 Nop168 170.6 2
Proteinas de choque térmico
LmjF.28.2780 Heat-shock protein hsp70 71.6 17
LmjF.30.2470 Heat shock 70-related protein 1 71.8 6
Proteinas ribosomales
LmjF.35.0410 40S ribosomal protein S3A 30 9
LmjF.36.3760 60S ribosomal protein L10a 254 8
LmjF.27.1390 60S acidic ribosomal protein PO 34.8 8
LmjF.36.5010 40S ribosomal protein SA 27 8
LmjF.07.0500 60S ribosomal protein L7a 29.7 7
LmjF.32.3130 Ribosomal protein L3 47.5 7
LmjF.35.0600 60S ribosomal protein L18a 20.8 6
LmjF.35.2010 40S ribosomal protein S6 28.3 6
LmjF.33.0720 60S ribosomal protein L6 21 6
LmjF.13.0570 40S ribosomal protein S12 15 5
LmjF.35.1670 60S ribosomal protein L26 16.2 5
LmjF.35.1900 60S ribosomal protein L5 34 4
LmjF.19.0060 40S ribosomal protein S2 28 4
LmjF.22.0030 60S ribosomal protein L11 21.6 1
Otras funciones
LmjF.30.1120 Importina alfa 58.1 9
LmjF.28.1200 Luminal binding protein 1 (BiP) 51 9
LmjF.01.0780 Eukaryotic initiation factor 4A-1 45.3 3
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DISCUSION

En el presente trabajo se inicid el estudio de “La” en el protozoo parasito L. major. En primera instancia
se llevo a cabo un andlisis in silico de la secuencia de nucledtidos y de aminodcidos de “La”. El
alineamiento del gen de “La” de L. major con el ortélogo de otros eucariontes (Fig. 16) revel6 que hay
muy poca conservaciéon en las secuencias, lo cual no es una sorpresa debido a la gran divergencia
evolutiva que tienen estos organismos entre si, y a la degeneracion del cédigo genético. En cambio, y
como era de esperarse, al comparar la secuencia del gen de “La” entre diferentes miembros de la familia

Trypanosomatidae se observé cierta conservacién a lo largo de toda la secuencia (Fig. 18).

La comparacion de las secuencias de aminodcidos mostrd que la proteina “La” estd poco conservada a lo
largo de la escala evolutiva, pues se observaron porcentajes de identidad relativamente bajos entre las
especies analizadas (Tabla 2). Por ejemplo, los ortélogos de S. cerevisiaey S. pombe tienen 38.62% de
identidad, mientras que entre D. melanogastery S. cerevisiae hay 23.48% de identidad. La proteina “La”
de L. major mostré mayor similitud con el ortélogo de S. pombe (30.8% de identidad). En el
alineamiento entre tripanosomatidos la conservacién es mucho mayor debido a su cercania filogenética

(Fig. 19). Por ejemplo, entre L. donovaniy L. majorhay 97.32% de identidad (Tabla 3).

A pesar de la baja conservacion en la secuencia proteica de “La” entre eucariontes, los alineamientos
revelaron que la proteina “La” de L. major presenta los dominios caracteristicos de esta proteina: el
dominio “La”, la regién RRM vy la regién SBM. Ademads, como se discutird mas adelante, la secuencia de
L. major parece contener también el segundo dominio RRM. La mayor parte de los aminodcidos
idénticos y conservados entre las diferentes especies de eucariontes se encontraron en la regiéon N-
terminal, correspondiente al médulo “La”, tal como ya se habia reportado en otros estudios (Wolin &
Cederwall, 2002). Debido a la poca conservaciéon del extremo C-terminal, en este alineamiento
particularmente no fue posible determinar si el dominio RRM2 estd también presente en L. major.
Asimismo, no fue posible identificar una secuencia de localizacién nuclear en L. major, pues éstas
muestran poca conservacion y son dificiles de identificar en los tripanosomatidos (Romaniuk et a/
2016). El dominio SBM de “La” de L. major contiene una agrupacién de aminoacidos GR, GK y H,

caracteristica de esta region (Blewett & Maraia, 2018), por lo que su funcién podria estar conservada.
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Este dominio fue identificado en todas las especies, aunque en S. cerevisiae'y S. pombe se encuentra
desalineado en relacién con las otras secuencias, debido a que la proteina “La” es mds corta en estas

especies (pues carece del dominio RRM2) (Fig. 17).

La estructura secundaria predicha para la proteina “La” de L. major esta, en general, muy conservada
en comparacion con la reportada en la literatura para el ortélogo de humano (Fig. 20). El numero y la
posicién de las a-hélices y las f-plegadas predichas es practicamente igual entre las dos especies tanto
en el mdédulo “La” como en el dominio RRM. Resulta interesante el hecho de que el patrén caracteristico
del RRM2 de humano (BaBpoafp) estd muy conservado en la secuencia de L. major, en donde esta
ausente so6lo la primera « hélice, lo cual indica que el dominio RRM2 si esta presente en “La” de L.
major. En apoyo a esta observacion, al obtener la estructura tridimensional predicha de este probable
dominio RRM2 de L. major, el programa gener6 un modelo basado precisamente en el cristal del
dominio RRM2 de humano (Fig. 24), lo que demuestra la presencia del dominio RRM2 en la proteina
“La” de L. major. Cabe destacar también que esta secuencia esta muy conservada entre los

tripanosomatidos (Fig. 19).

En la estructura 3D predicha del médulo “La” y el dominio RRM de L. major se observa claramente la
separacién de estos dos dominios presentes en el extremo N-terminal de la proteina (en amarillo y en
naranja, respectivamente, en la Fig. 22). Esta estructura tridimensional esta muy conservada en relacién
con el modelo de H. sapiens (Fig. 21) y de I. brucei (Fig. 23). Una observacién importante de la
estructura tridimensional es que se predice que la interaccién que tienen ambos dominios con el tracto
UUU-OH-3’ presente en los transcritos de Pol III es muy parecida a la reportada en otros organismos,
donde se ha visto una actividad sinérgica de los dominios “La” y RRM (Shan ez a/, 2019). Asi, es posible
que la proteina “La” en L. major se una a las moléculas de RNA de una manera parecida a lo reportado
en humano. Finalmente, la obtencién de los modelos de homologia de los 3 dominios de la proteina
“La”, al introducir sus secuencias por separado, permiti6 dilucidar su estructura tridimensional completa

y de forma mds precisa (Figs. 23 y 24).

Mediante ensayos de Western blot confirmamos la correcta expresion de la proteina “La” recombinante

en la linea celular L. major/La-PTP, observando la banda esperada de cerca de 58 kDa (Fig. 25). Enla
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placa también se observé una banda tenue de aproximadamente 35 kDa que muy probablemente
corresponde a un producto de degradacion. A este respecto, algunos articulos reportan que “La” en A.
sapiens es propensa a ser degradada por proteasas en el extremo C-Terminal, perdiendo su sefalizacién
nuclear y siendo exportada al citoplasma (Berndt et a/, 2021a; Berndt et a/, 2021b). Una situacién similar
podria presentarse en L. major. Asi, después de verificar la expresion de esta proteina recombinante se
procedid a realizar los experimentos de inmunofluorescencia indirecta y de purificacién por afinidad

en tandem.

Los ensayos de inmunofluorescencia indirecta revelaron que en L. major “La” esta mayoritariamente
confinada al nucleo, particularmente en el nucleoplasma y en partes del nucleolo (Fig. 26). Una
localizacién similar ha sido reportada en otras especies como S. cerevisiae y H. sapiens (Wolin &
Cederwall, 2002). Cabe sefialar que en células humanas, “La” puede localizarse también en el
citoplasma, dependiendo del estado redox de la proteina (Berndt ez a/, 2021a). En L. majorno se observé
una evidente localizacién citoplasmica bajo condiciones éptimas de crecimiento; inmunofluorescencias
con parasitos bajo estrés oxidativo permitirdn determinar si bajo esas condiciones la proteina “La” se
enriquece en el citoplasma. En general, estos resultados concuerdan con el contexto de que la funcién
canonica de “La” es la de proteger los transcritos de Pol III de la degradacién dentro del nicleo,
particularmente de los tRNAs, desde su sintesis, maduracién y exportacién al citoplasma (Wolin &
Cederwall, 2002; Blewett & Maraia, 2018). Dado que también se ha reportado la existencia de virus que
infectan a tripanosomatidos (Grybchuk ez a/, 2018) y que el estado infectivo de las células también
induce la exportaciéon de “La” al citoplasma en células murinas y humanas (Petz et a/, 2012), éste podria
ser otro enfoque para la determinacién de funciones no canénicas de la proteina “La” en

tripanosomatidos, en estudios futuros.

El ensayo de purificacién por afinidad en tindem, acoplado a espectrometria de masas, permitié la
identificacién de varias proteinas que interaccionan con “La” en L. major (Tabla 4). Considerando que
la principal funcién de la proteina “La” es la de proteger de la degradacién a los transcritos de Pol III
durante su procesamiento hasta su exportacion al citoplasma (Blewett & Maraia, 2018), esperabamos
identificar otras proteinas de unién a los transcritos de Pol III. Y efectivamente, entre las proteinas que

copurificaron con La-PTP estd una (Uracil-5-)-metiltransferasa y una probable tRNA pseudouridina
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sintasa, las cuales podrian metilar y generar pseudouridinas, respectivamente, en los tRNAs. También
se identificé una RNA metiltransferasa de la familia NOL1/NOP2/sun, que incluye enzimas que metilan
tRNAs y rRNAs (Li er a/, 2022). En otros organismos se ha reportado que la metilacién de ciertos
nucledtidos y la presencia de pseudouridinas son esenciales para la estructura y funcién de los tRNAs y
los ribosomas (Jackman & Alfonzo, 2013). Asimismo, identificamos el componente proteico de la

RNAsa P, la cual es esencial para la formacién del extremo 5’ maduro de los tRNAs.

La proteina “La” también estd involucrada en el control de la traduccién de algunos mRNAs (Zhu et al,
2001). De manera interesante, entre las proteinas que co-purificaron con La-PTP esta un factor de inicio
de la traduccion (eIF4A-1), el factor de splicing ptsr-1, y una proteina con dominio pumilio (relacionado
con la unién a moléculas de RNA). Estos resultados sugieren que la proteina “La” de L. major también
podria participar en la regulacién de la traduccién. En este contexto, también identificamos dos
proteinas de unioén a la cola de poli-A, PABP2 y PABP3. Se ha sugerido que “La” en humano, asi como
los paralogos LARP1 y LARP4, se pueden unir a la cola poli A de los mRNAs mediante el mdédulo La,
aunque hasta ahora sé6lo se ha confirmado la unién de estas dos LARPs con las PABPs (Mattijssen et al,

2021).

Para tener una localizacién nuclear “La” debe ser importada al nucleo a través del complejo del poro
(NPC), proceso que es mediado por un grupo de proteinas llamadas “carioferinas” que reconocen la NLS
y posteriormente son reconocidas por proteinas del complejo del poro nuclear para su transporte al
nucleo (Canela-Pérez er a/, 2019). La importina alfa es una carioferina que fue detectada en nuestro
experimento (Tabla 4), y que muy probablemente participe en el transporte de “La” al ntucleo en L.
major. Aunque una NLS no es evidente al analizar la secuencia de “La” en este organismo (debido a su
baja conservacidén en los tripanosomatidos), experimentalmente ya se demostré la presencia de la NLS

de “La” en 7. brucer (Marchetti er al, 2000).

Resulta interesante el hecho de que fueron identificadas algunas proteinas nucleolares que participan
en la maduracién (metilacién y pseudouridilacién) del rRNA, como Cbf5, Nop56 y Nop58 (Tabla 4). La
deteccién de proteinas nucleolares apoyarian la idea de que “La” es localizada en ciertas regiones del

nucleolo, lo cual también es sugerido por las inmunofluorescencias que obtuvimos (Fig. 26). En A.
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sapiens fue reportado que la isoforma no fosforilada de “La” (npLa) puede tener localizacién nucleolar,
particularmente en el componente fibrillar denso, donde se procesa el rRNA. En el nucleolo, npLa se
uniria a la proteina nucleolina ayudando en el plegamiento del rRNA y la biogénesis ribosomal (Intine

et al, 2004).

Al analizar con el programa HHPred la secuencia de la proteina anotada en TriTrypDB como Nuclear
RNA Binding Domain (LmjF.32.0750), encontramos que corresponde a una proteina ya estudiada en
los tripanosomatidos llamada P34/P37, también conocida como Kinetoplastid Specific Ribosomal
Protein (KSRP). Esta proteina es exclusiva de los tripanosomatidos, y no solo participa en la biogénesis
de la subunidad 40S del ribosoma, sino que forma parte estructural del ribosoma maduro (Brito-Querido
et al, 2017). De manera interesante, cuando analizaron mediante espectrometria de masas los complejos
purificados de la subunidad ribosomal 40S en 7. cruzi, la proteina “La” fue identificada como una de las
proteinas no ribosomales co-purificadas (Brito-Querido et a/, 2017). Ademads, en otros trabajos se
report6 que P34/P37 interactia con las proteinas ribosomales L5 y L11, y con el rRNA 5S para formar
la RNP 5S (Jaremko er a/, 2019; Rink & Williams, 2019; Umaer & Williams, 2015), por lo que era de
esperarse que también co-purificara en nuestro experimento. También se encontré que “La” en 7.
brucei participa en la biogénesis de la RNP 58S al interactuar mediante su dominio RRM con P34/P37,
L5 y SA (Shan er a/, 2019). L5, SA y L11 fueron identificadas en nuestro ensayo, al igual que otras
proteinas ribosomales como S3A, L10a y PO, que forman parte tanto de la subunidad 40S como de la
60S (Tabla 4). Considerando toda la literatura que relaciona a la proteina “La” con la biogénesis de las
subunidades ribosomales, creemos que las proteinas ribosomales que identificamos si interactian in
vivo con “La” en L. major, ya sea directa o indirectamente. Sin embargo, no descartamos la posibilidad

de que algunas de ellas sean contaminantes.

Comparando con experimentos de purificacion por afinidad en tdindem que previamente se han llevado
a cabo en nuestro laboratorio con otras proteinas (Florencio-Martinez et a/, 2021; Nepomuceno-Mejia
et al, 2022), el nimero de proteinas identificadas con La-PTP es relativamente bajo. A pesar de ello,
gran parte de las proteinas co-purificadas corresponden a funciones previamente descritas para “La” en
otros organismos, como procesamiento de tRNAs, regulacién de la traduccién y biogénesis ribosomal.

Esto indica que la proteina “La” de L. majorlleva a cabo las mismas funciones que los ort6logos en otras
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especies. Cabe mencionar que no se encontraron proteinas relacionadas con la transcripcion de Pol III,
a pesar de que se ha sugerido que “La” tendria un papel en el reciclamiento de esta RNA polimerasa
(Fairley er a/, 2005); y considerando también que “La” fue co-purificada en experimentos de purificacion
por afinidad en tdndem en los que se usé como blanco a la subunidad Brfl de TFIIIB en L. major
(Florencio-Martinez et al, 2021). Una posible explicacién a esto es que la bandera PTP esté
obstaculizando la unién de “La” con estas proteinas, siendo una de las desventajas que se han reportado
usando esta técnica (Giinzl & Schimanski, 2009). Es necesario repetir nuestros experimentos para
confirmar las interacciones encontradas y para tratar de identificar nuevas proteinas que se asocian con

“La” en L. major.
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CONCLUSIONES

La proteina “La” en L. major presenta los principales dominios conservados: “La”, RRM y SBM,
ademas de que hay evidencia de que RRM2 también estd presente.

Como se anticipaba, la secuencia de la proteina “La” de L. major presenta mayores porcentajes
de identidad con los ortdélogos de otros tripanosomatidos, que con los ortélogos de otros
eucariontes. La conservacidn estd presente principalmente en el médulo “La”.

Las estructuras secundaria y terciaria de “La” estdn conservadas en general, por lo que se
presume que su funcién también.

La linea celular Lm/La-PTP expresa correctamente la proteina recombinante “La-PTP”.

La proteina “La-PTP” se localizé principalmente en el nucleo. Especificamente en el
nucleoplasma y partes del nucleolo.

La proteina “La” de L. major interactua, directa o indirectamente, con proteinas involucradas
en el procesamiento de tRNAs, la biogénesis de los ribosomas, la traduccién y la importacién al

nucleo.
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