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Resumen

Los tripanosomatidos son parasitos causantes de patologias de reconocido impacto en salud publica como
la enfermedad de Chagas, la enfermedad del suefio y la leishmaniasis. Estos microorganismos divergieron
tempranamente de la linea evolutiva de los eucariotas y se caracterizan por poseer mecanismos peculiares de
regulacion génica finamente orquestados, tan eficaces que han asegurado su transmision al permitirles adaptarse
a ambientes inhospitos y dispares como los de sus huéspedes invertebrados y mamiferos. Como consecuencia de
su peculiar organizacion genémica, los tripanosomatidos han apostado por regular la expresion de sus genes a
través de mecanismos posteriores a la transcripcion, mediados principalmente por la accion de proteinas de unioén
a ARN (RNA-binding proteins, RBP), que reconocen su mensajero blanco gracias a la presencia de elementos
reguladores en cis y se asocian con el ARN formando complejos ribonucleoprotéicos. De esta manera, las células
establecen redes reguladoras en las que una misma RBP puede actuar sobre centenares de ARN mensajeros y
el destino de cada uno de estos es dictado por la combinacion de RBP con las que interactia. Si bien mediante
herramientas de bioinformatica se han predicho cerca de un centenar de proteinas con capacidad de unién al ARN en
tripanosomatidos, son pocas las que se han caracterizado y, sin duda, son muchas las que estan atin por descubrir. En
este articulo, se presentan las estrategias seguidas para la identificacion y caracterizacion de proteinas reguladoras de
la expresion génica en tripanosomatidos durante la Gltima década en nuestro grupo de investigacion, especialmente
de las proteinas RBP directamente implicadas en la regulacion posterior a la transcripcion de los genes HSP70 de
Leishmania braziliensis. © 2018. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat.

Palabras claves: Estrategia; Expresion génica; Proteinas de union a ARN; Regulacion génica; Tripanosomatidos.
Identification of proteins regulating gene expression in trypanosomatids
Abstract

Trypanosomatids are parasites that cause pathologies with renowned impact on public health such as Chagas disease,
the sleeping sickness, and leishmaniasis. These eukaryotes are characterized by having diverged early from their
evolutionary path developing regulatory mechanisms that are efficient and finely orchestrated. Mechanisms which
have ensured their transmission by allowing their adaptation to inhospitable and disparate environments such as
those encountered in their invertebrate and mammal hosts. As a consequence of their peculiar genome organization,
trypanosomatids have opted for regulating their gene expression mainly through post-transcriptional mechanisms,
which are mediated through the action of RNA-binding proteins (RBP). These proteins recognize trypanosomatids
target messengers due to the presence of cis elements and they link to the corresponding RNA forming ribonucleoprotein
complexes. Thus, cells establish regulatory networks where a single RBP can act over hundreds of RNA messengers,
and the destiny of any given RNA is dictated by the combination of the RBP with which it interacts. Around 100
RNA-binding proteins have been predicted by bioinformatics tools in trypanosomatids, but few of them have been
characterized and there is no doubt that many are to be discovered still. In this article, we present the strategies used
for the identification and characterization of gene-expression regulatory proteins in trypanosomatids over the past
decade in our research group, particularly of RBPs directly implicated in the post-transcriptional regulation of the
HSP70 genes of Leishmania braziliensis. © 2018. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat.
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Introduccion

Los tripanosomatidos son parasitos protozoos flagelados de
importancia médica que se transmiten al hombre y a los ani-
males a través de insectos vectores y causan diversas enfer-
medades de reconocido impacto en salud publica como la
enfermedad de Chagas, la enfermedad del suefio y la leish-
maniasis. Estos microorganismos eucariotas se caracterizan
por haber divergido tempranamente de la linea evolutiva,
de tal manera que poseen mecanismos de regulacion génica
tremendamente eficaces que pueden calificarse como sui
generis, y que les han permitido enfrentar los sistemas de
defensa de sus huéspedes y completar su complejo ciclo
biologico tras millones de afios. Asi, para lograr adaptarse
a ambientes tan disimiles como los de sus huéspedes inver-
tebrados y mamiferos, adoptan a lo largo de su ciclo de
vida diversas formas que son el resultado de una orquestada
modulacion de la expresion de sus genes, lo cual redunda
no solo en la adquisicion de una morfologia propia, sino
de un potencial bioquimico y una capacidad de adaptacion
diferentes (Puerta, 2007). A diferencia de lo que ocurre
en la mayoria de eucariotas, la expresion génica en los
tripanosomatidos se regula después de la transcripcion
gracias, precisamente, a la organizacién génica peculiar
que presentan (Clayton, 2016). Sus cromosomas contienen
grandes agrupaciones génicas, algunas conformadas por
mas de un centenar de genes, a menudo sin ninguna relacion
funcional, pero si con la misma orientacion de la transcrip-
cion. Estas agrupaciones se denominan unidades de grupos
de genes policistronicos (polycistronic gene clusters, PGC)
y estan disefiadas para ser transcritas como grandes poli-
cistrones (Berriman, et al., 2005; El-Sayed, et al., 2005;
Ivens, et al., 2005). En cada cromosoma existen varias
unidades PGC; las unidades de transcripcion vecinas tienen
una orientacion convergente o divergente y estan separadas
por las denominadas regiones de cambio de hebra. Una vez
se genera el transcrito policistronico, debe ser procesado
y convertido a ARNm monocistronicos antes de ser tradu-
cido, lo cual es mediado por dos procesos intimamente
acoplados: el procesamiento en trans o trans-splicing y la
poliadenilacion (Requena, 2011). En el primero, se adiciona
en el extremo 5’ una secuencia conocida como spliced
leader (SL) de 39 nucledtidos, la cual ya porta la caperuza
o estructura cap (cap-4 en tripanosomatidos) propia de los
ARN mensajeros, cuya funcion, al igual que sucede en el
resto de ecucariotas, es proteger los ARNm y facilitar su
interaccién con la maquinaria de traducciéon (Agabian,
1990; Bangs, et al., 1992). Por otra parte, en el proceso
de poliadenilacion se adiciona una cola de adeninas en el
extremo 3’ de los mensajeros tras el corte endonucleotidico,
la cual, en general, le otorga estabilidad a la molécula
(LeBowitz, ef al., 1993).

La peculiar organizacion génica y la transcripcion poli-
cistronica de estos organismos explican por qué la tasa de
transcripcion es similar en la mayoria de sus genes. En
consecuencia, dada la pérdida de este punto de control, los
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tripanosomatidos han apostado por regular la expresion de
sus genes a través de mecanismos posteriores a la trans-
cripcion, entre ellos el procesamiento del pre-ARNm y el
transporte, la localizacion, la estabilidad y la traduccion
de los mensajeros monocistronicos maduros (Araujo &
Texeira, 2011). Todos estos procesos estan mediados por la
accion de proteinas de union a ARN (RNA binding protein,
RBP), que reconocen su mensajero blanco gracias a la
presencia de elementos cis localizados en las sus regiones 5°
y 3'no traducidas (untranslated region, UTR) y se asocian
con dicho ARN formando un complejo ribonucleoproteico
cuya composicion va a dictar el destino de los mensajeros
(Cassola & Frash, 2009; Romaniuk, ef al, 2016). De
esta manera, las RBP desempefian un papel central en
la regulacién de la expresion génica, y ya que no puede
haber una RBP especifica para cada transcrito, las células
han establecido redes reguladoras en las que una misma
RBP puede actuar sobre centenares de ARN mensajeros
(regulones u operones de ARN), en tanto que el destino de
cada ARN es dictado por la combinaciéon de RBP con las
que interactua (Lapointe, et al., 2015; Muller-McNicoll &
Neugebauer, 2013).

Si bien ya se conocen cerca de un centenar de pro-
teinas con capacidad de union al ARN en tripanosomatidos
(Kramer & Carrington, 2011; Romaniuk, ef al., 2016),
sin duda son muchas las que estan aun por descubrir. Dada
su divergencia evolutiva, la mayoria de las proteinas de
estos parasitos carecen de ortdlogos reconocibles en otros
eucariotas. Ademas, muchas RBP carecen de dominios de
union a ARN tipicos. En este articulo, se presentan las estra-
tegias seguidas para la identificacién de proteinas regula-
doras de la expresion génica en tripanosomatidos durante la
ultima década en el Laboratorio de Parasitologia Molecular
del Departamento de Microbiologia de la Facultad de
Ciencias de la Pontificia Universidad Javeriana, trabajos que
se han desarrollado en colaboracion con el Laboratorio de
Regulacion de la Expresion Génica en Leishmania del Centro
de Biologia Molecular “Severo Ochoa” de la Universidad
Auténoma de Madrid. Entre los estudios llevados a cabo,
se describen con mayor detalle y consignando resultados
ilustrativos aquellos dedicados a la identificacion y carac-
terizacion de proteinas RBP directamente implicadas en la
regulacion posterior a la transcripcion de los genes HSP70
de Leishmania braziliensis.

Concepto y punto de partida

Aunque la investigacion propuesta es de caracter basico
y su objetivo es aumentar nuestro conocimiento sobre los
mecanismos de control de la expresion génica en tripano-
somatidos desentrafiando las redes de interaccion entre las
RBP y sus mensajeros blancos, no podemos olvidar que
estos organismos son patdégenos que actiian en humanos.
Por ello, como punto de partida se propuso el estudio de la
expresion de proteinas criticas para el parasito o de factores
de virulencia, cuyos mensajeros (mas concretamente, las
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regiones UTR) se usaron como cebos para la captura de las
RBP. En este sentido, el primer paso del estudio consistio
en la eleccion del gen y del parasito a estudiar. Si bien en
nuestro grupo se ha trabajado con otros tripanosomatidos,
se escogid Leishmania como el tripanosomatido objeto de
estudio por las siguientes razones: Leishmania es el agente
causal de la leishmaniasis, parasitosis asociada a la pobreza
con un amplio espectro de manifestaciones clinicas que van
desde lesiones cutaneas autocurativas (LC), pasando por
lesiones mucocutaneas (LMC) causantes de desfiguracion
hasta afectaciones viscerales (LV), siendo estas ultimas
fatales sino se las trata adecuadamente (Baiiuls, ez al., 2007).
Se estima que aproximadamente 12 millones de personas
sufren actualmente leishmaniasis en un centenar de paises
de todo el mundo, y al menos 500.000 nuevos casos de LV
y 1,5 millones de casos de LC grave se reportan anualmente
(Alvar, et al., 2012). En Latinoamérica, la leishmaniasis es
endémica en 22 paises, y Leishmania (Viannia) braziliensis
es el principal agente causante de la forma mucocutanea. En
Colombia, la leishmaniasis es endémica en casi todo el terri-
torio nacional, y L. braziliensis es una de las seis principales
especies causantes de leishmaniasis cutinea y mucocutanea
en el pais (Instituto Nacional de Salud - INS, 2011).

Una vez elegida L. braziliensis, se pensé en estudiar un
factor clave como es la proteina de choque térmico de 70 kDa
(HSP70) con base a las siguientes caracteristicas: (i) durante
la transicion de promastigote (insecto-vector) a amastigote
(huésped mamifero), se requiere de la actividad chaperona
de las proteinas de choque térmico, fundamentalmente de la
HSP70 (Requena, 2012); (ii) a partir de un determinado gen
del locus HSP70 (el HSP70-1I) de Leishmania infantum la
expresion de dicha proteina es necesaria para la superviven-
cia de los promastigotes en fase estacionaria y de los amas-
tigotes tanto in vitro como in vivo (Folgueira, et al., 2008);
(iii) la deplecion del gen HSP70-1I disminuye la capacidad
infectiva del parasito y, por ende, la enfermedad que ocasiona
segun diferentes modelos animales (Carrion, et al., 2011;
Folgueira, et al., 2008), y (iv) induce una fuerte respuesta
inmunitaria humoral y celular (Requena, ef al., 2012).
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El factor de virulencia

Dado que las RBP gobiernan la regulacion posterior a la
transcripcion a través de su interaccion con elementos en
cis, localizados principalmente en las regiones 5" y 3" UTR
de los mensajeros blanco (Kramer & Carrington, 2011),
en la primera etapa del desarrollo de la propuesta experi-
mental, es necesario conocer la arquitectura de los genes
y de los mensajeros del factor de virulencia seleccionado.
En este caso, se encontrd que L. braziliensis, al igual
que otras especies del género Leishmania, posee dos tipos
de genes HSP70, el HSP70-1 y el HSP70-II, los cuales
se organizan en el cromosoma 28 en una agrupacion
conformada por seis copias de los genes HSP70-I y una
de los HSP70-1I (Ramirez, ef al., 2011). Cabe mencionar
que estos genes se diferencian solamente en la secuencia y
la longitud de su regiéon 3" UTR (Ramirez, et al., 2011),
pero dichas diferencias han resultado fundamentales en los
mecanismos moleculares de adaptaciéon del pardsito, pues
le permiten tolerar el estrés térmico al que es sometido
durante su ciclo de vida: 26 °C en el insecto vector y 35
a 37 °C en el huésped mamifero (Folgueira, et al., 2005).
Para definir y caracterizar la region 5” UTR, comtn a ambos
mensajeros, asi como la 3" UTR especifica para cada uno
de ellos, se hicieron ensayos de RT-PCR a partir del ARN
de formas promastigotas del parasito; a continuacion, los
ADN complementarios (ADNc) obtenidos se clonaron y
secuenciaron (Ramirez, 2012). Para el caso de la region 5°
UTR (numero de acceso al GenBank JF449363, posiciones
1-198), se encontr6 que, ademas de la secuencia SL de 39
nucleotidos (nt), esta comprende los 198 nt corriente arriba
del coddn de inicio de la traduccion. Se observo que las
regiones 3 UTR abarcan 936 (UTR-I, nimero de acceso
al GenBank JF449364, posiciones 143-1078) o 932 (UTR-
I, nimero de acceso al GenBank JF449365, posiciones
143-1074) nucleotidos corriente abajo del codon de parada
de los genes respectivos (Figura 1). Teniendo en cuenta
el papel de los elementos cis presentes en las UTR como
mediadores de la interaccion ARN-proteina, se procedio a

1 - | | | | 1 '—l
[1074539 [1076090 [1077640 |t079101 [1080741 [1082292 [tog3842 [10853
A
< LbrM.28.2990 l
C—— | 2970 k| 2980 |
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Figura 1. Ubicacion de las regiones UTR determinadas para los genes HSP70 sobre el cromosoma 28 en el genoma publicado de L.
braziliensis. El gen LbrM.28.2990 (2990), codificante para la proteina HSP70, es portador de la region 3" UTR-I (triangulo azul claro)
mientras que el gen LbrM.28.2970 (2970), también codificante para la proteina HSP70, tiene la regién 3" UTR-II (tridngulo azul oscuro).
Los genes LbrM.28.2990 y LbrM.28.2980 (2980) comparten la region 5" UTR. Cada estrella simboliza un hueco en la secuencia genémica

actualmente disponible en la base de datos (GeneDB.org).
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la identificacion de secuencias que potencialmente pudieran
funcionar como tales elementos. Para ello, se implemento
una aproximacion que combiné hallazgos previos consig-
nados en la literatura con el analisis computacional de
secuencias conservadas y la prediccion de la estructura
secundaria del ARN mediante la cual se identificaron dos
secuencias ricas en pirimidinas sobre la 3" UTR-I (Ramirez,
2012). Una de ellas, ubicada en la posicion 808-842 (5°
GCGCTCCCCCTCCTGCCGCCTGTCTTCCTCCCCTT
3"), contiene tramos de cadena sencilla y tiene un 53,8 % de
identidad con un elemento rico en pirimidinas de la region
3" UTR del gen HSP83 de L. amazonensis relacionado con
la traduccion preferencial de estos genes en condiciones
de choque térmico (David, et al., 2010). Otro elemento cis
putativo (5" ACCGACTCTCTTTCCTCCCCCTACCCGTA
37) se encontrd en una region altamente conservada entre
los nt 489 y 605 de la 3" UTR-I, posicion que concuerda
con la localizacion de una secuencia reguladora identi-
ficada en la regiéon 3" UTR de los genes HSP70-I de L.
infantum, asociada con la acumulacion de estos mensajeros
en respuesta al choque térmico (Quijada, ef al., 2000).
Al hacer la prediccion de la estructura secundaria de estas
regiones en L. braziliensis, se observo que el tramo rico en
pirimidinas present6 una identidad del 89,7 % con la misma
region en L. infantum y se ubicé en una zona estructurada en
forma de cadena sencilla (Ramirez, 2012). La conformacion
del ARN en cadena sencilla es una condicion importante
para que las proteinas de uniéon a ARN puedan interactuar
con este, dado que cuando el ARN adopta una estructura
de doble hélice, el surco mayor es demasiado estrecho
e impide el establecimiento de puentes de hidrogeno
entre las bases nitrogenadas del ARN y los residuos de
aminodcidos de la proteina implicada (Baumeister, 1997).
Por su parte, en la 3" UTR-II del mensajero de la HSP70
se encontraron dos motivos, ambos en regiones de cadena
sencilla (Nocua, et al., 2017; Ramirez, 2012). Uno de
ellos, localizado en la posicién 252-302, tiene forma de
horquilla y se relaciona con los elementos ARE, conocidos
por desestabilizar a los ARNm que los contienen (Di
Noia, et al,, 2000): 5" ATGTCTTTTATTTTTTTGTGTG
TGTTTTATATTTTTCTCCTTTCGTACTAA 3’. El otro
motivo es una region rica en citosinas en las posiciones 338-
361 (5" CCCCTCCTCCCCTCTCCCCCTCCC 3°). Segun
la literatura, las proteinas que se unen a secuencias ricas en
citosinas participan en el control posterior a la transcripcion
de la expresion génica y tienen un amplio rango de fun-
ciones que van desde la estabilizacion del ARNm y acti-
vacion de la traduccion hasta su silenciamiento (Makeyev
& Liebhaber, 2002).

Deteccion de las proteinas

Para identificar las RBP asociadas con la regulacion de
la expresion del gen seleccionado, se utiliza un ensayo
de pull-down o pesca en el cual las regiones UTR de los
mensajeros de interés, en este caso los que codifican para
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la proteina HSP70, se usan como cebos para capturar las
proteinas RBP (Ramirez, ef al., 2013). Para ello, las regio-
nes UTR previamente identificadas deben clonarse en un
vector apropiado para dirigir la transcripcion in vitro y asi
obtener una cantidad suficiente de moléculas de ARN que
serviran como cebos en el ensayo. Como molde para la
transcripeion in vitro también se pueden utilizar las regio-
nes UTR amplificadas con un oligonucleétido quimérico
hacia adelante que contenga en su extremo 5° la secuencia
del promotor, el cual se usard seguido de una secuencia
complementaria de la UTR. Una vez transcritas las UTR,
deben ser unidas a un soporte sélido antes de proceder con
el siguiente paso experimental. Para ello, se utilizan perlas
magnéticas recubiertas de estreptavidina, a las cuales se une
el cebo de ARN mediante un oligonucleotido puente mar-
cado con biotina cuya secuencia es complementaria de uno
de los extremos del cebo. En este caso, en el experimento
de captura con la region 5° UTR se utilizd la secuencia
complementaria de la region SL marcada con biotina en el
extremo 3" como oligonucleodtido puente (Figura 2) y, para
las regiones 3" UTR, un oligo d(T) marcado en su extremo 5°.
Paralelamente, se prepararon extractos de proteinas totales
del parésito a partir de los cuales se pescaron las RBP de
interés. En este estudio se usaron extractos proteicos prove-
nientes de lisados de las formas promastigotas de la cepa
MHOM/BR/75/M2904 de L. braziliensis cuyo contenido
proteico se verifico cualitativamente mediante electroforesis
en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-
PAGE), y cuantitativamente con el método de Bradford,
antes de usarlas. A continuacion, cada cebo de ARN del
complejo de unidn se incubo con la mezcla de proteinas del
parasito; en el medio de incubacion es preciso afiadir inhi-
bidores tanto de ARNasas como de proteasas para evitar la
degradacion de los componentes de la mezcla, y de ARN
competidores (como ARNt de levadura, ARN de Escherichia
coli o de células Vero), para disminuir uniones inespecificas
de proteinas a las moléculas cebo. Posteriormente, los com-
plejos de proteina y ARN cebo se recuperaron mediante
atraccion magnética ejercida sobre las perlas, y se lavaron
varias veces para retirar las proteinas de union inespecifica.
Por ultimo, la resolucion de los complejos obtenidos y la
identificacion de las proteinas que los conforman se hicieron
mediante técnicas de separacion como la electroforesis en
geles bidimensionales o la cromatografia liquida de alta
eficiciencia (high performance liquid chromatography,
HPLC), seguidas de analisis de espectometria de masas
(EM). Los datos sobre las huellas peptidicas obtenidas y sus
masas se buscan en las bases de datos de proteinas de la
secuencia gendémica de L. braziliensis para identificar las
proteinas presentes en los complejos obtenidos. En el caso
de la electroforesis en geles bidimensionales se requiere de
un paso adicional: la disgregacion de las proteinas del com-
plejo, las cuales son luego separadas mediante electrofore-
sis en gel, primero en funcion de su punto isoeléctrico (pI)
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Figura 2. Representacion esquematica de la unidn de los cebos (5” UTR) a las perlas magnéticas en el ensayo de pull-down

y, después, por su tamafio molecular. Una vez obtenidas las
bandas correspondientes a las proteinas, estas se analizan
mediante espectometria de masas, lo que en este caso se hizo
con las técnicas de MALDI/TOF o MALDI/TOF/TOF. En
este procedimiento es importante incluir un cebo de control,
es decir, una secuencia irrelevante para los propositos del
ensayo que, por comparacion con los resultados de los cebos
problema, garantice su especificidad. También es primordial
hacer réplicas biologicas de cada cebo de ARN, con el fin
de obtener resultados mas solidos y confiables y configurar
todos los pardmetros para la identificacion segun los analisis
de separacion y espectrometria de masas llevados a cabo.
En el ejemplo que nos ocupa, se utilizaron como cebo de
control las regiones UTR de los mensajeros de la proteina
estructural del citoesqueleto de la tubulina alfa y se hicieron
dos réplicas bidlogicas. Los pardmetros utilizados para el
analisis de las imagenes de los geles y de los espectros de los
péptidos se detallan en Ramirez, ef al. (2013). Ademas, dado
que se ha demostrado que en L. infantum los mensajeros del
HSP70-I se traducen tanto a 26 como a 35 °C, en tanto que
los mensajeros del HSP70-1I se traducen preferencialmente
bajo choque térmico (Folgueira, et al., 2005), los ensayos
de pesca o pull-down se realizaron para cada cebo usando
lisados proteicos de parasitos que habian crecido tanto a 26
°C como a 35 °C. De esta forma, se obtuvieron 52 proteinas
distintas usando los cebos de las regiones UTR de los
mensajeros de la proteina HSP70, todas ellas ausentes en
los ensayos de pesca con el cebo de control. De estas, 26 se
asociaron exclusivamente con la region 5° UTR, cinco con
la region 3° UTR-I y seis con la 3" UTR-II. Ademas, tan
solo cuatro proteinas interactuaron con todos los tres cebos
y 11 lo hicieron con dos de ellos: cuatro proteinas con la
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5" UTR y la 3" UTR-I, cinco con las 3" UTR-1 y II y dos
con la 5" UTR y la 3" UTR-I. Estos resultados muestran la
especificidad de la union ARN-proteina, lo cual se explica,
muy seguramente, tanto por la secuencia como por la
estructura secundaria particular de cada una de las UTR
usadas como cebo (De Gaudenzi, et al., 2005). Ahora bien,
teniendo en cuenta la longitud de los cebos, fue un tanto
sorpresivo que la region con mayor numero de interaccio-
nes fuera la 5" UTR, ya que su longitud es casi cinco veces
menor que las de la 3 UTR. Sin embargo, estos hallazgos
podrian indicar que la regulacion sobre los transcritos de
HSP70 opera fundamentalmente a nivel de la iniciacion de
la traduccion. De hecho, entre las proteinas asociadas con la
region 5" UTR se encontraron proteinas que participan tanto
en el inicio como en la elongacion de la traduccion. Por otra
parte, en concordancia con la temperatura de crecimiento del
parasito, la gran mayoria de proteinas (41) se identificaron a
los 26 °C (Ramirez, et al., 2013), lo cual podria obedecer,
en parte, a un sesgo de la metodologia in vitro, la cual solo
opera para la interaccion de las proteinas libres presentes en
el lisado y descarta aquellas que participan en los complejos
que se forman durante el choque térmico entre las proteinas
reguladoras y los mensajeros endogenos de HSP70.

Analisis de las proteinas

Una vez obtenido el listado de proteinas que interactiian con
los distintos cebos, es preciso ponderar el valor de su presen-
cia en el proteoma obtenido. Asi, las proteinas identificadas
inicialmente se analizan segun su categoria funcional utili-
zando la Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG:
http://www.genome.jp/tools/blast/) (Kanehisa, et al., 2006)
y la Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships,
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version 7 (Panther: http://www.pantherdb.org/pathway/) (Mi,
et al., 2010), asi como datos previamente reportados en la
literatura y en las bases de datos de tripanosomatidos. En
nuestro ejemplo, las categorias funcionales mas represen-
tadas en las 52 proteinas identificadas fueron, como se
esperaba, las de metabolismo del ARN (27 %) y las de
traduccion (7 %), para un total de 34 %, seguidas por las
de proteinas citoplasmaticas relacionadas con el metabo-
lismo energético (21 %) y el metabolismo de proteinas
(19 %) que, en principio, no guardan relacién con los
procesos de regulacion génica. La presencia de estas pro-
teinas podria explicarse como un ruido de fondo de la
metodologia, que arrastra proteinas irrelevantes para el
estudio gracias a que se encuentran en mayor cantidad en la
célula, o a que la condicion in vitro posibilita interacciones
que in vivo se encuentran limitadas por factores como la
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compartimentacion subcelular. Sin embargo, es importante
no perder de vista que en numerosos estudios en organis-
mos distintos y alejados a lo largo de la escala evolutiva,
se ha descrito la existencia de proteinas pluriempleadas
(moonlight) que, siendo enzimas metabdlicas, son capaces
de realizar otras funciones bioquimicas, como unirse al
ARN y cumplir un papel en la regulacién de la expresion
génica, entre otros (Jeffery, 2018). Ahora bien, para efectos
de la metodologia aqui propuesta, se recomienda que
mientras se amplian las bases de proteinas multitarea o
moonlight (Multitasking Proteins DataBase: http://wallace.
uab.es/multitask/), debe enfocarse la atencion en aquellas
relacionadas con el metabolismo del ARN y la traduccion.
En la Tabla 1 se presentan las 19 proteinas identificadas en
estas categorias en nuestro estudio. De estas, es importante
descartar las que tienen localizacién mitocondrial (3), ya que

Tabla 1. Lista de proteinas identificadas con los cebos de las regiones UTR de los mensajeros de la proteina HSP70 pertenecientes a las

categorias funcionales del metabolismo del ARN y la traduccion

Identificacion en Cebo Temperatura Funcion putativa Clasificacion
el GeneDB (°C)
LbrM.17.0090 5" UTR 26 Factor de elongacion EF-1a Trasnporte de ARN
3" UTR-I
LbrM.34.3010 5" UTR 26 Helicasa ATP-dependiente, putativa Actividad ARN helicasa
LbrM.35.0270 5" UTR 26/35 Factor de elongacion 2 Traduccion
3" UTR-II 26
LbrM.32.0470 5" UTR 26 Helicasa ATP-dependiente, putativa Actividad ARN helicasa
3" UTR-I
3" UTR-II
LbrM.20.0320 5" UTR 26 Factor 5 de inicio de la traduccion Trasnporte de ARN
eucariota, putativo
LbrM.32.2400 5"UTR 26 Subunidad k del factor 3 de inicio de la Traduccion
traduccion
LbrM.20.2140 5" UTR 26 Proteina hipotética conservada Splicing del ARNm
LbrM.23.0850 5" UTR 26/35 Proteina mitocondrial de unién a ARN, Unién a ARN
3" UTR-I 35 putativa
LbrM.27.1360 5" UTR 35 Proteina hipotética conservada Transporte de ARN
LbrM.35.2250 5" UTR 35 Precursor mitocontrial, chaperonina HSP60 ~ Degradacion de ARN
LbrM.15.0320 5" UTR 35 Precursor de la ribonucleoproteina p18 Uni6én a ARN
mitocondrial, putativa
LbrM.25.0080 3" UTR-I 26 Proteina 3 de union a poli(A), putativa Metabolismo del ARN
LbrM.01.0740 3" UTR-I 26 Factor 4A eucariético de inicio de la Transporte de ARN
traduccion, putativo
LbrM.25.2210 3" UTR-1I 26 Proteina hipotética (SCD6.10) Catabolismo de ARN
LbrM.03.0170 3" UTR-I 26 Proteina ABC transportadora, putativa Traduccion
3" UTR-II
LbrM.34.4130 3" UTR-I 26 Proteina 2 de unién a poli(A), putativa Metabolismo de ARN
3" UTR-II
LbrM.17.0700 5" UTR 26 Proteina hipotética conservada No se pudo asignar
LbrM.31.2460 5" UTR 26 Proteina hipotética de funcion desconocida ~ No se pudo asignar
LbrM.30.3080 3" UTR-1I 26 Proteina hipotética conservada No se pudo asignar
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muy seguramente fueron detectadas gracias a la naturaleza
in vitro del estudio y no a las condiciones fisioldgicas in
vivo. En cuanto a las restantes, en este estudio se detectaron
tres grupos de proteinas: las previamente identificadas en
el parasito con un rol ya establecido (2); las identificadas
en el parasito con funciones putativas asignadas (7), y las
hipotéticas, cuya existencia y funciéon en el parasito se
desconocen (7). En el presente caso, en el primer grupo se
identificaron dos componentes del proceso de elongacion
de la traduccion: el factor de elongacion 1 o (LbEFla,
LbrM.35.0270), asociado a las regiones 5" UTR y 3" UTR-I
a26°CYy, el factor de elongacion 2 (LbEF2, LbrM.35.0270),
aislado por su union tanto a la 5" UTR como a la 3" UTR-II
a26°C. La LbEF1a es una proteina abundante que participa
en otros procesos celulares como el transporte nuclear, el
control de calidad de las proteinas y la degradacién concomi-
tante con la traduccion, entre otros (Mateyak & Kinzy, 2010;
Mittal, et al., 2013). La LbEF2, con un 61 % de identidad
con la proteina ortdloga humana y con la de Saccharomyces
cerevisiae, se conoce por su funcion en la translocacion de
los ribosomas a lo largo del ARNm durante el proceso de
traduccion (Justice, et al., 1998; Noble & Song, 2008).
Acerca del segundo y tercer grupo de proteinas, primero
debe comprobarse tanto in vitro como in vivo su interaccion
con el ARN, para luego confirmar o elucidar su funcion
especifica. Por ello, en el presente estudio la atencion se
centrd en estas proteinas, especialmente las hipotéticas.

Teniendo en cuenta que las herramientas bioinformati-
cas pueden predecir la presencia de dominios o motivos
secuenciales o estructurales relacionados con la interaccion
entre ARN y proteina, estas fueron ttiles para seleccionar con
cuales de las siete proteinas hipotéticas continuar el estudio
(Nocua, et al., 2014). Para ello, se usaron programas como
el InterProScan (http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/),
el Phyre2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.
cgi?id=index) y el Modeller (http://salilab.org/modeller/),
y se hizo una revision de la literatura. En el ejemplo que
se presenta, gracias a la presencia de los dominios Lsm y
NTF2 presentes en familias de proteinas relacionadas con la
represion de la traduccion, o la acumulacion de mensajeros
en los cuerpos P y los granulos de estrés (Lsm) y en el
transporte de ARN (NTF2), se seleccionaron las proteinas
codificadas por los genes LbrM.25.2210 y LbrM.30.3080
(Nocua, et al., 2017).

Analisis estructural y modelamiento de las proteinas
de interés

Con el animo de ahondar en la estructura de las proteinas
codificadas por los genes LbrM.25.2210 y LbrM.30.3080,
se recurrid a diversas predicciones bioinformaticas que,
en primer lugar, mostraron que tenian ortélogos tanto en
otras especies de leishmanias como de tripanosomas y de
otros organismos evolutivamente mucho mas distantes,
como S. cerevisiae, Xenopus laevis y Homo sapiens (De
Gaudenzi, et al., 2005; Kruger, et al., 2013; Nocua, 2017).
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Tras estos analisis de homologia de secuencia, se considero
conveniente cambiar el nombre de las proteinas codificadas
por los genes LbrM.25.2210 y LbrM.30.3080 a LHSCD6
y LbRBP42, respectivamente. Para el caso de LbSCD6, la
prediccion de dominios permitid localizar en los primeros
79 aminoacidos de la proteina un dominio Lsm, que ha sido
implicado en la formacién de cuerpos P y granulos de estrés
(Kruger, et al., 2013). En la parte central de la molécula se
identificé el dominio DFDF (DFDF-x(6)-F), caracterizado
por una alternancia de aminoacidos no polares y cargados,
responsables de la interaccion con el ARN (Anantharaman
& Aravind, 2004). Ademas, en el extremo carboxilo termi-
nal, se identificaron las cajas FFD (Y-x-K-x(3)-FFD-x-[IL]-S)
y TFG ([RKH]-x(2-5)-Ex(0-2)-[RK]-x(3—4)-[DE]-TFG), y,
flanqueando el dominio DFDF y la caja TFG, se encontr6 un
motivo de aminoacidos RGD, el cual ha sido implicado en
la mediacion de interacciones entre ARN y proteina y entre
proteina y proteina, asi como en la formacién de granulos de
estrés (Kruger, et al., 2013; Nocua, et al., 2017; Rajyaguru
& Parker, 2012). En el modelamiento tridimensional de
la proteina, se encontrd que estos dominios adoptaron las
estructuras y plegamientos previamente descritos en la
literatura, con excepcion de la estructura de hélice a presente
en el extremo N-terminal del dominio Lsm (Nocua, ef al.,
2017). Sin embargo, al comparar la estructura de LbSCD6
con la EDC3 humana y la Tral de Drosophila melanogaster,
se encontr6 que la LbSCD6 encajaba perfectamente en los
segmentos conservados Sml y Sm2 que hacen parte de la
estructura tipica de barril beta de este dominio (Nocua, et
al., 2017). En cuanto a la RBP42, se identificd el dominio
NTF2 (Ribbeck, et al., 1998), relacionado con procesos de
transporte entre nticleo y citoplasma de ARN, y que en esta
proteina esta conformado por los primeros 114 aminoacidos
del extremo N-terminal y también adopta el plegamiento
tipico consistente en tres hélices a alineadas contra una
hoja B conformada por cinco cadenas. Asi mismo, los 73
aminoacidos del extremo C-terminal de RBP42 conforman
un dominio RRM (RNA recognition motif), que es uno de los
dominios de uniéon a ARN mas conservados a lo largo de la
escala filogenética. No obstante, a diferencia de la mayoria
de estos dominios, la LbRPB42 solo posee una de las dos
marcas conservadas, RNP1, consistente en ocho residuos
(con abundancia de aminoacidos aromaticos o cargados),
al parecer responsable de la union al ARN (Maris, et al.,
2005). Cabe destacar que la proteina ortdloga de humanos,
la G3BP, la cual, ademéas de poseer ambos dominios como
la proteina LbRPB42, también presenta tres repeticiones del
motivo PxxP y ha sido implicada en la localizacién de esta
proteina en los granulos de estrés (Tourriere, ef al., 2003).

Clonacion, expresion y obtencion de anticuerpos
contra las proteinas de interés

Una vez conocidos los dominios y la estructura tridimen-
sional de las proteinas promisorias, se procede a su clona-
cidén y expresion como proteinas recombinantes, con el fin
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de obtenerlas en estado nativo y producir sus anticuerpos.
Dichas proteinas constituyen herramientas muy utiles en los
experimentos encaminados a descifrar su funcionalidad. En
nuestro ejemplo, las proteinas se clonaron en el sistema de
expresion pQE30 y, tras ensayar diversas condiciones de
solubilizacion y renaturacion, finalmente se purificaron y se
obtuvieron en su estado nativo, en tanto que los anticuerpos
se obtuvieron mediante inmunizacion en conejos (Nocua, et
al., 2017).

Confirmacion de la capacidad de union a ARN
tanto in vitro como in vivo de las proteinas de interés

Teniendo en cuenta que la técnica de pesca o pull-down
empleada es una tamizacion del lisado de proteinas tota-
les del parasito, el siguiente paso metodoldgico son los
ensayos confirmatorios, los cuales combinan los ensayos
de pull-down y visualizacion tras el dot blotting, utilizando
exclusivamente las proteinas especificas de interés y los
cebos de ARN, con el fin de confirmar su capacidad de
union a este. En el presente caso, con esta metodologia se
corrobord que tanto la LbSCD6 como la LbRBP42 son
proteinas capaces de unirse al ARN e interactuar de forma
especifica con la region 3° UTR-II de los mensajeros de la
HSP70 (Nocua, et al., 2017).

Después de demostrar la interaccion in vitro de ambas
proteinas (LbSCD6 y LbRPB42) con la region 3° UTR
de los genes HSP70-11, se hicieron ensayos para delimitar
posibles elementos en cis involucrados en dicha interaccion.
Para lograr este objetivo, se sintetizaron los dos elementos
en cis previamente identificados en la region 3° UTR-IL
El primero de ellos, correspondiente a la secuencia rica en
adeninas y uridinas relacionada con los elementos ARE,
se denomind 3" UTR-II.1 y, el segundo, correspondiente
a la region rica en citosinas, se denomindé 3~ UTR-IL.2.
Para analizar la posible interaccion entre las proteinas
LbSCD6 y LbRBP42 con los motivos seleccionados, se
hicieron ensayos de retraso en la movilidad electroforética
(electrophoretic mobility shift assay, EMSA) utilizando las
proteinas recombinantes, asi como los oligorribonucleo-
tidos marcados con digoxigenina en su extremo 5°. Los
resultados mostraron una fuerte interaccion entre el motivo
3" UTR-II.1 y cada una de las proteinas recombinantes
rLbSCD6 (Figura 3A) y rLbRBP42 (Figura 3B) (Nocua,
2017). En cambio, en el ensayo con el motivo 3" UTR-I1.2
no se observo interaccion con las proteinas recombinantes
(Nocua, et al., 2017). Los ensayos adicionales de EMSA
de competicion confirmaron los resultados y evidenciaron
que la interaccion entre las proteinas recombinantes y el
motivo 3 UTR-II.1 es especifica y depende tanto de sus
caracteristicas estructurales como de su secuencia (Nocua,
etal, 2017).

Confirmacion in vivo de la capacidad de union al
ARN de las proteinas de interés

Una vez confirmada la capacidad de estas proteinas de
interactuar directamente con moléculas de ARN in vitro,
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se determind esta misma capacidad in vivo, con el objetivo
adicional de conocer los transcritos de ARN que pueden
unirse a ellas en promastigotes de L. braziliensis cultivados
a 26 °C. Para ello, se hicieron ensayos de coinmunopreci-
pitacion utilizando anticuerpos especificos para cada una de
las proteinas, con el fin de obtener los complejos LbSCD6-
ARN y LbRBP42-ARN. Estos mismos ensayos se reali-
zaron utilizando el suero preinmunizacion correspondiente
a cada anticuerpo (preSCD6 y preRBP42) y la informacion
obtenida se utilizé como control de uniones no especificas,
las cuales se descartaron de las lecturas obtenidas en las dos
réplicas biologicas hechas para cada una de las proteinas
estudiadas (Nocua, 2017). Los resultados en las dos pro-
teinas confirmaron que estas interactuan in vivo con distin-
tos transcritos del parasito, principalmente a través de sus
regiones UTR (Nocua, 2017). Especificamente, para protei-
nas LbSCD6 se encontraron 155 transcritos que codifican,
siendo la interaccion con las regiones 3’ UTR la mas frecuente
(66 %). Con el fin de categorizar estos genes segun el pro-
ceso biologico en el que estan implicados, se hizo un anali-
sis de enriquecimiento con la herramienta Gene Ontology
(http://geneontology.org/page/go-enrichment-analysis), y se
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Figura 3. Interaccion de las proteinas rLbSCD6 y rLbRBP42 con
el motivo de ARN 3" UTR-II.1 detectada mediante ensayos EMSA.
(A) Analisis de la capacidad de interaccion de rLbSCD6 con el
motivo 3" UTR-IL.1 utilizando diferentes concentraciones de la
proteina. (B) Analisis de la capacidad de interaccion de rLbRBP42
con el motivo 3° UTR-IL.1 utilizando diferentes concentraciones
de la proteina
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encontrd que 98 (63 %) correspondian a genes anotados en
la base de datos TriTryp con una funcién conocida (Aslett,
et al., 2010), en tanto que el 37 % restante correspondio a
genes hipotéticos. En cuanto a la adscripcion de los 98 trans-
critos a procesos bioldgicos, se encontré que, en su mayo-
ria, estos pertenecen a proteinas del metabolismo celular
(30,61 %), seguidos por proteinas asociadas a procesos
celulares (11,28 %), al transporte celular (8,16 %) y a la
protedlisis celular (7,14 %). Resultd interesante observar
la interaccion de la LbSCDG6 con transcritos que codifican
para la proteina DNAIJ-like, indispensable en la maqui-
naria de activacion y funcionamiento de la proteina HSP70
(Kampinga & Craig, 2010). Se encontraron 192 (74,13 %
del total) transcritos que codifican asociados a la proteina
LbRBP42 (Nocua, 2017). En cuanto a la localizacion de
la interaccion ARNm-proteina, se encontraron principal-
mente las interacciones con las regiones 3° UTR de los
transcritos (57,8 %). De los 192 transcritos sometidos a
coinmunoprecipitacion, el 68,04 % correspondi6 a protei-
nas con anotacion funcional en la base de datos TriTryp, en
tanto que el 31,96 % correspondid a proteinas hipotéticas.
Seglin su clasificacion por asociacion a procesos bioldgicos,
se observo una gran proporcion de proteinas asociadas
al metabolismo celular (18,18 %), asi como a diferentes
procesos celulares, entre las cuales cabe resaltar las ads-
critas al ciclo celular (13,64 %). Asimismo, se encontraron
proteinas asociadas a la respuesta a estimulos (7,58 %),
entre ellas las asociadas a la respuesta al estrés. Cabe
destacar que el transcrito correspondiente al gen HSP70-
1I se encontr6 asociado a la proteina LbRBP42, interaccion
localizada en la region 3" UTR de este transcrito.

Teniendo en cuenta que tanto la LbSCD6 como la
LbRBP42 se encontraron interactuando in vivo con la
region 3° UTR de mas de cien transcritos y que in vitro se
demostrd la interaccion de ambas proteinas con el motivo
3" UTR-II.1, relacionado con el elemento ARE, se hizo una
busqueda preliminar de motivos en la region 3 UTR de
todos los transcritos asociados. Asi, se encontré un motivo
estructural asociado a las regiones que interactiian tanto
con la proteina LbSCD6 (Figura 4A) como con la proteina
LbRBP42 (Figura 4B). Puede observarse que, si bien la
secuencia del motivo no corresponde a la de un elemento
ARE tipico, su estructura presenta una horquilla semejante
a la observada en el motivo 3" UTR-IL.1, lo que sugiere que
la interaccion entre los ARNm y las proteinas LbSCD6 y
LbRBP42 puede estar guiada principalmente por motivos
estructurales mas que por una secuencia especifica.

Estudios de aproximacion a la funcion bioldogica de
las proteinas de interés

Con el proposito de dilucidar los posibles procesos bio-
logicos en los cuales podrian estar involucradas estas
proteinas, se determind, en pirmer lugar, el interactoma de
cada una. Los resultados evidenciaron que los interactomas
de LbSCD6 y LbRBP42 comparten una alta proporcion de
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proteinas, lo que sugiere algun tipo de relacion funcional
entre ellas; de hecho, las dos proteinas forman parte de los
interactomas reciprocos. Es de resaltar que ambos interac-
tomas estdn enriquecidos en proteinas asociadas a los
procesos de traduccion, al metabolismo del ARN y a la
regulacion de la expresion génica. Ademads, se encontraron
varias proteinas cuyos homoélogos se han reportado como
constituyentes de granulos de ARN, principalmente granulos
de estrés y cuerpos de procesamiento (Nocua, 2017); ambos
son estructuras macromoleculares carentes de membrana
en las que se acumulan ARN y proteinas. En eucariotas
superiores los granulos de estrés se forman transitoriamente
en respuesta al estrés celular y estan asociados con la
traduccion y estabilidad del ARNm. Bajo las condiciones
apropiadas, los ARNm pueden salir de estos granulos y
asociarse de nuevo con polisomas (Buchan & Parker,
2009). En cuanto a los cuerpos de procesamiento, estos son
estructuras constitutivas, las cuales contienen generalmente
maquinaria relacionada con la degradacion del ARNm
(Parker & Sheth, 2007). Tanto los granulos de estrés como
los cuerpos de procesamiento interactian entre si y estan
en una estrecha asociacion con el proceso de traduccion
(Decker & Parker, 2012).

Por ultimo, para analizar la relevancia celular y funcio-
nal de LbSCD6 y LbRBP42 se generaron lineas mutantes
de parasitos que sobreexpresan las proteinas fusionadas
a la proteina fluorescente mCherry, y que denominamos
LbSCD6-mCherry y LbRBP42-mCherry. La linea que
sobreexpreso control (expresion de la proteina mCherry) de
L. braziliensis pudo establecerse, pero luego de una semana
de crecimiento, las lineas de sobreexpresion para cada una
de estas proteinas perdieron viabilidad. Si bien estos resulta-
dos no son concluyentes, sugieren que la sobreexpresion
de LbSCD6 y LbRBP42 en L. braziliensis afecta negativa-
mente el desarrollo y la supervivencia del parasito. Como
alternativa, se intentd con éxito la generacion de estas lineas
de sobreexpresion utilizando la especie L. major, lo que ha
permitido vislumbrar importantes implicaciones de estas
proteinas en el desarrollo de los parasitos, observandose
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Figura 4. Motivos estructurales presentes en los transcritos aso-
ciados in vivo con las proteinas SCD6 y RBP42. Los posibles
motivos asociados con las proteinas (A) SCD6 y (B) RBP42, se
encontraron con la herramienta MEME, y las estructuras secun-
darias de un motivo representativo para cada proteina se obtuvieron
con la herramienta RNAfold.
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alteraciones morfologicas significativas y el retardo del
crecimiento de los pardsitos en condiciones fisiologicas de
crecimiento, siendo el efecto mucho mas pronunciado en
condiciones de estrés térmico. Por otra parte, la capacidad
infectiva in vitro de estos parasitos mutantes resultd también
significativamente afectada en relacion con la cepa silvestre
(Nocua, 2017). Teniendo en cuenta todos los hallazgos
encontrados, en la figura 5 se presenta un modelo que refleja
el papel de las proteinas LbSCD6 y LbRBP42 en el parasito.

Conclusiones

Se concluy6 que la LbSCD6 y la LbBRBP42 son proteinas de
union al ARN implicadas en la regulacion de la estabilidad
o degradacion no solo del transcrito de HSP70-1I sino de un
amplio grupo de transcritos en Leishmania.

En cuanto a la estrategia aqui propuesta, la cual se
resume en la figura 6, los resultados evidencian su bondad
y su potencial para la identificacion de proteinas reguladoras
de la expresion génica en tripanosomatidos.

Perspectivas de la estrategia. La metodologia empleada
comprende varias modificaciones y mejoras que pueden
implementarse para subsanar algunas falencias detectadas.
Por ejemplo, para simular las condiciones in vivo, es posible
someter a los parasitos a la accion de la luz ultravioleta
antes de la obtencion del lisado proteico, con el fin de
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Figura 5. Modelo del rol de de las proteinas LbSCD6 y LbRBP42
en la regulacion de la expresion génica a nivel del ARN en el
parasito. Teniendo en cuenta todos los hallazgos derivados de
este trabajo, se sugiere que las proteinas SCD6 y RBP42 estan
implicadas en la regulacion de transcritos de ARN debido a su
capacidad de union con este tipo de moléculas y a la asociacion
que presentan con constituyentes de granulos ribonucleoprotei-
cos, como los cuerpos de procesamiento y los granulos de estrés,
localizados en el citoplasma. La localizacion citoplasmatica
granular se observa claramente cuando los parasitos estan some-
tidos a condiciones de estrés, particularmente de estrés térmico
(Datos no mostrados). Los cambios en la expresion de estas
proteinas afectan la regulacion de la estabilidad y su capacidad de
traduccion de los ARN mensajeros (metabolismo de ARN), lo cual
desencadena un efecto pleitropico en el pardsito, observandose
cambios en el crecimiento y morfologia celular, asi como en la
capacidad infectiva y proliferativa del parasito.
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inmovilizar los complejos de ARN y proteinas formados
bajo condiciones fisiologicas. Asimismo, se puede trabajar
con los componentes subcelulares de interés, asi como usar
técnicas mas finas de separacion de proteinas que en una
misma reaccion permitan elucidar las proteinas diferenciales
en relacion con el control no relevante utilizado.

Teniendo en cuenta que la estrategia aqui propuesta se
focaliza en la bisqueda de RBP que modulen la expresion
de factores de virulencia de los tripanosomatidos, que como
se vio en el caso de las proteinas LbSCD6 y LbRBP42, no
solo gobiernan la expresion de dicho factor, en este caso
la proteina HSP70, sino de muchas otras proteinas; en
consecuencia, se proponen estas RBP como nuevos blancos
parasitarios para el desarrollo de medicamentos. En este
sentido, no resulta extrafio que, dado su papel preponderante
en la desregulacion asociada al desarrollo de las células
cancerosas, hayan sido propuestas también como nuevos
blancos para el desarrollo de alternativas terapéuticas frente
a los procesos tumorales (Turner & Diaz-Muiioz, 2018).
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Figura 6. Esquema de resumen de la estrategia con el conjunto
de pasos para la identificacion de proteinas reguladoras de la
expresion génica en tripanosomatidos.
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