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RESUMEN

ABSTRACT

Resumo

Los parasitos del género Leishmania son

los causantes de la enfermedad conocida
como Leishmaniasis. Esta enfermedad es
endémica en 98 paises. Veinte especies de
Leishmania sp han sido descritas como
patogenos en humanos y varias de ellas
presentan manifestaciones clinicas diferentes.
No se dispone de vacuna, a pesar del
considerable esfuerzo de muchos grupos de
investigacion. Las alternativas para descubrir
nuevos medicamentos estan basadas en el
diseno de compuestos que interaccionen

con blancos especificos, principalmente,
proteinas encargadas de procesos metabdlicos
o celulares del patogeno, e.g. la parasitacién
de las células del huésped vertebrado. La
eficiente parasitacion del huésped vertebrado
por Leishmania depende de la expresion de
diferentes proteinas, incluyendo la proteina
Lack. Parasitos deficientes de Lack no
sobreviven internalizados en las células de
los vertebrados. Este articulo presenta las
condiciones de renaturalizacion, purificaciéon
y cristalizacion de la proteina Lack del
patogeno humano Leishmania (Viannia)
panamensis. Ademas, los resultados de
modelacion estructural de esta proteina
muestran una conformacion proteica similar
a un ventilador organizado en 7 aspas, cada
una compuesta de 4 hojas B. La estructura de
la proteina Lack resultd similar a la proteina
asociada a ribosoma RACKI1 de Trypanosoma
brucei y Saccharomyces cerevisiae, y a la

de otros eucariotas. Las caracteristicas
estructurales de la proteina Lack podrian

ser usadas para la exploracion de nuevos

Leishamnia parasites are the causative agents
of the leishmaniasis disease. Due to its

broad distribution, parasites are endemic in
approximately 98 countries. Twenty species
of Leishmania sp has been described as
human pathogens and several of them present
different clinical manifestations. This feature
poses a significant challenge to the general
goals of parasite control and erradication.
There is no a protective vaccine for humans,
despite substantial efforts by many research
teams. Alternatives to discover new drugs

are based on the design of new compounds
that bind selected targets. Mainly, the targets
are proteins involved in key metabolic or
cellular processes of the pathogen, e.g.
parasitization of vertebrate host cells. The
efficient parasitization of the vertebrate host
by Leishmania parasites depends on the
expression of different molecules including
Lack protein. The knockout parasites fail to
survive inside the vertebrate host cells. In this
article we highlight the conditions to perform
the refold, purification, and crystallizing of
the Lack protein of the human pathogen
Leishmania (Viannia) panamensis. Moreover,
we present structure modelling analysis
which shows a protein conformation like a
fan organized in 7 blades, each one composed
of 4 3 sheets. Furthermore, the structure

of Lack protein was found to be similar to
RACK1-ribosome associated protein from
Trypanosoma brucei and Saccharomyces
cerevisiae and other eukaryotes. The
structural characteristics of Lack protein
could be used for exploration of new drugs.

os parasitas do género Leishmania sdo os
agentes causadores da doenga conhecida
como Leishmaniasis. Esta doenca é endémica
em 98 paises. Vinte espécies de Leishmania
sp tém sido descritas como patdgenos

em humanos e vérias delas apresentam
manifestagdes clinicas diferentes. Nao se
dispde de vacina, apesar do consideravel
esfor¢o de muitos grupos de pesquisa.

As alternativas para descobrir novos
medicamentos estdo baseadas no desenho
de compostos que interajam com alvos
especificos, principalmente, proteinas
encarregadas de processos metabolicos ou
celulares do patdgeno, e.g. a parasitagdo
das células do hospede vertebrado. A
eficiente infestagdo do hospede vertebrado
por Leishmania depende da expressdo de
diferentes proteinas, incluindo a proteina
Lack. Parasitas deficientes de Lack nao
sobrevivem internalizados nas células

dos vertebrados. Este artigo apresenta as
condigdes de regeneracio, purificagio e
cristalizagdo da proteina Lack do patogénico
humano Leishmania (Viannia) panamensis.
Além disso, resultados de modelagio
estrutural desta proteina mostram uma
conformacao protéica similar a um ventilador,
organizado em 7 pds, cada uma composta
de 4 folhas . A estrutura da proteina Lack
resultou similar a proteina associada ao
ribossomo RACK1 de Trypanosoma brucei
y Saccharomyces cerevisiae, e a de outros
eucariotas. As caracteristicas estruturais da
proteina Lack poderiam ser usadas para a
pesquisa de novos farmacos.
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INTRODUCCION

La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria endémica en aproxima-
damente 98 paises (1). El parésito que causa la enfermedad es un proto-
zoario flagelado que puede infectar una variedad de mamiferos y que es
transmitido al humano a través de la picadura de un insecto vector (2).
Los humanos infectados con el parasito de Leishmania padecen de dife-
rentes manifestaciones clinicas que van desde ulceras localizadas hasta
infecciones viscerales (3). Kelly y colaboradores (4) investigaron el ciclo
de vida de Leishmania y la forma en la que este mantiene su viabilidad
mientras se encuentra dentro de células del sistema inmune humano,
como los macréfagos. Sus resultados mostraron que uno de los factores
que modulaba la viabilidad intracelular del parésito era la expresion del
gen homologo del receptor de la quinasa C activada (Lack) de Leishma-
nia. Los resultados con parasitos que carecian de la expresion de Lack
(Lack null Leishmania) demostraron que estos fueron incapaces de es-
tablecer una infeccién intracelular, o mantenerse intracelularmente des-
pués de la inoculacion en ratones inmunodeficientes. Ademas, pardsitos
con expresion de solo una copia del gen Lack mostraron una replicacion
atenuada en macréfagos. En otro estudio, se encontré que el gen Lack
de Leishmania codifica para una proteina que se une con el plasminé-
geno del huésped para facilitar la invasion del parasito a los macréfagos
humanos (5). Los resultados encontrados por Kelly, Gomez-Arreaza y
sus respectivos colaboradores (4, 5) sugieren que el disefio de sustancias
capaces de disminuir o inhibir la actividad de Lack, puede ser eficaz en el
tratamiento de la Leishmaniasis. Descifrar los aspectos estructurales de
la proteina Lack permitiria comprender la relacion estructura actividad
de la proteina y su funcién molecular en el parasito. La prediccion de
estructuras por medio de programas computacionales se ha convertido
en una excelente aproximacion para el campo de la biologia estructural
(6, 7) cuando no se dispone de estructuras obtenidas por cristalogra-
fia o por resonancia magnética nuclear (RMN). La prediccién permite
entender los procesos bioquimicos de las moléculas bioldgicas llevando
los analisis computacionales a nivel del tubo de ensayo. En la actuali-
dad, diferentes programas de computacién pueden predecir la estruc-
tura tridimensional (3-D) de cualquier proteina (6, 8, 9). Este articulo
muestra por primera vez las condiciones de cristalizacion de la proteina
Lack como paso previo a la determinacion experimental de su estruc-
tura por cristalografia. Ademds, se reporta la prediccion de un modelo
estructural de Lack que permite definir los segmentos que adoptan una
estructura local regular como la hoja plegada-f§ de sus 312 aminoacidos.

Materiales y métodos
Clonacion de la secuencia de Lack

La secuencia que codifica para la proteina Lack fue amplificada del DNA
gendmico de L. (V.) panamensis cepa UA946 (Universidad de Antio-
quia). La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se realizé en 25 pl
de volumen final que contenian: dNTPs 0,2 mM, 1X tampoén para Taq-
polimerasa (Tampon: 10X: Tris-HCI 100 mM pH 8,8, KC1 500 mM y 0,8
Nonidet P40), 0,5 U de la enzima Taq-polimerasa, 0,25 uM del ceba-
dor adelantado (sitio de restriccion Ndel subrayado, CCCCATATGAT-
GAACTACGAGGGTCACCTGAAG), 0,25 pM del cebador atrasado
(sitio de restriccion HindIII subrayado, CCAAGCTTCTCGGCGTCC-
GAGATGGA), MgCl, 1,2 mM y 5 ng de ADN. La amplificacién cont6
con un ciclo de desnaturalizacion inicial del ADN de 1:20 min, 40 ciclos
de amplificacion (desnaturalizacidn 30 s, apareamiento de cebadores 30
sy extension del cebadores 1:30 min), y 1 ciclo final de terminacién de 20
min. Los productos de la PCR fueron purificados, digeridos y clonados
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en el vector de expresion pET28a (Invitrogen) en los sitios de restriccion
Ndel y HindIII (pET28a-Lack). Este constructo que codifica para los re-
siduos Met1 hasta Glu312 de la proteina Lack fue obtenido en el Centro
Nacional de Secuenciaciéon Gendmica por el Dr. Juan Fdo Alzate (CNSG,
Universidad de Antioquia). El producto final contiene dos secuencias
His-Tag a cada extremo de la proteina. Ademds, un sitio para corte con
trombina y un T7-Tag, ambos localizados en el amino terminal. Estas
secuencias pertenecientes al vector pET-28a incrementan el nimero de
residuos de 312 a 346, lo que representa un peso molecular estimado de
38,1 kDa. La secuencia de Lack fue verificada por secuenciamiento capi-
lar segin el método de Sanger por la compaiia Macrogen (Setl, Korea).

Preparacion de Lack de L. (V.) panamensis

Células de E. coli BL21 (DE3) fueron transformadas con el vector pE-
T28a-Lack por choque térmico. El cultivo preparativo en medio Luria
Bertani (LB) suplementado con kanamicina (50 pg/ml) fue preparado
a 37 °C con agitacién a 150 rpm hasta que alcanzé una densidad 6p-
tica (OD,) de 0,5 a 600 nm. La expresion de la proteina por parte de
las células transformadas con el vector de expresion pET28a-Lack fue
inducida con IPTG a una concentracion final de 1 mM. Luego de la in-
duccion, las células fueron dejadas por 4 h més a las mismas condiciones
de temperatura y agitacion. Finalmente, las células fueron concentradas
por centrifugacién a 5000 EC.R. (fuerza centrifuga relativa) por 15 min
a 4 °C. Las células fueron resuspendidas en 10 volimenes de tampon
de lisis TBSE (Tris-HCI 10 mM pH 8,0, EDTA 1,0 mM, NaCl 150 mM,
y B-ME (B-mercaptoetanol) al 1 % v/v. Se agregaron a la suspensién 50
uL de un coctel de inhibidores de proteasas (Calbiochem) para prevenir
la degradacién proteolitica de Lack. Las células fueron lisadas por ultra-
sonido con una frecuencia de 20 kHz, una amplitud de 40 % y con una
punta de titanio de 6 mm de didmetro (Sonics, VCX 750), durante 5 min
en bafio de hielo. La mezcla fue centrifugada a 8500 E.C.R. por 30 min
a 4 °C para separar la fraccion soluble (sobrenadante) de la insoluble
(Cuerpos de Inclusion, CI). Los CI fueron lavados dos veces con tampon
TBSE. La proteina acumulada en los CI fue solubilizada con 5 volumenes
de tampoén de solubilizacién (Tris 10 mM pH 8,0, EDTA 1 mM y GuHCl
8 M (Cloruro de Guanidinio)). Luego, fue incubada por 12 h a tempe-
ratura ambiente. Posteriormente, la suspension fue centrifugada a 9500
EC.R. por 30 min a 4 °C. La concentracidén de proteina se determind por
OD,,, utilizando el coeficiente de extincion (2,12 mg/ml). La proteina se
concentrd a 20 mg/ml en una celda con agitacion (Millipore) utilizando
membranas YM3 con un tamano de poro de 3000 Da (MWCO 3000).

Purificacion y renaturalizacion de la proteina Lack

La proteina Lack extraida de los CI y concentrada a 20 mg/ml en pre-
sencia de GuHCI 8 M se cargd en una columna de Ni (Profinity, BioRad)
preequilibrada con GuHCI 6 M e imidazol 10 mM. La proteina unida
a la columna se eluy6 con el tampén de GuHCI 6 M y de imidazol 250
mM. Se tomaron fracciones de 2 ml, las cuales fueron analizadas por
SDS-PAGE tefiido con azul de coomassie. Las fracciones que se visua-
lizaron con una mayor cantidad de proteina en el SDS-PAGE se mez-
claron, se concentraron nuevamente hasta alcanzar una concentracion
de 20 mg/ml, y fueron almacenadas a -20 °C hasta ser utilizadas para la
renaturalizacidn (conformacion funcional). Para la renaturalizacion, la
proteina Lack se diluyé a 100 pg/ml en tampén a pH 8,0 (Tris-HCI 50
mM, NaCl 100 mM, glicerol 100 mM, urea 2,0 M, L-arginina 1 M, triton
X-100 1 %, B-ciclodextrina 4,5 mM, GSH 0,1 mM (glutatién reducido)
y GSSH 0,01 mM (glutation oxidado). La solucion fue colocada en una
membrana SpectraPor 3 de 3500 Da por 12 h a 4 °C. La proteina empa-
cada se dializ6 en 10 veces el volumen de renaturalizacién del tampo6n
(Tris-HCl 50 mM pH 8,0, NaCl 100 mM, glicerol 100 mM, urea 1,0 M,
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L-arginina 1 M, triton X-100 1 %, B-ciclodextrina 4,5 mM, GSH 0,1 mM
y GSSH 0,01 mM). Luego, la concentracién de urea se redujo intercam-
biando cada 24 h el 50 % del tamp6n de didlisis con una solucién de Tris
50 mM, pH 8,0. Después de 4 dias de didlisis, la solucion de proteina se
concentrd en un Amicon con celda de agitacion. La proteina concentra-
da fue cargada en una columna de Ni pre-equilibrada con Tris-HCI 50
mM, NaCl 100 mM, B-ciclodextrina 4,5 mM y L-arginina 1 M a pH 8,0.
La proteina Lack unida a la columna se purificé agregando al tampén
imidazol 250 mM. Se colectaron fracciones de 1 ml, las fracciones se
resuspendieron en tampon sin agente reductor (p-ME) y se analizaron
por SDS-PAGE. Las fracciones que mostraron solo una banda corres-
pondiente a la proteina Lack fueron mezcladas y concentradas por ul-
trafiltracion hasta 1,5 mg/ml.

Andlisis de pureza de la proteina Lack

El analisis de pureza de la proteina Lack se realizé en un sistema de
electroforesis capilar (Bioanalyzer 2100, Agilent; Santa Clara, USA). La
proteina Lack se diluyd a una concentraciéon de 0,125 pg/ml (solucién
madre). Luego, 5 UL de la solucién madre se mezclaron con el estuche de
Agilent siguiendo las instrucciones de la casa matriz (Agilent High Sen-
sitivity Protein 250 Kit, Cat 5067-1575). Después, la mezcla fue separada
en el Bioanalyzer 2100. Los resultados fueron analizados con el software
Expert package (2100 Expert package, version B.02.07.51532).

(ristalizacion de la proteina Lack

La proteina Lack fue cristalizada por el método de difusion de vapor por
gota colgante empleando platos de 24 pozos (Linbro plates 24 wells), de
acuerdo a un reporte previo (10). Ademds, se utiliz4 el estuche de crista-
lizacion HR2-110 que comprende 50 soluciones de cristalizacion nume-
radas del 1al 50 (Hampton Research Screen HR2-110). Cada reaccién de
cristalizacion se prepar6é mezclando 2 pl de proteina (1,5 mg/ml) y 1 pl
de cada solucion tampén de cristalizacion del estuche de cristalizacion.
La gota de cristalizacién fue colocada sobre 500 pl de solucién madre, la
mezcla resultante se dejoé a temperatura ambiente por 72 h. Después de
este tiempo se utilizé un microscopio 6ptico (Carl Zeiss Jena; NY, USA)
para registrar el crecimiento de los cristales. Ademas, se empled un mi-
croscopio Nikon con lente de luz polarizada.

Prediccion de la estructura tridimensional (3D) de Lack

La prediccion de la estructura 3D de la proteina Lack se realizé utili-
zando el programa [-TASSER (University of Michigan, USA). El mode-
lo generado incluye los datos en formato PDB (Protein Data Bank). La
secuencia de Lack fue extraida de nuestros resultados de secuenciacion
del cDNA clonado vy este resultado se comparé con el archivo reporta-
do en la base de datos GenBank (AF125254.1). La estructura generada
por el programa I-TASSER involucré cuatro caracteristicas principales:
identificacion del molde, ensamblaje de fragmentos estructurales, refi-
namiento atémico a nivel estructural e interpretacion funcional basada
en la estructura (6, 7, 9). El modelo obtenido de la estructura 3D de
Lack fue optimizado con el programa ModRefiner (University of Michi-
gan, USA) para obtener una mejor estructura tanto local como global y
para minimizar las superposiciones atomicas. Por otro lado, se realizd
en paralelo la prediccion de estructura de Lack por el programa SAM-
T08 (https://compbio.soe.ucsc.edu/SAM_T08) y se generd el archivo
PDB correspondiente. Para cuantificar las diferencias entre las estruc-
turas generadas por ModRefiner y SAM-T08 se calculd la desviacién
de la media cuadratica (RMSD) de los dos archivos PDB por medio del
programa PyMOL (Schr6dinger, San Diego, California, USA). La va-
lidacién geométrica de la estructura de Lack se hizo con el programa
RAMPAGE, determinando los valores de los angulos phi (¢) y psi (y)
(University of Cambridge, UK).

Resultados

Expresion y purificacion de Lack en condiciones desnaturalizantes

La secuencia codificante del gen de la proteina Lack de L. (V) pana-
mensis fue amplificada por PCR y posteriormente clonada en el vec-
tor de expresién procariota pET28a. Este constructo fue confirmado
mediante secuenciamiento capilar de ambas cadenas por el método de
Sanger (resultados no mostrados). La expresién de Lack fue inducida
en la fase exponencial del cultivo (DO, _0,5) y la proteina se acumulo
abundantemente en la fraccién insoluble, que contenia los CI de la bac-
teria (Figura 1A, carril 3). La proteina Lack fue visualizada mediante
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Figura 1. Expresion, purificacion y andlisis de pureza de la proteina recombinante Lack. Se presenta el marcador de tamafio en kDa en ambos geles, carril MP. A: carril 1; células sin IPTG, carril
2; células con IPTG, carril 3; fraccién de cuerpos de inclusién. B: carril 4; Lack purificada con Niy 6 M GuHCI, carril 5; proteina renaturalizada y purificada por Ni (Ias flechas indican la
proteina Lack) C: Electroforesis capilar de la proteina Lack. El eje X del electroferograma corresponde a kDa.
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electroforesis SDS-PAGE como una banda de aproximadamente 38 kDa.
La extraccion de la proteina de los CI se realizé por solubilizacion con
cloruro de guanidinio (GuHCI). Después de eliminar la mayoria de res-
tos celulares por medio de centrifugacion, el sobrenadante fue aclarado
por filtracién. Gran parte de las proteinas contaminantes fueron remo-
vidas por cromatografia de afinidad (Ni-Profinity) usando condiciones
desnaturalizantes (GuHCI 6 M) (Figura 1B, carril 4).

Renaturalizacion y purificacion de Lack en su forma nativa

La proteina desnaturalizada que eluy6 de la columna de Ni con GuHCI
fue plegada a su forma nativa cambiando el agente caotrépico fuerte
(GuHCI) por uno mas débil (urea), el cual fue diluido secuencialmente
mediante un proceso de didlisis que disminuia en un 50 % la concen-
tracion de urea cada 24 h. La suplementacion del tampén de didlisis con
diferentes aditivos evité que la proteina Lack precipitara. Por ejemplo,
con el detergente (Triton X-100), con sales como el cloruro de pota-
sio (KCI) y manteniendo la urea a una concentracién minima de 0,5
M se pudo tener la proteina en solucién. Obtener la proteina Lack en
un tampoén con concentraciones mas bajas de urea requirié del uso de
B-ciclodextrina y L-arginina; con estos dos nuevos aditivos y con una
concentracion final de urea de 0,125 M la proteina se mantuvo soluble
durante todo el proceso de dialisis. La proteina Lack fue finalmente pu-
rificada en una columna de Ni. El andlisis de la proteina plegada por
SDS-PAGE en condiciones no reductoras (tampoén sin p-ME) mostrd
un patrén de migraciéon mas rapido que la proteina desnaturalizada
(Figura 1B, carril 5).

Analisis de pureza de la proteina Lack

La cuantificacion de la pureza de la proteina Lack se realizé por medio
de electroforesis capilar (Bioanalyzer 2100, Agilent). Los electroferogra-
mas obtenidos (Figura 1C) muestran un primer pico correspondiente
al marcador interno del kit de Agilent a 5 kDa (marker). Dos picos mas
son observados, uno mayoritario de 34,1 kDa (97%) y que corresponde
a la proteina Lack monomérica; y otro de una masa molecular de 67,3
kDa que representa del 2-3 % de la proteina total, y que corresponde a
la proteina Lack agregada.

(ristalizacion de la proteina Lack

La proteina Lack con una pureza aproximada del 97 %, como se eviden-
cia por electroforesis capilar, se concentré hasta una concentracion de
1,5 mg/mlusando una celda con agitacién (Millipore) y membranas de
3000 MWCT. Luego, se cristalizo por el método de la gota colgante a
temperatura ambiente. El crecimiento de los cristales se encontré a las 72
h (Figura 2). Los cristales crecieron individuales en la gota, y presentaron
tamafios geométricos de 200 x 200 x 50 um. Las condiciones de cristali-
zacion del tampén # 35 del kit de cristalizacion presentaron los mejores
resultados (Hepes sodio 0,1 M y fosfato de amonio monobasico 0,8 M,
pH 7,5) (Figura 2). La evaluacion de birefringencia con luz polarizada
demostrd que los cristales desviaban o desdoblaban la luz polarizada, lo
que demuestra que la proteina cristalizo de una forma ordenada.

Prediccion de la estructura tridimensional de Lack

Los avances en programas computacionales, aunado con el aumento
de las estructuras reportadas en la bases de datos del PDB (www.rcsb.
org) hacen posible predecir modelos cada vez mas confiables de la es-
tructura tridimensional de una proteina partiendo solo de su estructura
primaria. Considerando que la estructura de la proteina Lack de L. (V)
panamensis es desconocida se generé un modelo utilizando el software
I-TASSER. El modelo 3D obtenido resulté ser satisfactorio (C-score
1,55), y la topologia de la proteina result6é correcta (TM-score 0,93 +
0,06), por lo que la estructura de la proteina Lack puede considerarse,
con un alto nivel de confianza, como un polipéptido conformado por
17 hojas-} organizadas de forma circular. El modelo 3D de la estructura
presenta un didmetro promedio de 43 A y una altura de 35 A. La forma
circular observada en Lack, hace que se forme una abertura de 11 A en
el centro de la molécula, lo que supone el transporte de moléculas o
la posibilidad de interaccién con posibles ligandos (Figura 3). La pro-
teina presenta 68 residuos estructurados en una region flexible de lazo
(loop), que se extiende desde el residuo 1-68 en la parte amino termi-
nal. La region entre los residuos 69-190 estd compuesta por 12 hojas-§
antiparalelas conectadas por lazos. Los residuos 191-256 se organizan
en la segunda extencion flexible (lazo) de la proteina (Figura 3A, parte
superior). Dos nuevas hojas-p conectadas por lazos se encuentran entre

Figura 2. (ristalizacion de la proteina recombinante Lack. Cristales individuales crecieron en solucion madre HEPES 0,1 M pH 7,5, fosfato de amonio monobasico 0,8 M. Magnificacion 10X

(izquierda) y 40X (derecha).
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Figura 3. Modelo estructural de la proteina Lack. La estructura de la proteina Lack se modeld con el programa I-TASSER (parte superior). El modelo generado por I-TASSER fue refinado con

el programa ModRefiner (parte inferior).

los residuos 257-270. Los ultimos 36 residuos de la parte carboxi termi-
nal forman 3 hojas-P antiparalelas. La estructura de Lack presenta una
estructura asimétrica, en la cual se distingue una parte con 12 hojas-f3
antiparalelas (mitad izquierda), mientras la otra parte consta de regiones
desorganizadas con solo 5 hojas-[3 antiparalelas (mitad derecha) (Figura
3, parte superior). La estructura fue optimizada utilizando el programa
ModRefiner que reduce las difierencias estructurales entre nuestro mo-
delo con la(s) estructura(s) de alta resolucion depositada(s) en el portal
de estructuras biologicas macromoleculares (PDB). El refinamiento de
la estructura inicial de Lack aumentd el niimero de hojas-f antiparalelas
de 17 a 28 (Figura 3B, parte inferior). La primera region flexible que se
extendia desde el NH, terminal hasta Val 68 se pleg6 en 5 nuevas hojas-
B. De la misma forma, la segunda region flexible que comprendia desde
la Lys 191 hasta la Lys 256 se plegd en 6 nuevas hojas-f. La estructura
final de Lack se asemeja a una turbina con 7 aspas y cada aspa esta for-
mada por 4 hojas-} antiparalelas (Figura 3B, parte inferior).

La determinacion de los valores de ¢ y y con el programa RAM-
PAGE dio como resultado la distribucién de los residuos de la proteina
Lack en el grifico de Ramachandran. La estructura presenta 295 resi-
duos (95,2%) en la regiéon mas favorecida, 13 residuos (4,2%) en regio-
nes permitidas y 2 residuos (0,6%) en regiones atipicas (resultados no
mostrados). Por otro lado, la determinacion de la estructura de Lack
con el programa SAM-T08 mostrd la misma organizacion estructural
global que la obtenida por I-TASSER (resultados no mostrados). Las dos
estructuras (archivos PDB) se solaparon casi perfectamente con el pro-
grama PyMol (Figura 4), con una RMSD de 1,12 A. Algunos residuos
muestran diferencias menores en el solapamiento que probablemente
tienen efectos menores en la estructura (Figura 4).

Figura 4. Comparacién de los modelos generados por I-TASSER/ModRefiner y SAM-T08.
I-TASSER (magenta) y SAM-T08 (Azul).
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Discusion de resultados

Muchas de las proteinas heteordlogas expresadas en E. coli son acumu-
ladas en los cuerpos de inclusion, por lo que su recuperacion precisa
de un paso de renaturalizacion. Este proceso requiere del uso de adi-
tivos como detergentes, sales, alcoholes, etc., en las soluciones tampén
de plegamiento. No obstante, en nuestro caso, el detergente no iénico
Triton X-100 no produjo un aumento de la solubilidad de Lack. Ademis,
aumentar las interacciones electrostaticas con bajas concentraciones de
sales (e.g., KCI) no fue suficiente para mantener la proteina soluble, por
lo que mds del 95 % de la misma precipité en la membrana de dialisis.
Posiblemente la causa de la agregacién de los mondmeros durante la
renaturalizacion fue por la oxidacion de las cisteinas para formar cistina
(11). La agregacion y precipitacion de Lack fue disminuida eficiente-
mente adicionando al tamp6n de renaturalizacién L-arginina y B-ciclo
dextrina. Aunque el papel de la L-arginina no es totalmente conocido,
se presume que este amino acido rodea las regiones hidrofébicas par-
cialmente plegadas, y asi disminuye la probabilidad agregacion (12-14).
Por otro lado, se ha visto que la B-ciclo dextrina forma complejos con
el detergente removiéndolo del complejo proteina/detergente, y de esta
forma facilita la renaturalizacion de los polipéptidos (15). Nuestros re-
sultados muestran claramente que la adicién de L-arginina 1 M de y
de B-ciclo dextrina 4,5 mM favorecen el proceso de renaturalizacion de
Lack manteniendo la proteina soluble. El andlisis en SDS-PAGE mos-
tré que la proteina plegada tuvo un patrén electroforético mas rapido
que la proteina desnaturalizada, este cambio en el patrén de migracién
puede deberse a la presencia de p-ME en la proteina desnaturalizada. La
proteina Lack posee 8 cisteinas en su secuencia, estos 8 grupos sulfhi-
drilo estan distantes y no hay reportes de que formen enlaces disulfuro
entre ellos, sin embargo, los grupos tiol de las proteinas recombinantes
pueden formar aductos con agentes reductores como el p-ME y de esa
manera, pueden cambiar su peso molecular (16).

El pardmetro crucial para cristalizar una proteina es su pureza,
pues este proceso depende, primordialmente, de la homogeneidad de
la molécula (17, 18). Los cristales fueron obtenidos de una proteina al-
tamente homogénea (=97%) como lo demostraron los andlisis de elec-
troforesis capilar (Figura 1C). Aunque el tamano de la proteina Lack
obtenida vari6 un 10,5 % con respecto al valor esperado (de 38,1 kDa
a 34,1 kDa), esta variacion estd dentro de las especificaciones técnicas
del andlisis, en donde se reporta que el tamano del analito puede variar
hasta un 20 % en el equipo Bioanalyzer 2100 de Agilent (19). Ademds,
es probable que los agregados que se detectaron por electroforesis ca-
pilar y que no fueron visualizados por SDS-PAGE cuando se corrié la
proteina en condiciones no reductoras se deban a las diferencias de re-
solucion de ambas técnicas.

Tabla 1. Similaridad topoldgica global de Lack con proteinas ortélogas.

Los cristales formados por macromoléculas como las proteinas ex-
hiben propiedades dpticas diferentes a los reactivos de cristalizacion uti-
lizados, y es precisamente por esta razén que se requiere la evaluacion
con luz polarizada para seleccionar y diferenciar los cristales formados
por proteinas de aquellos formados por los reactivos de cristalizacion
(20). Las proteinas desnaturalizadas no forman cristales regulares debi-
do a que la gran diversidad de formas y plegamientos presentes en so-
lucién impiden el proceso de cristalizacion. Nosotros pudimos obtener
cristales de la proteina Lack los cuales mostraron fluorescencia cuando
fueron observados con luz polarizada (Figura 2). La disponibilidad de
estos cristales provee una base para el discernimiento estructural de la
proteina Lack por métodos de difraccion de rayos-X, y una mejor com-
prension de los mecanismos de parasitacion del huésped (4) y/o unién
a plasmindgeno (5).

Se realiz6 una primera aproximacion a la estructura de la protei-
na Lack de Leishmania por medio de la modelacién con el software
I-TASSER (6). El modelo refinado de I-TASSER se compar6 con el mo-
delo generado por el software SAM-T08 (datos no mostrados) (8) y el
resultado de RMSD fue de 1,12 A, lo que supone que los dos modelos
son similares (Figura 4). Ademds, en el modelo refinado los valores de
los angulos ¢ y W para el 95,2 % de los residuos estan en regiones per-
mitidas lo que valida la estructura modelada de la proteina Lack (21).
Por otro lado, los resultados de alineamiento estructural con el progra-
ma PyMol (22), el modelo refinado de Lack con ModRefiner (7) y las
estructuras de sus ortdlogos reportadas en PDB son altamente simila-
res (Tabla 1). Este modelo se convierte en una base importante para el
desarrollo de moléculas que inhiban la funcién de Lack, ya que esta
proteina estd implicada en la infectividad y supervivencia del parasito
(4). Estos mecanismos claves para el parasito se deben a que Lack inte-
racciona con quinasas, fosfatasas, canales iénicos y, especialmente, con
estructuras multiproteicas como el ribosoma (23-25). La estructura 3D
modelada de Lack revela una estructura reportada de union a ribosoma
en Trypanosoma brucei conocida como RACK1 (PDB: 3zey) (25). La
homologia de Lack con la estructura de Rackl muestra que aparente-
mente Lack podria jugar un papel importante regulando el comienzo
de la sintesis de proteinas por medio del reclutamiento de la proteina
quinasa C. Hasta ahora, los datos reportados demuestran que Lack y
sus ortologos son constituyentes de todos los ribosomas eucaridticos
(23-26), a excepcion del ribosoma de Trypanosoma cruzi (27), en donde
no se observo la presencia de la proteina Rackl en los ribosomas. De
acuerdo a estos resultados, el modelo de Lack de L. (V) panamensis su-
pone la conservacion de la funciéon molecular (actividad bioldgica) en
sintesis de proteinas en el parasito. Ademads, la proteina Lack participa
en la conversion del plasminégeno en plasmina; esta interaccion se ha
postulado como una estrategia de internalizacion del parasito ala célula
huésped (5).

Ortélogo PDB N"“;e;‘;:::z:ms RMSD (A)
Trypanosoma brucei 3ZEY 279 0,654
Homo sapiens 4A0OW 267 1,163
Saccharomyces cerevisiae 3FRX 271 1,258
Arabidopsis thaliana 3DMO 278 1,261

PDB: Banco de datos de Proteinas
RMSD: Desviacion de la Media Cuadratica



Conclusiones

Nuestros resultados abren una ventana hacia la determinacién por cris-
talografia de rayos-X de la proteina Lack. Estos hallazgos muestran la
forma de obtener una proteina Lack plegada al suplementar el tampén

de

renaturalizacién con aditivos como L-arginina y p-ciclodextrina. El

modelo estructural, demuestra que Lack es una proteina altamente con-
servada en los organismos eucaridticos.
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