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Abstract

Resumo

Resumen
Los sistemas de defensa anti-oxidante
utilizados por el pardsito intracelular

Leishmania braziliensis durante el proceso
de infeccién permiten eliminar especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno a expensas
de equivalentes reductores derivados de
la tripanotiona, evitando dafios celulares
del patégeno. Con el objetivo de identificar
potenciales blancos moleculares para el
desarrollo de farmacos contra este parasito, se
realizé la deteccion de la enzima triparedoxina
peroxidasa citoplasmatica de L. braziliensis
(LbTXNPxII), la cual es esencial para disminuir
concentraciones tdxicas de perdxido de
hidrégeno en el contexto de infeccién. Para
esto se generaron anticuerpos policlonales
en modelo aviar, partiendo de la clonacién,
expresion 'y purificacion de la proteina
recombinante 6xHis-SUMO-LbTXNPxII
(37kDa) en el sistema heterdlogo Escherichia
coli. La proteina purificada se utiliz6 como
antigeno para la producciéon de anticuerpos
IgY, cuya implementacién en estudios in
situ permitié detectar y localizar la enzima
LBTXNPxIl enddgena (22kDa) en el citoplasma
de promastigotes fijados y verificar su
interaccién molecular con la nicotinamida/
nicotinato mononucledtido adenilil
transferasa, enzima involucrada en la sintesis
del NAD. De este modo, se reporta el desarrollo
de una herramienta bioquimica para la
identificacién y estudio de la enzima LbTXNPxII
y su participacién en vias del metabolismo
energético y de defensa anti-oxidante.

The antioxidant defense systems used by the
intracellular parasite Leishmania braziliensis
during the infection process make it possible to
eliminate reactive oxygen and nitrogen species
at the expense of reducing equivalents derived
from trypanothione, avoiding cellular damage
of the pathogen. In order to identify potential
molecular targets for the development of
drugs against this parasite, the cytoplasmic
tryparedoxin peroxidase of L. braziliensis
(LbTXNPxII), which is essential to reduce toxic
concentrations of hydrogen peroxide in the
context of infection, was carried out. In this
regard, polyclonal antibodies were generated
in an avian model, starting from the cloning,
expression,and purification of the recombinant
protein  6xHis-SUMO-LbTXNPxIl  (37kDa)
in the heterologous system of Escherichia
coli. The purified protein was used as an
antigen for the production of IgY antibodies,
whose implementation in in situ experiments
allowed the detection and localization of the
endogenous LbTXNPxII enzyme (22kDa) in
the cytoplasm of fixed promastigotes, as well
as the verification of its molecular interaction
with nicotinamide/nicotinate mononucleotide
adenylyltransferase, an enzyme involved in
the synthesis of NAD. Thus, the development
of a biochemical tool for the identification
and study of the LbTXNPxIl enzyme and
its participation in energy metabolism and
antioxidant defense pathways is reported.

Os sistemas de defesa antioxidante utilizados
pelo parasita intracelular Leishmania braziliensis
durante o processo de infeccdo, permitem a
eliminacdo de espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio em detrimento de equivalentes
redutores derivados de tripanotiona, evitando
o dano celular do patégeno.  Com o objetivo
de identificar potenciais alvos moleculares
para o desenvolvimento de drogas contra

esse parasita, foi detectada a enzima
citoplasmdtica  triparedoxina  peroxidase
de L. braziliensis (LbTXNPxIl), essencial

para reduzir as concentragbes tdxicas de
peréxido de hidrogénio no contexto de
infeccdo. Para isso, anticorpos policlonais
foram gerados em modelo aviario, a partir da
clonagem, expressao e purificagdo da proteina
recombinante 6xHis-SUMO-LbTXNPxII
(37kDa) no sistema heterdlogo de Escherichia
coli. A proteina purificada foi utilizada como
antigeno para a producdo de anticorpos IgY,
cuja implementagdo em experimentos in situ
permitiu a deteccdo e localizacdo da enzima
LbTXNPxII endégena (22kDa) no citoplasma
de promastigotas fixos e verificar sua interagao
molecular com  nicotinamida/nicotinato
mononucleotideo adenililtransferase, enzima
envolvida na sintese de NAD. Assim, é relatado
o desenvolvimento de uma ferramenta
bioquimica para a identificacdo e estudo
da enzima LbTXNPxIl e sua participagdo no
metabolismo energético e nas vias de defesa
antioxidante.
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Introduccion

Los organismos tripanosomatidos del género Leishmania corresponden al
agente causal de la Leishmaniasis, enfermedad parasitaria de granincidenciaa
nivel mundial. Colombia, debido a sus caracteristicas biogeograficas, resulta
fuertemente afectado por estos parasitos intracelulares, encontrandose 9 de
las 21 especies asociadas a la enfermedad [1]. Existen tres formas clinicas
principales de esta parasitemia segun la especie del parasito involucrado,
factores genéticos y la respuesta inmune del hospedero [2]. Dentro de
estas formas se destacan lesiones cutaneas que afectan la piel de manera
local o difusa provocadas principalmente por L. mayor, L. mexicana,
L. amazonensis y L. braziliensis; lesiones desfigurantes o mucocutaneas
causadas por L. braziliensis y L. panamensis; o viscerales, afectando el
higado, bazo y/o medula 6sea producidas por L. donovani y L. infantum
(31, [4].

Estos microorganismos se caracterizan por presentar un ciclo de vida
complejo denominado digénico en el cual alterna entre un hospedero
invertebrado, con funcién de vector, y uno vertebrado como residente
final. El ciclo comienza cuando el insecto diptero hematofago transmite la
forma promastigote al hospedero vertebrado durante la picadura, ingiriendo
sangre e inyectando el parasito. Al ingresar al torrente sanguineo, los
protozoarios en estado promastigote son engullidos por macréfagos y
células dendriticas del sistema inmune, donde se transforman en amastigotes
y se multiplican por fisiéon binaria (reproduccion asexual) dentro del
compartimento fagolisosdmico hasta la ruptura de las células, aumentando
asi la propagacion e infeccion [5]. Dentro del vector los amastigotes migran
al intestino medio donde se promueve su diferenciacion en promastigotes
que se ubican finalmente en las glandulas salivales del insecto para ser
transmitidos nuevamente [3].

Numerosos acercamientos terapéuticos a esta enfermedad se han
desarrollado en todo el mundo; sin embargo, hasta el momento ninguno
ha exhibido alta eficiencia, por el contrario, se resalta la presencia de
numerosos efectos secundarios tales como mialgia, artralgia, cefalea, fiebre,
convulsiones, anorexia, nauseas, nefrotoxicidad y ototoxicidad, entre
muchas otras [6]. Adicionalmente, en ocasiones se combinan medicamentos
para combatir esta enfermedad, resultando en costos excesivos y aparicion
de cepas resistentes [4], [7].

Durante la etapa de infeccion, cuando el promastigote es fagocitado
por los macrofagos, la célula hospedera genera especies reactivas de
oxigeno (ROS) y/o nitrogeno (RNI) con el fin de establecer condiciones
desfavorables para el desarrollo de la infeccion, estos compuestos resultan
toxicos para los pardasitos, cuya capacidad para combatirlos determina el
éxito y la persistencia de la enfermedad [8], [9]. Para evitar el dafio celular
provocado por estas moléculas, los tripanosomatidos poseen peroxidasas
con un caracteristico puente disulfuro; estas enzimas usan equivalentes
reductores derivados de la tripanotiona, una forma inusual de glutation
que se encuentra exclusivamente en estos protozoos [10]. En la cascada
TR-TXN-TXNPx la transferencia de electrones ocurre entre la tripanotiona
reductasa (TR), una flavoproteina perteneciente a la familia de las
oxidorreductasas dependientes de NADPH y la triparedoxina (TXN) para
la reduccion del peréxido de hidrégeno (H,0,) y peroxinitrito (ONOO") por
la triparedoxina peroxidasa (TXNPx), siendo la enzima terminal en este
sistema antioxidante [11], [13].

La triparedoxina peroxidasa (TXNPx) pertenece a la familia de las 2Cys
peroxiredoxinas que poseen dos cisteinas (Cys) distintivas en la posicion
52 y 173; estas enzimas exhiben caracteristicas conservadas en todos los
reinos con al menos 30% de identidad de secuencia y pueden agruparse
de acuerdo con su compartimentacion en el citosol o las mitocondrias [9],
[14]. La TXNPx es indispensable para la supervivencia del parasito puesto
que se encarga de la destoxificacion primaria de H,0,, una amplia gama
de hidroperdxidos organicos y, en algunos casos, ONOO", un componente
esencial del principal sistema de captacion enzimatica para ROS y RNI en
tripanosomatidos [15]. La accion combinada de la TXNPx con enzimas
antioxidantes es crucial para el mantenimiento de una baja concentracion de

H,0,, regulando el estrés oxidativo y nitrosativo a través del desplazamiento

de equivalentes reductores desde el NADPH hacia hidroperoxidos y
peroxinitritos [12].

La importancia bioquimica de la TXNPx ha impulsado diversos estudios
acerca de su inhibicién como estrategia contra la Leishmaniasis. Entre estos
estudios se incluyen aproximaciones in silico basados en la construccion de
modelos 3D de la enzima de L. braziliensis y su posterior acople molecular
con inhibidores de tipo flavonoide como quercitina y taxifolina, los cuales
afectan a nivel bioinformatico a la enzima [16]. En términos experimentales,
la estructura de la TXNPx de L. major se ha resuelto mediante cristalografia
de rayos X, permitiendo comprender las caracteristicas estructurales de la
enzima y los mecanismos moleculares de reduccion del H,O,. Inclusive,
estos estudios revelaron la existencia de epitopes antigénicos que permiten
proponer la potencial implementacion vacunal de la TXNPx [17].

Por otra parte, estudios genéticos han demostrado la importancia
del sistema TR-TXN-TXNPx para el desarrollo y virulencia de estos
parasitos [8], convirtiendo a las proteinas involucradas en posibles y
potenciales objetivos moleculares para el desarrollo de farmacos de control
parasitario. Por esta razon, el objetivo principal del presente trabajo se
enfocé en la deteccion de la enzima triparredoxina peroxidasa citosolica de
L. braziliensis (LbTXNPxII) y sus posibles interacciones moleculares con
rutas metabolicas de sintesis de NAD". Tal propdsito requirié la clonacion,
expresion y purificacion de la proteina recombinante 6xHis-SUMO-
LHTXNPxII para producir anticuerpos policlonales aviares usados en la
inmunodeteccion de la LBTXNPxIL

Materiales y métodos

Apartirdel ADN gendmicode L. braziliensis (M2904 MHOM/BR/75M2904)
previamente obtenido mediante el método de la proteinasa K y utilizando
oligonucleodtidos directo  (5’-TGTCCTGCGGTGACGCCAAAATG-3")
y reverso (5’-TTACTGCTTGCTGAAGTAGCCCTCAA-3’) (Integrated
DNA Technologies), se amplifico la secuencia que codifica la triparedoxina
peroxidasa (ID: 5414074) [18] empleando la enzima Taq polimerasa
(Thermus aquaticus) producida y purificada “in house” y el termociclador
Veriti 96-Well [19]. La region codificante amplificada se clond en el
vector de expresion bacteriano pET SUMO (Thermo Fisher) segun
especificaciones del manual [20]; los plasmidos extraidos mediante lisis
alcalina de clones positivos se evaluaron mediante PCR [21] y corte con
enzimas de restriccion BamHI y EcoRV (Fermentas) [22].

Células BL21 (DE3) (Invitrogen) se transformaron mediante choque
térmico con el plasmido recombinante pET SUMO-LHTXNPxII [23]. Se
permitio su crecimiento en medio Luria Broth (LB) (VWR Life Science)
suplementado con kanamicina 50 pg/mL (Merck) a 37 °C en agitacion
constante (140 rpm) hasta alcanzar O.D.600 nm de 0,6 en incubadora
con agitacion (LabTech); la expresion se indujo con isopropil B-D-1-
tiogalactopirandsido (IPTG) (Sigma-Aldrich) a concentracion final de 1,0
mM. Luego de 4 h el cultivo se centrifugé (Thermo Heracus Megafuge
16R) a 7000 rpm durante 10 min, el pellet se resuspendi6 en buffer de lisis
pET (fosfato de potasio 50 mM, NaCl 400 mM, KCI 100 mM, glicerol
10%, triton X-100 0,5% e imidazol 10 mM) [20], lisozima (Invitrogen) a
concentracion final de 1 pg/mL e inhibidor de proteasas (1:400) (Sigma
P8340), permitiendo interaccion de 1 h a 4 °C en agitacion. Finalmente,
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las células se sonicaron (3 min con amplitud 50% y pulsos de 15 s) (Sonics
VibraCell) y las fases se separaron por centrifugacion (12000 rpm, 20 min).

La expresion de la proteina recombinante se evalud mediante
electroforesis vertical en condiciones desnaturalizantes (SDS—PAGE)
utilizando el sistema MGV-402 (CBS Scientific). Se traté una alicuota de las
muestras (totales, solubles e insolubles) resuspendiéndolas con buffer carga
6X (tris HC1 0,5 M pH 6,8, glicerol 30%, SDS 10%, B-mercaptoetanol 33%
y azul de bromofenol 0,4 mg/mL) en relacion 1:5 y desnaturalizandolas
a 92 °C por 10 min. Se utilizaron geles de poliacrilamida discontinuos
de gel separador al 12% (acrilamida 30% Merck: 29 g acrilamida + 1 g
bisacrilamida [Promega]) y gel concentrador al 4% (acrilamida 30%: 29
g acrilamida + 1 g bisacrilamida). Las muestras se separaron a 100 V
constantemente, siendo visualizadas con azul de Coomassie G250: tifiendo
el gel por 45 min y luego decolorando en solucion de 4cido acético (99%) y
2-propanol (99%) en proporcion 1:1. Con el fin de realizar la identificacion
de la proteina expresada mediante Western blot, y aprovechando la etiqueta
6xHis provista por el vector, las muestras provenientes del cultivo celular
se separaron por SDS-PAGE y se electrotransfirieron hacia membrana
de nitrocelulosa (Thermo Scientific) en buffer de transferencia (tris base
25 mM, glicina 192 mM y metanol 10%, pH 8,3) a 200 mA durante 2 h en
el sistema EBX-700 (CBS Scientific) [24]. La membrana se bloqueé con
TBS-T leche 5% (tris-HC1 20 mM pH 7,5, NaCl 150 mM y Tween 20 0,1%)
durante 2 h. Seguidamente, se adiciond el anticuerpo primario a6xHis-
mouse (1:5000) (Abcam) preparado en TBS-T, permitiendo su interaccion
con la membrana por 2 h, luego se agrego el anticuerpo secundario amouse-
fosfatasa alcalina (1:10000) (Invitrogen) preparado en TBS-T durante 1 h'y,
finalmente, se reveld con 16,5 phL NBT (S380C Promega) y 16,5 pL NBCIP
(S381C Promega) en 5 mL de buffer sustrato fosfatasa alcalina (Tris-HCI
100 mM pH 9,0, NaCl 150 mM y MgCl, 1 mM), la reaccion se detuvo con
H,0. En cada paso la membrana se lavé 3 veces durante 10 min con TBS-T
[25]. Se utilizdo marcador de peso molecular (Thermo Scientific 26610) y
tanto geles como membranas se foto-documentaron con el sistema Gel Doc
XR (BioRad).

La proteina 6xHis-SUMO-LATXNPxII expresada posee una etiqueta
de histidinas (6xHis) en su extremo N-terminal que facilita su purificacion
mediante cromatografia de afinidad utilizando metales inmovilizados
(IMAC), los cuales son capaces de unirse especificamente a esta etiqueta
[26]. Se utilizé resina de niquel y acido nitrilotriacético (Ni-NTA) con
soporte de agarosa (Quiagen) de la cual se tomaron 100 pL por cada 1 mL
de fraccion soluble a purificar. La resina se equilibré con buffer de lisis pET
(fosfato de potasio 50 mM, NaCl 400 mM, KCI 100 mM, glicerol 10%,
Triton X-100 0,5% e imidazol 10 mM). Luego, se permitio la interaccion
de esta con la fraccion soluble durante 1 h a 4 °C en agitacion constante;
posteriormente, se cargd una columna de cromatografia recogiendo por
gravedad las diferentes fracciones. En primer lugar, se recogieron “las
proteinas no unidas”; seguido, se realizaron lavados con 6 volumenes
de buffer de lisis pET suplementado con imidazol (Sigma Aldrich) en
concentraciones crecientes (35, 75 y 150 mM). Finalmente, la proteina
recombinante unida a la resina se eluyé aumentando la concentracion de
imidazol a 300 mM [27]. Los eluidos recolectados se cuantificaron por el
método de Bradford (0,1 mg/mL Coomassie G-250 en acido ortofosforico
8,5%) con albumina de suero bovino (BSA) (Merck) como patrén; se
prepar6 una curva de calibracion con seis patrones en concentraciones de 0
a 1 mg/mL. De cada patron se tomaron 20 pL y se mezclaron con 980 puL
de reactivo de Bradford, las muestras se incubaron 5 min a temperatura
ambiente en oscuridad, luego se registraron medidas espectrofotométricas a
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595 nm (JenWay 7315) [28]; adicionalmente, el proceso y la pureza de las
muestras se corroboraron mediante SDS-PAGE 12% y Western blot.

Los cuerpos de inclusion, contenidos en la fraccion insoluble de la
lisis, se purificaron por SDS-PAGE preparativo al 12%. Inicialmente se
homogenizaron las fracciones insolubles con buffer de lavado 1 (tris-HCI
100 mM pH 7,0, EDTA 5 mM, DTT 5 mM, Urea 2 M y Triton X-100 al
2 %), luego se centrifugd (Jouan GR2022) a 12000 rpm durante 30 min,
repitiendo este proceso 3 veces. Nuevamente el pellet se homogenizo con
buffer de lavado 2 (tris-HCI 100 mM pH 7,0, EDTA 5 mM y DTT 5 mM)
y se centrifugo; finalmente se repitid el proceso con el buffer de extraccion
(tris-HC1 50 mM pH 7,0, EDTA 5 mM, DTT 5 mM y guanidina-HCI § M)
centrifugando esta vez a 14000 rpm durante 1 h. El sobrenadante se recupero
y dializ6 a 4 °C durante 16 h en buffer tris-HCI 50 mM y NaCl 150 mM,
empleando una membrana de 10 kDa (MWCO, Molecular Weight Cut-Off).
Mediante centrifugacion a 12000 rpm por 20 min se recupero la proteina
dializada, la cual se desnaturaliz6 (90 °C) y analiz6 en un gel preparativo
(SDS-PAGE 20x20 cm) utilizando marcador pretefiido (Opti-Protein
Marker, ABM) para realizar el corte de la banda desde el gel segtin el peso
molecular esperado para la proteina recombinante (37 kDa). La banda de
gel retirada se macerd y se sometid a elucion con agua MilliQ a 37 °C
en agitacion constante durante 12 h. La muestra se centrifug6 a 5000 rpm
por 10 min, recuperando el sobrenadante. Los eluidos recolectados se
cuantificaron por el método de Bradford y el proceso se monitorizé por
SDS-PAGE 12% y Western blot.

La proteina 6xHis-SUMO-LHATXNPxXII purificada se utilizd6 para la
inmunizacion de gallinas Hy-Line Brown de 35 semanas en el centro
de investigaciones avicolas de la Facultad de medicina veterinaria de la
Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota, bajo las condiciones de
mantenimiento estdndar para el trabajo animal. Monitorizando, de igual
manera, un individuo control que se inoculé con PBS 1X (buffer fosfato salino).
Las condiciones de inmunizacion utilizadas han sido reportadas en la literatura
y estandarizadas en el Laboratorio de Investigaciones Bésicas en Bioquimica
—LIBBIQ [29]. La primera inoculacion se realizd homogenizando con vortex
a velocidad 8 (Vortex Genie 2, VWR Scientific) la proteina antigeno (150 ug)
con adyuvante completo de Freund en relacion 1:1, esto por via intramuscular
(dia 0) y, luego, se realizaron tres posteriores refuerzos: el primero post-15 d
y los siguientes con intervalos de 8 d, inoculando el antigeno con adyuvante
incompleto (relacion 1:1) [30] (Tabla 1). En cada caso se inocularon 300 pL
de homogenizado. Igualmente, desde el dia cero se recolectaron los huevos
y muestras de sangre periférica para analizar sueros preinmunes e inmunes
posteriores a cada inoculacion [31].

Tabla 1. Esquema de inmunizacion de gallinas para la obtencion de anticuerpos
policlonales IgY contra la proteina LATXNPxII.

a6xHis-SUMO- Control
LbTXNPxIT
Dia o [ 15[ 2330 [ o[ 5] 23]30
Adyuvante de
B c |1 I 1| c |1 I I
Antigeno (ug) | 150 | 150 | 150 | 150 | - | - - -
PBS Ix (uL) - - - - | 150 | 150 | 150 | 150

*C: Completo / I: Incompleto.

Para obtener los anticuerpos policlonales del suero de cada muestra
se permitio la coagulacion de la sangre durante 30 min a 37 °C vy, luego,
mediante centrifugacion (Thermo Heraeus Megafuge 16R) (12000 rpm
durante 20 min a 4 °C) se separd el suero, almacenandolo con glicerol
(JT Baker) (20% v/v) a -80 °C (REVCO). Con el fin de determinar el nivel
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de reconocimiento de los anticuerpos presentes en los sueros se realizd
Western blot, teniendo en cuenta la concentraciéon de anticuerpo producido
(a6xHis-SUMO-LOTXNPxII) para realizar diluciones en TBST-T vy,
adicionalmente, la concentracion de antigeno (6xHis-SUMO-LATXNPxII)
a reconocer. Como anticuerpo secundario se utilizé achicken producido en
burro (Gallus Inmunitech inc.).

Con el fin de purificar los a6xHis-SUMO-LHTXNPxII-IgY presentes
en suero, se utilizo el método de afinidad a antigeno; para esto, la proteina
recombinante antigénica purificada (250 pg) se separé mediante SDS-
PAGE, transfiriéndola posteriormente a una membrana de PDVF (Millipore)
(200 mA por 2 h). La banda con la proteina de interés se visualizd con
rojo Ponceau S (Sigma Aldrich) y se cortd (37 kDa), realizando un pre-
eluido con glicina 100 mM pH 2,5 por 10 min en agitacién constante.
Seguidamente, la membrana se lavé con TBS-T 2% durante 10 min y se
bloqued con TBS-T 2% leche 5% por 1 h, retirando el exceso de leche
mediante 3 lavados de 10 min con TBS-T 2%. Posteriormente, la banda de
membrana se cortd en cuadros de 2x2 mm y se incub6 toda la noche (O/N)
en agitacion constante con 500 pL de sueros sanguineos. Los anticuerpos
no unidos o suero remanente se retiraron mediante pipeteo y se conservaron
a -20 °C en congelador convencional. Se realizaron lavados con TBS-T 2%
que se monitorizaron por espectrofotometria hasta alcanzar una absorbancia
a 280 nm menor a 0,1. Finalmente, para eluir los anticuerpos se adicionaron
150 L de glicina 100 mM pH 2,5 permitiendo interaccion con la membrana
durante 10 min aplicando vortex a velocidad 8 (Vortex Genie 2, VWR
Scientific); los eluidos se neutralizaron con 15 pL de tris HC1 2 M pH 8,5
y se almacenaron a -20 °C, siendo cuantificados espectrofotométricamente
(JenWay 7315) a 280 nm.

Por otro lado, con el fin de extraer los anticuerpos a6xHis-SUMO-
LbTXNPXII-IgY presentes en yema de huevo, se procedio a realizar la
precipitacion de estos con concentraciones crecientes de polietilenglicol
(PEG) 6000 (Sigma Aldrich) [32]. En primera instancia, las yemas se
separaron cuidadosamente y se solubilizaron en dos volumenes de buffer
PBS 1X pH 7,4, una alicuota de 1 mL de cada huevo se utilizé para una
evaluacion preliminar de todas las muestras. Se realizaron precipitaciones
consecutivas utilizando porcentajes crecientes de PEG6000 (3,5, 8,5
y 12%) con el fin de obtener las inmunoglobulinas enriquecidas. En la
primera precipitacion se conservo la fase intermedia (eliminando lipidos);
en la segunda, el sobrenadante; y en la tercera, el pellet (resuspendido
en ImL de PBS 1X). Para todos los casos las muestras se dejaron en
agitacion sobre hielo en plataforma de agitacion (LabNet) durante 10 min
y se centrifugaron a 14000 rpm por 20 min. El precipitado obtenido a un
porcentaje de saturacion del 12% se resuspendio en 400 uL de PBS 1X, se
cuantifico espectrofotométricamente en celda de cuarzo a 280 nm (JenWay
7315) y se tituld6 mediante ensayo de ELISA indirecto para determinar
contenido de IgY. El proceso de purificacion se monitorizé por SDS-PAGE
10% [33], [34].

Los anticuerpos a6xHis-SUMO-LATXNPxII purificados a partir de
suero se evaluaron mediante ensayos de Western blot teniendo en cuenta
concentraciones del anticuerpo producido (realizando diluciones en
TBST-T) y, adicionalmente, la concentracion de antigeno (6xHis-SUMO-
LbHTXNPxII) a reconocer.

Por otro lado, con respecto a los a6xHis-SUMO-LATXNPxII extraidos
de yema de huevo, se realizd su titulacion mediante ELISA indirecto
en placas de 96 pozos en lector de placas (BioTek ELx8000). Para esto
el antigeno (6xHis-SUMO-LOTXNPxII) se preparé en buffer carbonato
(carbonato/bicarbonato) pH 9,6 a una concentracion de 10 pg/mL,
sembrando 100 pL/pozo, esto se incubd durante 1 h a 37 °C (LabTech) y
O/N a 4 °C en nevera (cubriendo la placa con papel vinipel y aluminio). Al
dia siguiente se realiz6 el bloqueo adicionando 200 pL de leche descremada
5% p/v en PBS 1X durante 2 h a 37 °C; seguido se permitio interaccion con

el anticuerpo primario a6xHis-SUMO-LHTXNPxII en una dilucién 1:500
durante 2 h a 37 °C y, posteriormente, se agregaron 100 pL del anticuerpo
secundario algY-HRP (Sigma) en una dilucion 1:8000 preparado en PBS
1X, incubando durante 2 h a 37 °C. El revelado de la placa se realizé con
2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS - Sigma) y
peroxido de hidrégeno en buffer citrato-fosfato 100 mM pH 5,0 incubando
durante 1 h a 37 °C, siendo detenida la reaccion con 20 pL de SDS 1%.
Entre cada paso la placa se lavo por aspersion abundante con PBS 1X por lo
menos 3 veces. Finalmente, se registrd la absorbancia a 405 nm.

Tabla 2. Controles utilizados para la titulacion de los IgY contra la LOTXNPxII
extraidos de yema mediante ELISA indirecto.

Tipo rio cio
No de control Ag Ab-1 Ab-2
. a6xHis-SUMO-
1 Negativo BSA LbTXNPxII algY-HRP
. 6xHis-SUMO- a6xHis-SUMO-
2| Negativo LBTXNPXII LBTXNPxII PBS 1X
. 6xHis-SUMO-
3 Negativo LHTXNPxII PBS 1X algY-HRP
. 6xHis-SUMO-
4 Negativo LbTXNPxII PBS 1X PBS 1X
5 Negativo PBS 1X PBS 1X PBS 1X
6 Positivo algY-HRP (1:4000) PBS 1X algY-HRP

Con el proposito de reconocer la proteina LOTXNPxII endogena a partir
de extractos celulares, aproximadamente 7,5x10%® promastigotes de
L. braziliensis (M2904 MHOM/BR/75M2904) se colectaron mediante
centrifugacion a 6500 rpm por 10 min a4 °C, realizando 2 lavados con 10 mL
de PBS 1X pH 7.4 y siendo estos resuspendidos finalmente en 500 pL de
buffer de lisis (PBS 0.1X, coctel de inhibidores de proteasas (1:250) (Sigma
P8340), Triton X-100 0.1%), incubando, a su vez, durante 40 min a 4 °C en
agitacion constante. Seguido, las fracciones se separaron por centrifugacion
(Thermo Heraeus Megafuge 16R) durante 20 min a 12000 rpm y 4 °C. A la
fraccion soluble se le adiciond buffer de carga 6X (1:5) para SDS-PAGE y a
la insoluble 200 pL de buffer de carga 1X, siendo desnaturalizadas a 90 °C.
Adicionalmente, otra muestra de parasitos se lis6 directamente con buffer
de carga 1X (células totales) en relacion 1x10° células/pL. Las muestras se
analizaron mediante SDPS-PAGE 12% y Western blot (anticuerpo primario
a6xHis-SUMO-LOTXNPXII purificado).

Otra manera de aprovechar los anticuerpos policlonales IgY especificos
contra la proteina 6xHis-SUMO-LATXNPxII, producidos en el modelo
aviar en la inmunodeteccion de la proteina enddgena, es por medio de
inmunofluorescencia; paraello, promastigotes de L. braziliensis provenientes
de 1 mL de cultivo confluente se centrifugaron (5000 rpm por 5 min a 4 °C)
y lavaron 3 veces con volimenes con 1 mL de PBS 1X (homogenizando
suavemente), siendo finalmente resuspendidos en 300 pL. Cerca de 2x10°
parasitos se aplicaron sobre laminas tratadas con poli-L-lisina fijados con
paraformaldehido 4% preparado en PBS 1X (1 h a 4 °C). Posteriormente, se
adicion6 glicina fria 100 mM durante 15 min y se permeabiliz6 con acetona
fria durante 10 min a 4 °C. El montaje se bloque6 empleando BSA 1%
en PBS 1X durante 1 h, luego se permitié interaccion con el anticuerpo
primario a6xHis-SUMO-LHATXNPXII purificado (1 h a temperatura
ambiente), diluido 1:1000 en solucién de bloqueo. El anticuerpo secundario
algY acoplado a Alexa 488 (1:1000 en solucion de bloqueo) (Invitrogen) se
aplico sobre las laminas durante 1 h en oscuridad. La marcacion del ADN se
realizd con DAPI (1 pg/ml en PBS 1X) (Thermo Scientific) durante 5 min.
Entre cada paso las laminas se lavaron una vez con PBS 1X durante 10 min.
Finalmente, las laminas se cubrieron con medio de montaje (Fluoromont-G
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— Invitrogen) y se visualizaron empleando el microscopio Nikon Eclipse C1
Plus y el Software EZ-C1.

Co-inmunoprecipitaciondelaproteinaLbNMNAT
utilizando a6xHis-SUMO-LbTXNPxII-IgY en
extractos proteicos solubles de promastigotes

Se utilizaron 400 puL de resina tiofilica (Pierce® Thiophilic Adsorbent —
Thermo Scientific) previamente equilibrada (3 lavados de 300 pL durante
10 min sobre hielo en plataforma de agitacion [LabNet]) en buffer IP 2X
(tris-HCL 50 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, MgCl, 5 mM y glicerol 5% v/v)
y distribuida en dos tubos de 1,5 mL con 200 pL de resina cada uno. Se
realizé el proceso de aclarado, permitiendo interaccion de 2 mg de fraccion
protéica soluble de promastigotes de L. braziliensis en relacion 1:1 con
buffer IP 2X, con 200 pL de resina durante 3 h sobre hielo en plataforma
de agitacion y en presencia de inhibidor de proteasas (Sigma P8340).
Posteriormente, se centrifugd (Thermo Heraeus Megafuge 16R) a 2000 rpm
durante 3 min a 4 °C, retirando el sobrenadante a un tubo nuevo de 1,5 mL
y adicionando 4 mg del anticuerpo a6xHis-SUMO-LOTXNPxII-IgY. Esta
mezcla se incub6 toda la noche sobre hielo en plataforma de agitacion;
siendo agregada finalmente a los 200 pL de resina restante. La mezcla se
incub6 durante 2 h sobre hielo en plataforma de agitacion, conservando
el sobrenadante como fraccion de “proteinas no unidas”. Se realizaron 3
lavados con 500 puL de buffer IP 2X de 10 min sobre hielo en plataforma de
agitacion, conservando el sobrenadante para posterior analisis. Finalmente,
las muestras inmunoprecipitadas se resuspendieron en 200 pL de buffer
de carga para SDS-PAGE 1X, se incubaron a 96 °C durante 10 min y se
centrifugaron a 3000 rpm durante 3 min, el sobrenadante se conservoé como
“proteinas unidas”. El proceso se monitorizé mediante SDS-PAGE 10% con
tincion de plata y Western blot, utilizando los anticuerpos primarios cc6xHis-
SUMO-LOTXNPxII-IgY generados y a6xHis-LANMNAT-1gG [35], [36].

Procedimientos bioinformaticos

Se realizo un alineamiento multiple con el programa CLC Main Workbench
(version 7), utilizando secuencias de ortélogos depositadas en NCBI para
la TXNPx en los géneros Leishmania y Trypanosoma. La prediccion de la
localizacion subcelular del candidato LbTXNPxII se adelantd mediante los
servidores Euk-mPLoc 2.0, SignallP 5.0 y DeepLoc-1.0. Por su parte, la
construccion del modelo estructural del candidato se completd utilizando
el método de “Threading” con el servidor I-TASSER [37]. El modelo se
refind con el servidor 3Drefine [38], mientras que su visualizacion se realizo6
con el programa (UCSF Chimera) [39]. En relacion con la prediccion de
estructuras cuaternarias para el candidato, se emplearon las herramientas
SWISS-MODEL [40] y GalaxyHomomer [41].

Resultados

Andlisis in silico del candidato a triparedoxina
peroxidasa de L. braziliensis (LbTXNPxII)

El alineamiento multiple realizado a partir de secuencias de ortélogos
para la TXNPx en la familia Trypanosomatidae (géneros Leishmania
y Trypanosoma) indic6 que esta proteina es altamente conservada en
dicho grupo de organismos (Figura 1). A excepcion de los ortdlogos
de los parasitos 7. conorhini y T. rangeli, el tamafio de la proteina es de
199 aa. Teniendo en cuenta la funcion fundamental que esta cumple en
la neutralizacion de compuestos prooxidantes, los cuales pueden ser
producidos de manera endogena por la cadena respiratoria o exégena como
respuesta del hospedero a la infeccion, dos isoenzimas han sido identificadas
en organismos como L. donovani y L. infantum ubicadas en citoplasma y

Figura 1. Alineamiento multiple de los ortologos TXNPx en la familia Trypanosomatidae (Imagen obtenida con el programa CLC Main Workbench).
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Figura 2. Anilisis bioinformatico del candidato L6TXNPxII. A. Superposicién estructural (RMSD= 0.425A) de la TXNPx cristalizada de L. mayor en magenta (PDB 4K 1F) con la
prediccion realizada en el servidor I-TASSER vy refinada en el servidor 3Drefine, para el candidato Lo6TXNPxII en azul (UCSF Chimera). B. Validacion del modelo obtenido para el
candidato LATXNPxII mediante grafico de Ramachandran (Imagen obtenida con el programa Ramachandran Plot [48]). C. Prediccion de oligomerizacion del candidato LATXNPXII,
estructura compuesta por la unién de 5 homodimeros (Swiss-Model y GalaxyHomomer) [37], [39], [46], [47].

mitocondria [42]. Para el caso de L. braziliensis, de Morais et al, en el
2013 identificaron la proteina mitocondrial designada como LATXNPx
[8]. Continuando con la caracterizacion de estas enzimas y utilizando
servidores como Euk-mPLoc 2.0, SignallP 5.0 y DeepLoc-1.0, se encontrd
anivel in silico un nuevo candidato con posible localizacion citoplasmatica
denominado LAETXNPxXII [43], [45].

Por otro lado, con respecto al andlisis in silico del candidato
encontrado, el servidor [-TASSER se utilizé para realizar la prediccion
tridimensional de la estructura de la proteina LO6TXNPxII (Figura 2 A.),
este emplea el método de “Threading” partiendo de una estructura
cristalizada seleccionada mediante homologia [37], [39], [46], [47]. Al
valorar dicho modelo mediante el grafico de Ramachandran, se obtuvo
el 94,4% de los aminoacidos que componen la proteina en la region
favorecida, luego de que el modelo se refind mediante el servidor 3Drefine
[48] (Figura 2.B.). Por ultimo, partiendo de analisis de oligomerizacion
realizados en L. mayor, donde se predice una posible formacion de
homodecameros in vivo para llevar a cabo su funcién, se utilizaron los
servidores SWISS-MODEL y GalaxyHomomer a fin de realizar este
analisis para el candidato LOTXNPxII, obteniendo la posible formacion de
un pentamero de homodimeros, conformando finalmente, una estructura
cuaternaria de homodecameros (Figura 2. C.) [41], [49], [50].

Produccién de la proteina recombinante 6xHis-
SUMO-LbTXNPxIl en el sistema heterélogo
E. coli

La secuencia LOTXNPxII de 600 pb se amplifico a partir de ADN gendmico
mediante PCR con Taq polimerasa (Figura 3. A.). Posteriormente, el
producto amplificado se cloné en el vector de expresion bacteriano pET-
SUMO. Al tratarse de un vector tipo -TA-, la direccionalidad del inserto
se corrobord realizando PCR con un oligonucleétido directo ubicado
en la region SUMO corriente arriba del sitio de clonacién multiple,
junto con el oligonucledtido reverso disefiado para la amplificacion
del candidato, esperando asi un aumento en el tamafio del amplificado
de 100 pb; es decir, una banda de alrededor de 700 pb (Figura 3 B.).
Finalmente, utilizando el servidor NEBcutter2.0 se seleccionaron las
enzimas de restriccion (BamHI y EcoRV) para corroborar la identidad
del plasmido recombinante mediante un perfil diferencial en comparacion
con el plasmido vacio (Figura 3 C.) [22]. El mapa del vector recombinante
construido se indica en la Figura 3. D.

A B

Figura 3. Construccion del vector recombinante pET SUMO- LATXNPxIL
A. Amplificacion de la secuencia de interés de 600pb a partir de ADN gendmico.
B. Evaluacion de las colonias obtenidas tras la transformacion, de las cuales 4
resultaron direccionadas en el vector (700pb). C. Evaluacion del perfil de digestion
del plasmido, obteniendo una banda de ~ 4201pb y otra en ~ 2042pb, corroborando
asi la presencia del inserto e identidad del plasmido recombinante. D. Representacion
del vector recombinante pET SUMO- LHTXNPXII construido (Imagen obtenida con
el programa SnapGene).
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La TXNPx es una enzima clave para la resistencia de los parasitos
al estrés oxidativo, desempefiando un importante papel antioxidante.
Adicionalmente, posee una alta divergencia a nivel de ortdlogos en otros
grupos animales, para el caso de las posibles especies hospederas como
animales salvajes, domésticos o hasta los propios seres humanos, estas
enzimas poseen un homologo distante que se desvia a otra clase [14].
Por lo tanto, estudiar el candidato desde la aproximacion de proteinas
recombinantes resulta ser enriquecedor para entender funcion y localizacion
en L. braziliensis en aras de caracterizar la bioquimica y rutas metabolicas
de estos organismos.

Tras la corroboracion de la identidad del plasmido pET SUMO-
LOTXNPXII, este se utilizo para la transformacion de la cepa de expresion
BL21(DE3) [51]. Posterior a la induccién con IPTG se encontr6 que a partir
de las 2 h se observa en el SDS-PAGE una evidente expresion de la proteina
en el peso esperado (37 kDa) (Figura 4 A.); sin embargo, teniendo en cuenta
que a las 4 h se observa una mayor cantidad, este tiempo se implementd
para realizar el fraccionamiento celular (Figura 4. B.). Finalmente, al
realizar la deteccion de la 6xHis-SUMO-LHTXNPXII mediante Western
blot, se obtuvo senal tanto en la fraccion soluble como insoluble del sistema
de expresion (Figura 4 C.).

A

Figura 4. Expresion de la proteina 6xHis-SUMO-LATXNPXII en la cepa E. coli
BL21(DE3). A. Evaluacion de horas de induccion (NI: No inducidas, Horas
de inducciéon monitorizadas 2 h y 4 h), teniendo como control negativo células
BL21(DE3) no transformadas. La cantidad de muestra cargada se normaliz6 con base
en la OD de las células al momento de su recoleccion. B. Fraccionamiento celular
a partir de la muestra de 4 h de induccion. C. Corroboracion de la identidad de la
proteina 6xHis-SUMO-LbTXNPxII sobreexpresada en proteinas totales y fracciones
celulares mediante Western blot.

Purificacion de la proteina 6xHis-SUMO-
LbTXNPxII mediante cromatografia de afinidad
a metales inmovilizados (IMAC) y SDS-PAGE
preparativo

Aprovechando la etiqueta 6xHis conferida por el vector, la proteina 6xHis-
SUMO-LHTXNPxII se purificé empleando resina de Niquel (Ni), obteniendo
la mayor cantidad de proteina purificada en los eluidos 5 — 7, 0,786 mg a
partir de 300 mL de induccion (Figura 5 A.). Por otro lado, aprovechando
la cantidad abundante de la proteina 6xHis-SUMO-LATXNPxII en la
fraccidn insoluble, se procedio a realizar su purificacion a partir de cuerpos
de inclusion utilizando SDS-PAGE preparativo, encontrando que, posterior
al paso de didlisis, la proteina permanecia tanto en fraccion soluble como
insoluble, por lo que se decidio utilizar ambas fracciones para la separacion
preparativa (Figura 5 B.). Finalmente, se obtuvieron 1,22 mg de proteina
eluida desde un pellet de 2,1 g de cuerpos de inclusion.

Figura 5. Purificacion de la proteina 6xHis-SUMO-LATXNPXII (37kDa). A. Purificacion
a partir de la fraccion soluble empleando cromatografia de afinidad a metales
inmovilizados (IMAC) (NU: No unidas, Lx: Nimero del lavado, Ex: Numero del eluido).
B. Purificacion a partir de la fraccion insoluble (cuerpos de inclusién) empleando SDS-
PAGE preparativo (FI: Fraccion insoluble, FS: Fraccion soluble, Lx: Numero del lavado).

Produccion, evaluacion y caracterizaciéon de
anticuerpos policlonales aviares a6xHis-SUMO-
LbTXNPxII-IgY

Gallinas de la raza Hy-Line Brown de 35 semanas se utilizaron para la
produccion de anticuerpos policlonales contra el candidato 6xHis-SUMO-
LHTXNPXII. Durante el esquema de inmunizacion se recolectaron cuatro
sueros, uno preinmune (SPI) y tres post-inoculacion, los cuales muestran una
clara sefial en la deteccion de la proteina recombinante purificada (Figura
6 A.). Por otro lado, utilizando el suero 1 (S1) se procedi6 a realizar la
caracterizacion de los anticuerpos, encontrando que son capaces de reconocer
250 ng de la proteina 6xHis-SUMO-LHTXNPXII en una dilucion de hasta
1 en 10000 (Figura 6.B). Adicionalmente, detectando la cantidad minima
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de antigeno reconocido en una dilucién de 1 en 5000 se encontrd que estos
anticuerpos son capaces de reconocer hasta 18 ng bajo estas condiciones
(Figura 6.C).

Figura 6. Evaluacién de anticuerpos policlonales a6xHis-SUMO-LOTXNPxII-IgY,
presentes en sueros sanguineos. A. Reconocimiento del antigeno (250 ng) por parte de
los sueros a6xHis-SUMO-LHTXNPxII-IgY. (BSA: Albumina de suero bovino 250 ng,
SPI: Suero pre inmune, SX: Numero del suero evaluado del 1-3). B. Caracterizacion de
los anticuerpos en suero, dilucion de trabajo sobre 250 ng de antigeno. C. Caracterizacion
de los anticuerpos en suero, cantidad minima de antigeno reconocida.

El modelo aviar permite la obtencion de los anticuerpos policlonales
de interés tanto a partir de sangrias del animal como de los huevos que este
produce. Durante el esquema de inmunizacion realizado se recolectaron
36 huevos. Posterior a su procesamiento, las muestras se analizaron por
espectrofotometria (280 nm) con el propdsito de estimar la concentracion
aproximada (mg/mL) de proteinas totales presentes en cada una.
Seguidamente, se realizo la titulacion de estas mediante ELISA indirecto,
en el cual se determinaron las muestras con mayor cantidad de anticuerpos
especificos contra la 6xHis-SUMO-LOTXNPxII, seleccionadas para la
completa purificacion. Es evidente que las muestras que presentan mayor
concentracion de proteinas totales no necesariamente son las que poseen
mayor cantidad de los anticuerpos de interés; adicionalmente, existe una
clara respuesta del sistema ante la inoculacion, observandose los picos mas
altos (Abs 405 nm) posterior a esta (Figura 7. A). Finalmente, los anticuerpos
a6xHis-SUMO-LOTXNPxII-IgY purificados a partir de la yema de los
huevos se evaluaron mediante Western blot, obteniendo sefiales claras y
especificas en el reconocimiento de la proteina recombinante (Figura 7 B).

Inmunodeteccién de la proteina LbTXNPxII
enddégena (23kDa) en extractos del parasito.

La implementacion de los anticuerpos a6xHis-SUMO-LATXNPxII-IgY
purificados anteriormente en ensayos de Western blot sobre extractos totales
de L. braziliensis permiti6 detectar la proteina L6 TXNPxII enddgena con un
peso molecular aproximado de 23 kDa, utilizando como control positivo del
ensayo la proteina recombinante 6xHis-SUMO-LHTXNPXII producida y
purificada (37 kDa) (Figura 8). La inmunodeteccion de la proteina enddégena
resultd especifica, dado que la implementacion del suero preinmune (SPI) en
el ensayo de Western blot no generd sefales sobre la membrana del ensayo.
Adicionalmente, al cargar BSA como control negativo de deteccion, no
hubo reconocimiento de la misma.

Figura 7. Produccion de anticuerpos policlonales a6xHis-SUMO-LATXNPxII-IgY en huevos. A. Titulacion mediante ELISA indirecto de los anticuerpos presentes en yema de
huevos recogidos durante el esquema de inmunizacion (las flechas negras indican dias de inoculacion). Los datos de absorbancia a 405 nm indican el promedio y la desviacion
estandar (n= 3). B. Evaluacion de los anticuerpos a6xHis-SUMO-LATXNPxII-IgY provenientes de yema de huevo mediante Western blot.
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Figura 8. Inmunodeteccion de la proteina LOTXNPxII endogena sobre extractos
proteicos totales de L. braziliensis. Se analizaron extractos proteicos totales del estadio
infectivo (promastigote) del parésito implementando el suero preinmune (SPI) o los
anticuerpos a6xHis-SUMO-LOTXNPxII-IgY purificados sobre extractos proteicos de
promastigotes, BSA y la proteina recombinante ¢6xHis-SUMO-LATXNPxIL.

Por otro lado, empleando técnicas de inmunofluorescencia indirecta
sobre promastigotes de L. braziliensis y con el uso de los anticuerpos
a6xHis-SUMO-LbTXNPxII-IgY producidos y caracterizados se encontrd
que el candidato exhibe un patron de distribucion citoplasmatico en la
fase movil del parasito, como sugirié el modelo in silico anteriormente
presentado acerca de la localizacion subcelular de la proteina (Figura 9).

Figura 9. Inmunolocalizacion celular de la LATXNPxII enddégena sobre
promastigotes. Analisis de inmunofluorescencia sobre parasitos de L. braziliensis
fijados con paraformaldehido. SPI: Suero preinmune.

Analisis realizados por Joya et al. en el 2019 por Co-IP/MS-MS
sugirieron una posible interaccion entre la triparedoxina peroxidasa
(TXNPxII) y la nicotinamida/nicotinato mononucleétido adenililtransferasa
(NMNAT), enzima clave en el metabolismo del dinucleotido de nicotinamida
y adenina NAD en L. braziliensis. Para corroborar dicha interaccion, los
anticuerpos policlonales a6xHis-SUMO-LATXNPxII-IgY generados se
utilizaron en la inmunoprecipitacion e inmunodeteccion cruzada de estas
enzimas, observandose para cada caso la deteccion de estas (Figura 10),
confirmando esta conexiéon molecular.

Discusion

Considerando la importancia de los sistemas de defensa anti-oxidante
para la supervivencia de Leishmania dentro del macrofago del hospedero,
se detect6 la triparredoxina peroxidasa citoplasmatica de L. braziliensis

Figura 10. Co-inmunoprecipitacion de la LOANMNAT utilizando los anticuerpos
a6xHis-SUMO-LHTXNPxII-IgY y realizando detecciones inmunolédgicas de los
inmunoprecipitados tanto con estos anticuerpos como con a6xHis-LOANMNAT-1gG
en extractos proteicos solubles totales de promastigotes de L. braziliensis.

(LbTXNPxII), 1a cual participa en la neutralizacion de ROS y RNI a expensas
de equivalentes reductores derivados de la tripanotiona. Adicionalmente,
se explord su interaccion molecular con enzimas propias de la sintesis de
NAD, como la nicotinamida/nicotinato mononucleo6tido adenilil transferasa
(LDNMNAT).

La caracterizacion in silico del candidato LoTXNPxII concluy6 que, en
general, corresponde a una enzima altamente conservada entre ortélogos,
con un tamafio constante de 199 aa (Figura 1) y predominantemente
expresada en el estado amastigote como respuesta a la reproduccion asexual
que se da durante este estadio dentro del compartimento fagolisosémico
[52]. Asi mismo, el promastigote representa un buen modelo de estudio
puesto que se expone a estrés oxidativo tanto en el intestino del vector
como durante la interaccién con los macréfagos tras la transmision al
hospedero mamifero (15); motivo este por el cual la LBTXNPxII enddgena
de 23 kDa con distribucion citosolica es inmunodetectada también en
dicho estado.

La inmunodeteccion reportada en este trabajo requirid la construccion
de un vector de expresion apropiado para el sistema heterdlogo E. coli BL21
(DE3), el cual resulto en la produccion abundante de la proteina recombinante
6xHis-SUMO-LATXNPxII. Este sistema representa una fuente biologica
para obtener insumos utiles en la produccion de herramientas inmunologicas
como anticuerpos policlonales en diversos sistemas animales. En este
sentido, la proteina en mencién se aprovechd como antigeno para la
produccion aviar de IgYs (Figuras 6 y 7), destacandose su aplicacion en
la deteccion de la proteina citoplasmatica LOTXNPxII del parasito (Figuras
8 y 9). Adicionalmente, esta herramienta podra utilizarse en otros estudios
de inmunodeteccion en el estado amastigote, constituyendo un reactivo util
puesto que no se dispone de anticuerpos comerciales para estos fines en
Leishmania.

Las enzimas triparredoxina peroxidasas, como la detectada en el
presente estudio, poseen cisteinas (Cys) conservadas en las posiciones
52 y 173, involucradas con el mecanismo de accion, la estabilidad de
la conformaciéon nativa y la formaciéon de oligomeros propiamente
homodecameros [13]. Adicionalmente, Barr y Gedamu en 2001
determinaron que las peroxirredoxinas de L. chagasi pueden existir como
multimeros de alto peso molecular in vivo, fendmeno observado también
en ortdlogos de L. donovani 'y T. cruzi [52]. Estas evidencias concuerdan
con la prediccion de estructura cuaternaria realizada para la enzima
LHTXNPXII (Figura 2 C).

Para la contencion de diversas especies reactivas en el proceso
de infeccion, el parasito depende de isoenzimas mitocondriales y
citoplasmaticas de la TXNPx, las cuales, a su vez, dependen del NADPH para
catalizar sus reacciones. Estudios previos han reportado en L. braziliensis la
interaccion molecular entre proteinas propias de los sistemas antioxidantes
con aquellas involucradas en la sintesis del NAD, como la NMNAT [12].
Dicha evidencia se confirmd en el presente estudio (Figura 10), en el
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cual se hace patente la importancia de profundizar el estudio acerca de la
relacion existente entre vias metabdlicas y de regulacion bajo situaciones
de estrés REDOX. Aunque se desconoce si el aumento en los niveles de
estrés oxidativo podria estimular la sintesis de NAD y subsecuentemente
de NAD(P), su estudio serd necesario para identificar posibles objetivos
moleculares para el desarrollo de farmacos contra el parasito.

Conclusiones

En respuesta a la importancia del sistema TR-TXN-TXNPx para la
neutralizacion de ROS y RNI relacionada con supervivencia y capacidad
de infeccion, asi como para el desarrollo y virulencia de parasitos
Tripanosomatidos, se detecto la triparredoxina peroxidasa citoplasmatica de
L. braziliensis (LbTXNPxII), una enzima de 23 kDa altamente conservada.
Para ello se produjo y purificd la proteina recombinante 6xHis-SUMO-
LOTXNPxII utilizada como antigeno para la produccién de anticuerpos
policlonales aviares que facilitaron su caracterizacion en el estadio infectivo
del parasito (promastigote) y, adicionalmente, permitié la corroboracion
de la interaccion LOTXNPxXII- LONMNAT conectando el metabolismo
REDOX con la sintesis de NAD.
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