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1. RESUMEN

La leishmaniasis es una enfermedad causada por parasitos protozoos del género
Leishmania. Esta enfermedad afecta tanto regiones tropicales como subtropicales y ha
sido registrada en aproximadamente 88 paises en todo el mundo. El conocimiento de los
mecanismos de infeccion desarrollados por el parasito de Leishmania, podria ser de
gran ayuda para controlar su diseminacion en el humano. Uno de los mecanismos
desarrollados por Leishmania para el establecimiento de la enfermedad en el mamifero,
es la apoptosis. Datos recientes muestran que algunos promastigotes presentes en el
inoculo que entra con la picadura del vector sufren apoptosis para favorecer a los
promastigotes que permanecen vivos y asi desencadenar el proceso infeccioso. A nivel
inmune, las funciones de los fagocitos son suprimidas por el reconocimiento de la
fosfatidilserina (PS) en la membrana de los parasitos apoptéticos. EI mecanismo de
apoptosis en Leishmania es activado por una via independiente de CASPASAS,
liderada por la presencia de la enzima Endonucleasa G (EndoG), que degrada el ADN
nuclear. La participacion de EndoG en la apoptosis del parasito puede ser de especial
interés para una posible estrategia de inhibicion de la activacion de EndoG y como
resultado inhibir la apoptosis en Leishmania; lo que podria resultar en una menor
capacidad de replicacion o de infeccidn del parasito. En la actualidad no se conoce la
estructura tridimensional de la EndoG Leishmania (Viannia) panamensis que permita
conocer a nivel molecular las propiedades funcionales de esta proteina y hacer una
modelacién para el disefio de una molécula terapéutica que posibilite el tratamiento de
la enfermedad. Debido al tamafio molecular de la EndoG que es de aproximadamente
39kDa, la determinacion de su estructura tridimensional se debe hacer por técnicas
como la cristalografia de rayos-X. Para esto se necesita cristalizar la proteina activa para
los analisis de difraccion. En este trabajo se desarrollé la primera etapa de cristalizacion
de la proteina EndoG de Leishmania (Viannia) panamensis, pudiéndose lograr las

primeras condiciones en la obtencion de cristales.
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2. ANTECEDENTES

La leishmaniasis hace referencia a una agrupacion de varias infecciones que son
causadas por protozoos parasitos del género Leishmania (Kinetoplastida:
Trypanosomatidae). Esta enfermedad esta distribuida tanto en regiones tropicales como

subtropicales alrededor del todo el mundo (www.who.int/tdr) estando presente en todos

los continentes, exceptuando la Antartida. La leishmaniasis ha sido registrada en
aproximadamente 88 paises y se calcula que anualmente ocurren en el mundo alrededor
de 12 millones de casos de leishmaniasis y existen aproximadamente 350 millones de
personas en riesgo de contraer la enfermedad (Desjeux, 2004), lo que hace que esta sea

un problema de salud publica a nivel mundial.

En la actualidad, el género Leishmania se divide en dos subgéneros, que se diferencian
en el lugar de desarrollo del parésito en el intestino de los fleb6tomos vectores: el
subgénero Leishmania, se desarrolla en el intestino medio o anterior, por otro lado, el
subgénero Viannia, se transforma en el intestino posterior, medio y anterior de los
fleb6tomos (Gossage, et al., 2003, Sanchez and Saenz, 2004). Morfolégicamente las
distintas especies de Leishmania no se pueden identificar. Para llegar a la clasificacion
de las especies del género Leishmania se debe considerar ciertas caracteristicas como: a)
bioldgicas: que corresponden a la morfologia, tipo de desarrollo en el flebétomo vector,
crecimiento en los medios de cultivo, desarrollo en el hospedador vertebrado; b)
bioquimicas: electroforesis de isoenzimas, analisis del ADN del ndcleo y del
kinetoplasto; c) inmunolégicas: reactividad del parasito con anticuerpos monoclonales y
serotipificacion del factor de excrecion y taxonomia numérica para definir mejor la
evolucion molecular y la relacion filogenética de los parasitos del género Leishmania
(Sanchez and Séaenz, 2004). En el subgénero Leishmania se encuentran clasificadas
todas las especies del Viejo Mundo y algunas del Nuevo Mundo en el complejo
mexicana, mientras que el subgénero Viannia esta restringido a especies del continente
americano (Marin, et al., 2008). En América Latina, los subgéneros de Leishmania y
Viannia contienen numerosas especies de las que so6lo algunas infectan al hombre
(Tabla 1).
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Subgénero Leishmania Subgénero Viannia
Leishmania (L) chagasi*
Leishmania. (L) enrietti Leishmania (V) brasiliensis*
Leishmania (L) mexicana® Leishmania (V) peruviana*
Leishmania (L) pifanoi* Leishmania (V) guyanensis™
Leishmania (L) hertigi Leishmania (V) panamensis*
Leishmania (L) amazonensis* Leishmania (V) lainsoni*
Leishmania (L) deanei Leishmania. (V) shawi*
Leishmania (L) aristidesi Leishmania. (V) naiffi
Leishmania (L) garhami* Leishmania (V) colombiensis
Leishmania (L) venezuelensis* Leishmania (V) equatorensis
Leishmania (L) forattinii

Tabla 1. Especies de Leishmania en América. Especies de Leishmania que infectan al hombre en el

continente Americano (Sanchez and Saenz, 2004)

La forma como se transmite la infeccion a los humanos y a otros mamiferos, es por la
picadura de un mosquito hembra infectado con parasitos. En el viejo mundo el vector
hematofago pertenece al género Phlebotomus o en el nuevo mundo Lutzomya (Lewis,
1971). La infeccion en el hombre se puede dar a partir de parasitos provenientes de un
reservorio animal (ciclo zoon6tico), o a partir de parasitos que el vector ha tomado de
otro hospedero humano (ciclo antroponético) (Romero and Sanchez, 2007). Existen tres
formas clinicas de la enfermedad: leishmaniasis cutanea (LC), leishmaniasis
mucocutanea (LMC) y leishmaniasis visceral (LV) (Desjeux, 2004). Las diferencias en
las manifestaciones clinicas son un fendmeno que aun no esta dilucidado
completamente, posiblemente se deba a las veinte diferentes especies del parasito

existentes (www.who.int/tdr) o a la inmunidad del hospedador. La variabilidad de la

enfermedad tiene diferentes niveles de gravedad presentando lesiones cutaneas que
puede cicatrizar espontaneamente, hasta infecciones viscerales que pueden conducir a la
muerte. La especie infectante esta determinada por el vector que la transmite y, a su vez,
la presencia del vector esta determinada por las condiciones ecoldgicas de cada region.
Por ejemplo; la LMC es causada por la infeccion con Leishmania braziliensis, en

cambio, la LV es el resultado de la infeccion con Leishmania chagasi. En Colombia, la
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forma clinica méas frecuente es la LC, con 10.248 casos reportados en el 2008, siendo
Leishmania (Viannia) panamensis (L. (V) panamensis) la especie mas comunmente
implicada, aunque se producen las otras dos formas clinicas principales de la
enfermedad, es decir, la mucosa y visceral (Toro, et al., 2011). Por otro lado, las
consecuencias derivadas de la LMC son la destruccion extensa de las cavidades orales,
nasales y faringeas, llevando a lesiones que causan mutilacion y desfiguracion del
rostro; en el caso de la LV, se ven comprometidos importantes 6rganos como el higado,
el bazo y la médula ésea (Ashkan and Rahim, 2008, Bari, 2009).

En nuestro pais la leishmaniasis se presenta en forma endémica y se encuentra en el
91% de todo el territorio ubicado bajo los 1750 metros a nivel del mar. Los focos se
encuentran en una gran diversidad de regiones naturales que incluyen zonas selvéticas
del bosque seco tropical como la Costa Caribe, la region Andina donde se cultiva el café
y areas de llanos y desiertos localizadas en region interandina, también en el oriente del

pais y en la peninsula de la Guajira (Romero and Sanchez, 2007).

21 CICLO BIOLOGICO DEL PARASITO

El ciclo biolégico de Leishmania comienza cuando un vector ingiere sangre de un
mamifero infectado previamente con paréasitos de Leishmania, los cuales se encuentran
en los macrofagos en su forma de amastigote, no flagelados. Los amastigotes ya
ubicados en el intestino del vector, inician la transformacion de la forma amastigote a
promastigote prociclico; la transformacion del amastigote a promastigote ocurre dentro
de las siguientes 24 a 48 horas de haber ingerido la sangre con los parésitos (Sanchez
and Séenz, 2004). Los promastigotes se multiplican activamente por division binaria
longitudinal. En esta fase el parasito se encuentra ubicado en la parte posterior del
intestino del insecto, es poco infeccioso para el mamifero, posee poca motilidad y es
altamente replicativo. Luego el parasito disminuye su capacidad replicativa y pasa por
las formas de promastigote nectonomado y promastigote leptomonado hasta llegar a su
forma final alargada conocida como promastigote metaciclico, la cual es altamente
infectiva, motil y se encuentra ubicada en la parte posterior del intestino del insecto y en
el aparato picador del mismo (Gossage, et al., 2003). Este proceso de transformacion de

promastigote prociclico a metaciclico es conocido como metaciclogénesis (Sacks,
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1989). En el tubo digestivo de la hembra del vector, los amastigotes son estructuras
piriformes o fusiformes que presenta la extremidad posterior mas delgada que la
anterior, su cuerpo es flexible y se mueve por la accion de un flagelo libre situado en la
parte posterior que es casi de igual tamafio que el cuerpo; el nicleo se localiza en el
centro de la célula y el kinetoplasto entre el nucleo y la extremidad anterior somatica; el
axonema o rizonema (flagelo rudimentario) parte del kinetoplasto y se continta con el
flagelo libre (Sdnchez and Séenz, 2004) (Figura 1).

CICLO BIOLOGICO DE Leishmania

Promastigotes
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Transferencia
durante la picadura

Promastigotes
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Figura 1. Ciclo Bioldgico de Leishmania. Se pueden observar los distintos estadios de Leishmania en el

Mamifero (flecha verde) y en el vector Fleb6tomo (flecha azul claro).

Cuando el fleb6tomo se alimenta de nuevo de sangre, deposita la forma metaciclica del
parasito en el interior de la piel, dandole continuidad asi al ciclo de transmision de la
infeccion. Aqui, los parasitos inoculados son fagocitados por los polimorfos nucleares

(PMN) en primer lugar y luego por los macro6fagos (MF) (Oshaghi, et al., 2009). Los
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PMN sirve como células huésped intermediarias inmediatamente después de la
infeccion. Dentro de los PMN, los promastigotes subsisten en una etapa sin
multiplicaciéon (Van Zandbergen, et al., 2006). Los promastigotes no migran
activamente hacia los macrdfagos, permanecen en el espacio intercelular y activan el
complemento por una via alternativa, que inicia la acumulacion de neutrofilos y
macrofagos. Aunque muchos promastigotes son destruidos por los leucocitos PMN,
unos pocos se transforman en amastigotes en las células del sistema reticulo endotelial,
en un periodo de 3 a 4 horas en promedio, permanecen en estadio estacionario por 36
horas aproximadamente y, luego, empiezan a reproducirse (Peters and Sacks, 2009). El
amastigote tiene forma ovalada o redondeada, carece de flagelos y de membrana
ondulante y, por tanto, es inmovil (Sanchez and Sé&enz, 2004). La adhesion entre el
parésito y los macréfagos es una etapa fundamental para la invasion de las células del
huesped. Sobre la superficie de la Leishmania han sido identificados numerosos
receptores, entre los mas importantes la glicoproteina 63 (gp63) y el lipofosfoglicano
(LPG), que son usados por los parasitos para adherirse a los macrofagos (Marin, et al.,
2008, Sanchez and Séaenz, 2004).

Datos recientes demuestran que la supervivencia de los parasitos depende de los
promastigotes apoptéticos presentes en el inoculo y que son fagocitados por los
polimorfos nucleares. El reconocimiento de promastigotes apoptéticos por los PMN es
el caballo de Troya para una entrada silenciosa hacia el hospedador final que es el MF.
Siendo entonces la presencia de promastigotes apoptéticos un prerrequisito para la
supervivencia dentro de los fagocitos profesionales, inhibiendo mecanismos efectores
antimicrobianos (Van Zandbergen, et al., 2006). Las funciones de los fagocitos son
suprimidas por el reconocimiento de la fosfatidilserina (PS) en la membrana de las
células apoptdticas. Este paso se caracteriza por la liberacion de citocinas
antiinflamatorias, como el TGF-p e IL-10 y regulacion negativa de las citoquinas
proinflamatorias como TNF-a. En consecuencia, el reconocimiento de PS previene la
respuesta inmune. En otras palabras los promastigotes apoptéticos contribuyen a la
supervivencia intraneutrofilica de los parasitos no apoptoticos. El grupo de Zandbergen
demostro que los parasitos morian dentro de los neutréfilos, si estos eran fagocitados en

ausencia de promastigotes apoptoticos (Van Zandbergen, et al., 2006).
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2.2  APOPTOSIS

La apoptosis es una muerte celular programada que contribuye en la formacién de
organos Y tejidos de un organismo, lo que quiere decir que esta muerte celular, no es
accidental, la apoptosis sigue una secuencia de pasos controlados que conducen a un
organismo 0 a un grupo de células del organismo a su destruccion. EI mecanismo de
apoptosis juega un papel importante en el desarrollo de los organismos multicelulares y
en el mantenimiento y regulacion de tejidos en condiciones fisioldgicas y patoldgicas
(Pellettieri and Sanchez Alvarado, 2007). Por ejemplo, la participacion de la apoptosis
en la morfogénesis de los digitos independientes y libres de estructuras como las
extremidades, que se forman después de una muerte masiva de células de tejido
mesenquimal (Zuzarte-Luis and Hurle, 2002). En la homeostasis del sistema inmune, la
apoptosis también juega un papel preponderante, la mayoria de los linfocitos By T que
se generan mueren durante el re-arreglo genético de los genes que codifican para sus
receptores de antigeno. Por Ultimo, pero no menos importante, es la eliminacién de
células con dafios severos en el ADN o células cancerosas, se ha visto que son
removidas por los eventos apoptéticos en los organismos (Pellettieri and Sanchez
Alvarado, 2007, Rathmell and Thompson, 2002).

Las células que sufren apoptosis presentan cambios morfoldgicos que las diferencian de
las células normales. Los cambios mas caracteristicos son el encogimiento,
deformacion, condensacion de la cromatina y marginacion de la membrana nuclear. Los
cuerpos apoptéticos aparecen como el resultado final del proceso de muerte celular
programada (MCP). Todos estos cambios morfoldgicos en las células son consecuencia
de la activaciéon enzimatica. Las proteasas aspartato especificas dependientes de cisteina
(CASPASAS) juegan un papel central en la red de sefializacién de la apoptosis y son
consideradas la via principal de muerte (Leist and Jaattela, 2001). Sin embargo, la
apoptosis también puede ser inducida por receptores celulares implicados en muerte
celular, como los receptores del factor transformante de necrosis tumoral (TNF)
(Ashkenazi, 2002). En sintesis, la apoptosis es un proceso ampliamente diseminado en
la mayoria de organismos y de importancia bioldgica. La apoptosis esta involucrada en

el desarrollo, diferenciacion, proliferacion, homeostasis y regulacion.
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Como se mencion6 anteriormente, Leishmania utiliza la apoptosis de algunos paréasitos
para poder establecer la infeccion, lo que significa que este mecanismo de muerte
celular es parte integral de su ciclo de vida (Van Zandbergen, et al., 2006). Las
caracteristicas bioquimicas y morfoldgicas de la apoptosis de Leishmania fueron
previamente observadas bajo condiciones de estrés tales como: ausencia de suero en el
medio de cultivo, choque térmico y grandes cantidades de 6xido nitrico (Zangger, et al.,
2002). Aunque el ADN de Leishmania fue fragmentado como suele suceder en la
apoptosis, el grupo de Zangger pudo determinar que esta fragmentacion caracteristica
del evento apoptotico no fue regulada por las CASPASAS. En otras palabras, el grupo
de Zangger encontr6 un evento apoptotico en Leishmania independiente de la via las
CASPASAS (Zangger, et al., 2002). Ya en 2001, el grupo de Parrish habia demostrado
que la mitocondria estaba involucrada en los mecanismos apoptéticos de los
invertebrados como Caenolarditis elegans. Aun mas, demostraron gque la fragmentacion
de ADN era el producto de la enzima mitocondrial CPS-6 y que esta proteina era
homologa a la proteina Endonucleasa G (EndoG) de mamiferos; la cual estaba
implicada en los procesos apoptéticos (Parrish, et al., 2001, Van Loo, et al., 2001). Este
resultado fue confirmado por el grupo de Ishihara y Shimamoto quienes mostraron
evidencia de que la fragmentacion del ADN nucleosomal era debido a la actividad de la
Endonucleasa G bajo condiciones de estrés oxidativo (Ishihara and Shimamoto, 2006).
De acuerdo a los resultados de inmunoblot, la EndoG se localiz6 predominantemente en
la mitocondria y en una menor proporcién en él ndcleo, y la fragmentacion nucleosomal
fue el resultado de la translocacion de la enzima EndoG desde la mitocondria hasta el
nacleo (Ishihara and Shimamoto, 2006, Van Loo, et al., 2001). Los extractos de
mitocondria de amastigotes axénicos y analizados por inmunoblot mostraron que en los
Tripanososmatidos EndoG también era una proteina mitocondrial y que seguido a la
induccidn de la muerte celular del parasito de Leishmania esta era liberada al nicleo en
donde participa de la muerte celular de los parasitos (Gannavaram, et al., 2008, Rico, et
al., 2009, Van Loo, et al., 2001).

2.3 ENDONUCLEASA G (E.C.3.1.30)

La Endonucleasa G es una nucleasa mitocondrial que es implicada en la replicacion del

ADN mitocondrial (ADNmt), la recombinacion del ADNmt y reparacion/degradacion
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del ADNmt (Irvine, et al., 2005, Van Loo, et al., 2001). De acuerdo a la comisién
enzimatica esta enzima es una hidrolasa (E.C.3.1.30). EI nombre de Endonucleasa G,
viene dado debido a su preferencia de generar cortes en lugares adyacentes a residuos de
guanina. La EndoG de los Tripanosomaétidos pertenece a la familia de ADN/ARN
nucleasas no especificas. Esta familia de ADN/ARN de nucleasas se caracteriza por
presentar un motivo DRGH, conocido como “BBa metal-ion-finger”. Su actividad es
principalmente dependiente de Mg*?, Mn*? 0 Co*?, lo que la distingue de las ADNsas |
y Il (Van Loo, et al., 2001). Sin embargo en la EndoG de los Tripanosomatidos, el acido
aspartico (D) es remplazado por una serina (S). El andlisis de comparacion de las
secuencias de amino acidos de la EndoG muestra que la identidad de la EndoG de
Tripanosoma y Leishmania con respecto a la EndoG de humano es aproximadamente
del 30% (Gannavaram, et al., 2008). Los estudios revelan que la Endonucleasa G es otra
de las proteinas junto al agente inductor de apoptosis (AIF), smac/DIABLO vy el
citocromo C que salen de la mitocondria durante los procesos de MCP facilitando la
degradacion del ADN (Wang, 2001). La Endonucleasa G junto a la nucleasa activada
por CASPASAS CAD, aseguran que la apoptosis sea un proceso irreversible al

translocarse al nacleo y degradar la cromatina (Lee, et al., 2002).

La participacion de EndoG en la apoptosis del paréasito, una via que es independiente de
CASPASAS en este organismo, podria ser de especial interés para una posible forma de
inhibir la activacion de EndoG y como resultado inhibir la apoptosis en Leishmania lo

que podria resultar en una menor capacidad de infeccion del parésito.

24  REQUICITOS A SEGUIR PARA CRISTALIZAR PROTEINAS

La cristalografia de rayos-X necesita de cristales de proteinas para poder determinar la
estructura terciaria. La cristalizacion de proteinas es el paso limitante en la obtencion de
estructuras tridimensionales de las proteinas. El proceso que se debe seguir para poder
lograr la dilucidacion de una estructura por este método consta de una serie de pasos: lo
primero que se debe obtener es una proteina altamente pura, lo segundo es que debe
estar en altas concentraciones que permita realizar diferentes pruebas de cristalizacién, y
tercero lograr conseguir cristales individuales que se puedan analizar por cristalografia

de rayos-X, es decir de buen tamafio y con el orden interno suficiente que permita
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obtener espectros de difraccion informativos en el rango atémico de resolucién
(Michael M, et al., 2009).

Por tanto, el primer paso como se indico, es la obtencion de cristales adecuados para
someterlos a difraccion. Un cristal es un solido ordenado en el que se repite una unidad
organizativa basica. La cristalizacion de una proteina se define como un proceso de
precipitacion controlada, en el cual la proteina se encuentra en una solucion
sobresaturada sin que la proteina sea desnaturalizada. Este fendmeno se da por la
adicion ordenada de moléculas de proteina a un nucleo inicial de cristalizacion. La
condicion de sobresaturacion supone que debe haber més proteina disuelta de la que
acepta la solucion en el punto de saturacién. Si la solucién estuviera solo saturada no
habria cambio de fase: la saturacion es un punto de equilibrio, en el que la solucion ha
aceptado todo el soluto que puede disolverse, pero nada mas, por lo que no es posible

que el soluto deje de serlo y se separe como solido.

Para lograr unas condiciones adecuadas de sobresaturacion, hay que tener en cuenta
algunas estrategias, como comenzar con concentraciones elevadas de la proteina y
aumentar la concentracion gradual del agua, introduciendo ademéas cambios que
disminuyan la solubilidad de la proteina. Los factores que se manipulan usualmente que
afectan la solubilidad de la proteina son el pH, la temperatura, la presencia o no de
sales, la adicion de solventes organicos, el uso de precipitantes poliméricos y ligandos

de la proteina.

Aunque la cristalizacion es un proceso sometido a rigurosas y precisas leyes quimico-
fisicas, el tratamiento que se da aqui, para alcanzar las condiciones adecuadas para que
se dé el cristal, es predominantemente empirico. Sin embargo, obtener un cristal que
difracte bien los rayos-X depende de algunos factores como, la calidad de la proteina, la
homogeneidad de la proteina, estabilidad de la proteina y el ambiente quimico en el cual

la proteina cristaliza.

La calidad de la proteina (o pureza): La calidad se refiere estrictamente a su pureza. Esta
pureza debe ser tan alta como sea posible, aceptdndose cominmente que al menos

alcance un 90%. Se requieren proteinas altamente puras para que los cristales formados
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puedan tener un patron de cristalizacion que difracte los rayos-X, las impurezas evitan
que el cristal se forme de manera homogénea o afectan limitando el tamafio del cristal,
lo cual en Gltima instancia no permite la difraccion del cristal o datos que no se pueden

analizar (Moreno and Sanchez, 2003).

Homogeneidad: La homogeneidad de la proteina se refiere, a las modificaciones pos-
traduccionales (fosforilacion, grados diversos de glicosilacion, formas alternativas de
procesamiento, formas isoenzimaticas, etc.) que la proteina pueda sufrir o las
interacciones con compuestos quimicos que la modifiquen que pueden ser resultado de
la manipulacion experimental (grados distintos de oxidacién, protedlisis,

desnaturalizacion parcial, deaminacion, etc.) (Moreno and Sanchez, 2003).

La estabilidad: Hace referencia a las partes flexibles de la proteina en los extremos, lo
que impide una precipitacion homogénea. Las condiciones de cristalizacion (pH,
temperatura, adicion de ligandos y protectores de grupos -SH) deben buscar preservar al
méaximo la estabilidad de la proteina (Moreno and Sanchez, 2003).

25  CRISTALIZACION

La formacion de cristales de proteinas ocurre en un medio sobresaturado, en este punto
se comienza dar un proceso llamado nucleacion, iniciandose la formacién del cristal
(Penkova, et al., 2006, Sygusch, et al., 1996). Las fuerzas precisas que determinan la
nucleacion no estan totalmente definidas. La metodologia utilizada en este trabajo fue la
cristalizacion de la proteina EndoG por medio de la gota colgante por difusion de vapor,
ademas se utilizaron diferentes relaciones proteina buffer. La gota colgante consiste de
una mezcla de la proteina con el buffer de cristalizacién en un volumen final que puede
estar entre 1-3ul. Luego la mezcla se coloca en una cdmara sellada que contiene entre
250-500 pul del mismo buffer (reservorio) y se incuba a temperatura ambiente (Figura
2).
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METODOLOGIA DE CRISTALIZACION

La Gota: Mezcla Se invierte el vidrio con la

Proteina:Buffer gota y se sella el pozo con

sobre un vidrio el vidrio

siliconado En la gota se da
el crecimiento de
cristales

N
] — \‘ | l w—

Buffer reservorio (precipitantes,
aditivos, detergentes, etc. Las | Difusién de vapores |
posibles combinaciones son
ilimitadas)

Observacion de la
forma cristalina

Figura2. Metodologia de Cristalizacion. Método de la gota colgante por difusion de vapor. Los pozos
del plato de cristalizacion contiene el buffer reservorio. El vidrio siliconado con la gota (rojo)
representa la relacion proteina/buffer. La cdmara es sellada para que ocurra el proceso de

difusion de vapores y posterior crecimiento de cristales en la gota.

La concentracion de los reactivos del buffer es menor en la gota con respecto al
reservorio, y por tanto la gota pierde poco a poco el agua hasta que las concentraciones
del precipitante en la gota y el reservorio son iguales. Entonces es asi como, el proceso
nucleacion y el posterior crecimiento del cristal se da por la difusion de vapor dentro de
la camara (Jancarik, 1991). Existen dos modalidades principales de esta técnica. En la
modalidad de gota colgante, la gota se deposita sobre un cubreobjetos siliconado, que
luego se invierte y se utiliza para sellar el pocillo de una placa multi-pozos, de modo
que la gota quede dentro del espacio sellado, separada de la solucién de cristalizacion
presente en el pozo (Figura 2). La segunda modalidad es la gota sentada, donde la gota
se asienta sobre una elevacion plana o concava situada sobre el nivel de la solucién de
cristalizacion. Al igual que la otra metodologia el espacio es cerrado con una lamina

flexible de plastico adhesivo y transparente, sellando el plato de 96 pozos.

La evaluacion de los cristales es un proceso relativamente simple, el cual se realiza por
medio de un microscopio. El tiempo para hacer estas observaciones puede ser a partir de
las 24 horas, dejando los platos de cristalizacién en reposo, con el fin de disminuir las

perturbaciones durante la nucleacion y crecimiento del cristal.
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En este trabajo se desarroll6 una primera etapa de estandarizacion de la cristalizacion de
la proteina EndoG de L.(V) panamensis, pudiéndose lograr las primeras condiciones en
la obtencion de cristales de la EndoG, para lo cual, se tuvieron que implementar
protocolos de produccién de proteina EndoG recombinante a gran escala, protocolos de
purificacion de la EndoG, como también, protocolos para la renaturalizacion de la
EndoG que permitieran obtener proteina activa y en altas concentraciones, manteniendo
su actividad endonucleasa y logrando al final obtener cristales de la EndoG de L.(V)

panamensis.
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3. DEFINICION DEL PROBLEMA

Siendo la leishmaniasis una de las enfermedades tropicales mas importantes y con una
distribucion mundial, se ha venido desplegando en los ultimos afios, la investigacion
hacia nuevos tratamientos y un posible desarrollo de medicamentos que ataquen este
parasito sin provocar tantos efectos adversos y menos toxicidad. Estos estudios se
centran en entender como es el funcionamiento biol6gico a nivel molecular de este
organismo en su ciclo vital, todo con el fin de encontrar blancos moleculares que

permitan el desarrollo de drogas que combatan esta enfermedad.

Esta busqueda a dado como resultado conocer mas a fondo mecanismos que el parasito
a logrado desarrollar para adaptarse a su hospedadores mamiferos, ampliando el rango
de conocimientos y de igual manera ampliando las posibilidades en cuanto a blancos
moleculares que permitan el desarrollo de nuevos tratamientos. Uno de estos
mecanismos de adaptacion encontrados en esta bldsqueda, es la apoptosis, que afios atras
era totalmente desconocida la presencia de muerte celular programada en organismos
unicelulares, desconociéndose también cual era la funcién de que un organismo como
Leishmania contara con este tipo de respuestas en algunas de sus faces de su ciclo

bioldgico.

Dilucidar las proteinas implicadas del parasito de Leishmania en el mecanismo de la
apoptosis seria de suma importancia, no solo para el tratamiento de la enfermedad, si no
que serviria como modelo molecular para el estudio de organismos eucariotas mas
complejos. Investigaciones anteriores han podido demostrar la presencia de mecanismos
de muerte programada por diferentes tipos de estimulos en parasitos Tripanosomatidos.
Dicho mecanismo tiene como enzima clave para el desencadenamiento de la apoptosis,
la Endonuclesa G (EndoG), la cual se ha podido identificar en el genoma de L. (V)
panamensis, conociéndose algunas de sus caracteristicas, aunque no se conoce a un su
estructura tridimensional, que permitiria entender mas a fondo las rutas e interacciones

en las cuales esté involucrada esta enzima.

La elucidacion de la estructura tridimensional de proteinas es de suma importancia

cientifica, ya que permite conocer a nivel molecular las interacciones entre proteinas,
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mecanismos de accién y transporte, la relacion entre estructura y propiedades

funcionales, su relacion filogenética y evolutiva.

La proteina EndoG juega un papel fundamental para el desencadenamiento de la
infeccion y por ende, el progreso del paréasito dentro del mamifero, se puede pensar que
esta proteina es un posible blanco molecular a futuro que permitiria entender vias e

interfaces de interaccion en el mecanismo de apoptosis en Leishmania.

Hasta el dia de hoy no hay reportado ninguna estructura de alguna proteina que sea de
alta similitud con la proteina EndoG de L. (V) panamensis. Lo que complica el estudio
utilizando métodos computacionales para simulacion de posibles moléculas que
interactten con la EndoG, o proteinas involucradas en esta via de apoptosis. Un disefio
“in silico” podria estar sesgado ya que la informacion reportada hasta el dia de hoy en el
PDB (Protein Data Bank) en cuanto a proteinas cercanas a EndoG, que pueden ser de
otros organismos esta bastante limitada. Por esto se planted, qué, la proteina EndoG de
L. (V) panamensis podria ser cristalizada sin perder su funcion endonucleasa utilizando
el método de la gota colgante, dando el primer paso hacia la elucidacion de una
estructura tridimensional de la proteina funcional de un parasito que afecta a un gran

namero de personas en Colombia.
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HIPOTESIS
La EndoG de L. (V) panamensis puede ser cristalizada sin perder la actividad
endonucleasa.
OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar las condiciones de cristalizaciéon de la EndoG de L. (V) panamensis

como un paso inicial para los estudios estructurales de proteinas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

5.2.1 Expresar la proteina EndoG de L. (V) panamensis en E. coli.

5.2.2 Optimizar las técnicas de purificacion de proteinas para la obtencion de

la proteina EndoG de L. (V) panamensis altamente pura.

5.2.3 Determinar la actividad endonucleasa de la EndoG de L. (V) panamensis

por medio de ensayos de digestion de ADN genémico humano.

5.2.4 Estandarizar la cristalizacion de la proteina EndoG de L. (V) panamensis.
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6. JUSTIFICACION

El conocimiento de la estructura tridimensional de proteinas ha sido un factor
fundamental para identificar y acelerar el proceso de descubrimiento de drogas basadas
en estructura. El disefio de este tipo de drogas es definido como la blsqueda de
moléculas que encajen en el sitio de union de un blanco molecular de manera que
puedan formar interacciones favorables. Por lo que es fundamental conocer la estructura
tridimensional de dicho blanco. Con este proposito se recurre a uno de los métodos
computacionales mas usados en este campo: “el acoplamiento molecular automatizado”
(Kitchen, et al., 2004). Este método consiste en calcular por medio de un programa
(software), cual es la posicion mas favorable que tendria una molécula con el blanco
molecular. A partir del resultado, se puede trabajar con moléculas hipotéticas que no se
tienen en el laboratorio. En la industria farmacéutica es comun trabajar con las llamadas
“bibliotecas virtuales”, colecciones de miles o millones de moléculas hipotéticas. Sin
embargo, después de hacer los célculos, estas moléculas virtuales pueden ser fabricadas
y evaluadas bioldégicamente.

Como se menciono anteriormente, las estructuras tridimensionales son necesarias para
determinar las interfaces de unién y/o los cambios estructurales que estan involucrados
en la actividad de las proteinas. La enzima EndoG de Leishmania se ha mostrado como
una molécula clave involucrada en la infectividad del parasito y el establecimiento de la
Leishmaniasis. Ya que EndoG participa en los procesos de apoptosis en el paréasito
Leishmania y que la presencia de los parésitos apoptéticos favorece la infeccion esta
proteina se convierte en un excelente candidato para los estudios estructurales que
puedan ser utilizados para el disefio de inhibidores de su actividad. Si conociéramos la
estructura tridimensional de la enzima EndoG de Leishmania, se podria comenzar a
realizar una basqueda de identificacién, caracterizacion y muy posiblemente sintesis de
moléculas que potencialmente podrian afectar la actividad biologica de la enzima
EndoG; ciencia conocida como disefio racional de drogas basado en estructura. La base
del disefio racional de drogas es la identificacion de un blanco molecular critico de un
proceso infeccioso o un agente patdgeno. EndoG debido a su participacién en el proceso
infeccioso de Leishmania, se convierte en un excelente blanco molecular para el estudio

de su estructura.
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7. METODOLOGIA

7.1. REACTIVOS

Los reactivos utilizados para la preparacion de los buffer: Cloruro de Guanidinio, Tris,
Triton X-100, Cloruro de Sodio, Glutation Oxidado y reducido, Urea fueron adquiridos
en Sigma-Aldrich y Amresco. Los suplementos para la preparacion de medios de
cultivo, la Triptona, el Extracto de Levadura, el Agar-Agar, se compraron en Amresco.
La columna plastica y la resina de Niquel-Profinity utilizadas en la purificacion de la
proteina EndoG por IMAC se compraron en Bio-Rad. EIl kit de cristalizacién se le
compr6 a Hampton Research. El sistema de ultra concentracion AMICON vy la
membrana YM3 se compraron en Purificacion y Analisis. Las membranas para dialisis

(Spectra/Por Dialysis Membrane) fueron adquiridas a Avantika.

7.2  VECTOR DE EXPRESION

Se utilizé el vector de expresion pET28 (Novagen) que contiene el gen de resistencia a
Kanamicina (kan"). EI ADNc que codifica para la proteina EndoG de L. (V) panamensis
esta entre los sitios BanHI y Xhol. El vector fue usado en la induccion y expresion de la
EndoG. Aprovechando los dos His-tag del vector, en el amino y carboxilo terminal de la
proteina para la purificacién por IMAC. EIl vector pET28/EndoG fue donado por el Dr.
Juan Fernando Alzate del Grupo de Parasitologia, Facultad de Medicina, Universidad de

Antioquia.

73 CEPABACTERIANA (E. coli BL21 (DE3))

Cepa E. coli B. Genotipo: F- ompT gal dcm lon hsdSB (rB- mB-) A (DE3 [lacl lacUV5-
T7 gene 1 ind1 sam7 nin5]). E.coli BI21 (DE3), tiene una copia del gen de la RNA
polimerasa T7 bajo el control del promotor lacUV5, inducible al adicionar un analogo
no metabolizable de la lactosa como el Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosido (IPTG) al
medio; de esta manera el represor del promotor lacUV5 se libera y se transcribe la RNA

polimerasa T7, que a su vez reconoce el promotor T7 en el vector (pET28), comenzando
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a si la transcripcion del ADNc de la EndoG por la RNA polimerasa T7, generandose la

expresion de la proteina.

7.4  PREPARACION DE BACTERIAS COMPETENTES E. coli BL21 (DE3)
POR CLORURO DE RUBIDIO

Se tomd un inoculo de células E. coli BL21 (DE3) y se puso a crecer en 5ml de medio
LB (Luria Bertani) fresco por 15 horas aproximadamente con agitacion a 37°C (Environ
Shaker). Teniendo el cultivo saturado se tomo6 1ml para inocular 100 ml de medio LB
fresco, dejandolo en agitacion a 37°C hasta alcanzar una densidad optica a 600nm de
absorbancia entre 0.4 (se leyo la absorbancia en el espectrofotdmetro Thermo spectronic
Genesys 10UV). En este punto, se tomd el cultivo y se centrifugd a 4500rpm por 5min a
4°C (centrifuga HERMLE ZX401). El sedimento se resuspendié en 40ml de buffer |
(Acetato de Potasio 300mM, Cloruro de Rubidio 100mM, Cloruro de Calcio 10mM,
Cloruro de Magnesio 5mM, Glicerina 15% (v/v), pH. 5.8), dejandolas bacterias por
5min a 4°C. Pasados los 5min se centrifugd nuevamente a 4500rpm por 5 min a 4°C
(centrifuga HERMLE ZX401). El sedimento se resuspendié en 10ml de buffer Il
(MOPS 10mM, Cloruro de Rubidio 10mM, Cloruro de Calcio 75mM, Glicerina 15%
(v/vl) a pH: 6.5). Las células fueron guardadas en viales de 1.5ml, congeladas en

nitrégeno liquido y conservadas a -80°C.

75  TRANSFORMACION

Una alicuota de células E. coli competentes BL21 (DE3) se descongel6 en hielo. A estas
células se les agreg6 10ng del ADN plasmidico que lleva el ADNc de la EndoG de L.
(V) panamensis (pET28/EndoG), se mezcld y se incubd en hielo por 30min. Después la
mezcla (plasmido/E. coli) se incub6 a 42°C por 1min (choque térmico) en un bafio
maria. Luego del choque térmico la mezcla se incubd en hielo durante 2min. Se le
agreg6 300ul de medio LB (Luria Bertani) sin antibidticos y la mezcla se incub6 1 hora
a 37°C con agitacion (Environ Shaker). Las bacterias transformadas se diseminaron en
cajas de Petri con agar mas 50ug/ml de Kanamicina (kan). Bacterias sin el ADN
plasmidico se sembraron en platos de agar mas 50ug/ml de kan como control negativo.
Los platos se incubaron a 37°C por 18 horas en un calentador (Heater Cenco), al
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término de las cuales crecieron las colonias de las bacterias transformadas, 6sea,

aquellas bacterias que incorporaron en ADN plasmidico (pET28/EndoG).

76  EXPRESION Y PURIFICACION DE EndoG DE L. (V) panamensis

Se tomd una colonia resultante del plato de agar y se transfirio a 100ml de medio LB
con 50ug/ml de kan y se incub6 a 37°C con agitacion toda la noche (Environ Shaker).
Al dia siguiente, se tomaron los 100ml del cultivo para inocular 900ml de medio fresco
con 50ug/ml de kan. Los frascos se incubaron a 37°C con agitacion hasta que
alcanzaron una densidad o&ptica de 0.5-0.6 a wuna absorbancia de 600nm
(espectrofotdmetro Thermo spectronic Genesys 10UV). En este punto, se sacO una
alicuota de 1ml sin induccion. Luego se le agregd a cada frasco de cultivo IPTG a una
concentracion final de 1mM para inducir la expresion de la proteina. La induccién se
continud, dejando los frascos en incubacion por 3 horas adicionales a 37°C con
agitacion. Se tomaron alicuotas igualmente de 1ml a la hora, a las dos horas y a las tres
horas para observar la expresion de la enzima EndoG. Las alicuotas se centrifugaron a
13000 rpm (Microcentrifige Heraeus Biofuge Fresco) por 1min y el precipitado se
resuspendio en 100ul de Buffer SDS 1X [SDS al 10%(p/v), 10mM beta-mercapto etanol
(B-ME) (v/v), glicerol 20% (v/v), 0.2M Tris-HCI pH: 6.8, 0.05% (p/v)], las muestras se
calentaron a 94°C por 1min. La expresion se observé por electroforesis SDS-PAGE al
12%, tefiido con azul de coomassie. Las bacterias se colectaron por centrifugacion a
6000 rpm (centrifuga HERMLE ZX401) por 15min a 4°C.

Las bacterias centrifugadas se resuspendieron en un buffer de lisis frio TBSE (10 mM
Tris-HCI, pH: 8.0, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA y 1% de B-ME). Las células fueron
lisadas por ultrasonido (Sonicacion, sonicador Sonics vibra cell VCX 130) a 204 watts
por 5min a 4°C. Luego de la sonicacién, se centrifugd por 30min a 11500 rpm
(centrifuga HERMLE ZX401) a una temperatura de 4°C. El sobrenadante se descarto y
los cuerpos de inclusion (CI) donde se encuentra la proteina EndoG se lavaron en 30
volimenes de buffer TBSE (p/v) y 10 volimenes de buffer 8M GuHCI (p/v)
(Condiciones desnaturalizantes), la solucion se dejo en agitacion suave por 30min a
temperatura ambiente. Después de trascurrido el tiempo, se centrifugd nuevamente

30min a 11500 rpm a 4°C. Los CI finalmente se solubilizaron con 4 volimenes de
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buffer TE (p/v) (10mM Tris-HCI, 1mM EDTA, a pH: 8.0) y 5 volumenes de buffer 8M
GuHCI (p/v) y 100ul B-MET. Esta solucién se incubd toda la noche a temperatura
ambiente con agitacion. Al dia siguiente, la solucién se centrifugé por 90min a 15000
rpm a 4°C. El sobrenadante se filtré con filtros de papel (Whatman 70mm ¢/100) por
gravedad y posteriormente se cuantificd la proteina obtenida por densidad dptica a una
absorbancia de 280nm (espectrofotdmetro Thermo spectronic Genesys 10UV). La
proteina fue concentrada en el sistema de ultra concentracion AMICON utilizando
membranas de celulosa YM3 con un poro de exclusion de tamafio de 3000 Da (MWCO
3000) a 20mg/ml (AMICON, Filtracion y Analisis).

La purificacion de EndoG se realizé por cromatografia de afinidad por iones metalicos
inmovilizados (IMAC). Se tomaron 40mg de proteina por cada 1ml de resina de niquel-
Profinity (BIO RAD). Esta resina fue previamente empacada en columna plastica de
BIO RAD. Como buffer de union se preparé un buffer 6M GuHCI, 10mM imidazol, con
el cual se equilibré la columna con 3 volimenes de este buffer. Luego se cargo la
proteina en la columna hasta la saturacion de la resina, se colectd la fraccion de proteina
que no se alcanzo a unir a la resina. Los lavados se hicieron con 5 volimenes de buffer
6M GuHCI, 25mM imidazol, igualmente se recogio la fraccion de los lavados. La
elucién de la proteina EndoG que quedo unida a la resina profinity se realiz6 con 5
volimenes del buffer de elucién (6M GuHCI, 300mM imidazol). La purificacion de la
proteina EndoG se verificé por SDS-PAGE al 12% tefiido con azul de coomassie. Las
fracciones con mayor cantidad de proteina y que mostraban una sola banda (pureza)
fueron reunidas en un pool y concentradas nuevamente a 20mg/ml (AMICON,
Filtracion y Analisis).

7.7 RENATURALIZACION Y DIALISIS DE LA EndoG DE L. (V) panamensis

Como la proteina EndoG de L. (V) panamensis se expresa en forma desnaturalizada en
los Cl de E.coli, esta debe de ser renaturalizada después de ser purificada de la columna
de Ni. Brevemente, de la proteina purificada se tomaron 25mg (1.25ml), que fueron
diluidos en 250ml de buffer de renaturalizacion (100mM NaCl, 50mM Tris-HClI,
0.4mM KCI, 2.0M Urea, 0.05% Triton X-100, 0.1mM GSH y 0.01mM GSSH, a pH:
8.0). La mezcla se incubd a 4°C toda la noche con agitacion suave (50 rpm). Al dia
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siguiente la proteina se envasé en membranas de celulosa Spectra/Por para la dialisis
(Spectra/Por Dialysis Membrane MWCO: 3,550), las membranas se sumergieron en un
recipiente con 2.5L de buffer de diélisis (100mM NaCl, 50mM Tris-HCI, 0.4mM KClI, 1
M Urea, 0.05% Triton X-100, 0.1mM GSH y 0.01mM GSSH, a pH: 8.0) por 24 horas, y
para finalizar se hizo un nuevo cambio de buffer de dialisis (L00mM NaCl, 50mM Tris-
HCI, 0.4mM KCI, 0.05% Tritén X-100, 0.1mM GSH y 0.01mM GSSH, a pH: 8.0) sin
urea, dejandolo 24 horas méas. Al término de las 48 horas de la dialisis, la EndoG fue
concentrada en el sistema de ultrafiltracion AMICON utilizando membranas de celulosa
YM3 con un poro de exclusion de tamafio de 3000 Da (MWCO 3000) a 2mg/ml
(AMICO Filtracion y Analisis). La proteina EndoG renaturalizada se cargé en una
columna con resina de niquel nueva (Profinity de BIO RAD) previamente equilibrada
con el mismo buffer donde esta la EndoG renaturalizada (100mM NaCl, 50mM Tris-
HCI, 0.4mM KCI, 0.05% Triton X-100, 0.1mM GSH y 0.0lmM GSSH, a pH: 8.0)
adicionando 10mM de imidazol. Teniendo unida la proteina a la resina, la columna se
lavé dos veces con el mismo buffer suplementado con 25mM imidazol. La EndoG
renaturalizada fue eluida de la columna por medio de un aumento en la concentracion
del imidazol hasta 300mM en el buffer de renaturalizacion. La concentracion de la
proteina se calculd midiendo la densidad Optica a 280nm (Thermo spectronic Genesys
10UV). La pureza de la EndoG renaturalizada se evalué en SDS-PAGE AL 12% tefiido
con azul de coomassie. La proteina EndoG purificada y concentrada a 3.3mg/ml fue

empleada en los posteriores ensayos de actividad y cristalizacién

7.8 PRUEBA DE ACTIVIDAD ENDONUCLEASA DE LA EndoG DE L. (V)

panamensis

La actividad endonucleasa de la EndoG previamente renaturalizada se evalu6 digiriendo
ADN gendmico humano. El buffer de reaccion que se utilizé fue el buffer Tango 1X
(Fermentas, 33mM Tris—Acetato pH: 7.9, 10mM Acetato de Magnesio, 66mM Acetato
de Potasio, 0.1mg/ml BSA). Un microgramo de ADN humano se incubé con 0.5ug, 1jug
y 1.5ug de la enzima EndoG previamente renaturalizada, por 60 min a 37°C (en un
Termociclador Perkin Elmer 9600). Al mismo tiempo se hizo la reaccién de los
controles negativos: control 1, sin endonucleasa EndoG, control 2, con 2ug de EndoG

en 6M GuHCI, con las mismas condiciones de las reacciones anteriores.
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La prueba de inhibicién de la actividad endonucleasa de EndoG se realizé utilizando
iones de potasio como inhibidor de acuerdo a publicaciones recientes (Toro, et al.,
2011) . La reaccion de inhibicion se realizo utilizando 2ug ADN humano con 2ug de
EndoG renaturalizada en presencia 150mM 6 200mM de cloruro de potasio KCI, la
reaccion se incubo a las condiciones previamente descritas. EI volumen final de cada
reaccion fue de 20ul. La reaccion se detuvo incubando las muestras a 85°C por 30min.
La digestion del ADN se verifico por medio de electroforesis en gel de agarosa al 1.5%

tefiidas con bromuro de etidio (BrEt).

7.9 ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS

Se hizo el andlisis comparativo de las secuencias de aminoacidos reportadas en la base
de datos del NCBI Protein, que corresponden a los nimeros de acceso XP_001681394.1
para la EndoG de L. major, ABY89724.1 para la EndoG de L. infantum, ACR81578.1
para la EndoG de L. braziliensis, ACR81579.1 para la EndoG de L. panamensis y
NP_610737.1 para la EndoG de D. melanogaster, utilizando ClustalW2 para hacer el

alineamiento. Y la visualizacion se hizo por Jalview.

7.10 CRISTALIZACION DE LA EndoG DE L. (V) panamensis

La cristalizacion de la proteina EndoG se realiz6 por el método de la gota colgante
(Hanging Drop), para el cual se utilizo el Kit de cristalizacion Hampton Research Screen
HR2-110 (Tabla 2). En los platos de cristalizacion de 24 pozos se depositaron 500ul de
buffer/pozo (Multiwell 24 well Falcon) como buffer reservorio. Luego, se tomaron 0.5,
1.0 y 2ul de proteina EndoG a una concentracion de 3.3mg/ml se mezclaron con 1l de
solucion madre sobre un vidrio circular siliconado (@22) (Hampton Research
Siliconized Glass HR3-231 22mm). Teniendo la gota en el vidrio y el buffer reservorio
en el pozo, este se sell6 con grasa de silicona, dejando los platos a temperatura ambiente
(Figura 2). El crecimiento de los cristales se observdé 72 horas utilizando un
microscopio Optico (Carl Zeiss Jena microscope) con lentes de 10X y 40X. Ademas de
observar los cristales bajo luz polarizada utilizando el microscopio Nikon en 10X y
40X.
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BUFFERS DE CRISTALIZACION HAMPTON RESEARCH SCREEN HR2-110

Tubo Sal Tubo Buffer Tubo Precipitante
1. 0.02 M Cloruro de calcio 1. 0.1 M Acetato de sodio tri- 1. 30% v/v (+/-)-2-Metil-2,4-
di-hidratado hidratado pH 4.6 pentanediol
2. No 2. No 2. 0.4 M Tartrato de sodio
potasio tetra-hidratado
3. No 3. No 3. 0.4 M Fosfato de amonio
monobésico
4. No 4. 0.1 M TRIS hidrocloruro 4, 2.0 M Sulfato de amonio
pH 8.5
5. 0.2 M Citrato de sodio 5. 0.1 M HEPES sodio pH 7.5 5. 30% v/v (+/-)-2-Metil-2,4-
tribasico di-hidratado pentanediol
6. 0.2 M Cloruro de magnesio 6. 0.1 M TRIS hidrocloruro 6. 30% p/v Polietilenglicol
hexa-hidratado pH 8.5 4,000
7. No 7. 0.1 M Cacodilato de sodio 7. 1.4 M Acetato de sodio tri-
tri-hidratado pH 6.5 hidratado
8. 0.2 M Citrato de sodio 8. 0.1 M Cacodilato de sodio 8. 30% v/v 2-Propanol
tribasico di-hidratado tri-hidratado pH 6.5
9. 0.2 M Acetato de amonio 9. 0.1 M Citrato de sodio 9. 30% p/v Polietilenglicol
tribasico di-hidratado pH 4,000
5.6
10. 0.2 M Acetato de amonio 10. 0.1 M Acetato de sodio tri- 10. 30% p/v Polietilenglicol
hidratado pH 4.6 4,000
11. No 11. 0.1 M Citrato de sodio 11. 1.0 M Fosfato de amonio
tribasico di-hidratado pH monobésico
5.6
12. 0.2 M Cloruro de magnesio 12. 0.1 M HEPES sodio pH 7.5 12. 30% v/v 2-Propanol
hexa-hidratado
13. 0.2 M Citrato de sodio 13. 0.1 M TRIS hidrocloruro 13. 30% v/v Polietilenglicol
tribasico di-hidratado pH 8.5 400
14. 0.2 M Cloruro de calcio di- 14. 0.1 M HEPES sodio pH 7.5 14. 28% v/v Polietilenglicol
hidratado 400
15. 0.2 M Sulfato de amonio 15. 0.1 M Cacodilato de sodio 15. 30% p/v Polietilenglicol
tri-hidratado pH 6.5 8,000
16. No 16. 0.1 M HEPES sodio pH 7.5 16. 1.5 M Sulfato de litio
mono-hidratado
17. 0.2 M Sulfato de litio 17. 0.1 M TRIS hidrocloruro 17. 30% p/v Polietilenglicol
mono-hidratado pH 8.5 4,000
18. 0.2 M Acetato de magnesio 18. 0.1 M Cacodilato de sodio 18. 20% p/v Polietilenglicol
tetra-hidratado tri-hidratado pH 6.5 8,000
19. 0.2 M Acetato de amonio 19. 0.1 M TRIS hidrocloruro 19. 30% v/v 2-Propanol
pH 8.5
20. 0.2 M Sulfato de amonio 20. 0.1 M Acetato de sodio tri- 20. 25% p/v Polietilenglicol
hidratado pH 4.6 4,000
21. 0.2 M Acetato de magnesio 21. 0.1 M Cacodilato de sodio 21. 30% v/v (+/-)-2-Methyl-
tetra-hidratado tri-hidratado pH 6.5 2,4-pentanediol
22. 0.2 M acetato de sodio tri- 22. 0.1 M TRIS hidrocloruro 22. 30% p/v Polietilenglicol
hidratado pH 8.5 4,000
23. 0.2 M Cloruro de magnesio 23. 0.1 M HEPES sodio pH 7.5 23. 30% v/v Polietilenglicol
hexa- hidratado 400
24, 0.2 M Cloruro de calcio di- 24, 0.1 M Acetato de sodio tri- 24, 20% v/v 2-Propanol
hidratado hidratado pH 4.6
25. No 25. 0.1 M Imidazol pH 6.5 25. 1.0 M Acetato de sodio tri-
hidratado
26. 0.2 M Acetato de amonio 26. 0.1 M Citrato de sodio di- 26. 30% v/v (+/-)-2-Methyl-
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0.2 M Citrato de sodio di-
hidratado
0.2 M Acetato de sodio tri-
hidratado
No

0.2 M Sulfato de amonio
0.2 M Sulfato de amonio
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
0.05 M Fosfato de potasio
monobasico
No
No
0.2 M acetato de Zinc di-
hidratado
0.2 M Acetato de sodio
hidratado
No
No
1.0 M Sulfato de litio
mono-hidratado

0.5 M Sulfato de litio
mono-hidratado

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42,

43.

44,
45,

46.

47.

48.

49,

50

hidratado pH 5.6
0.1 M HEPES sodio pH 7.5

0.1 M Cacodilato de sodio
tri-hidratado pH 6.5
0.1 M HEPES sodio pH 7.5

No
No

No
No
0.1 M Acetato de sodio tri-
hidratado pH 4.6
0.1 M HEPES sodio pH 7.5

0.1 M TRIS hidrocloruro
pH 8.5
0.1 M Acetato de sodio tri-
hidratado pH 4.6
0.1 M HEPES sodio pH 7.5

0.1 M HEPES sodio pH 7.5

0.1 M Citrato de sodio
tribasico di-hidratado pH
5.6
0.1 M HEPES sodio pH 7.5
No

No

No
0.1 M Cacodilato de sodio
tri-hidratado pH 6.5
0.1 M Cacodilato de sodio
tri-hidratado pH 6.5
0.1 M Acetato de sodio tri-
hidratado pH 4.6
0.1 M TRIS hidrocloruro
pH 8.5
No

No

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,
45.

46.

47.

48.

49.

50

2,4-pentanediol
20% v/v 2-Propanol

30% p/v Polietilenglicol |
8,000

0.8 M Tartrato de sodio

tetra-hidratado

30% p/v Polietilenglicol
8,000

30% p/v Polietilenglicol
4,000

2.0 M Sulfato de amonio

4.0 M Formiato de sodio

2.0 M Formiato de sodio

0.8 M Fosfato de amonio
monobasico
0.8 M Fosfato de potasio
monobasico
8% p/v Polietilenglicol
8,000
8% p/v Polietilenglicol
4,000
1.4 M Citrato de sodio
tribasico di-hidratado
2% viv Polietilenglicol 400

2.0 M Sulfato de amonio
20% vlv 2-Propanol

20% p/v Polietilenglicol
4,000
10% v/v 2-Propanol
20% p/v Polietilenglicol
4,000
20% p/v Polietilenglicol
8,000
30% p/v Polietilenglicol
1,500
0.2 M Formiato de
magnesio di-hidratado
18% p/v Polietilenglicol
8,000
18% p/v Polietilenglicol
8,000

Tabla 2. Buffers de Cristalizacion (Hampton Research Screen HR2-110). Composicion de las 50

soluciones madre utilizadas para la cristalizacion de la EndoG de L. (V) panamensis.
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8. RESULTADOS

8.1 INDUCCION DE EXPRESION DE LA PROTEINA EndoG DE L. (V)

panamensis

La proteina EndoG de L. (V) panamensis se clond en el vector de expresion pET28
(Novagen), el ADNc de EndoG fue ligado en este vector entre los sitios de restriccion
Bam H1 y Xho | (vector fue donado por el Dr. Juan Fernando Alzate, Grupo de
Parasitologia, Universidad de Antioquia). En la Figura 3 se observa el
direccionamiento del ADNc de EndoG en pET28, como también la secuencias que
codifican para las colas de histidinas (His-tag) utilizadas en la purificacion de la
proteina EndoG y el gen de resistencia a Kanamicina (kan') para la seleccién de las

células transformadas.

C His-Tag
Xho 1 T7 Terminator

\|/
N

pET28/EndoG
6412 pb

EndoG (1077

Bam H1
N His-Tag

Kan"*

L
/

T7 Promotor

Figura 3. Representacion Esquematica del Vector de Expresion pET28/EndoG. Orientacion del
fragmento clonado EndoG (1077 pb). Ubicacion de ambos sitios de restriccion utilizados Bam
H1y Xho I. Secuencias codificadas en el vector para las colas de histidina N terminal (N His-
Tag) y C terminal (C His-Tag), utilizadas en la purificacion de la proteina EndoG por IMAC.
Direccion de la secuencia promotora que es reconocida por la T7 polimerasa, T7 Promotor y
T7 Terminador. Secuencia que codifica el gen de resistencia a kanamicina Kan". Tamafio

total del vector de expresion utilizado pET28/EndoG es 6412pb

33




Expresion, Purificacion y Cristalizacion de la Endonucleasa G (EndoG) de Leishmania (Viannia)
panamensis como una Primera Aproximacion a los Estudios Estructurales de Proteinas

El ADNCc clonado en pET28 que codifica para la EndoG de L. (V) panamensis esta
identificado en el Genebank con el nimero de acceso: GQ119624.1 (Figura 4,
secuencia de nucledtidos del ADNc y aminodcidos de la proteina EndoG de L. (V)
panamensis). La secuencia de nucleétidos del ADNc de EndoG comprende 1077, lo que
representa una proteina de 359 aminoacidos, mas 42 aminoacidos que pertenecen al
vector pET28, lo que resulta en una proteina de un tamafio final de 401 residuos y con

un tamario esperado de 43.4kDa (Figura 4, cuadro inferior)

>gi|239509181|gb|GQ119624.1| Leishmania panamensis endonuclease G (endog) gene, partial cds
GCCCAGGCCTCCACGCTCACCGCCAACTTTCTGCAGCAGTGCAACGAAGCAGCGGCGCATGGGCTGCCGTC
CACTGCCGAGGTGCGCTGCTACGGCGGCTACCTCGCCAGCCTCAACTACGAGCGCCGCATCCCAAATTGGG
TAATGGAGGTAGTITGACTACCGCAAGCTGCGCTCCGAGCGCCGACCCTCCTCACCGGCAGTTGCCACCACC
AGCGGAGACGACGCCGCGCCGGGGGAAGAGGTGGGGTGTGACGGCAGCCGCGGTGGTGACGAAGTICTCG
CGCAACCGCAGCAACTTCTACGCTGACGACACCGTCCCCGCGGCCTTCCGCGTCGGACCCGACAGCTACAC
GTCACGCGGCATGAGTCGCGGCCACCTCGCCGCCGCGCAGTTGCACAAGGCATCGCAGGCGGAAATGGAC
GCGACCTTCAATATGAACGCGAACATCGTGCCGCAGGACATGACACTGAACGCAGTGGATTGGCTGCGGCT
GGAGGGTCTGACGCGCAAGCTGAGCAAGGAGGTAAGCGTCGGGCAGCAGCAGCCTGGACGTGGTCAGCGA
CGTGGCGACAGTCCACCAGCAGCGAATACCGGCGAAGCGGAAGGCGTGGGCAGCGCTGGCAAGCTGTACG
TCGTGAGCGGTCCTGCGTTCGTTCCCCGATTCATGCGTGTGGAGCACCGTCCGGACGGCACCGAAATCCAC
GCGCCGCTGTCCTCAGCGGACGTGAGCGCGGCGCTGAGGAAGACGGCAGCGCCAGTGAAGCTGATGATGA
CGTACGAGCTCACCGGCAACCCCGCGCGTGGCACTCCCGTCGCCGTGCCGAGCCATCTGTTCAAAGTGTTT
CTGGCCGAGGAGGACGGCGGCCGGTTACACTCAGCGGCAGCGTTCATGATGCCAAACGGACCGATCGTAG
AGCAGTTGCCCCTCACCGCGTACCAGGTACCGATTGAGCAACTGCAGCGCATCACGGGGCTCCAGTTTTIT
CCAGGGATGGACGCGACTCGCTTACCTGACCTCTGCAAGACGCACCAGTGCGACGCACGGCCGCCCGCGC
TCTTCCAGCGGTACCGGCAG

MGSSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGQQMGRGSAQASTLTANFLQQCNEAAAHGLPSTAEVRCY
GGYLASLNYERRIPNWVMEVVDYRKLRSERRPSSPAVATTSGDDAAPGEEVGCDGSRGGDEVSRNRSN
FYADDTVPAAFRVGPDSYTSRGMSRGHLAAAQLHKASQAEMDATFNMNANIVPQDMTLNAVDWLRL
EGLTRKLSKEVSVGQQQPGRGQRRGDSPPAANTGEAEGVGSAGKLYVVSGPAFVPRFMRVEHRPDGT
EIHAPLSSADVSAALRKTAAPVKLMMTYELTGNPARGTPVAVPSHLFKVFLAEEDGGRLHSAAAFMMP
NGPIVEQLPLTAYQVPIEQLQRITGLQFFPGMDATRLPDLCKTHQCDARPPALFQRYRQLEHHHHHH

Figura 4. Secuencia de Nucleotidos y Aminoacidos de la EndoG de L. (V) panamensis. La secuencia
de nucledtidos en formato FASTA tiene el nimero de acceso en Genebank GQ119624.1
(cuadro superior). La secuencia de aminoacidos de la EndoG se muestra en color azul (cuadro
inferior); en color negro y magenta estan los aminoacidos que pertenecen al vector pET28 y

que se expresan con la proteina EndoG.
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Para la expresion de la EndoG recombinante se utilizé la cepa de E. coli BI21 (DE3).
Las células fueron transformadas con el plasmido pET28/EndoG (Metodologia 7.5). De
las colonias obtenidas, se tomé una para hacer los cultivos preparativos para inducir la
expresion de EndoG. La induccion de EndoG con IPTG se realizd por 3 horas tomando
alicuotas de 1ml/hora. Por 1L de cultivo inducido se obtuvo un sedimento de 4g de peso
himedo de bacterias. La produccion de la proteina se verificd por medio de SDS-PAGE
al 12%. La proteina EndoG que tiene un peso molecular de 43,4kDa, migra entre las
bandas de 55kDa y 36kDa del marcador de peso molecular (Figura 5). Asi mismo, en la
Figura 5 vemos que no hay diferencias significativas al dejar el cultivo hasta las 3 horas
de induccion, pues el tamafio de la banda que corresponde a EndoG en las muestras 4 (2
horas) y muestra 5 (3 horas) no aument6 en el tiempo a partir de las dos horas de
induccion. Por esta razon para los cultivos siguientes el tiempo de induccion fue

realizado por 2 horas.

MP 6
250 -_—
130

—
~
te
-
wn

EndoG

E

10— —

o

Figura 5. Induccion de la Proteina EndoG y Prueba de Solubilidad de la Proteina. Marcador de peso
molecular (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder 10-250kDa, Thermo scientific). 1) Sin
induccion. 2) 1 hora de induccion. 3) 2 horas de induccién. 4) 3 horas de induccion. 5)

Sobrenadante (proteinas solubles). 6) Sedimento (cuerpos de inclusion: proteinas insolubles)
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Después de la expresion de la proteina EndoG, las bacterias fueron lisadas por
sonicacion para obtener los cuerpos de inclusion en la fraccion insoluble (sedimento) y
un sobrenadante. Luego de la sonicacidn, se obtuvo el peso de los cuerpos de inclusion
que fue de 1.2g, y este peso se redujo a 1.0g peso humedo después los lavados. Los
cuerpos de inclusion corresponden aproximadamente al 25% del peso del total de
bacterias (Tabla 3).

Produccion de Proteina EndoG de L. (V) panamensis

Cultivo de bacterias (g/1 Litro) 4.0
Cuerpos de inclusion (g/1 Litro) 1.2
Cuerpos de inclusién después de los lavados (g/1 Litro) 1.0
Renaturalizacién (mg) 25
Proteina activa después de la purificacion (mg) 16.5

Tabla 3. Produccion de la Proteina EndoG L. (V) panamensis. Se muestra el rendimiento por litro de
cultivo inducido. Peso himedo del sedimento de bacterias. Peso himedo de cuerpos de
inclusién antes de los lavados y después de los lavados. Proteina que se renaturaliz6 y cantidad

de proteina activa purificada.

Se tomaron alicuotas de 100ul de cada uno, cuerpos de inclusion y sobrenadante, para
verificar en cual de ellos se encontraba la EndoG, estas muestras también fueron
analizadas por SDS-PAGE al 12% (Figura 5). El resultado muestra que la EndoG esta
en los cuerpos de inclusion. La proteina EndoG presente en los cuerpos de inclusién se
solubilizé utilizando agentes caotrdpicos como cloruro de guanidinio (GuHCI) y urea,
en concentraciones altas de 8M y 6M (Figura 6). Se puede observar que en los cuerpos
de inclusidn estan presentes otras proteinas. EI promedio de obtencién de proteina total/
por litro de cultivo inducido fue 55mg. Como se puede apreciar visualmente en la
Figura 6, mas del 80% de la proteina presente en los cuerpos de inclusion es EndoG.
Utilizando el sistema de ultra concentracion AMICON la proteina se llevo a una

concentracion final de 20mg/ml.
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Figura 6. Proteina EndoG Extraida de Cuerpos de Inclusion por Agente Desnaturalizante 8M
GuHCI. Marcador de peso molecular (Amersham, LMW Calibration kit for SDS
electroforesis). 1) Cuerpos de inclusion antes de la lisis. 2) Proteina extraida de cuerpos de

inclusién con el agente desnaturalizante 8M GuHCL.

8.2 ELIMINACION DE PROTEINAS CONTAMINANTES DE LA EndoG DE
L. (V) panamensis PRESENTES EN CUERPOS DE INCLUSION DE E. coli

La purificacion de EndoG se efectudé por IMAC, teniendo en cuenta que la proteina
EndoG expresada en pET28 quedé marcada con dos colas de histidinas en los extremos
amino-carboxilo terminal, la purificacion se hizo utilizando la resina de niquel-Profinity
(BIO RAD). Para saturar la columna, se utiliz6 1ml de resina de niquel-Profinity por
cada 40mg de proteina en GUHCI. (Figura7). Proteinas diferentes de EndoG y que se
unieron a la columna, fueron lavadas utilizando buffer de lavado con 25mM de
imidazol. Para la elucion de la proteina EndoG unida a la resina, se aumentd la
concentracion del imidazol hasta 300mM, colectando las fracciones inmediatamente

después de cambiado el buffer (Figura 7).
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Figura 7. Purificacién de EndoG por IMAC. Marcador de peso molecular (PageRuler Plus Prestained
Protein Ladder 10-250kDa, Thermo scientific). 1 y 4) Proteina EndoG que no se unié a la
resina. 2 y 5) Lavado 25mM imidazol. 3 y 6) Elucién 300mM imidazol. Se presentan dos

experimentos independientes: 1-3 y 4-6.

Por cada 40mg de proteina que estd en 8M GuHCI sin purificar se lograron recuperar en
promedio 4mg de proteina EndoG purificada, esto equivale al 10% en el rendimiento en
cada purificacion. Las fracciones obtenidas en cada purificacion se unieron en un solo
pool y la proteina fue nuevamente concentrada a 20mg/ml para utilizarla en los ensayos

de renaturalizacion.

8.3 RENATURALIZACION DE LA EndoG DE L. (V) panamensis

Se tomaron 1.25ul del pool purificado por IMAC (25mg de proteina EndoG
desnaturalizada) se agregaron a 250ml de buffer de renaturalizacion con una
concentracion de 2M de urea (Metodologia 7.7). La concentracion de la urea se fue
reduciendo por medio de dialisis hasta llegar a cero y asi permitir un plegamiento
gradual de la proteina EndoG. El buffer para la renaturalizacion de EndoG constaba de

un sistema redox por la presencia de glutation reducido (GSSH) y glutatién oxidado
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(GSH). Después de la didlisis, la EndoG fue concentrada a 3.3mg/ml (5ml). Nuestros
resultados muestran que a esta concentracion EndoG permanece en solucion utilizando
el buffer 100mM NaCl, 50mM Tris-HCI, 0.4mM KCI, 0.05% Triton X-100, 0.1mM
GSH y 0.01mM GSSH, a pH: 8.0. A concentraciones mayores de 3.3mg/ml la proteina
comienza a precipitarse. La EndoG renaturalizada se cargd nuevamente en la columna
de niquel-Profinity (Metodologia 7.7) para eliminar los posibles contaminantes aun
presentes. La columna se lavo con el mismo buffer suplementado con 25mM de
imidazol. La interaccion de la proteina EndoG y la resina de Ni se sustituyd
incrementando la concentracion de imidazol hasta 300mM. Las fracciones obtenidas

con el buffer de elucién se analizaron en un gel SDS-PAGE al 12%, (Figura 8).
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Figura 8. Proteina EndoG Renaturalizada. Se muestran 5 experimentos independientes de purificacion
de la proteina EndoG luego de la renaturalizacion. Se corrieron aproximadamente 1ug en cada
carril. Marcador de peso molecular (Amersham, LMW Calibration kit for SDS electroforesis).
1) fraccion 1 renaturalizada. 2) fraccion 2 renaturalizada. 3) fraccién 3 renaturalizada. 4)

fraccion 4 renaturalizada. 5) fraccion 5 renaturalizada.

Como se puede ver en el gel, la proteina EndoG eluida de la columna de Ni tiene una
pureza aproximada de mas del 90%, ya que se observa una solo banda en fracciones
corridas en el SDS-PAGE vy tefiido con azul de coomassie. Nuestros resultados
muestran, que de 25mg de proteina que se renaturalizo, se purificaron 16.5mg de
proteina EndoG en un volumen total de 15ml. Para obtener la concentracion final de

trabajo encontrada de 3.3 mg/ml, el pool de fracciones se concentr6é a un volumen final
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de 5ml. Esta proteina fue utilizada en los experimentos de actividad endonucleasa y

posteriormente de cristalizacion.

8.4 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ENDONUCLEASA DE LA EndoG
DE L. (V) panamensis

Para corroborar que la renaturalizacion de EndoG fue exitosa logrando recobrar la
funcion endonucleasa, se hizo la prueba de digestion de ADN genémico humano. Para
cada reaccion se utilizé el buffer Tango de fermentas (33mM Tris —acetato pH: 7.9,
10mM acetato de Magnesio, 66mM acetato de Potasio, 0.1mg/ml BSA) a una
concentracion final de 1X. La prueba de actividad endonucleasa fue realizada a una
temperatura de 37°C por 60min en todas las reacciones (Tabla 4).

ACTIVIDAD ENDONUCLEASA

Tubol Tubo2 Tubo Tubo Tubo Tubo 6 Tubo 7

Cl(-) C2(-) 3 4 5 Inhibidor  Inhibidor
EndoG (Renaturalizada) No No 0.5ug  lug  1.5pg 2ug 2ug
EndoG (Desnaturalizada) No 2ug No No No No No
Buffer Tango 10X 2ul 2ul 2ul 2ul 2ul 2ul 2ul
ADN lpg Ipg Ing  Ipg  Ipg 2pg 2pg
KCI 2M No No No No No 1.5ul 2ul

Tabla 4. Prueba de Actividad Endonucleasa de la EndoG. Volumen final de cada reaccion fue 20pl,
tiempo de la reaccion 60min a 37°C. Se hicieron 7 reacciones, en la tabla se muestra el

contenido de cada uno de los tubos en cada reaccion.

Los resultados muestran gque en ausencia de enzima o con la enzima en 6M GuHCI
(controles negativos) no hay degradacion del ADN (Figura 9, carril 1 y 2). Para la
EndoG renaturalizada se utilizaron tres concentraciones diferentes: 0.5ug, 1ug y 1.5ug
(Tabla 4, Tubos 3, 4 y 5. Figura 9. Carriles 3, 4 y 5). La presencia de degradacion de
ADN se observa como un pequefio barrido (smear), mostrando que hay actividad

endonucleasa a partir de 0.5ug de enzima EndoG. EI aumenté de la concentracion de

40




Expresion, Purificacion y Cristalizacion de la Endonucleasa G (EndoG) de Leishmania (Viannia)
panamensis como una Primera Aproximacion a los Estudios Estructurales de Proteinas

EndoG hasta 1.5ug lleva a una degradacion casi total del ADN gendmico. Estos
resultados demuestran que nuestra enzima es activa y que el proceso de renaturalizacion

de la enzima restaurd su actividad endonucleasa.

Figura 9. Actividad Endonucleasa de la EndoG. La reaccion de digestion se incub6 37°C por 60min.
La reaccion se analizd en un gel de agarosa al 1.5%. Marcador de peso molecular de 1kb
Fermentas. 1) sin EndoG. 2) EndoG en 6M GuHCI. 3) 0.5ug de EndoG renaturalizada. 4) 1ug
de EndoG renaturalizada. 5) 1.5ug de EndoG renaturalizada. 6) Inhibidor KCI 150mM con 2ug
EndoG. 7) Inhibidor KCI 200mM con 2ug EndoG.

La proteina EndoG es una enzima que usa cofactores como el magnesio Mg?* para su
funcionamiento, y de la misma manera se conoce que iones como K inhiben la
actividad de EndoG (Toro, et al., 2011). Para comprobar esta inhibicion se utilizaron
dos concentraciones de KCI, 150mM y 200mM. Nuestros resultados muestran una
completa inhibicién de la actividad endonucleasa por el KCI, incluso a concentraciones
mayores de enzima de las utilizadas en la digestion de ADN (2 ug) (Figura 9, carriles 6
y 7). Estos datos estan en concordancia con los resultados recientemente publicados por
Toro y colaboradores en los cuales muestran una inhibicion de la actividad
endonucleasa de EndoG en presencia de iones potasio (Toro, et al., 2011).
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Los resultados anteriores muestran una endonucleasa activa, con la cual se realizaron
los experimentos de cristalizacibn como paso inicial en el camino de conocer la

estructura de la enzima.

85 ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS

Se hizo la comparacion de las secuencias de aminodcidos de las proteinas EndoG
reportadas en NCBI Protein, para las especies de L. (L) major, L. (L) infantum, L. (V)
braziliensis y L. (V) panamensis, ademas de la EndoG reportada para Drosophila
melanogaster, utilizando el software ClustalW2 y la visualizacién se hizo por software

libre como Jalview (FiguralO).
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Figura 10. Alineamiento de las Secuencias de Aminoacidos de la Proteina EndoG. Las secuencias de
los aminoacidos de EndoG de 4 especies de Leishmania y Drosophila melanogaster fueron
comparadas utilizado Software Jalview. 1) L. major, 2) L. panamensis 3) L. infantum, 4) L.
braziliensis y 5) D. melanogaster. Los colores representan los aminoacidos que se encuentran
iguales entre las secuencias comparadas. Los espacios marcados por un guién hacen referencia

a partes de la secuencia donde no hay identidad entre ellas.
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En la Figura 10, se muestra el alineamiento de las cinco secuencias, los colores
representan los diferentes aminoacidos en los cuales coinciden las secuencias
comparadas. Las secuencias que codifican para EndoG de L. (L) major y L. (L) infantum
las cuales son dos especies Leishmania que pertenecen al subgénero Leishmania, tienen
una identidad respecto a la EndoG de L. (V) panamensis que equivale a un 87% (Tabla
5). La identidad de la secuencia de la EndoG de L. (V) braziliensis frente a la secuencia
de la EndoG de L. (V) panamensis corresponde a un 99%, ambas pertenecen al
subgénero Viannia. Este resultado nos indica que hay diferencias entre los subgéneros

Leishmania y Viannia. Por otro lado, la identidad entre L. major y L. infantum es 95%.

Porcentaje de identidad en el alineamiento de secuencias de la proteina EndoG

Sec A Nombre Longitud Sec B Nombre Longitud %
1 L. major 502 5 D. melanogaster 310 23
2 L. panamensis 359 5 D. melanogaster 310 23
3 L .infantum 510 5 D. melanogaster 310 23
4 L. braziliensis 359 5 D. melanogaster 310 23
1 L. major 502 2 L. panamensis 359 87
2 L. panamensis 359 3 L .infantum 510 87
3 L .infantum 510 4 L. braziliensis 359 87
1 L. major 502 4 L. braziliensis 359 88
1 L. major 502 3 L .infantum 510 95
2 L. panamensis 359 4 L. braziliensis 359 99

Tabla 5. Clustalw2 Analisis de Porcentaje de Identidad de las secuencias de aminodacidos de la
Proteina EndoG. 1) L. major, 2) L. panamensis, 3) L. infantum, 4) L. braziliensis y 5) D.

melanogaster.

Se puede advertir que hay una disminucion en relacion a la identidad entre las especies
de los dos subgéneros de Leishmania, correspondiente a un 87%. Sin embargo, esta
identidad es considerablemente alta, mostrando que la proteina EndoG es ampliamente
conservada entre especies del género Leishmania. En contraste, vemos que la identidad
concerniente a la EndoG reportada para D. melanogaster (que es la Unica Endonucleasa
G a la cual se le conoce su estructura tridimensional (Loll, et al., 2009)), tuvo un valor
de 23% al ser comparada con secuencias de EndoG propias de las especies de
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Leishmania, Figura 10. En la Gltima secuencia, correspondiente a la EndoG de D.
melanogaster, pude notarse la disparidad entre los aminoacidos que concuerdan con las
cuatro secuencias de las especies de Leishmania. Esta ultima comparacion muestra una
gran divergencia entre especies eucariotas, en una proteina que cumple al parecer una

funcidn similar en estos organismos.

86 CRISTALIZACION

Teniendo la proteina EndoG purificada y corroborando que el proceso de
renaturalizacion pudo plegar la proteina en su forma nativa recuperando su funcién, se
procedio a hacer los ensayos cristalizacion por el método de gota colgante (Hanging
Drop), en 50 diferentes buffer de cristalizacion (Tabla 2). La concentracion EndoG
empleada en la cristalizacién fue 3.3mg/ml. Tres relaciones diferentes EndoG/buffer de
cristalizacion se ensayaron: 0.5:1, 1:1 y 2:1. La cristalizacion se llevo a cabo a
temperatura ambiente (Medellin). Se evitd en gran medida perturbaciones que

detuvieran el crecimiento de los cristales tales como movimientos, vibraciones, etc.

La primera lectura del crecimiento de los cristales se hizo a las 72 horas, donde se
observaron algunas formas cristalinas ademas de precipitados de proteina y otras

condiciones en las cuales no se observaba ningun resultado (gota clara) (Figura 11).
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Figura 11. Comportamiento de la Proteina EndoG en los Diferentes Buffer de Cristalizacion. Se
muestra el resultado de la cristalizacion de la proteina EndoG en algunos de los buffer de
cristalizacion. A) Gota clara, no hay cambio en la solubilidad de EndoG. B) Precipitado,
aglomeracion de EndoG formando un sedimento. C) Esférulas, Son agujas muy delgadas

agrupadas entorno a un sitio de nucleacién, forma cristalina. D) Agujas, forma cristalina.
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Las formas cristalinas son indicio de que el proceso de cristalizacion estd ocurriendo,
por esta razon, no se perturbo mas los cristales y se dejaron en resto de los dias (12)
hasta su evaluacion final. En la Figura 11, estan representadas las condiciones del

comportamiento de la proteina en algunas de las soluciones madre utilizadas.

Relacién Resultado
) Numero Buffer .
(proteina/buffer) (Cristales)
0.2M Acetato de Amonio, 0.1M Tri HCI pH: o
Ensayo 1 19 Laminas

8.5, 30% v/v 2-Propanol
0.1M Tris-HCI pH: 8.5, 2.0M Sulfato de

Ensayo 2 4 . Agujas
Amonio
Ensayo 2 30 0.2M Sulfato de Amonio, 30% p/v PEG 8000 Esférulas
Ensayo 2 31 0.2M Sulfato de Amonio, 30% p/v PEG 4000 Laminas
0.1M Hepes Sodio pH: 7.5, 0.2% v/v PEG 400, . N
Ensayo 2 39 Agujas y cilindros

2.0M Sulfato de Amonio
0.1M Citrato de Sodio Tribasico di-hidratado

Ensayo 2 40 pH: 5.6, 20% v/v 2-Propanol, 20% p/v PEG Laminas
4000
2.0M Sulfato de Amonio, 0.2M Acetato de . oo
Ensayo 2 47 o Agujas y Laminas
Sodio Tri-hidratado pH: 4.6
Ensayo 3 3 0.4M Fosfato de Amonio Monobésico Rombos
Ensayo 3 47 0.1M Acetato de Sodio Tri-hidratado pH: 6.5 Agujas

Tabla 6. Formas Cristalinas y Cristales de la proteina EndoG. Las condiciones donde se obtuvieron
cristales se evaluaron después de 15 dias. Relacion proteina/buffer, Ensayo (1): 0.5:1, Ensayo
(2): 1:1, Ensayo (3): 2:1. El nimero hace referencia al buffer de cristalizacion (Tabla 2),

composicién del buffer y por Gltimo la forma cristalina o el cristal (es) que se obtuvo.

Con nuestros resultados pudimos constatar que el comportamiento de la proteina
obedece a la relacion proteina/buffer utilizada y la composicion del buffer de
cristalizacion (precipitantes, aditivos, etc). En la Tabla 6, se presentan las condiciones
en las cuales se obtuvo cristales individulaes. Los cristales en rombos furon obtenidos
en el ensayo 3, buffer de cristalizacion 3 (Tabla 2) (Figura 12 y Figura 13), siendo la

Unica condicién donde se dio este resultado. En el ensayo 2, buffers 39 y 40 (Tabla 2)
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se observaron cristales en laminas y cilindros, respectivamente. Las anteriores (buffers

3, 39 y 40) fueron las mejores condiciones de cristalizacion de la EndoG (Figura 12).

Figura 12. Mejores Condiciones de Cristalizacion. En estas condiciones observamos formacién de
monocristales con formas simétricas (Objetivo 40X). A) Ensayo (2), buffer 39 (0.1M Hepes
Sodio pH: 7.5, 0.2 v/v PEG 400, 2.0M Sulfato de Amonio), Cristales en Agujas, Laminas y
Cilindros. B) Ensayo (2), buffer 40 (0.1M Citrato de Sodio Tribasico di-hidratado pH: 5.6,
20% v/v 2-Propanol, 20% p/v PEG 4000), Cristales en Laminas. C) Ensayo (3), buffer 3 (0.4M

Fosfato de Amonio Monaobasico), Cristales en Rombos.

Una importante valoracion de la calidad de los cristales, es someterlos a luz polarizada.

Bajo la exposicion de la luz polarizada, los cristales transforman la luz en colores,
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mientras que el material que no forma cristales permanece oscuro. Conociendo en qué
condiciones se obtuvieron formas cristalinas o cristales, se procedi6 a inspeccionar estas
condiciones bajo luz polarizada. Pudiendo verificar que algunos de los cristales

conseguidos tienen la propiedad de ser birrefringentes (Figura 13).

Figura 13. Cristales Birrefringentes bajo la Luz Polarizada. A) Ensayo (2), 1:1, buffer 39 (0.1M
Hepes Sodio pH: 7.5, 0.2 v/iv PEG 400, 2.0M Sulfato de Amonio), Cristales en cilindros. B)
Ensayo (2), 1:1, buffer 40 (0.1M Citrato de Sodio Tribasico di-hidratado pH: 5.6, 20% v/v 2-
Propanol, 20% p/v. PEG 4000), Cristales en laminas. C) Ensayo (3), 2:1, buffer 3 (0.4M
Fosfato de Amonio Monobasico), Cristales en Rombos (otras formas). Se puede observar el
cambio de color de acuerdo al angulo en que inside la luz sobre el cristal.
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La birrefringencia significa que hay dos velocidades distintas con la cual la luz puede
propagarse, dependiendo de la direccion de propagacion. Cuando un rayo de luz se
divide en dos haces a medida que pasa a través de un material (cristal de proteina), el
efecto se denomina birrefringencia (o doble refraccion) y el material es birrefringente.
Esta propiedad se comprobo al someter el cristal a un haz de luz polarizada, como
resultado se cambid de color en los cristales de acuerdo al &ngulo en que los impacto la
luz (Figura 13). De acuerdo a nuestros resultados podemos decir que los cristales
logrados tienen la propiedad de ser birrefringente. El paso a seguir es corroborar la
capacidad de difraccion de rayos X de estos cristales en un equipo de rayos-X para

monocristales.
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9. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Uno de los mecanismo desarrollados por Leishmania para la evasion de la respuesta
inmune en el mamifero, es la aparicién de promastigotes apoptoticos en el inoculo que
entra con la picadura del vector. Este proceso de apoptosis fundamental en el proceso
infeccioso es debido a la funcién de la proteina EndoG (Van Zandbergen, et al., 2006),
que desencadena la muerte celular programada (MCP) como un evento independiente
de la via de CASPASAS. La no exclusividad de la MCP por la via de las CASPASAS
habia sido reportada en organismos eucariotas como Caenorhabditis elegans (Parrish, et
al., 2001) y otros organismos (lIrvine, et al., 2005, Kieper, et al., 2010, Oda, et al., 2007,
Van Loo, et al., 2001). La busquedas de genes que codifiquen proteinas involucradas en
el proceso MCP en Leishmania dio como resultado una proteina homoéloga en
Leishmania a la Endonucleasa G, proteina reportada para otros organismos como
causante de la MCP (Gannavaram, et al., 2008, Rico, et al., 2009), lo que indicaba que
este proceso en Leishmania también podia ser mediado por EndoG. Por otro lado, no se
han encontrado genes en Leishmania que codifiquen proteinas similares a las
CASPASAS. La publicacion de datos demostrando hay MCP en Leishmania, evidencio
que EndoG de Leishmania es una enzima clave para que Leishmania entre en un
proceso de MCP (Rico, et al., 2009).

Aunque la produccién heteréloga de EndoG de Leishmania en E. coli ya habia sido
reportada (Toro, et al., 2011), la cantidad y concentraciones obtenidas no superaban los
nanogramos (100ng/ml). En este trabajo se utiliz6 el mismo vector pET28, y la EndoG
clonada tiene un tamafio de 43.4kDa en vez de 39.49kDa, esto por la presencia de
algunos aminodacidos que son codificados por el vector, como las dos colas His-tag. Los
resultados de actividad de la proteina EndoG (Toro, et al., 2011), como los nuestros,
muestran que estos 42 aminoacidos no alteran la funcién endonucleasa de la enzima.
Nuestros datos muestran una produccion de hasta 15mg de proteina activa y con una
pureza de mas del 90% como se puede observar en la Figura 8. Ademas, se pudo
obtener concentraciones de EndoG hasta 3.3mg/ml, con la utilizacion de detergentes
como Triton X-100 a una concentracion de 0.05 % (v/v); y el aumento de las

interacciones electrostaticas (Salting in) por la adicion de 100 mM de NaCL y 0.4mM

49




Expresion, Purificacion y Cristalizacion de la Endonucleasa G (EndoG) de Leishmania (Viannia)
panamensis como una Primera Aproximacion a los Estudios Estructurales de Proteinas

de KCI. La inhibicién de la actividad endonucleasa fue inhibida con KCI como lo

indicaron publicaciones previas (Toro, et al., 2011).

El encontrar las condiciones de renaturalizacion, lograr concentraciones de 3.3mg/ml y
seguir teniendo una proteina activa son logros importantes de este trabajo. Aunque la
estructura tridimensional de la proteina EndoG es el objetivo final, no es del alcance de
este trabajo de grado. Sin embargo, un paso previo a la determinacién de la estructura
tridimensional de proteinas es su cristalizacion cuando la proteina excede los 30kDa,
como es el caso de la EndoG. Ya que la cristalizacion requiere de cantidades grandes de
proteina en el orden de miligramos; proteinas con una pureza alta (> 90%); y proteinas
las cuales se les pueda comprobar que estan activas. Procedimos a realizar los primeros
ensayos de cristalizacion de proteinas con la enzima EndoG de un pardsito que es
endémico en algunas regiones de Colombia. Este trabajo reporta los primeros cristales
de proteina EndoG de L. (V) panamensis. La cristalizacion de la EndoG mostro la
formacion de cristales en forma de aguja a una relacion de 0.5ul proteina/1.0ul buffer,
estos cristales no son muy adecuados para un posterior analisis de difraccion de rayos-
X. Sin embargo, el principal objetivo del trabajo se cumplié al obtener monocristales de
EndoG (Figura 12 y 13), este resultado es altamente novedoso y de suma importancia
para trabajos futuros. Este trabajo abordd un método cientifico de vanguardia el cual es
considerado el factor limitante para la dilucidacion de las estructuras tridimensionales

de proteinas.

10. PERSPECTIVAS

En este trabajo se lograron obtener las primeras condiciones de cristalizacion para la
proteina EndoG. A futuro se espera hacer una optimizacion de las condiciones de
cristalizacion y poder realizar la obtencion de los datos de difraccion que posibiliten
hacer el analisis de rayos X, que posiblemente permitan esclarecer la estructura de
EndoG de L. (V) panamensis para ser publicados en el PDB para que tanto cientificos de

Colombia como a nivel mundial se beneficien de estos hallazgos.
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