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RESUMEN

Existe la necesidad de encontrar nuevas alternativas farmacoldgicas para la enfermedad de
Chagas, una patologia sistémica sin cura efectiva en su etapa crénica, debido a la baja eficiencia
y la toxicidad de los pocos medicamentos disponibles para su tratamiento. Las proteinas quinasas
son objetivos farmacoldgicos utilizados en el tratamiento de varios tipos de cancer, debido a su
papel esencial en vias de sefializacion y promocién de la supervivencia celular. La serina/treonina
guinasa AKT-like ha sido propuesta como diana en el desarrollo de farmacos para el tratamiento
de enfermedades parasitarias con resultados promisorios hasta la fecha. Por tanto, proponemos la
identificacion y validacién funcional de una proteina asociada a la via de sefializacion
PI3K/AKT/TOR como potencial diana farmacoldgica, una posible segunda serina/treonina
guinasa B-like/AKT de Trypanosoma cruzi. Mediante analisis bioinformaticos realizados en
nuestro grupo y por Bachmaier et al. en 2013, se encontrd una posible isoforma de la primera
AKT reportada (UniProtKB ID Q4D6D3), este nueva proteina (UniProtKB 1D Q4DL90) presenta
los tres dominios funcionales conservados; sin embargo, diverge en la region amino terminal con
el dominio (FYVE/PHD) que no esta en ninguna de las tres isoenzimas AKT humanas y cuya
secuencia tiene una identidad maxima del 41% con los dominios FYVE/PHD humanos, un hecho
que permite el disefio racional de compuestos que aprovechen estas diferencias con el parasito.
En este trabajo, mediante herramientas de biologia molecular se obtuvieron los plasmidos pET-

ZT2-AKT-2 y pET28a-AKT-2 que permitieron la expresion de la proteina recombinante AKT2-
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like full-length en E. coli, al igual que el vector pET28a-ANtAKT-2 que expresd Unicamente el
dominio quinasa. La purificacion se realizo mediante cromatografia de afinidad a metales
inmovilizados (IMAC) y cromatografia de exclusion por tamafio (SEC); y la actividad guinasa se
evalué mediante un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas en fase sélida (ELISA).
Adicionalmente, se obtuvieron anticuerpos policlonales de conejo anti-AKT2-like quepermitieron
la deteccion de la proteina endogena en epimastigotes de T. cruzi tulahuen y Gal61Smediante
ensayos de Western-blot. Los resultados experimentales nos permitieron validar la existencia de
una segunda serina/treonina guinasa B-like en T. cruzi, lo que la convierte en una candidata como

diana terapéutica para investigaciones futuras.

PALABRAS CLAVES: Trypanosoma cruzi, quinasa, AKT/PKB, enfermedad de Chagas,

dominio FYVE/PHD.

1. INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas o0 tripanosomiasis americana, es una enfermedad parasitaria sistémica
causada por el protozoo flagelado Trypanosoma cruzi y transmitida por vectores hemipteros de la
subfamilia Triatominae. Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) es una de las
enfermedades tropicales mas desatendidas actualmente [1]. Esta parasitosis ha sido considera
endémica en América Latina, siendo prevalente en las areas rurales; sin embargo, en los Gltimos
afios debido a los constantes flujos migratorios y el progresivo desarrollo econémico se ha
favorecido su expansion a regiones clasicamente consideradas como no endémicas,
convirtiéndose en un problema de salud publica a nivel global. Entre 6 y 8 millones de personas
la padecen en todo el mundo, y entre 65 y 100 millones de personas estan en riesgo de contraer la

infeccion [2].

Las alternativas terapéuticas para el tratamiento de la enfermedad de Chagas son limitadas, aun

no se cuenta con una vacuna efectiva en el mercado y los compuestos nitroheterociclicos:
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benznidazol y nifurtimox, Unicos farmacos de primera linea disponibles estan lejos de ser
medicamentos ideales, su eficacia en el estadio cronico de la enfermedad todavia es incierta y los
esquemas terapéuticos pueden extenderse durante meses, por lo que la toxicidad de los efectos
adversos suele ser frecuente, dificultando la adherencia al tratamiento por parte de los pacientes
[3]. Asi mismo, se ha reportado cepas con resistencia natural a los nitroderivados y la capacidad
de inducir resistencia en este parasito, tanto in vitro como in vivo, por presiones continuas a estos
medicamentos [4]. Teniendo en cuenta el panorama anterior, es necesario la busqueda de nuevas
dianas moleculares y agentes terapéuticos que sean mas seguros, eficaces y que tengan baja
probabilidad de desarrollar cepas resistentes a la hora del uso en tratamiento. Para lograr este
objetivo, se hace fundamental el estudio de la biologia y bioquimica del parasito, para asi

establecer blancos moleculares que puedan ser usados como alternativas farmacolégicas.

Las proteinas quinasas han sido durante los ultimos afios potenciales dianas terapéuticas debido a
su papel esencial en vias de sefializacion celular, actuando como interruptores en una red de
encendido y apagado de procesos que dependen de la adicién o remocion de grupos fosfatos [5].
Dentro de esta familia hay un subgrupo de proteinas Ilamadas quinasas AGC Ser/Thr con
capacidad de fosforilar residuos de serina y/o treonina, y que se agrupan segun su actividad en:
guinasa dependiente de GMPc (PKG), quinasa dependiente de AMPc (PKA) y la proteina quinasa
C (PKC) [6]. Las quinasas AGC Ser/Thr han sido descritas como fundamentales en procesos de
regulaciéon de la homeostasis en células eucariotas, promoviendo la respuesta a estimulos
hormonales o de estrés, y procesos de supervivencia al regular la sintesis o degradacion de
moléculas portadoras de energia [7,8]. También se ha descrito su papel en el control y sefializacion
en el ciclo celular, donde la cascada de proteinas quinasas activadas por mitdgenos (MAPK) son
elementos frecuentes en la transduccion de sefiales de células eucariotas, regulando procesos

celulares al activar factores de transcripcion que promueven la division celular [9,10].

Dentro de las AGC Ser/Thr quinasas, se encuentra una proteina de gran relevancia, la quinasa B

(PKB 0 AKT). La AKT es una proteina citoplasmatica que es reclutada a la membrana celular
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actuando en la via de sefializacion celular PI3K-PKB/AKT. Ante estimulos de estrés o de
activacion de procesos metabolicos se da la formacion de fosfatidil inositol trifosfato (PIP3), que
promueve el anclaje de la AKT a la membrana celular mediante la unién PIP3 y el dominio de
homologia pleckstrin (PH). Esta interaccion induce cambios conformacionales en la proteina
permitiendo su fosforilacion por otras quinasas, como las proteinas dependientes de 3-
fosfoinositol, PDKs o el complejo mTORc2. Al ser activada, la AKT regula una amplia gama de
respuestas bioldgicas que incluyen la motilidad celular, crecimiento, proliferacion vy
supervivencia, asi como la transcripcion, sintesis de proteinas y metabolismo de nutrientes [11].
En humanos, es conocida por su papel central en las vias de transduccion de sefiales activadas en
respuesta a factores de crecimiento o insulina, y contribuye a varias funciones celulares
incluyendo la apoptosis, el crecimiento celular y el metabolismo de nutrientes [12,13]. La
alteracion de esa via se ha asociado a la proliferacion de células cancerigenas y tumorales [14].
Se ha reportado ademas que el fenotipo transformado en algunos tumores es impulsado por la
activacion de la via AKT como resultado de la activacion o sobreexpresion del receptor, y que su
inactivacion especifica genera procesos apoptéticos sin afectar a las células normales [15]. Dadas
sus caracteristicas en la conexién de distintas rutas metabolicas y considerarse esencial en
procesos de supervivencia celular en condiciones de estrés, la AKT se ha convertido en un blanco

molecular prometedor en la bisqueda de nuevas alternativas terapéuticas.

En tripanosomatidos se ha reportado la presencia de quinasas, indicando que la fosforilacion de
proteinas es un mecanismo clave en la regulacion de los procesos celulares del paréasito y las
respuestas que estos deben generar ante ambientes adversos que enfrentan en el huésped [16].
Estas proteinas ocupan aproximadamente el 2 % del genoma en el paréasito (17). Teniendo en
cuenta lo anterior, se ha descrito una quinasa AKT-like en los genomas de Leishmania spp,
Trypanosoma cruzi y Trypanosoma brucei que conserva los tres dominios funcionales: un
dominio catalitico (AGC) fundamental para la fosforilacién de las sustratos, un dominio
regulatorio C-terminal (PK) encargado de la regulacién enzimética, y un dominio de homologia

pleckstrin (PH) en el N-terminal crucial para la activacion de la quinasa, ya que se une al
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fosfolipido de membrana fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato (PtdIns-3,4,5-P3) mediando el
reclutamiento a la membrana plasmética, para la sefializacion efectiva aguas abajo de las proteinas
presentes en la via PI3BK/AKT/TOR [18, 19, 20]. No obstante, a pesar de su similitud con la AKT
humana, presenta diferencias en su secuencia que ha permitido el desarrollo de inhibidores
especificos [21]. En Leishmania donovani, se ha reportado su activacion bajo condiciones de
estrés térmico y nutricional, lo que sugiere un papel en los procesos de supervivencia celular.
Ademas, su inhibicién induce eventos de apoptosis y disminuyen la capacidad infecciosa del
parasito. Adicionalmente, mediante estudios de docking molecular y estudios in vitro se han
evaluado inhibidores alostéricos de la AKT-like tanto de Leishmania panamensis como en T. cruzi
y T. brucei, donde bajo condiciones de estrés se inhibe la proliferacion de los parasitos debido a
la pérdida del potencial de membrana mitocondrial, cambios en la morfologia, afeccion en la

integridad del ADN vy la estabilidad de la membrana celular. [22,18]

En cuanto a Trypanosoma cruzi, por analisis bioinformaticos realizados tanto en nuestro grupo de
investigacion [18] como por Bachmaier et al. [23] se encontrd otra posible isoforma de la primera
AKT-like reportada (Q4D6D3), la proteina AKT-2 like (Q4DL90). Ambas proteinas pertenecen
adiferentes secciones del genoma del parasito (contigs) que no ha sido completamenteensamblado,
pero con suficientes diferencias para considerarlos dos productos genéticos individuales. Las
proteinas comparten un 45 % de identidad y los mismos dominios funcionales (dominio PH,
dominio quinasa y dominio AGC); sin embargo, la nueva isoforma propuesta poseeun dominio
amino terminal (FYVE/PHD) similar a unos dedos de zinc, cuya funcién principal encélulas
eucariotas es la regulacion de procesos transcripcionales. Algo interesante es que este dominio no
esta presente en ninguna de las tres proteinas AKT humanas, y la secuencia que se encuentra en
TcAKT2-like tiene una identidad maxima del 41 % con los dominios FYVE/PHD de humanos
[18]. Este precedente, permite el estudio a nivel bioquimico de la proteina AKT2- like del parésito
y abre la posibilidad de la basqueda y disefio de nuevos inhibidores especificos de una quinasa

que puede ser esencial en procesos de supervivencia para estos importantes patdgenos.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Anédlisis bioinformatico de la proteina AKT2-like. De la base de datos UniProtKB se
obtuvo la informacion de la quinasa de interés (codigo Q4DL90). La determinacion de los
pardmetros fisicoquimicos se realizd empleando la herramienta ProtParam disponible en el
servidor EXPASYy (http://web.expasy.org/protparam/). Para la determinacion y descripcion de los
dominios se usaron los servidores InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/) y Pfam
(https://pfam.xfam.org/). Adicionalmente, se realiz6 un alineamiento maltiple con Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) contrastando las secuencias de las tres isoenzimas
humanas (codigos de acceso en UniProtKB: (AKT1 (P31749), AKT2 (P31751), AKT3

(Q9Y243)) con la secuencia de la TCAKT-2 like de T. cruzi.

2.2 Cultivos de Trypanosoma cruzi
Epimastigotes de Trypanosoma cruzi tulahuen (cepa transfectada con la enzima B-galactosidasa)
y Gal6lS (M.RATTUS/CO/91/GAL-61cl11) fueron cultivados en medio RPM1 1640 (Sigma

Aldrich) suplementado con 0.02% de hemina, 0.5% de tripticasa peptona, 0.002 M de HEPES,

suero fetal bovino inactivado al 10% (SFB) y 100 U*mL-" penicilina y 0.1 mg*mL-!
estreptomicina. Los parasitos fueron mantenidos en frascos T-25 a 26 °C. Adicionalmente, para
el mantenimiento de las cepas se emple6 el medio bifasico Novy-MacNeal-Nicolle (0.6 % de

NaCl; 0.8% de glucosa) con 1 ml de fase liquida a 26 °C.

2.3 Obtencidn del vector pET-TcAKT-2 mediante mutagénesis dirigida

El vector pET-TCAKT-2 se obtuvo mediante la técnica de mutagénesis sitio dirigida por PCR
usando el kit Q5® Site-Directed Mutagenesis (New England Biolabs, NEB). Se emplearon los
cebadores disefiados (Primer directo: 5°-GGC AGT GGT TCT GAG AAT CTT TAT TTC-3".
Primer Reverso: 5°-CAT GGG GTG ATG GTG ATG GTG ATG -3"). Como vector plantilla se
uso el vector pET-ZT2-AKT-2 obtenido previamente en nuestro laboratorio, conformado por un
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promotor T7 disefiado para la expresion génica de la proteina, Kanamicina como antibiotico de
seleccion, y una etiqueta de solubilidad ZTag2 (dominio Z de la proteina A de Staphylococcal).
La reaccion de PCR fue realizada a un volumen final de 50 pl, con 0.25 pL de Q5® High-Fidelity
DNA Polimerasa (2U/uL), 20 ng de DNA plantilla y una concentracién final para cada uno de los
cebadores de 0.5 pM. El ciclo de desnaturalizacion inicié a una temperatura de 98 °C por 30
segundos, seguido de 25 ciclos con temperaturas de desnaturalizacién, alineamiento y extension
de 98 °C (30 s), 50 °C (30 s) y 72 °C (2 min), respectivamente. Posterior a la amplificacion, se
adiciond 1 pL de la endonucleasa Dpnl y se incub6 una hora a 37 °C. Finalmente, se realizé una
incubacion a temperatura ambiente durante dos horas con 1 pL de la T4 ligasa (NEB) para

completar la circulacion del material genético amplificado.

Posteriormente, células quimicamente competentes DH5a fueron transformadas con 5 pL de
DNA producto de ligacion (pET-TcAKT-2) mediante choque térmico [24], las células fueron
recuperadas en 700 pul de medio liquido Luria Bertani (LB) e incubadas 1 h a 37 °C. Se sembré
por confluencia 200 pL del in6culo en medio sélido LB suplementado con 50 pg/ml de
kanamicina para la seleccion de los clones. La extraccion de plasmido fue realizada mediante el
kit comercial FavorPrep Plasmid Extraction Mini Kit (Favorgen). Para la confirmacion de la
obtenciodn del vector, se realiz6 digestién enzimatica con Ncol y Notl (NEB) y electroforesis en
gel de agarosa al 1 % (p/v) en buffer TAE 1X (40 mM Tris, 20 mM acido acético, 1 mM EDTA)
y tincién con bromuro de etidio 0.05% (v/v). Adicionalmente, el vector fue verificado por

secuenciacion del ADN en LGC Genomics GmbH.

En cuanto al vector pET28a-AKT2, este fue sintetizado por BioCat GmbH (Heidelberg,
Alemania) con la secuencia génica de la AKT2-like (UniProtKB ID: Q4DL90) optimizada para
su expresion en E. coli. Posee el promotor T7, Kanamicina como antibidtico de seleccion, y

permite la expresion de la proteina con una etiqueta 6His en el extremo carboxilo.



2.4 Obtencidn del vector pET28a-ANt AKT-2 mediante mutagénesis dirigida

Con el fin de obtener el dominio quinasa de la proteina y evaluar su actividad enzimatica, se
obtuvo el vector pET-ANtAKT-2 mediante la técnica de mutagénesis sitio dirigida por PCR
usando el kit Q5® Site-Directed Mutagenesis (New England Biolabs). Con esta técnica se
deleciond la secuencia génica que codifica para los dominios PH y FYVE/PHD presentes en el
extremo amino de la AKT2-like. Para ello, se emplearon los siguientes cebadores: directo, 5’-
GATTTTGAACTGCTGACC-3"; Reverso: 5 -CATGGTATATCTCCTTCTTAAAG -3. Como
vector plantilla se usé el vector pET28a-AKT-2. La reaccién de PCR fue realizada a un volumen
final de 50 pl, con 0.25 pL de Q5® High-Fidelity DNA Polimerasa (2U/uL), 20 ng de DNA
plantilla y una concentracion final para cada uno de los cebadores de 0.5 uM. El ciclo de
desnaturalizacion inici6 a una temperatura de 98 °C por 30 segundos, seguido de 25 ciclos con
temperaturas de desnaturalizacion, alineamiento y extension de 98°C (30 s), 52°C (30 s) y 72°C
(3 min), respectivamente. El resto de la metodologia fue realizada como se describi6 en el numeral
2.3. Finalmente, se realiz6 digestion enzimatica con la enzima de restriccion BamHI (NEB) y se
observé mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 % (p/v) en buffer TAE 1X (40 mM Tris,

20 mM 4&cido acético, 1 mM EDTA) en tincion con bromuro de etidio 0.05% (v/v).

2.5 Expresion y purificacion de las proteinas recombinantes TCAKT2-like-6His y ANtAKT-
2-6His.

Para la obtencién de las proteinas recombinantes se emple6 el sistema heterdlogo de Escherichia
coli. Los plasmidos (pET28a-AKT2 y pET-TcAKT-2 que expresan la proteina full-length, y
PET28a-ANtAKT-2 que expresa el dominio quinasa) se introdujeron en células de expresion E.
coli BL21(DE3) mediante transformacion por choque térmico [24]. Los clones fueron
seleccionados en medio solido LB con kanamicina 50 ug/ml. Las bacterias se cultivaron a 37 °C
en un litro de LB hasta alcanzar una ODego de 0.6 y se indujo la expresion de la proteina mediante
la adicion de 0.5 mM de isopropil-1-tio-R-D- galactopiranésido (IPTG) overnight a 25 °C. Las
bacterias fueron colectadas y resuspendidas en buffer de lisis (50 mM Tris-HCI pH 7.0, 300 mM

NaCl, 10 mM Imidazol, 5 mM beta-mercaptoetanol, 0.1 mg/ml DNAsa, 1 mM MgCl,;, 1 mM
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MnSO. e inhibidor de proteasa Roche). Luego, mediante sonicacion en el equipo Ultrasonic Cell
Disruptor UCD-650 de BIOBASE se realizé la ruptura celular durante 15 minutos a 20 % de
potencia y pulsos de 2 segundos. El lisado bacteriano se centrifugé a 18000 g durante 20 minutos
a 4 °C, y el sobrenadante obtenido se sometié a cromatografia de afinidad a metales
inmovilizados. La columna de gravedad con 3 ml de resina de Ni-NTA (Qiagen) fue equilibrada
con 10 volimenes de columna (CV) de buffer de lisis (50 mM Tris-HCI pH 7.0, 300 mM NacCl,
10 mM Imidazol); seguido a esto, la fraccion soluble fue pasada por la columna dos veces y se
realizd un gradiente de imidazol de 10 mM, 25 mM, 35 mM y finalmente una elucién con 300
mM imidazol. Se tomaron 20 pl de todas las fracciones y se prepararon en buffer de carga 1X
para su evaluacion en un SDS-PAGE 12%. Se realiz6 cromatografia de exclusiéon de tamafio
usando buffer SEC (50 mM Tris-HCI pH 7.0, 200 mM NaCl) en el equipo FPLC GE Healthcare
AKTA purifier 10, con la columna Superdex 75 pg Hiload 16/600 (GE Healthcare). Se inyect6 2
ml de proteina a una concentracion de 1,46 mg/ml y se colectaron las fracciones. La concentracion
de proteinas se determind midiendo la absorbancia a 280 nm y usando el coeficiente de absorcion

molar (TCAKT2-like ¢/1000= 63,3) con el Nanodrop 1000 ThermoFisher.

2.6 Determinacion de la actividad quinasa de la proteina AKT-2 like mediante ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzimas en fase sélida.

La actividad enzimatica se determind mediante el Akt Kinase Activity Assay Kit (Abcam, Cat #
ab139436), siguiendo las indicaciones del fabricante. Brevemente, se agregd 50 ul de buffer de
ensayo quinasa en los pozos durante 10 min a temperatura ambiente y se retiré la solucién
mediante aspiracién. Posteriormente, se adiciond 30 pl de cada muestra: blanco (buffer de ensayo
quinasa), control positivo de actividad con la AKT-1 de T. cruzi a una concentracion de 200 ng,
y la proteina AKT-2 like en concentraciones de 400 ng, 800 ng y 1200 ng. Cada concentracion
fue evaluada por duplicado. Seguido a esto, se inici0 la reaccion al adicionar 10 ul de ATP diluido
a cada pozo, se cubriod la placa con adhesivo y se dej6 en incubacion 90 minutos a 30 °C en
agitacion cada 20 minutos. Se detuvo la reaccion al aspirar la solucion y secar los pozos al invertir

la placa. Posteriormente, se adicion6 40 pl del sustrato fosfoespecifico a cada pozo, se cubrid la
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placa y se incub6 a temperatura ambiente durante 60 min en agitacién constante. Terminado el
tiempo, se aspird todo el liquido de los pozos, para adicionar 100 ul de buffer de lavado 1X a
todos los pozos. Se realizaron 4 lavados cada uno de 2 minutos. Se adicion6 40 pl del anticuerpo
anti-1gG de conejo: HRP diluido a cada pozo y se incubd a temperatura ambiente 30 minutos en
agitacion. Seguidamente, se realizaron nuevamente 4 lavados. Se afiadio 60 pl del sustrato TMB
a cada pozo y se incub6 60 minutos. finalmente, se adiciond 20 pl de solucién de parada a cada
pozo y se ley6 a 450 nm en un lector de microplatos (VarioskanTM LUX Multimode Reader -

Thermo Scientific, USA).

2.7 Obtencidn de anticuerpos policlonales de conejo anti AKT-2 like

Los anticuerpos policlonales anti-AKT-2 like se obtuvieron mediante la inmunizacién de un
conejo de laboratorio adulto macho New Zealand de 2 Kg. La inmunizacion fue realizada con la
proteina recombinante AKT-2 like de trypanosoma cruzi en una concentracion 0.52 pg/ul y con
adyuvante incompleto de Freund; estos fueron emulsionados en una mezcla de partes iguales (500
pl de proteina y 500 pl de adyuvante) e inoculada via subcutanea en la zona dorsal del animal.
Cada quince dias se inmunizaron los conejos y se tomaron muestras de sangre de la vena principal
de la oreja en condiciones asépticas. El suero final se recogi6 por puncién cardiaca, bajo anestesia
mezclando 5 mg/kg de Xilacina y 35 mg/kg de Ketamina, por via intramuscular. EI suero se

dividio en alicuotas de 2 ml cada una para ser almacenadas a -20 °C hasta su uso.

2.8 Purificacion de anticuerpos policlonales anti-AKT2 like mediante afinidad con antigenos
inmovilizados en membranas de western blot.

En un SDS-PAGE al 12% se sembrd 370 pg de proteina recombinante AKT2-like purificada. Las
proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF (Thermo Scientific 0.45 pm 26.5 cm x 3.7
cm) en sistema himedo mediante el buffer de transferencia (50 mM Tris, 380 mM glicina, 10 %
metanol, pH 8.3) overnight a 20 mA. La membrana fue tefiida con rojo ponceau y cortada en
pedazos pequerfios en el sitio donde hubo transferencia. Posteriormente, se realiz6 pre-elucion de

la membrana con 100 mM de glicina pH 2.5 durante 10 minutos y tres lavados con TBS-T (100
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mM Tris pH 7.4, 0.3 M NaCl, Tween-20 0.01 %) durante 5 minutos cada uno. La membrana se
blogued con leche descremada en polvo al 5 % (p/v) en TBS-T durante 1 hora a temperatura
ambiente y y se lavo nuevamente tres veces en TBS-T. Se incubd la membrana en 2 ml del suero
overnight a 4 °C, se realizaron los lavados correspondientes y se realiz6 la elusion de los
anticuerpos con 100 mM glicina pH 2.5 durante 2 minutos, seguido a esto se adiciono 52 pl de 1
M Tris-HCI pH 8.5. Este procedimiento se repitié 3 veces y finalmente se almacenaron los

anticuerpos a -20°C hasta su uso [25].

2.9 Extraccion de proteinas totales de epimastigotes de T. cruzi tulahuén y Gal61S

Los paréasitos fueron contados en camara de neubauer dilucién 1:100 y colectados después de 72
horas de crecimiento en fase exponencial a 5000 g durante 10 minutos. Se descartd el
sobrenadante y los pellets fueron lavados 3 veces con PBS. Se realiz6 la lisis de 92.5 x 10°
parsitos en 100 pl de buffer (10 mM de HEPES, 150 mM de NaCl, 1% de CHAPS e inhibidor
de proteasa Roche, pH 6.0). La solucion se dejé en agitacion constante durante 30 minutos a 4
°C. Finalmente, se centrifug6 a 13000 g durante 15 minutos. El sobrenadante se cuantificd por

espectrofotometria a 280 nm en el Nanodrop 1000 (ThermoFisher) y se almacen6 a -20°C.

2.10 Reconocimiento de la proteina AKT-2 like recombinante y la proteina enddgena en
extractos de epimastigotes de T. cruzi mediante Western blot.

Se separaron 30 ug de proteina recombinante 6His-AKT-2 like mediante SDS-PAGE al 12%. Las
proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF (Thermo Scientific 0.45 um 26.5 cm x 3.7
cm) en sistema humedo mediante el buffer de transferencia (Tris 50 mM pH 8.3, glicina 380 mM,
metanol 10%) durante 2 h a 250 mA. La membrana fue lavada tres veces durante cinco minutos
con TBS-T y posteriormente se realizo el revelado con rojo Ponceau para la confirmacion de la
transferencia. La membrana se dejé en incubacion con leche descremada en polvo al 5% (p/v) en
TBS-T al 0.1% O.N a 4 °C en agitacion constante. Se realizé la incubacion de la membrana con
el anticuerpo primario policlonal de conejo anti-AKT2 en diluciones 1:200, 1:400, 1:800 y 1:1600

durante una hora, después de haber realizado 3 lavados previos durante 5 minutos con TBS-T.
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Posteriormente, las membranas se lavaron 3 veces y se incubaron por una hora con el anticuerpo
anti-conejo 1gG conjugado a peroxidasa (Sigma Aldrich) como anticuerpo secundario en una
dilucién 1:10000 en TBS-T. El revelado fue realizado con el sustrato precipitable de peroxidasa
(4-CI-1 naftol, TBS y H,0, 35 %). Para contrastar el resultado, se realizo la deteccién de la cola
de histidinas (6His). Para ello, se cargaron 15 ug de proteina recombinante 6His-AKT-2-like y
empleando el anticuerpo primario Anti-6XHis tag® antibody (ab213204) en dilucién 1:5000 en

TBS-T.

En cuanto a la deteccién de la proteina enddgena, se emplearon extractos de proteinas totales (100
ng) de epimastigotes de T. cruzi cepas tulahuen y Gal61 siguiendo el procedimiento descrito
anteriormente. Se empled el anticuerpo primario policlonal de conejo anti-AKT2 obtenido
anteriormente (dilucion 1:7000 en TBS-T). Como anticuerpo secundario se empled el anticuerpo
anti-rabbit 1gG H&L (IRDye® 800CW) de abcam en dilucion 1:20000 en buffer TBS-T por 1h.
La deteccion de proteinas se llevd a cabo con el sistema de imagenes Odyssey CLx (Li-COR

Biosciences).

3. RESULTADOS

3.1 Andlisis bioinformatico de la quinasa AKT-2 like de T. cruzi.

La secuencia de la proteina AKT-2 like de T. cruzi se obtuvo de la base de datos UniProtKB con
el ID Q4DL90. El modelamiento de la proteina fue realizado previamente en nuestro grupo
mediante diferentes servidores informaticos y metodologias. Se usaron los servidores ModWeb y
SwissModel para el modelamiento por homologia, por threading con el servidor I-TASSER, y
por deep learning usando distancias de contacto en el servidor trRosetta. Se seleccion6 el mejor

modelo obtenido del servidor trRosett como se puede observar en la figura 1.
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https://www.abcam.com/6x-his-tag-antibody-epr20547-chip-grade-ab213204.html
https://www.abcam.com/goat-rabbit-igg-hl-irdye-800cw-preadsorbed-ab216773.html

Figura 1: Modelamiento 3D de la proteina AKT2-like obtenido con el servidor trRosetta. Dominio FYVE N-
terminal ubicado en la posicion 89 — 143 representado con color azul. Dominio PH ubicado en la posicién 149 — 312
representado con color violeta. Dominio quinasa ubicado en la posicién 351 — 604 representado con color amarillo.
Dominio AGC-quinasa C-terminal ubicado en la posicion 605 — 676 representado color rojo. Modelo visualizado en el

servidor UCSF Chimera version 3.1.

La proteina AKT2-like posee 705 residuos, un peso molecular de 78 kDa y un punto isoeléctrico
tedrico de 8.47. La composicion de residuos segun su polaridad se muestra en la figura 2. Esta
proteina conserva los mismos dominios funcionales descritos para las AKT: un dominio PH,
dominio quinasa y dominio AGC; sin embargo, el candidato en contraste con la AKT-1 de T.

cruzi posee un dominio FYVE/PHD adicional en el N-terminal (Figura 3).

Gly Ala Val Pro Leu lle Met Phe Tyr Trp Ser Thr Cys Asn GIn Asp Glu Lys Arg His

Composicion de aminoacidos (%)
O = NW R oy N 00w

Residuos
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https://www.uniprot.org/blast/?about=Q4DL90%5B89-143%5D&key=Domain
https://www.uniprot.org/blast/?about=Q4DL90%5B149-312%5D&key=Domain
https://www.uniprot.org/blast/?about=Q4DL90%5B351-604%5D&key=Domain

Figura 2. Composicion de aminoacidos de la serina-treonina quinasa AKT2-like Q4DL90 de T. cruzi. *(Rojo)
residuos no polares alifaticos; (Verde) residuos aromaticos; (azul) residuos polares no cargados; (amarillo) residuos

cargados negativamente; (café) residuos cargados positivamente.

TcAKTI1-like TcAKT2-like
(PHi —(uPhinascim - B P E
Dominio Posiciones
DOMINIO EOSICIONES Dominio tipo FYVE 89-143
Bominio de I::omologla -~ 2190 Dominio de homologia a 149-312
plsckstina (EE) leckstrina (PH)
Dominio Quinasa 134-395 B
Dominio AGC-Quinasa 396-458 Dominio Quinasa 351-604
C-terminal
Dominio AGC-Quinasa 605-676
C-terminal

Figura 3. Descripcion de dominios de las quinasas AKT1 y 2-like de T. cruzi. Para la determinacion y descripcién
de los dominios se emplearon los servidores InterPro y Pfam. Se describen las posiciones de los residuos que conforman

los dominios FYVE/PHD, PH, quinasa y AGC para las proteinas TCAKT- 1y 2 like.

Para la comparacion a nivel de estructura primaria de las secuencias de las AKTs de Homo sapiens
y la AKT-2 like de T. cruzi, se realiz6 un alineamiento multiple con Clustal Omega. Se
contrastaron las secuencias de las tres isoenzimas humanas (AKT1 (P31749), AKT2 (P31751),
AKT3 (Q9Y243)), con las secuencias de la TCAKT-2 like. Como se observa en la figura 4, de
manera conservada se localizaron los residuos del motivo de unién a ATP, el bucle G rico en

glicina, y el residuo de treonina involucrado en la fosfoactivacion de esta quinasa.
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Figura 4. Alineamiento multiple de la proteina AKT2-like de T. cruzi (Q4DL90) y las iso-enzimas humanas

AKT1-3. En el recuadro verde se sefiala el bucle G, en los recuadros azules los motivos reportados de unién a ATP. En

rojo el residuo de treonina clave en la fosfoactivacion. El porcentaje de identidad entre las secuencias es proporcionala la

altura de las barras amarillas. El alineamiento se generd con el programa Clustal Omega.

Para el estudio bioquimico de este candidato fue necesaria la obtencion de la proteina

recombinante, para ello, se obtuvieron los vectores de expresion tanto de la proteina full-length

como de su dominio quinasa. Se determinaron rendimientos, solubilidad y se logré la purificacion

de la recombinante a la cual se evalu6 su actividad quinasa.
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3.2. Obtencidn del vector pET-TCAKT-2 y expresion de la proteina 6His-TCAKT2-like

El vector pETZT2-AKT-2, previamente obtenido en nuestro grupo de investigacion, fue
construido con la secuencia codificante de la proteina AKT2-like amplificada por PCR a partir de
ADN genémico de T. cruzi (M.RATTUS/CO/91/GAL-61clll) y el vector pETZT2-1a
(amablemente donado por el Dr. Klaus Zangger, University of Graz ). Dicho constructo permitio
la expresion de la recombinante fusionada a la cola de solubilidad Ztag2 (ZT2) al igual que la
etiqueta 6His en el extremo amino (79 kDa). Con el fin de evaluar la solubilidad de la
recombinante sin la cola ZT2, se realiz6 mutagénesis sitio dirigida por PCR para obtener el vector
pET-TCAKT2 (7675 pb). Una vez obtenido el vector, la confirmacidon de la clonacion se realizé
mediante digestion enzimatica con las enzimas Ncol y Notl que liberan la secuencia génica (akt2).
El vector digerido tiene un tamafio de 5573 pb y la secuencia codificante de la AKT-2-like de
2102 pb. La cola de solubilidad contiene 171 pb que corresponden a 57 residuos, por lo tanto, la
delecion de la etiqueta Ztag2 se corrobora con el resultado obtenido para los clones 1y 2, donde
se observa una diferencia de aproximadamente 200 pb con respecto a al vector plantilla pETZT2-
AKT-2 digerido (figura 5A). Con el fin de evaluar la expresion de la proteina a partir del nuevo
vector, se realizé la comparacion de las fracciones solubles de la cepa E. coli BI21 transformada
con los vectores pETZT2-AKT2 y pET-TcAKT2 (figura 5B). La recombinante 6His-TCAKT2
expresada presenta una diferencia de aproximadamente 6,5 kDa con la proteina 6His-ZT2-
TCcAKT?2 equivalente a la cola Ztag2. Aun sin el tag de solubilidad, la recombinante se expresa de

manera soluble permitiendo su purificacion.
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Figura 5. Obtencion del vector pET-AKT-2 y expresion de la proteina recombinante. (A) Gel agarosa 1% (p/v)
tefiido con bromuro de etidio. Tamafio del vector linealizado: 5573 pb. Tamafio gen de la AKT-2 like: 2102 pb.
Digestion enzimatica con Ncol y Notl del vector pET-AKT-2 like clones 1, 2 y 3. Se observa en los carriles de izquierda
a derecha: M: marcador de peso molecular 1. Vector plantilla pETZT2-AKT2, 2, 3y 4. Digestion del pET-AKT-2 like
clon 1,2 y 3, respectivamente. (B) Fracciones solubles de E. coli BL21 (DE3) transformadas con el vector pET-TcCAKT-
2 ypETZT2-AKT2. SDS-PAGE 12%, tincion en azul de Coomassie. Se observa en los carriles de izquierda a derecha:
M: Marcador de peso molecular, 1: Fraccion soluble de la proteina 6His-AKT-2 (79kDa), 2: Fraccion soluble de la

proteina 6His-ZT2-AKT-2. (86.5 kDa).

3.3. Expresiony purificacion de la proteina recombinante 6His-AKT2-like

Se evalud la expresion de la proteina 6His-AKT-2 like obtenida tanto del vector pET-TCAKT-2
previamente construido, como del vector comercial pET28a-AKT-2. Se compararon los extractos
de proteinas totales de E. coli pre y post induccién como se observa en la figura 6. El peso tedrico
de la proteina AKT-2 like es 78 kDa, no obstante, con la etiqueta 6His, se espera un peso molecular
aproximado de 79 kDa. Las figuras 6A y 6B muestran la expresion de la proteina en células E.
coli BL21 (DE3) transformadas con el vector pET-TCAKT-2 y el vector pET28a-AKT-2,
respectivamente. Los carriles 1y 3 corresponden a las proteinas totales de los lisados bacterianos
no inducidos, donde no hay expresion de la proteina recombinante 6His-AKT-2 like (79 kDa), en

comparacion a los carriles 2 y 4 donde hubo induccién y hay una expresion de la proteina en el
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tamafio esperado.

250

0 A0
180 130 - -
110 35 -

95 — | — 55

72
43
55

a3

26
34

Figura 6: Expresion de la proteina 6His AKT-2 like en E. coli BL21. SDS PAGE 12%, tincién en azul de Coomassie.
(A) Células E. coli BL21 (DE3) transformadas con el vector pET-TCAKT-2. Se observa en los carriles deizquierda a
derecha: M: Marcador de peso molecular 1y 3: proteina total no inducido 2 y 4: proteina total inducido clon 1y 2
respectivamente (B) células E. coli BL21 (DE3) transformadas con el vector pET28A-AKT-2. M: Marcadorde peso

molecular, 1y 3: proteina total no inducido, 2 y 4: proteina total inducido clon 1y 2, respectivamente.

Con el propo6sito de comparar el rendimiento en la produccion de la proteina a partir de ambos
vectores (pET-TCAKT2 y pET28a-AKT2) se realiz6 la purificacion de la proteina 6His-AKT-2
like mediante cromatografia de afinidad a niquel como se observa en la figura 7. Para ambas
purificaciones se observa que una concentracion de 300 mM de imidazol logra la purificacion
parcial de la proteina 6His-AKT2 like. La concentracion de la proteina purificada a partir del
vector pET-TcAKT2 fue de 0.52 mg/ml (figura 7A) y para la proteina purificada a partir del vector
pET28a-AKT2 (figura 7B) fue de 0.61 mg/ml. Partiendo en ambos casos de 1L de cultivo

bacteriano, el rendimiento mas alto se obtuvo con el vector pET28a-AKT2.
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Figura 7: Purificacion por afinidad a niquel de la proteina 6His- AKT-2 like expresada a partir de los vectores
pET-TcAKT-2 y pET28a-AKT-2. SDS PAGE 12% tincion en azul de Coomassie. (A) E. coli BL21 (DE3)
transformadas con el vector pET-TcAKT-2. Se observa en los carriles de izquierda a derecha: M: Marcador de peso
molecular 1: fraccion soluble, 2: proteinas no unidas , 3: lavado 1 (50 mM Tris, 1M NaCl, 10 mM Imidazol pH 8.0),
4: Lavado 2 (50 mM Tris, 300 mM NaCl, 25 mM Imidazol pH 8.0), 5: lavado 3 (50 mM Tris, 300 mM NacCl, 35 mM
Imidazol pH 8.0), 6: Elucién (50 mM Tris, 300 mM NaCl, 300 mM Imidazol pH 8.0). (B) E. coli BL21 (DE3)
transformadas con el vector pET28a-AKT-2. M: Marcador de peso molecular 1: fraccion insoluble, 2: fraccidn soluble,
3: proteinas no unidas, 4: lavado 1( 50 mM Tris, 1 M NaCl, 10 mM Imidazol pH 8.0), 5: lavado 2 (50 mM Tris, 300

mM NaCl, 25 mM Imidazol pH 8.0), 6: lavado 3 (50 mM Tris, 300 mM NaCl, 35 mM Imidazol pH 8.0), 7: elucién

(50 mM Tris, 300 mM NaCl, 300 mM Imidazol pH 8.0).

Teniendo en cuenta que se obtuvo un mejor rendimiento con el vector pET28a-AKT2, se continu6
el trabajo con este vector y se procedio a realizar la estandarizacion de la purificacion. Se
emplearon dos tipos de buffer a diferentes pH, con el fin de optimizar el rendimiento del proceso
como se observa en la figura 8. Se evalu6 el buffer Tris (50 mM Tris-HCI pH 7.0, 300 mM NacCl,
10 mM Imidazol) y el buffer fosfato (KH2PO4/K-HPO,50 mM pH 6.0, 300 mM NaCl, 10 mM
Imidazol). En la figura 8A se observa la purificacion con el buffer fosfato pH 6.0, donde se obtuvo

en el eluido a 300 mM de imidazol una concentraciéon de 0.66 mg/ml de la recombinante. En la
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figura 8B con el buffer Tris-HCI se obtuvo una concentracion de la proteina de 0.97 mg/ml

mostrando un mayor rendimiento. Para ambas concentraciones se partio de 1L de cultivo

bacteriano.
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Figura 8. Purificacién por afinidad a niquel de la proteina 6xHis AKT-2 like. SDS PAGE 12% tincion en azul de
Coomassie. (A) E. coli BL21 (DE3) transformadas con el vector pET28a-AKT-2 buffer fosfato (50 mM
kH2PO4/K2HPO4,300 mM NaCl, 10 mM Imidazol pH 6.0). Se observa en los carriles de izquierda a derecha: 1: fraccion
soluble, 2: proteinas no unidas, 3: lavado 1 (50 mM KH2PO4/K2HPO4,1 M NaCl, 10 mM Imidazol), 4: lavado

2 (50 MM KH2PO4/K2HPO4, 300 mM NaCl, 25 mM Imidazol), 5: lavado 3 (50 mM KH2PO4/K2HPO4, 300 mM NaCl,
35 mM Imidazol) 6: Elucién (50 mM KH2PO4/KzHPO4, 300 mM NacCl, 300 Mm Imidazol). (B) E. coli BL21 (DE3)
transformadas con el vector pET28a-AKT-2 buffer Tris (50 mM Tris, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol pH 7.0). Se
observa en los carriles de izquierda a derecha: 1: proteinas no unidas, 2: lavado 1 (50 mM Tris, 1 M NaCl, 25 mM
Imidazol), 3: lavado 2 (50 mM Tris, 300 mM NaCl, 25 mM Imidazol), 4: Lavado 3 (50 mM Tris, 300 mM NacCl, 35

mM Imidazol), 5: Elucion (50 mM Tris, 300 mM NaCl, 300 mM Imidazol).

Con los eluidos obtenidos de la purificacion por afinidad a niquel a partir del vector pET28a-
AKT-2 se procedio a realizar cromatografia de exclusion de tamafio (SEC) con el fin de mejorar
la purificacion de la proteina. En la figura 9 se observa la purificacién con buffer SEC Tris (50
mM Tris, 200 mM NaCl pH 7.0) donde se inyectd en la columna 2 ml de proteina a una
concentracion de 1,46 mg/ml con un tiempo de retencion de 50 minutos. En la figura 10 se observa
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la purificacién con el buffer SEC fosfato (50 mM KH2PO4/K;HPO., 200 mM NaCl, pH 6.0), la
proteina inyectada tenia una concentracién de 1.23 mg/ml. Para ambas purificaciones la proteina

con mayor pureza se observa en los carriles 1y 2, respectivamente.

A B
M 1 2 3 4
T GEC AKT2 A0422000:10 WN2 218nm T T SEC AKT2 30042200110 Logbirk:
250-
mAll
180-
130-
8- -
. vy e
.-
55-
-
s}
&
Lis)
% -
a0
6 -
] ! —
0 0 00 130 min

Figura 9: Purificaciéon de exclusion de tamafio (SEC) de la proteina 6His AKT-2 like vector pET28a-AKT-2
(buffer Tris) (A) Cromatograma obtenido en una columna Superdex 75 pg Hiload 16/600 monitorizada mediante el
registro de la absorbancia a 280 nm en buffer SEC (50 mM Tris-HCI, 200 mM NaCl pH 7.0) (B) SDS PAGE 12%
tincién en azul de Coomassie. Se observa en los carriles de izquierda a derecha: 1: Fraccion B4, 2: Fraccién B3, 3:

proteinas B2, 4: Fraccion B1 presentes en el primer pico del cromatograma.
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Figura 10: Purificacion de exclusion de tamafio (SEC) de la proteina 6His AKT-2 like vector pET28a-AKT-2

(buffer fosfato) (A) Cromatograma obtenido en una columna Superdex 75 pg Hiload 16/600 monitorizada mediante el

registro de la absorbancia a 280 nm en buffer SEC (50mM KH2PO4/K2HPO4, 200mM NaCl pH 6.0) (B) SDS PAGE

12% tincion en azul de Coomassie. Se observa en los carriles de izquierda a derecha: 1: fraccién B4, 2: fraccion B3, 3:

fraccion B2, 4: fraccion B1 presentes en el primer pico del cromatograma.

3.4 Actividad quinasa de la proteina 6His AKT2 like

Con la proteina recombinante purificada se realiz6 la determinacién de la actividad quinasa

mediante un ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas en fase sélida (ELISA) como se

observa en la figura 11. En el gréfico se observa el control positivo de actividad quinasa con la

AKT-1 like de T. cruzi, en una concentracion de 200 ng representado en color verde oscuro. Esta

proteina fue expresada y purificada en nuestro grupo de investigacion y su actividad quinasa fue

confirmada previamente mediante esta metodologia. La actividad de la proteina AKT-2 like fue

evaluada en concentraciones de 400 ng, 800 ng y 1200 ng. Con los resultados preliminares

obtenidos en este ensayo se determind una actividad basal, sin embargo, no se logré medir una

actividad proporcional a la cantidad de enzima.
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Figura 11: Determinacion de la actividad quinasa de la proteina AKT-2 like mediante Ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzimas en fase sdlida. Se observa el control positivo de actividad de la AKT-1 de T.
cruzi, en una concentracion de 200 ng representado en color verde oscuro. La actividad de la proteina AKT-2 fue

evaluada en concentraciones de 400 ng, 800 ng y 1200 ng.

3.5. Obtencidon del vector pET28a-ANtAKT-2 y expresion del dominio quinasa en E. coli
BL21 (DE3).

Con el objetivo de evaluar la actividad exclusivamente del dominio quinasa de la proteina AKT -
2-like, se obtuvo el vector pET28a-ANtAKT-2 mediante mutagénesis dirigida. En este caso, el
vector plantilla pET28a-AKT2 tiene un tamafio de 7411 pb, teniendo en cuenta la delecion
realizada de 972 pb, se espera que el nuevo vector pET28a-ANt AKT-2 presente un tamafio de
6439 pb, este resultado es observado en la figura 12A (carriles 2 y 3) al linealizar el vector con la
enzima BamHI. Este nuevo constructo permitio la expresion de la version delecionada de la
proteina como se observa en la figura 12B, donde se observa en el carril 1 el lisado bacteriano pre
induccidn, en el carril 2 la fraccién insoluble, donde se observa la expresion del dominio quinasa

(34 kDa) y en el carril 3 la fraccién soluble. La proteina se expresa mayoritariamente como en la
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fraccién insoluble como cuerpos de inclusion, impidiendo la determinacion de su actividad
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Figura 12: Obtencion del vector pET28a-ANt AKT-2 y expresion del dominio quinasa en E. coli BL21 (DE3) (A)

guinasa.

3.0
.0

.0

0

4.0

.

0

!
‘i

Gel agarosa 1% (p/v) tefiido con bromuro de etidio. Digestion del vector pET28a-ANt AKT-2 con enzima BamHI. Se
observa en los carriles de izquierda a derecha: M: marcador de peso molecular 1. vector plantilla pET28a-AKT-2, 2:
digestion del clon 1, 3: digestion del clon 2. (B) SDS PAGE 12%, tincion en azul de Coomassie. Células E. coli BL21

(DE3) transformadas con el vector pET28a-ANt AKT-2. 1. proteina total no inducido, 2: fraccién insoluble, 3: fraccion

soluble.

3.6 Deteccién de la proteina endégena AKT-2 like en extractos de proteinas totales de
epimastigotes de T. cruzi cepa tulahuen y Gal61S y deteccion de la proteina recombinante
6His AKT-2 like.

La proteina purificada se empled como antigeno para la produccion de los anticuerpos. Los cuales
se purificaron por afinidad y se evaluaron en ensayos de western blot. Se puede observar en la
figura 13A el reconocimiento de los anticuerpos policlonales de conejo (anti-AKT-2 like) hacia
la proteina recombinante. Para la estandarizacion del ensayo fueron usadas varias diluciones del

anticuerpo primario, siendo la dilucion 1:1600 la que mostré una mayor especificidad hacia la
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proteina, sin embargo, se observan uniones inespecificas del anticuerpo. EI western blot de la
figura 13B fue usado con un control con el anticuerpo Anti-6X His tag, para corroborar la

deteccién con la recombinante.
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Figura 13: Deteccion de la proteina recombinante AKT-2. con anticuerpo policlonal anti AKT-2 y anticuerpo
anti 6His (A) M: marcador de peso molecular 1: SDS PAGE 12% tincion en azul de Coomassie: Proteina recombinante
AKT-2 6His 2: control suero pre-inmune 3, 4, 5, 6: anticuerpo primario anti-AKT2 dilucion 1:200, 1:400,1:800, 1;1600
respectivamente (B): deteccidn de la proteina recombinante AKT-2 like con anticuerpo anti 6His. M: marcador de peso
molecular, 1: SDS PAGE 12% tincion en azul de Coomassie: Proteina recombinante AKT-2 like, 2:Western blot en
membrana de PDVF con anticuerpo primario anti-6xHis dilucion 1:10000. Para ambas detecciones fueusado el

anticuerpo secundario anti-conejo 1gG conjugado a peroxidasa

Adicionalmente, se realizé la evaluacion de los anticuerpos policlonales anti AKT-2 like con las
proteinas recombinantes AKT-1 like y AKT-2 like de T. cruzi, con el fin de determinar si hay un
doble reconocimiento por parte de los anticuerpos obtenidos. Como se observa en la figura 14, se
confirmo el reconocimiento de ambas proteinas, la proteina AKT-1 like con un peso molecular de

56 kDay la proteina AKT-2 like con un peso molecular de 79 kDa.
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Figura 14: Deteccion de la proteina recombinante AKT-2 like y AKT-1 like con anticuerpo policlonal anti AKT-
2.1: Deteccion de la proteina AKT-1 like en membrana de PDVF 2: deteccion de la proteina AKT-2 like. Para ambas
proteinas se uso el anticuerpo primario anti AKT-2 dilucion 1:7000 y el anticuerpo secundario anti rabbit marcado con

HRP en dilucién 1:10000.

Se realiz6 la deteccion de la proteina endégena AKT-2 like en epimastigotes de las cepas T. cruzi
tulahuen y Gal 61S (M.RATTUS/CO/91/GAL-61cl11) mediante sistema de revelado de
peroxidasa y fluorescencia con el anticuerpo anti rabbit IgG H&L. En la figura 15 se observa la
deteccidn de una banda entre 95-72 kDa, indicando la presencia de la proteina en este estadio
parasitario. Se observa la deteccion de dos bandas en la figura 16 que por tamafio pueden
corresponder a la primera AKT reportada (AKT-1 like) y a la AKT-2 like, con un peso molecular
de 56 KDay 79 kDa, respectivamente. Esto corrobora el resultado obtenido en la figura 14, donde
los anticuerpos policlonales de conejo anti AKT-2 like reconocen también la AKT-1 like, debido
posiblemente a la identidad compartida del 45% que presentan ambas proteinas, y sumado a los

tres dominios funcionales PH, ACG y PK que poseen.
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Figura 15: Deteccion de la proteina endégena AKT-2 like en proteinas totales de la cepa T. cruzi tulahuen .M:
marcador de peso molecular, 1. SDS PAGE 12% tincién azul de coomassie: proteinas totales de epimastigotes de T.
cruzi tulahuen, 2: deteccién de la proteina endégena AKT-2 en membrana de PDVF con sistema de revelado de
peroxidasa, dilucion 1:5000 anticuerpo primario anti AKT-2 y dilucién 1:10000 anticuerpo secundario anti rabbit

marcado con HRP
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Figura 16: Deteccion de la proteina endégena AKT-2 like en proteinas totales de T. cruzi Gal61S 1: SDS PAGE
12% tincién azul de coomassie: proteinas totales de epimastigotes de T. cruzi Gal61S, 2: deteccion de la proteina
enddgena AKT-2 en membrana de PDVF, dilucién 1:7000 anticuerpo primario anti AKT-2 y dilucién 1:20000

anticuerpo secundario anti rabbit 1gG H&L 3: deteccidn de la proteina endégena AKT-2, dilucion 1:10000 anticuerpo

primario anti AKT-2 y dilucién 1:20000 anticuerpo secundario anti rabbit IgG H&L .
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DISCUSION

Con las concentraciones obtenidas para la recombinante 6His-AKT-2 like a partir de la
purificacion mediante cromatografia a metales inmovilizados, se determiné un rendimiento mas
alto con el vector pET28a-AKT2 que con el pET-TCAKT2. Se ha reportado la importancia de
factores como la optimizacién de codones para maximizar el rendimiento en la obtencion de
proteinas recombinantes expresadas en sistemas heter6logos como E. coli. Esto es debido a que
las diferencias en el uso de codones entre procariotas y eucariotas causa un impacto significativo
a la hora de la produccion de proteinas heterélogas, donde la presencia de codones raros en genes
clonados, afecta el nivel de expresion de las proteinas, del MRNA y la estabilidad del plasmido.
A su vez, la alta cantidad de estos codones, puede provocar alteraciones en los ribosomas,
llevando a errores en la traduccion y a la formacion de estructuras secundarias que pueden afectar
los niveles de transcripcion. También, puede verse afectada la sintesis de proteinas, el crecimiento
celular y el ARNt en células E. coli. [26]. Se ha demostrado, que los codones AGA y AGG son
particularmente raros y causan errores en la traduccion, asi como niveles mas bajos de expresion
de proteinas [27]. Debido a lo mencionado, al realizar la optimizacion del gen heter6logo en el
vector pET28a-AKT2 para su expresion eficiente en E. coli, aseguramos un aumento en el nivel
de expresion de la proteina recombinante, asi como la promocidn del crecimiento de la célula

huésped después de la induccion de IPTG.

Adicionalmente, con el fin de mejorar el rendimiento y la purificacion de la recombinante, se tuvo
en cuenta el punto isoeléctrico tedrico de la misma (8.47); cuando el entorno tiene un valor de pH
igual al punto isoeléctrico, la carga neta de la proteina es cero, por lo cual, no se da una interaccion
con las cargas del medio, generando un deficiente rendimiento del método de purificacion [28].
Debido a esto, empleamos dos buffer a un pH menor a el punto isoeléctrico, aqui los grupos
ionizables se encuentran protonados y por ende, la carga neta de la proteina es positiva,

optimizando asi el rendimiento .Se determino que el buffer Tris pH 7.0 para la purificacion de la
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proteina 6His AKT2 like es méas eficiente que el buffer fosfato a pH 6.0, esto puede deberse
también a que la afinidad de proteinas etiquetadas con IMAC normalmente se realiza a un pH
neutro o ligeramente béasico para garantizar que los grupos histidina imidazol no se protonen [29].
Estos resultados ayudan a experimentos posteriores orientados a la caracterizacion estructural y
dindmica de la proteina que implican altos rendimientos y muestras altamente purificadas, asi
como buffer adecuados que actliien como amortiguadores para regular el pH, como espectroscopia

de resonancia magnética nuclear y cristalografia de rayos X.

Ahora bien, continuando con la determinacion de la actividad enzimética de este nuevo candidato,
aunque sabemos que presenta el dominio quinasa conservado, su actividad no fue determinada a
totalidad. Se observé una mayor actividad en las menores concentraciones evaluadas, sin
embargo, se espera una actividad dependiente de la cantidad de enzima, por lo cual, es necesario
la evaluacién de la estabilidad e integridad en el tiempo de la proteina, ya que la rapida
degradacion de la proteina puede afectar la capacidad de fosforilacion del péptido. Asi mismo,
suponemos, que la proteina AKT2 like podria necesitar de un paso de activacién adicional,
posiblemente requiere cofactores como el ZINC, teniendo en cuenta su dominio adicional
FYVE/PHD, para llevar a cabo la fosforilacion. También, es importante considerar que esta
proteina puede presentar diversas funciones que no conocemos ademas de su actividad quinasa,
teniendo en cuenta el dominio adicional (FYVE/PHD) puede actuar en procesos de modificacion
transcripcional, o tener mecanismos de activacién especificos que no permitieron obtener un

resultado concluyente de actividad enzimatica.

Con el fin de determinar si la proteina AKT2 like presentaba actividad quinasa, aun sin el dominio
PH y N-terminal como ha sido lo reportado para las AKT humanas [30], se expresé la
recombinante a partir del vector pET28a-ANtAKT-2, sin embargo, la proteina fue expresada
como cuerpos de inclusion. En E. coli, maltiples factores pueden contribuir a la formacion de
estos agregados proteicos, usualmente cuando el nivel de expresion de la proteina supera el 2%

del total de las proteinas celulares totales se forman cuerpos de inclusién, también, un fuerte
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sistema promotor, alta concentracion de inductores y copias del gen favorecen el agregamiento
proteico [31]. Con la delecion del dominio PH y del dominio N terminal, se pudo generar un mal
plegamiento de la proteina, lo que pudo conducir a un estrés celular al momento de la induccién,
al someter a la bacteria a la produccion de elevadas concentraciones de la proteina y, por ende, a
la formacion de cuerpos de inclusion. Se pueden emplear técnicas para la solubilizacion de los
cuerpos de inclusién como la lisis bacteriana mediante métodos mecanicos, no mecanicos o la
combinacion de ambos, asi como varios pasos de lavado con bajas concentraciones de agentes
desnaturalizantes, sacarosa o detergentes. La separacion de los cuerpos de inclusién del resto de
los componentes presentes en el lisado celular se puede lograr también mediante la centrifugacion,

la ultracentrifugacion en gradiente de densidad de sacarosa y la microfiltracion [32].

Finalmente, con la deteccion de la proteina enddgena en epimastigotes de T. cruzi corroboramos
por primera vez la presencia de esta proteina en el parasito, esto abre un precedente para su
deteccion en futuros ensayos en los diferentes estadios, que permitan dilucidar de mejor manera
su posible papel en los procesos bioldgicos del parasito, asi como en su mecanismo de infeccion.
Se ha reportado que la serina/treonina quinasa B 0 AKT ha sido conservada desde los metazoos
primitivos hasta los humanos y ha surgido como una molécula de sefializacion critica dentro de
las células eucariotas. [33] Se han encontrado tres isoformas de la PKB en mamiferos, la PKBa
(AKT1) detectada de forma ubicua, la PKBb (AKT2) expresada en tejidos sensibles a la insulina
y la PKBg (AKT3) encontrada principalmente en el cerebro. Cada una de estas isoformas estan
codificadas por un gen individual, pero comparten méas del 80 % de aminoacidos en secuencia y
una organizacion estructural comparable que incluye tres dominios funcionales: un dominio
amino-terminal regulatorio, que incluye un dominio de homologia pleckstrin (PH), un dominio
quinasa donde se encuentra un residuo conservado de Thr308 necesario para la fosforilacion y
una region carboxi-terminal que cuenta con una Ser473 y contiene el motivo hidrofébico, una
caracteristica de quinasas AGC necesaria para la induccion y mantenimiento de la actividad

quinasa [34, 35].
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Las quinasas muestran funciones cruciales en el metabolismo y son proteinas conservadas a lo
largo de la evolucion. Esté claro que los tripanosomatidos exhiben un genoma alto en plasticidad
y la alta diversidad gendmica entre los linajes de T. cruzi pueden originarse a través de diferentes
eventos de recombinacién intragénica, su polimorfismo genético hace que estos parasitos puedan
presentar isoenzimas, como en este caso, donde el parasito presenta una posible isoforma de la
primera AKT-like reportada y puede darse su asociacion con diversos procesos y ubicaciones
celulares, como es lo observado en humanos donde existen tres isoformas con localizaciones
subcelulares y funciones fisiologicas diferentes [36]. Se ha reportado que diferentes isoformas de
la AKT humanas pueden estar asociadas con distintas alteraciones en procesos bioldgicos aguas
abajo y su modo de accion es diferente en cada una, donde se han identificado proteinas que
interact(an con uno o0 mas de los dominios funcionales de AKT, y con una o0 mas de sus isoformas,
como es el caso de la PDK1 , inosina-5' monofosfato deshidrogenasa (IMPDH), la histona H3
metiltransferasa SETDBL, y la proteina fosfatasa de repeticidn rica en leucina de dominio
(PHLPP). También, otras proteinas que interactian con AKT carecen de actividades enzimaticas
intrinsecas discernibles, esto sugiere que sus interacciones con una 0 mas regiones de las
isoformas afectan la actividad quinasa de la AKT, el acceso a componentes reguladores aguas
arriba, 0 a su localizacion intracelular, por ejemplo, en el dominio quinasa interactlian proteinas
con dedos de zinc (BTB/POZ), en el dominio PH la oncoproteina Tcl-1, y con el C terminal la

proteina de choque térmico 90 (Hsp90) [37].

En cuanto al dominio adicional de la AKT-2 like, se ha descrito que los dominios FYVE son
pequefios dominios similares a los dedos de zinc de alrededor de 70-80 aminoacidos presentes de
manera conservada en una amplia gama de proteinas eucariotas. Actlan en el trafico de
membranas que reconoce especificamente el fosfatidilinositol 3-fosfato (P13-P); reclutan varias
proteinas a membranas enriquecidas con PI3-P y dirigen las proteinas a los endosomas uniéndose
especificamente al fosfatidilinositol-3-fosfato en la membrana. Se ha reportado su papel en la
regulacion de la homeostasis de la endomembrana, incluida la union del endosoma, el reciclaje
endocitico, la clasificacion de proteinas de membrana y la maduracion del autofagosoma [38].
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Estas proteinas generalmente se localizan en compartimentos subcelulares especificos, como
endosomas tempranos, vesiculas internas de cuerpos multivesiculares y fagosomas. En cuanto a
su estructura, el dominio tiene ocho posibles posiciones de cisteina coordinadoras de zinc y se
caracteriza por la presencia de aminoacidos alrededor de las cisteinas, posee tres secuencias
conservadas: el N-terminal WxxD, un motivo bésico en el primera cadena B
(R/K)(RIK)HHCRXCG, que genera un carga positiva para formar un sitio de unién compacto con
el PI(3)P y un motivo RVC C-terminal [39]. Los dominios FYVE se unen al PtdIns(3)P y dirigen
una amplia variedad de proteinas citosélicas a las membranas durante los procesos de sefializacion
celular, esto es realizado mediante un mecanismo general de anclaje a membrana que implica
contactos electrostaticos no especificos con lipidos de la membrana celular, activacion del
interruptor de histidina, insercion hidrofébica en las bicapas y en algunos casos ladimerizacién,
todo esto en conjunto, contribuye a la especificidad del dominio FYVE y la afinidadpor PtdIns(3)P
incrustado en membranas. Se ha reportado el bloqueo en el reclutamiento de proteinas FYVE en
endosomas y vacuolas de levadura por eliminacion de PI3K, mutaciones de residuos conservados

del dominio FYVE, o por la presencia del inhibidor quinasa wortmannin [39].

El dominio PHD, es un dedo de zinc tipo C4HC3, estos residuos de cisteina e histidina coordinan
y estabilizan el pliegue de la proteina a través de su unién con iones de zinc. Estos dominios son
encontrados en un gran ndmero de factores reguladores de la cromatina y son ampliamente
distribuidos en todo el proteoma eucariota, teniendo una ubicacion universalmente nuclear. Se
ha demostrado que el dominio PHD del factor de transcripcion WSTF tiene un pliegue con
sorprendente similitud con la del dominio FYVE, en la proteina supresora de tumores ING2, se
reporta la union especifica al fosfatidilinositol 5-fosfato (PI1(5)P) y los residuos basicos implicados
en este reconocimiento son necesarios para la regulacion de las vias apoptéticas dependientes de

p53 para esta proteina [40].

Teniendo en cuenta el dominio adicional de este nuevo candidato y las funciones de las proteinas
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gue cuentan con el dominio FYVE, su funcion puede estar relacionada en la endocitosis y la
degradacion lisosomal para la absorcion de nutrientes, diferenciacion y eliminacion de opsoninas
del huésped, como se ha descrito en otros tripanosomatidos [41]. La endocitosis y secrecion se
produce por media de una invaginacion especializada de la membrana plasmatica Ilamada bolsillo
flagelar, que se encuentra rodeando el flagelo Unico de estos parasitos, las organelas implicadas
en estos procesos: endosomas, cuerpos multivesiculares y aparato de Golgi se encuentran
generalmente localizados en las proximidades de la bolsa flagelar [42]. Se ha reportado en
Leishmania major, la proteina LmFYVE-1 que se une a PtdIns(3)P in vitro y tiene la capacidad
de dirigirse a proteinas estructurales de la red endosoma-lisosoma tardio, teniendo una
especificidad hacia organelas acidas, esto es importante ya que en la etapa de infeccidn inicial de
los tripanosomatidos, estos se encuentran expuestos a condiciones de pH bajas al invadir el
fagolisosoma de los macréfagos huéspedes, condiciones que se sabe resultan en la acidificacion
del parésito [43]. También, en el genoma de T. brucei se reportd una GTPasa, que posee un
dominio FYVE N-terminal llamada TbFRP, se ha descrito su ubicacién a nivel endosomal y su
papel como un posible mecanismo alternativo para el anclaje endosomal, con el potencial de

integrar pequefias vias de sefializacion de GTPasa y el PI(3)P en el paréasito [44].

En T. cruzi, se han reportado diversas proteinas con el dominio FYVE implicadas en distintos
procesos celulares. Se han descrito fosfodiesterasas (PDE) involucradas en la regulacion de los
niveles intracelulares de AMP ciclico que cuentan con este dominio adicional. La proteina
TcrPDEC2 ubicada en el complejo de la vacuola contractil, presenta un papel importante de
osmorregulacion, donde parésitos transgénicos sin el dominio FYVE muestran una falla en su
orientacion al complejo y una marcada disminucion en la actividad de PDE, también, el
tratamiento con inhibidores de la proteina en epimastigotes mostré una disminucion del volumen
regulatorio en la via de sefializacion del AMP ciclico después del estrés hiposmotico. Se ha
informado la proteina TcrPDEC?2 interactta con la subunidad catalitica PKA (TcPKAC) y dos
proteinas implicadas en la osmorregulacion: TCAQP y una fosfatidilinositol 3 quinasa de clase 111

(TcVps34), también se encuentra altamente expresada en tripomastigotes metaciclicos, lo que
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sustenta la importancia del dominio en el estrés osmético regulando los niveles a nivel intracelular
de este segundo mensajero [45]. Adicionalmente, se ha reportado en T. cruzi la identificacion de
un gen PIK (Tc001047053506425.80) que codifica para un dominio FYVE en la posicion N-
terminal, la funcién exacta de este gen FYVE-PIK es desconocida hasta la fecha, pero la presencia
del dominio FYVE sugiere un papel en los compartimentos membranosos. La arquitectura FYVE-
PIK solo esta presente en tripanosomatidos y en virus como Acanthamoeba mimivirus, lo que
sugiere una adquisicion horizontal de genes [46]. En base a lo anterior, se podria investigar si el
dominio FYVE de la AKT2 like de T. cruzi tiene un papel en la fase inicial de infeccion, actuando
en la adhesidn, el reconocimiento y la internalizacion de T. cruzi en las células diana del huésped.
Se sabe que el reconocimiento del parasito por parte de las células huésped implica la interaccion
de numerosas moléculas y dominios de la membrana plasmatica de la célula huésped y del paréasito
[47] asegurando asi la internalizacion mediante la activacion de los mecanismos de endocitosis
desencadenados por varias cascadas de sefializacion tanto en las células huésped comoen el
parasito, esto aumenta el calcio citoplasméatico y niveles de AMPc; se desencadena la
remodelacion del citoesqueleto y la asociacion del sistema intracelular de endosomas y lisosomas,

lo que conduce a la formacién de vacuolas parasitoforas [48].

CONCLUSIONES

1. En este trabajo se valido experimentalmente una segunda isoforma de la primera AKT
reportada en T. cruzi, mediante el sistema heter6logo de E. coli que permitio la obtencion
y purificacion de la proteina recombinante a partir de los vectores pET28a-AKT2 y pET-
TcAKT2. Con la estandarizacion realizada para la obtencién y purificacion de la proteina
recombinante AKT-2, se determind un mejor rendimiento con el buffer Tris pH 7.0, al
obtener una mayor concentracion de la proteina en comparacion con el buffer Tris pH 8.0
Y buffer KPi pH 6.0. La proteina ANtAKT-2-6His fue expresada como cuerpos de

inclusion, por lo cual no fue usada para la determinacion de la actividad quinasa.
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2. Se produjeron y evaluaron anticuerpos policlonales anti AKT2 like que servirdn para
futuros ensayos como inmunolocalizacion e inmunoprecipitacion, que permitan dilucidar
en posteriores investigaciones, el papel y la localizacion de esta proteina en el parasito.
La deteccion de la proteina endégena AKT-2 like en epimastigotes de la cepa T. cruzi
tulahuen y Gal61 mediante ensayos de western blot, corrobord la presencia de esta
proteina en este estadio parasitario, ademas, se determind el reconocimiento de los
anticuerpos policlonales anti AKT2 like, hacia la primera AKT like reportada para T.

cruzi.

3. La actividad quinasa de la proteina no pudo ser determinada a totalidad, por lo cual, es
importante analizar las posibles variables que pueden afectar la medicién, si se requieren
cofactores para su activacion, o si el kit no es el adecuado para este tipo de proteina, asi
como las concentraciones que se emplearon. Se observo que la proteina recombinante
AKT-2 like es muy inestable en el tiempo y se degrada rapidamente, por lo cual, este es

un factor que pudo haber interferido al momento del ensayo.

PERSPECTIVAS

Se continuaran con ensayos a nivel in vitro de la actividad tripanocida y citotdxica de inhibidores
dirigidos al dominio quinasa de esta proteina. También, con estudios futuros se pretende
establecer el papel bioldgico de esta proteina en T. cruzi, con el fin de contribuir a un mejor
entendimiento de la biologia basica del parasito que permita dilucidar de mejor manera los
mecanismos de supervivencia y resistencia que posee este y asi contribuir a nuevos estudios
orientados al desarrollo y sintesis de dianas terapéuticas. Este precedente permitird el desarrollo
de inhibidores potenciales que puedan actuar sobre esta via de sefializacion intracelular esencial

y evaluar su potencial como diana farmacoldgica para la enfermedad de Chagas.
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