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1. Introduccion

La enfermedad de Chagas es una infeccién que afecta de 6 a 7 millones de personas alrededor
del mundo, la cual es producida por el parasito protozoario Trypanosoma cruzi [1]. Para esta
enfermedad en la actualidad no se han descrito vacunas y los medicamentos usados para su
tratamiento: Benznidazol (2-nitroimidazole) o Nifurtimox (5-nitrofuran) son altamente toxicos,
producen diversos efectos colaterales en el paciente y su administracion requiere de periodos
prolongados, lo que afecta negativamente la adherencia al tratamiento por parte del paciente [2].
Adicionalmente, el tratamiento presenta poca eficacia en la cura parasitologica durante la fase
créonica de la enfermedad [3-5], la cual es la presentacion clinica mas frecuentemente
diagnosticada. En consecuencia, la busqueda de nuevas alternativas para el tratamiento de la
infeccion con el parasito es prioritaria. En este sentido, la busqueda e identificaciéon de moléculas
esenciales para la viabilidad de T. owzi, que a futuro puedan ser usadas como blancos

terapéuticos, constituyen una estrategia prometedora.

Los organismos pertenecientes a la familia Trypanosomatidae, dentro de los cuales se encuentra
T. c¢ruzi, se caracterizan por regular la expresion génica, principalmente, a nivel post-
transcripcional. En este sentido, las proteinas de uniéon a ARN (PUA) constituyen un grupo
interesante de estudio. Dentro de este grupo, las proteinas pertenecientes a la familia ALBA, las
cuales presentan un dominio de unién a acidos nucleicos llamado ALBA (Pfam01918), han sido
descritas en organismos filogenéticamente cercanos a 1. crugi, como Trypanosoma brucei, en donde
se ha sugerido estan involucradas en la regulacién de la expresion de genes que codifican
proteinas necesarias para el adecuado desarrollo del parasito, y participan en procesos como la
formacion del nucleo o la sintesis del citoesqueleto, puesto que el silenciamiento de la expresion
de los genes codificantes para las proteinas de esta familia, generan formas aberrantes del parasito

como células sin nucleo o células con morfologias anormales [6].

Teniendo en cuenta lo anterior, en este proyecto se caracterizaron las proteinas con dominio
especifico ALBA (Pfam01918) en T. cruzi, con el proposito de contribuir a dilucidar la funcion
que éstas desempefian en el parasito y que, a futuro, puedan utilizarse como blanco terapéutico
para el desarrollo de nuevos tratamientos contra la enfermedad de Chagas, que sean mas
efectivos, selectivos y tengan menor toxicidad para el paciente. Para lo cual, se identificaron
proteinas ALBA en T. wuzi y otros tripanosomatidos mediante andlisis Blast de proteinas

utilizando como referencia la secuencia de las proteinas de T. brucei, asi como con la amplificacion



y secuenciaciéon de un gen codificante de una proteina ALBA en T. ouzi. Adicionalmente,
mediante el uso de herramientas bioinformaticas tales como Protparam e Interproscan, se
determinaron propiedades fisicoquimicas y estructurales de las proteinas del parasito de estudio,
con un especial énfasis en la secuencia proteica obtenida 7 vitro, para la cual se propuso un
modelo estereoquimicamente valido, obtenido mediante Phyre2 y analizado por PROCHECK,
compatible con estructuras tridimensionales, observadas en Pymol versién 2,1. También se
realiz6 un analisis comparativo entre todas las secuencias obtenidas mediante la realizacion de
arboles filogenéticos o de alineamientos multiples por medio de las herramientas Mega 7,0 y
Clustal Omega, respectivamente, en donde se evidenci6 la presencia de dos grandes grupos de
proteinas ALBA, dentro de los que se formaron clados independientes entre proteinas de
Leishmania spp. y Trypanosoma spp. y sub grupos de proteinas del mismo género, asi como se
observaron diferencias en el grado de conservaciéon a nivel de nimero y secuencia entre las

proteinas ALBA de los géneros mencionados.

2. Marco Teorico

2.1. Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas es una enfermedad tropical causada por el parasito protozoario
Trypanosoma cruzi. Dicha patologia cursa con dos fases, una aguda y otra crénica. La fase aguda
se caracteriza por una elevada parasitemia durante las primeras 2-4 semanas postinfeccion [7,8],
en la mayoria de los casos sin la presencia de sintomas, salvo en algunos pocos en los que se
produce fiebre, hepatoesplenomegalia, linfocitosis atipica, linfadenopatia o, en el caso de
presentar una fase aguda severa (1-5% pacientes), miocarditis aguda, meningoencefalitis y
efusion del pericardio [8,9]. Usualmente la respuesta inmune mediada por células es capaz de
controlar al parasito, resolviendo los sintomas espontaneamente. Sin embargo, el parasito
persiste en el paciente, marcando el comienzo de la fase cronica asintomatica la cual esta
caracterizada por la seropositividad para el agente protozoario con ausencia de signos clinicos
[10]. Aunque en la mayoria de los casos los pacientes permanecen en la fase cronica asintomatica
toda su vida, 10 a 30 afios después del desarrollo de la fase aguda, un porcentaje de la poblacién
desarrolla la fase crénica sintomatica, en la que se producen complicaciones cardiacas (14-45%)
e intestinales (10-21%) severas como cardiomiopatia o megavisceras digestivas como megacolon

y/o megaesofago [11,12].



Esta enfermedad es considerada como uno de los mayores problemas de salud publica en 21
paises latinoamericanos donde la enfermedad es endémica, dentro de los cuales se encuentra
Colombia [1,13]. En estos, se concentra gran parte de los cerca de 8 millones de afectados
alrededor del mundo, de los cuales 10.000 - 12.000 mueren al afio producto del dafio cardiaco o
gastrointestinal que sufren las personas que desarrollan la fase crénica sintomatica de la
enfermedad [13,14], lo cual representa un gasto global de alrededor de US$ 7 - 19 billones y, en
Colombia, de $267 millones de pesos al afio en términos del cuidado en la salud de pacientes

cronicos sintomaticos [15,16].

2.2. Tratamiento de la enfermedad

Actualmente no existen vacunas para la prevencion de la enfermedad de Chagas; no obstante,
han sido propuestos dos medicamentos para su tratamiento: el Benznidazol (2-nitroimidazole) y
el Nifurtimox (5-nitrofurano). Sin embargo, el tratamiento de la enfermedad tiene poca
adherencia, debido a las elevadas concentraciones del medicamento (5-10 o 5-20mg/Kg x dia de
Benznidazol o Nifurtimox, respectivamente) que deben ser administradas durante prolongados
periodos de tiempo (60 — 90 dias para ambos) y a los efectos colaterales producto de su consumo
(nauseas, pérdida de peso, vémito y diarrea, hasta complicaciones serias como fiebre y
septicemia, agranulocitosis y puarpura trombocitopénica) [2,17,18]. Ademas, el tratamiento
durante la fase cronica es poco eficaz en la cura parasitoldgica de la enfermedad (Fase cronica,
8-20%) [3-5,17,18], siendo esta la fase en la que frecuentemente se diagnostican los individuos.
Segun Urbina y Docampo [19], esto puede deberse a que dichos compuestos quimicos presentan
una corta vida media y una limitada capacidad de penetracién en los tejidos, a los cuales migra

el parasito en esta fase de la enfermedad, lo cual disminuye su actividad frente al microorganismo.
2.3.  Trypanosoma cruzi

T. ¢eruzi es un parasito protozoario flagelar perteneciente al orden kinetoplastidae y a la familia
Trypanosomatidae. Este protozoo presenta una elevada diversidad genética y fenotipica
intraespecifica, siendo clasificado en 7 grupos diferentes, denominados Unidades Discretas de
Tipificacion (DTU, del inglés: Discrete Typification Unif), nombrados como Tcl al TcVI y Tcbat
[20]. Estos grupos presentan diferencias asociadas con la patogénesis, distribucién geografica,
respuesta al tratamiento y hospederos principales. Adicionalmente, las caracteristicas clinicas de

la enfermedad, como la generaciéon de cardiomiopatias o megasindromes viscerales, han sido



asociadas con DTU diferentes. [20-22]. En Colombia, se ha reportado la presencia de todas las

DTUs [21,23], siendo Tcl y Tcll los grupos con mayor prevalencia en el pais. [20-25].

Este organismo presenta un ciclo de vida digenético (Figura 1), alternando entre un hospedero
intermediario invertebrado (artrépodos de la familia Triatominae) y un hospedero definitivo

vertebrado (mamiferos de sangre caliente).

Tripomastigote
metaciclico
{intestino posterlc:r]

Epimastigote ™

(intestino medio) C/

Ciclo en el hospedero
Mamifero

Amastigote ™
{interior de células
mucleadas)

Ciclo en el vector

Insectos de la familia
Tratominae

Tripomastigote
sanguineo

Fig. 1. Ciclo biolégico de Trypanosoma cruzi. *: estadios replicativos del parasito. Modificado de
[27].

Su ciclo comienza cuando el triatomino se alimenta y consume la sangre de un mamifero
infectado, ingiriendo formas tripomastigotas sanguineas del parasito. En el insecto, los
tripomastigotes migran al intestino medio en donde se transforman al estadio epimastigote
(estadio replicativo en el hospedero invertebrado). Luego de replicarse, los epimastigotes migran
a la parte posterior del intestino del vector, en donde se diferencian en tripomastigotes
metaciclicos, los cuales son liberados en las heces del insecto cuando éste se alimenta de nuevo,
ingresando al mamifero a través de un tejido mucoso o una herida en la piel, en donde el parasito

puede invadir cualquier célula nucleada del hospedero. Cuando consigue internalizarse en una



célula, se diferencia en un cuarto estadio llamado amastigote, el cual corresponde a la forma
replicativa en el hospedero mamifero, duplicandose cada 12 horas durante un periodo de 4 a 5
dias, luego del cual se transforma nuevamente a tripomastigote sanguineo, siendo liberado
producto de la lisis de la célula contenedora, lo que le permite continuar infectando células y
aumentando la poblacién de parasitos producto de nuevos ciclos de invasion y replicacion, o ser
nuevamente consumidos por el vector, iniciando otro ciclo biolégico [11,12]. Este complejo
ciclo de vida, en el cual se ve sometido a diferentes condiciones de estrés térmico, nutricional y

ambiental, le sugiere cambios importantes en su morfologia, metabolismo y expresiéon génica
[20].

En T. eruzi y en general en los organismos tripanosomatidos, la regulacién de la expresion génica
esta dada principalmente a nivel post-transcripcional, debido a la ausencia de promotores
canonicos para la ARN polimerasa II [28,29]. Esta regulacién, es mediada por distintos

elementos, entre los que se incluyen las proteinas de unién a ARN (PUA) [29,30].

2.4.  Proteinas de Union a ARN (PUA)

Las proteinas de unién a ARN son proteinas que presentan un dominio que les confiere la
capacidad de unirse a moléculas de ARN (RRM, KH, dedo de zinc tipo CCCH, entre otros)
(Tabla 1)[28]. Estas protefnas se encargan de transportar y regular la traduccién de los ARN
mensajeros (ARNm), mediante su unién, principalmente, a regiones 3’ o 5’ no traducidas (UTR,
del inglés: Untranslated Region). De esta manera, la regulacion esta dada por la capacidad de las
PUA de estabilizar o desestabilizar los transcritos ya sintetizados, de manera tal que se favorezca
o se disminuya la sintesis de las proteinas correspondientes [29-32]. Dentro de este grupo, se
encuentran protefnas pertenecientes a la familia ALBA, las cuales se caracterizan por presentar

un dominio especifico de unién a acidos nucleicos (Pfam01918) llamado ALBA [33,34].



Tabla 1. Ejemplos de dominios canénicos de unién a ARN con su respectivo mecanismo.

Dominios de
uniéon a ARN

Mecanismo de union ARN-Proteina

Referencias

RRM

Interaccién especifica con 4 nucledtidos de ARNmc a
partir de interacciones electrostaticas entre un residuo
Arg/Lys y grupos fosfato, asi como interacciones
hidrofébicas entre dos residuos aromaticos con algunas
nucleobases.

[35]

Dedo de zinc
CCHH

Interacciones electrostaticas entre aminoacidos de la
seccion del dominio que tiene contacto con bucles
formados por la molécula de ARN

[30]

Dedo de zinc
CCCH

Las interacciones de apilamiento entre aminoacidos
aromaticos y las nucleobases de regiones ricas en AU,
crean una torsion en el ARN que permite el
reconocimiento directo de los bordes de Watson-Crick
de las bases por parte de la estructura de la proteina.

[37]

Reconocimiento de 4 nucleétidos a partir  de
interacciones hidrofébicas con bucles de aminoacidos no
aromaticos. Adicionalmente se suman otro tipo de
interacciones como puentes de hidrégeno, electrostaticas
o por complementariedad de forma.

[38]

dsRBD

La proteina se une a través de dos surcos menores
sucesivos y el surco mayor intermedio en una cara de la
hélice ARNbc. Interaccion de o-hélice N-terminal con
estructuras helicoidales irregulares tales como horquillas
o protuberancias por emparejamiento erroneo de bases.

[39]

Pumilio

Las interacciones de apilamiento median la unién
inespecifica con ARN. La unién especifica con esta
molécula esta dada por la formacién de puentes de
hidrégeno entre los bordes de Watson-Crick de las bases
con dos aminoacidos ubicados en una hélice alfa.

[40]

S1

La uniéon a ARN se da a través de interacciones de
apilamiento y formacién de puentes de hidrégeno entre
bases y residuos de la proteina (aromaticos en el caso de
las interacciones de apilamiento)

28]

ALBA

Enla interaccién con ARNbc es importante la formacion
de un tetramero en el cual cada dimero de proteina
ALBA interactua con una cadena de ARN. La
interaccion polar entre aminoacidos especificos y el
esqueleto fosfatado del acido nucleico son necesarios
para la formacién de un complejo estable ARN-proteina.

[33]

ARNbc, ARN bicatenario; CCHH: seccién quelante de iones de Zn compuesta por 2 cisteinas y 2
histidinas; CCCH: seccién quelante de iones de Zn compuesta por 3 cisteinas y 1 histidina; dsRBD, del
inglés double-stranded RINA Binding Domain ; KH, del inglés K-homology; RRM: del inglés RIN.A-recognition

motif.




2.5. Proteinas de la familia ALBA

La familia ALBA (del inglés: Acetylation Lowers Binding Affinity) es un conjunto de proteinas
diméricas de bajo peso molecular que presentan un dominio genérico ALBA (Pfam01918) de
unién a acidos nucleicos [33,34]. Estas proteinas se han reportado en distintas arqueas como
Sulfolobus solfataricus, Aeropyrum pernix y Methanococcus jannaschii, agrupadas en un unico linaje
especifico, en donde son altamente conservadas, se unen en su mayorfa a moléculas de ADN y
estan involucradas en procesos de organizacién y/o empaquetamiento del genoma dependientes
de temperatura [33,41-44]. Estas proteinas también han sido descritas en organismos eucariotas
como hongos, plantas, nematodos y protozoos. Sin embargo, en este dominio las proteinas de
la familia ALBA se agrupan en dos linajes especificos, Rpp20/Pop70 Rpp25/Mdp2 [33,44], y se
caracterizan por ser poco conservadas a nivel de identidad entre secuencias, asi como en la
funcién que desempefian, ya que se ha reportado su participacion en distintos procesos desde la
adaptacion y tolerancia al estrés hidrico en plantas como Oryza sativa [45], hasta su intervencioén
en diferenciacion y desarrollo celular, regulacién postraduccional y/o metabolismo del ARN
(regulaciéon transcripcional) de algunos parasitos protozoatios como Plasnodinm falciparum [46],

Toxoplasma gondii [47), Leishmania infantum [48,49] y Trypanosoma brucei [6,50]
2.5.1. Proteinas ALBA en tripanosomatidos

Las proteinas ALBA han sido estudiadas en organismos filogenéticamente cercanos a 1. cruzgi
como T. brucei, en el cual se han descrito cuatro proteinas con dominio especifico ALBA
denominadas TbALBA1, TbALBA2, TbALBA3 y TbALBA4, con un tamafio de 125, 117, 190
y 217 aminoacidos, respectivamente, segun lo reportado en la bases de datos TritrypDB [51] y
Pfam 32.0 [34]. En las proteinas TbALBA 1y 2 se ha descrito la presencia del motivo C-terminal
FDXh (presente en las proteinas del linaje Rpp20) y en TbALBA 3 y 4 se ha descrito la presencia
de los motivos GYQXP (presente en las proteinas del linaje Rpp25) y RGG C-terminal [50].
Para las tres primeras, se ha sugerido un rol en la regulacion de la expresion génica por
estabilizacion de transcritos, puesto que el silenciamiento de los genes codificantes para estas
proteinas, mediante ARN de interferencia, conlleva a la disminucién en la estabilidad de los
ARNm que codifican para una proteina prociclica tipo GPEET [50], la cual es el componente
mayoritario de la cubierta del parasito durante su desarrollo en el vector [52]. Adicionalmente,
se sugiere que las proteinas ThDALBA3 y TbALBA4 son importantes para la viabilidad del T.

brucei, puesto que su silenciamiento conlleva a la producciéon de formas aberrantes del parasito,



como la generacion de células con un alargamiento excesivo de la seccién anterior o sin nucleo.
Asi mismo, el silenciamiento de estas proteinas bloquea la diferenciacién del parasito dentro del

vector [0].

Por otra parte, en L. infantum se han descrito dos proteinas con dominio especifico Pfam01918
denominadas LiALBA1 y LiALBA3 las cuales tienen un tamafio de 121 y 198 aminoacidos,
respectivamente, segun lo reportado en la bases de datos TritrypDB [51] y Pfam 32.0 [34];
ademas, se ha descrito la presencia del motivo C-terminal FDXh en la proteina LiALBAI,
motivo presente en protefnas del linaje Rpp20 [48], y los motivos RGG C-terminal y GYQXP
(motivo presente en proteinas del linaje Rpp25) en la protefina ILiIALBA3 [49]. Esta ultima
proteina parece ser de gran importancia para el parasito puesto que se une a las regiones UTR
del ARNm que codifica para la proteina amastina, antigeno importante en el proceso de invasion
celular, y su &nockont conduce a la pérdida de estabilidad de estos ARNm, reduciendo su tiempo
de vida media de >150 min a 90 min en el estadio replicativo en el mamifero [49]. Asimismo, el
knockout de TiALBA3, conlleva a la reducciéon en la cantidad de ARNm de otras proteinas
importantes para su viabilidad, como la proteina HSP70, chaperona que ayuda a proteger
proteinas durante condiciones de estrés térmico [53]; y virulencia, como el factor de virulencia
Az [49,54]. Adicionalmente, LIALBA1 y LiALBA3 interactiian entre si y con otras moléculas
como factores de traduccion, proteinas de uniéon a ARN y subunidades ribosomales [48]. Se ha
observado que estas tltimas se acumulan en gran cantidad con la proteina denominada LIALBA3
durante la baja traduccion de algunos genes generada en condiciones de estrés térmico, lo cual
sugiere que estas protefnas pueden estar implicadas en la represion de la traduccion y, por ende,
en la regulacion de la expresion génica durante el desarrollo del protozoo [48], ya que, al igual
que T. eruzgy, este parasito se ve sometido a dicha condicién térmica durante su ciclo biolégico

[55].
2.5.2. Proteinas ALBA en 7. cruzi

Para Trypanosoma cruzi CL. Brener Esmeraldo-Like se ha encontrado un reporte que describe la
presencia de cuatro genes codificantes de protefnas con dominio ALBA en su genoma,
denominadas TcALBA1 (TcCLB.504089.60), TcALBA2 (TcCLB.504089.70), TcALBA30
(TcCLB.510877.30) y TcALBA40 (TcCLB.510877.40). En estas dos ultimas se indica la
presencia de un dominio ALBA, asi como de motivos de repeticiones RGG C-terminales. Sélo

para la proteina TcALBA30 se ha descrito una aproximacién a su funciéon en donde se evidenciod



que su sobreexpresion conlleva a una disminucion de la concentracion de ARN mensajero de la
proteina B-amastina, la cual se sugiere es importante en la adaptacion de 1. euzz a su vector,

debido a que es sobreproducida solo en el estadio epimastigote del parasito [56].

Ensayos de pull-down (ARN-Proteinas totales de T. ewgi) realizados en el laboratorio de
inmunoparasitologia molecular con la region 5’UTR del ARNm de la proteina LYT1 de T. eruzi
[57], permitieron identificar una proteina con dominio ALBA, reportada en la base de datos
TritrypDB como TcCLB.510877.40 (o TcALBA40 en [56]), que presentd una identidad de
67,89% con la proteina TODALBA3 de T. brucei. Sin embargo, aun no es claro la cantidad total de
proteinas con dominio ALBA que e T. cruzi'y cudl es la funcion de estas proteinas en el parasito.
Teniendo en cuenta lo anterior, en el presente proyecto se planea caracterizar molecularmente
los genes y las proteinas con dominio especifico ALBA, haciendo énfasis en la proteina
identificada por el laboratorio de inmunoparasitologia molecular (TcCLB.510877.40), como una

aproximacion inicial al estudio de esta familia proteica en T. ¢ruzi.

3. Objetivos
3.1 Objetivo general

Caracterizar los genes codificantes de proteinas con dominio especifico ALBA (Pfam01918) en

Trypanosoma cruzi.

3.2 Objetivos especificos

a) Identificar y caracterizar secuencias génicas codificantes de las proteinas con dominio ALBA
en T. ¢ruzi y otros tripanosomatidos.

b) Caracterizar zn silico las respectivas proteinas con dominio ALBA identificadas en T. cruzgs

c) Analizar comparativamente las caracteristicas de las proteinas con dominio especifico ALBA

de T. ¢ruzi con otros tripanosomatidos.



4. Metodologia
4.1.  Identificacion de los genes codificantes para proteinas con dominio ALBA en T.

cruziy otros tripanosomatidos.

Los genes codificantes de proteinas con dominio ALBA y sus respectivas secuencias proteicas
se identificaron en T. ¢uz7 y otros tripanosomatidos mediante el uso de la herramienta Blast de
proteinas de la base de datos TritrypDB (http://tritrypdb.org/tritrypdb/showQuestion.dor-
questionFullName=UniversalQuestions.UnifiedBlast) y del NCBI (https://blast-.ncbi.nlm.nih.-

gov/Blast.cgi) [58], teniendo como referencia las secuencias de aminoacidos de las proteinas de
la familia ALBA descritas para T. brucei en la base de datos Pfam y TritrypDB (TbALBAI,
TbALBA2, TbALBA3 y TBALBA4). Se seleccionaron los genes que codifican para proteinas
con dominio ALBA presentes en organismos de la familia Tripanosomatidae que obtuvieron un
valor de significancia (valor E) menor a 0,01 (se tuvo en cuenta el valor definido por estudio en
el que identificaton proteinas ALBA del dominio eucariota ) con la herramienta Blast. De las
secuencias obtenidas, se eliminaron las secuencias incompletas, repetidas y/o aquellas que no

tenfan un tamafio semejante con alguna de las 4 TbALBA utilizadas como referencia.
4.2.  Caracterizacion de las proteinas ALBA identificadas en 7. cruzi

La prediccion de las caracteristicas fisicoquimicas de las proteinas ALBA identificadas en T. eruzz
se realiz6 mediante el uso de las herramientas disponibles en el servidor web ProtParam del

servidor ExPASy (https://web.expasy.org/protparam/) [59]. La identificacién de motivos y

dominios se realiz6 utilizando la herramienta InterProScan (http://www.ebi.ac.uk/-

Tools/pfa/iprscan5/) [60] o de manera manual, usando como base un alineamiento multiple de

las secuencias proteicas realizado con la herramienta Clustal Omega del EBI (del inglés: Exropean

Bioinformaties Institute) (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) [61].

4.3.  Caracterizacion de la proteina TcCLB.510877.40
4.3.1. Obtenciéon de ADN del parasito

A partir de un cultivo de epimastigotes de T. ¢ruzi en medio LIT a 28°C (suplementado con 10%
de Suero Fetal Bovino y 1% de Penicilina-Estreptomicina) de los aislados 058-PU]J y Y [62],
correspondientes a las DTU Tcl y Tcll, respectivamente, se realizé la extraccion de ADN

mediante el estuche comercial High Pure PCR Template Preparation (Roche; Mannheim,
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Alemania), siguiendo las instrucciones de la casa comercial. La concentracion del ADN extraido
se cuantificé por espectrofotometria UV, mediante Nanodrop 2000 [63]. A partir del ADN
extraido, se confirmé la DTU de cada cepa mediante el uso de PCR convencional utilizando

como blanco una regién del gen miniexon [64].

4.3.2. Amplificacion del gen codificante de TcCLB.510877.40

Mediante PCR convencional se amplifico el gen de la proteina TcCLB.510877.40 en los aislados
058PU]J y Y, utilizando los oligonucleétidos TcALBAFw y TcALBARv, disefiados con base en

la secuencia génica de la proteina reportada en la base de datos TritrypDB [51].

El producto de amplificacién obtenido para cada aislado se envié a secuenciar (20uL. no

purificados a 400pg/mlL), obteniendose asi las secuencias genicas correspondientes, para las
cuales se confirmé el porcentaje de identidad entre las secuencias obtenidas, la identidad de cada
una con el gen TcCLB.510877.40 y con cada uno de los genes codificantes de proteinas ALBA
de T. brucei utilizando la herramienta Pairwise Sequence Alignment del instituto EBI

(https:/ /www.ebi.ac.uk/Tools/psa/) [65].

4.3.3. Caracterizacion in silico de la proteina TcCLB.510877.40

Las secuencias de nucleétidos obtenidas del gen codificante de TcCLB.510877.40 fueron
traducidas ~ mediante  la  herramienta  Translate de la  plataforma  ExPaSy

(https://web.expasy.org/translate/) [59]. Aligual que se decribi6 anteriormente la prediccion de

las caracteristicas fisicoquimicas y la identificaciéon de motivos y dominios de cada secuencia
proteica se realizo utilizando la plataforma ProtParam del servidor ExPASy [59] y la herramienta

InterProScan [60].

El modelamiento molecular de la proteina teérica ALBA se realiz6 siguiendo la metodologia
descrita por Nocua y colaboradores [66], utilizando el modo intensivo del servidor Phyre2

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi”id=index) el cual utiliza multiples

plantillas de estructuras presentes en el Protein Data Bank en conjunto con técnicas ab initio para
la construccion de la estructura tridimensional tedrica [67]. Dicha estructura se visualizé con el
programa PyMOL (Molecular Graphics System) version 2,3, que también fue utilizado para la

realizacion de alineamientos entre el modelo y otras estructuras proteicas. Finalmente, la
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validacion estereoquimica y energética del modelo se hizo mediante la herramienta Procheck

(https://servicesn.mbi.ucla.edu-/PROCHECK/) [68].

4.4. Analisis comparativo entre proteinas ALBA de T. cruziy otros tripanosomatidos.

Los analisis de identidad entre las secuencias de las proteinas ALBA de T. cruzi, obtenidas in vitro
a partir de los diferentes aislados del parasito, con las secuencias de proteinas reportados en la
base de datos TritrypDB [51] y NCBI para otras cepas de T. ¢uzi y de otros tripanosomatidos

se realizaron mediante el uso de la herramienta Clustal Omega [60].

Los analisis filogrenéticos de las secuencias de aminoacidos identificadas se realizaron mediante
el método de Maxima Verosimilitud, y la evaluacién estadistica de los nodos de los arboles
obtenidos se realizé mediante Bootstrap con un minimo de 1000 réplicas, haciendo uso del
programa Mega 7.0 [69], para determinar la relacion entre las proteinas ALBA de T. ¢ruzi con la

de otros tripanosomatidos.

Identificacion de los genes codificantes

(T. cruziy otros tripanosomdtidos) Caracterizacién de 1a proteina
- l TcCLB.510877.40 en diferentes

aislados de T. cruzi

Blastp con cada una de las Criterios clel Blastp: ¢
protemas ALBA de ?" brvecel { ) Ifom..i;ﬁo:-\LB_-\ Amplificacién el gen en las
':’Tb_JJ_,B_ALJ -4}- 2) Valor E < 0)01 cepas OEJS-PT_J v e
Seleccion de secuencias - v
1) No repetidas Secuenciacion de amplicones
2) Completas (ABIPRISM 3500 XL
|
Obtencion de secuencias proteicas v Obteneidn de secuencias génicas
sus respectivas secuencias génicas v
_ ‘ — Alineamiento secuencias comn s1MISMAs,
Caracter}zaaon mn 5'11‘“" de | con secuencia genica TcCLB.510877.40
proteinas de T cruzi v con cada gen de proteinas ThALBA
‘ ' (Clustal Omega)
Caracterizacion o — Busqueda de dominios/motivos +
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Comparacion de proteinas de T. cruzi ¥
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Fig. 2. Resumen de la metodologia a desarrollar
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5. Resultados

5.1.  Secuencias identificadas en 7. cruziy otros tripanosomatidos

El analisis Blast utilizando como entrada las proteinas TbALBA permiti6 la identificacion de 94
secuencias proteicas de la familia ALBA reportadas en cepas de distintas especies de

tripanosomatidos (Tabla 2).

Tabla 2. Secuencias proteicas con dominio ALBA identificadas con Blastp realizado con la
secuencia de las proteinas TbALBA en las bases de datos TritrypDB y NCBI

Género Especie Cepa No. sec.] Género Especie Cepa No. sec.
Crithidia | fascicnlata Cf-Cl 2 ) ) tropica 1.590 2
o Leishmania :
Endotrypanum| monterogeir LV83 2 turanica LEM423 2
aethiopica L147 2 Leptomonas | seymonri | ATCC 30220 2
amazonensis MI;;;%?;EQ“ 2 Paratrypanosoma) confusum CUL13 1
arabica LEM1108 2 Phytomonas NR EM1 1
— MH?;/\[/[Z/g%?ﬁS 2 Stringomonas | culicis NR 1
PRI IMHOMY/BR /75| brucei A
/M2904 TREU927
Toypanosoma gambiense
BPK282A1 2 4
donovani brucei DAL972
CL-SL 2 Lister 427 4
D Lister 427
enriettis LEM3045 2 2018 4
. _ gerbilli LEM452 2 Dm28¢ 2018 3
Leishmania T P
infantum JPCMS 2 Esmeraldo-like 4
Friedlin 2 eud | CL Brener 2
major LV39¢5 2 Dm28¢ 2017 4
SD 75.1 2 TCC 4
mexicana M(%?}\{[J/l?g;/z 2 congolense 11.3000 1
MHONM | 2 wansi | STIBS0S | 4
panamensis NMEOM /DA /94
/PSC-1 2 grayi ANR4 2
MAR o .
NR LEM2494 2 theileri | Edinburgh 3
tarentolae | Parrot-Tarll 2 vivax Y486 2

N.R.: No reportado; No. sec.: Numero de secuencias identificadas

Como se observa en la Tabla 2, la mayorfa de las especies estudiadas presentan homogeneidad
en el numero de proteinas ALBA identificadas, con un nimero total de dos de estas proteinas;

patrén evidenciado en todas las especies del género Leishmania presentes en el estudio. Sin
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embargo, en el género Trypanosoma no se observé ningin patron, ya que fueron identificadas
secuencias totales de proteinas ALBA que varfan de 1 a 4, especialmente en T. ¢uzgi, en donde
se evidencia una alta heterogeneidad en el nimero de proteinas identificadas en cada una de las

cepas observadas.

5.2.  Caracteristicas génicas de las proteinas ALBA identificadas

Las secuencias de las proteinas ALBA identificadas, tanto génicas como proteicas (Tablas 3 y
4, respectivamente), se clasificaron como 1, 2, 3 o 4, de acuerdo con el numero de la ThbALBA

que obtuvo mayor porcentaje de identidad con la secuencia proteica identificada (Tabla 4).

Los genes codificantes de proteinas ALBAI1, al igual que los genes de proteinas ALBA2,
presentan poca variacion en el tamafio de su secuencia, exhibiendo tamafios entre 366 — 378 y
363 — 396 nucledtidos, respectivamente; diferente a lo observado en los genes ALBA3, para los
que se obtuvieron tamafios entre 573 y 693 nucleétidos; en el caso de los genes de proteinas
ALBA4 se evidencié un unico tamafio (654 nucleétidos), debido a que solo dos secuencias
identificadas fueron clasificadas en este grupo. En relaciéon al porcentaje de Guanina-Citocina
(%G-C), se observaron variaciones para los genes de proteinas ALBA1 (45,2 — 55,7 %), ALBA2
(41,0-59,2 %) y ALBA3 (59,2 - 71,8 %), diferente de las secuencias génicas de proteinas ALBA4
en donde se obtuvo un unico valor (59,9 %) (Tabla 3A, 3B y 3C).

Tabla 3A. Caracteristicas de los genes codificantes de proteinas
ALBA identificados en algunos tripanosomatidos
Género Especie Cepa Gen | Nc | %G-C | Cro.
e . G2 |375| 592 | 22
Crithidia Jfasciculata Ct-Cl 5 1597|685 | 29
Eml|366| 55,7 | 13
Em3|618| 61,7 | 34
Lps2{363| 52,1 | NR
Lps3|1615] 64,2 | NR
Paratrypanosoma | confusum CUL13 Pc2 1396| 545 | NR
Phytomonas NK EM1 Phy31618| 71,8 | NR
Stringomonas culicis NR S5 |1579] 694 | NR
%G-C: porcentaje Guanina-Citocina; Nc: Numero de nucleétidos del
gen; Cro.: Cromosoma en el que esta ubicado; NR: No reportado.

Endotrypanum | monterogeii LV83

Leptomonas seymonri | ATCC 30220

En el género Leishmania se encontraron dos proteinas ALBA en todas las cepas analizadas, estas
correspondieron a proteinas ALBA2 y ALBA3 en la mayoria de los casos (L. zajor fue la tnica

especie con ALBA1 en lugar de ALBA2) (Tabla 4A). Las secuencias génicas de estas proteinas
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se encontraron ubicadas en los cromosomas 13 y 34, respectivamente, en casi todas las cepas del

género; ya que en algunos casos el gen de la proteina ALLBA3 se evidencié en el cromosoma 20

(Tabla 3B).

Tabla 3B. Caracteristicas de los genes codificantes de proteinas ALBA identificados en Lezshmania spp.
Género | Especie Cepa | Gen |Nc |%G-C|Cro.| Género | Especie | Cepa Gen | Nc |%G-C|Cro.
N La2 366 53,3 | 13 | Lm1 [366] 53,6 | 13
acthiopica | LAAT 1 518 6a6 | 34 Friedlin 1 5618 | 644 | 34
. IMHOM/BR/| Lam2|366| 53,6 |NR . V305 | Lz 366 541 | 13
AIAINEE 11973 /M2269\ T3 | 618 | 64,7 | NR maer L3 618 64,4 | 34
. Lar2 |366| 53,0 | 13 Ll 366 53,8 | 13

LEM1108 2 2
arabica Lar3 [618] 64,7 | 34 SIS 51618 | 644 | 34
MHOM/BR/| Lb2 |366]| 54,4 | 13 _IMHOM/GT/| Lmx2 (366 | 53,8 | 13
| 72003 [ 753 (597 62,8 | 20 PHEXICNG | 2001/U1103 | i3 | 618 | 64,9 | 34
brazdliensis | Snumro| L2 366 | 544 | 13 MHOM/CO| 12 3660 53,8 | 13
. . 75/M2904 | [.h3 (597 | 62,8 | 20 | , . . | L/8L/LI3 | 153|597 | 62,5 | 20

Leishmania Leishmania | panamensis

BpKogaA A2 [366] 533 | 13 MHOM/PA/| Lp2 |366| 53,8 | 13
p , Ld3 |618] 63,9 | 34 94/PSC-1 | Ip3 597 62,5 | 20
onovam cLsp | Le2.]366] 553 | 13 NR MAR | Lsp2 |366 | 544 | 13
i Ld3 |618] 63,9 | 34 LEM2494 | [ p3 | 618 66,3 | 34
o Le2 |366| 54,1 | 13 Parrot- | L#2 |366| 54,6 | 13
enriettii | LEM3045 L3 633 656 | 34 tarentolae Tarll 15 624 628 |34
. Ig2 |366] 52,7 | 13 , L#r2 366 | 53,6 | 13
gerbilli LEMA452 T3 [618] 649 | 34 tropica L.590 L3 618 649 | 34
o | Jpcnas 1223661 350 {15 i | LEna23 |12 1366 541 | 15

%G-C: porcentaje Guanina-Citocina; Nc: Numero de nucleétidos del gen; Cro.: Cromosoma en el que esta ubicado;
NR: No reportado.

Diferente a lo observado en el género Leishmania, en las especies de Trypanosoma encontradas en
el estudio se hallaron numeros variables de proteinas ALBA; desde la presencia de las cuatro
proteinas (ALBA1 — 4) en las cepas de T. brucei (Ib) y T. evansi (Te) hasta casos en los que se
identific6 una unica proteina ALBA como ocurtio con T. congolense (Tco) (Tabla 4B).
Adicionalmente se observé que la mayoria de las especies comparten el cromosoma en donde
se ubican los genes de proteinas ALBA; los genes de las proteinas ALBA1 y 2 se encuentran

juntos en el cromosoma 11, al igual que los genes de ALBA3 y 4 presentes en el crccmosoma 4

(Tabla 3C).
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Tabla 3C. Caracteristicas de los genes codificantes de proteinas ALBA identificados en Trypanosoma spp.

Género |Especie] Cepa | Gen | Nc |%G-C|Cro.| Género |Especie| Cepa | Gen | Nc |%G-C|Cro.
Tb1 [378] 49,5 | 11 CL Brener 161 [369] 472 | 14
brucei | 1562 |354 | 455 | 11 Te2 |354| 432 | 14
TREU927| T3 |573| 59,2 | 4 Tl |369| 472 |NR
Th4 [654] 59,9 | 4 Dm28c | Te2 |354| 42,9 |[NR
Th1 [378] 49,5 | 11 S| 2017 | Te34|693] 619 |NR
gambiense| T62 |354| 455 | 11 gag Te3b [681] 61,8 |NR
DAL972 | Th3 [573| 592 | 4 Tl 369 | 472 |NR
e Th4 [654] 59,9 | 4 e |I2]354] 438 [NR
Tb1 |378| 495 | 11 Te3a | 693 ] 61,9 |NR
Lister 427 | 102 [354] 455 | 11 Te3b | 681 61,7 |NR
Tb3 |573] 592 | 4
Trypanosoma Tod [ 654|399 | 4 | Trpanssoma congolense| 113000 | Teo3 | 561 | 58,8 | 4
Th1 [378] 49,5 | 11 Tel |378] 495 | 11
Lister 427 Th2 |354 | 455 | 11 . Te2 |354 | 455 | 11
2018 | Th3 |573| 592 | 4 cvansi | STIB 805 1= 5155317502 4
Th4 [654] 59,9 | 4 Ted |654] 599 | 4
Tel |369] 472 |NR . Tel |378] 48,7 |NR
D2r812§c Te2 | 354 | 42,9 |NR goi | ANR4 To2 [354| 429 |NR
Te3b | 681 61,7 |NR T# |378| 45,5 |NR
rugi Tel 1369 47,2 | 14 theileri |Edinburgh| T72 |357| 42,6 | NR
Ecslmfglzf T2 354|438 | 14 T3 639 632 |NR
e 1 Te3a [693] 61,8 | 34 oo | g | L1 |378] 452 | 11
Te3b | 681 61,5 | 34 Tr2 |354| 41,0 | 11

%G-C: porcentaje Guanina-Citocina; Nc: Numero de nucleétidos del gen; Cro.: Cromosoma en el que esta ubicado;
NR: No Reportado.

En el caso de T. cruzi, se identificaron 4 secuencias correspondientes a proteinas ALBA; ALBA1
(Tcl), ALBA2 (Tc2) y otras dos que corresponden a un mismo tipo (ALBA3), pero presentan
tamafios diferentes, asi como distintas posiciones en el genoma, por lo que fueron denominadas
como dos proteinas diferentes: Tc3a y Tc3b (Tabla 4B). Los genes de las proteinas Tcl y Tc2,
y los genes de Tc3a y Tc3b, se encuentran organizados en tandem en los cromosomas 14 y 34,
respectivamente (Tabla 3C; Figura 3); dicha organizaciéon es compartida por los genes de las
proteinas Tb1 y Tb2 (ALBA1 y 2 de T. brucei), al igual que por los genes de Tb3 y Th4 (ALBA3
v 4 de T. brucei). Asimismo se evidencid que los genes de las proteinas ALBA1 y 2 en Tieruziy T.
brucei comparten varias secuencias génicas cercanas entre si y, en un menor nimero, con el gen
de la proteina ALBA2 de L. infantum. En el caso de los genes de las proteinas Tc3a y T'c3b estos
se encuentran separados por una region de 3000 nucleétidos aproximadamente; sin embargo,
comparten los mismos genes adyacentes con las secuencias génicas de Th3 y Tb4, asi como del
gen de la proteina Li3 (ALBA3 de L. infantum). Lo anterior sugeriria que los genes codificantes

de proteinas ALBA en T. crugi, 'T. brucei y L. infantum son sinténicos. (Figura 3).
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Tabla 4A. Caracteristicas de proteinas ALBA identificadas en Leishmania spp. y otros

tripanosomatidos
Género Especie Cepa Prot | aa Género | Especie Cepa Prot | aa
e . Cf2 | 124 o Le2 | 121
Crithidia Jfasciculata Ct-Cl CH 198 enriettii | LEM3045 T3 1210
.. Em1 | 121 - 12 | 121
Endotrypanum | monterogeii LV88 Em3 | 205 gerbilli LEM452 To3 | 205
. ATCC |Lps2|120 . Li3 | 198
Leptomonas seymonri 30220 |[Tps3 | 204 infantum | JPCM5 T2 121
o Lml | 121
Paratrypanosoma)|  confusum CUL13 Pc2 | 131 Friedlin Tm3 1205
) Lml | 121
Phytomonas NR EM1 Phy3 | 203 major LV39c5 Tm3 | 205
. .. Lml | 121
Stringomonas culicis NR Sc3 | 193 SD 75.1 T3 | 205
- La2 | 121 . , . MHOM/GT/|Lmx2| 121
aethiopica L147 Ta3 1205 Leishmania | mexicana 2001/U1103 [Lmx3| 205
. IMHOM/BR/|Lam2| 121 MHOM/CO| Lp2 | 121
@IARINN 171973 /M2269| Lam3| 205 , | L/81/L13 [ 1p3 [ 198
anamensis

e | LEM1108 Lar2 | 121 MHOM/PA/| Lp2 | 121
Latr3 | 205 94/PSC-1 | Lp3 | 198
T eishmani MHOM/BR/| Lb2 | 121 NR MAR |Lsp2| 121
crmana brasiionsis |12/ M2903 [ T3 | 198 LEM2494 |Lsp3 | 205
PRI INHOM/BR/| b2 | 121 o | Parro Tarl L2 121
75/M2904 | 13 | 198 arentolae | Parrot-Tarll ===
BPK282A1 iji ;é; tropica | 1590 Iﬁﬁ ;é;

donovani
1.d2 | 121 . Ltu2 | 121
CL-SL T3 1205 turanica | LEMA423 Tru3 | 205

aa: Numero de aminoacidos de la proteina; N.R.: No Reportado; % Id: Porcentaje de identidad con
TbALBA con mayor homologia; Prot: Proteina.

Para los analisis posteriores se planteé utilizar las secuencias proteicas ALBA de la cepa de
referencia correspondiente, en el caso en que haya mas de una cepa identificada por especie.
Esto fue realizado, ya que se observé que las secuencias de cada tipo de ALBA entre cepas de
una misma especie presentan un porcentaje de similitud del 100%, salvo para las proteinas de T.
cruzi 'y la TbALBAZ2 de T. brucei en las que se evidencian pequenas variaciones (%o identidad >
97,3 %) (Tabla 5). En las secuencias seleccionadas, se evidencio la presencia de proteinas ALBA
descritas en la literatura tales como LIALBA1 (Li2) y LIALBA3 (Li3) de L. infantum JPCMS5 vy las
proteinas TcALBA1 (Tcl), TcALBA2 (Tc2), TcALBA30 (T'c3a) y
TcALBA40/TcCLB.510877.40 (Tc3b) de T. aruzi CL Brener Esmeraldo-like (Tabla 5).
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Si bien las proteinas ALBA identificadas en T. ¢ruzi corresponden a las proteinas descritas en la

literatura, se propuso realizar la caracterizaciéon de la secuencia 7z vitro del gen codificante de la

proteina TcCLB.510877.40 o TcALBA40 como parte del estudio detallado de esta proteina en

diferentes DTU o grupos génicos del parasito.

Tabla 4B. Caracteristicas de proteinas ALBA identificadas en Trypanosoma spp.

Género Especie | Cepa | Prot | aa Género | Especie | Cepa | Prot | aa
Tb1 | 125 Tel | 122

brucei | Tb2 | 117 CL Brener—r 5117
TREU927 Tb3 | 190 Tel | 122

T4 | 217 Dm28¢ | Tc2 | 117

Tb1 | 125 . 2017 [ Tc3a | 230

gambiense| Th2 | 117 gy Tc3b | 226
DAL972 | Tb3 | 190 Tel | 122

. Tb4 | 217 Tc2 | 117
bruces Tb1 | 125 TCC v 3a 230
Lister 427 %’é 1;3 Te3b | 226
Trypanosoma Tbd | 217 | Trpanssoma congolense | 11.3000 | Tco3 | 186
Tb1 | 125 Tel | 125

Lister 427| Tb2 | 117 . Te2 | 117

2018 [ Tb3 | 190 evansi | STIB 805 =7 57105

Th4 | 217 Ted | 217

Tel | 122 . Tel | 125

2?128& T2 | 117 g | ANRY T

T3 | 226 Tel | 125

eruzi Tcl | 122 theileri  |Edinburgh| T2 | 118
ECI;H Brfelfcff T2 | 117 TG | 212

s fki °TTc3a | 230 . vage |IvL [ 125

Te3b | 226 pivax V2 | 117

aa: Numero de aminodcidos de la proteina; NR:

TbALBA con mayor homologfa; Prot: Proteina

No Reportado; % Id: Porcentaje de identidad con

La confirmacién de la DTU de las cepas de T. ¢ruzi en las cuales se planed realizar la amplificacién

del gen codificante de TcCLB.510877.40, mediante el uso de la PCR miniexén, permitio verificar

que la cepa 058PU]J y la cepa Y corresponden ala DTU I y 11, respectivamente, ya que en ambos

casos se observo que el tamafio del amplicon obtenido, corresponde al tamafio del producto

para su respectivo grupo génico (DTU I: 350 pb; DTU II: 300 pb) (Figura 4).
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Tabla 5. Variaciones en la secuencia de proteinas ALBA de la misma clase entre cepas de una
misma especie.
Género | Especie | Prot. | aa |% Id EP| Género | Especie | Prot. | aa | % Id EP

rasilionsis| 22| 121 [ 100 Tbl | 125 100
Lb3 | 198 | 100 i | AD2 [ 117 1974983
L2 121|100 Tb3 | 190 100
Leihmonia L 1205} 100 Tbd | 217 100
e |-l [ 121|100 Tel | 122 | 98,4 - 100
Lm3 | 205 | 100 , Te2 | 117 | 99,4100
anamensie| 122|121 | 100 PR Te3a | 230 | 97,4 - 98,7
Ip3 [ 198 ] 100 Te3b | 226 | 97,3-100

aa: Numero de aminoacidos de la proteina;; % Id EP: Porcentaje de identidad entre proteinas ALBA
de cepas de una misma especie; Prot.: Proteina.

Lig
RFT PH Tb2 Thl PQ-ULK PF4/6 AG-CoA

R e S i & % % =

rr TIc2 Tecl '| .

LN >~>~>:—

Li2 PQMKKZ . PE

<:—<13—<:—-F>*>*>—

PU
H-ruvB Acyl-CoA AP3-mu b4 Th3 PH P8-ZAF P-Ant

Tch Tc3a

cm% /4 < e

PH PH PH

e D v

Fig. 3. Organizacion de los genes codificantes de proteinas ALBA de 7! brucei, T. cruziy L.
infantum, descrita en la base de datos TritrypDB. C 4, 11, 13, 14 0 34: Cromosoma 4, 11, 14 o
34; Lineas continuas: Genes codificantes de proteinas iguales; Lineas discontinuas: Genes
codificantes de proteinas con funciones semejantes; RFT: Reductasa Férrica Transmembranal;
PH: Proteina Hipotética; PQ-ULK o MKK2: Quinasa de la familia ULK o activada por
mitégenos; PF: Proteina flagelar; Lig Ac-CoA: Ligasa de CoA y acidos grasos de cadena larga;
H-ruvB: Helicasa de ADN similar a ruvB; PU Acyl-CoA: Proteina de Unién a Acyl-CoA; AP3-
mu: Subunidad mu del complejo proteico AP3 ; P8-ZAF: Proteina 8 — Zona de anclaje de
flagelo ; P-Ant.: Proteina Antigénica; RT: Retrotransposén.
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Luego de confirmar el grupo génico de las cepas del parasito se prosigui6 a disefiar primers para
la amplificacién del gen codificante para la proteina TcCLB.510877.40 a partir de la secuencia
de este gen reportada en la plataforma TritrypDB la cual presenta un tamano de 681 pb (Figura
5). Como producto de la amplificaciéon del gen de interés en cada cepa evaluada, se obtuvo un
amplicon con un tamafno aproximado a los 681 pb esperados, evidenciado en la corrida

electroforética de cada producto, sin la presencia de amplificaciones inespecificas (Figura 6).

Mp CP2 CP1 Y 058 CR CG

600pb
400pb
300pb

Fig. 4. Electroforesis de PCR miniexén confirmatoria de la DTU de las cepas Y (Y) y
058PU]J (058) de T. crugi. CP1, control positivo para DTU I (350pb), CP2, control positivo
para DTU II (300pb) CR, control de reacciéon; CG, Control gris.

Las secuencias consenso obtenidas de la secuenciaciéon del producto de amplificacién del gen
TcCLB.510877.40 de las cepas Y (TcY) y 058PU]J (T'c058) (Figura 7A), presentaron un mismo
tamafio molecular de 656 nucleétidos, y como se esperaba, se obtuvo un alto porcentaje de
identidad del 98,8% entre la secuencia del gen de la proteina TcCLB.510877.40, reportada en la
plataforma TritrypDB, y la secuencia obtenida de la cepa Y y del 98,6% entre la secuencia del
gen de la proteina TcCLLB.510877.40 y la secuencia de la cepa 058PU]J. Adicionalmente se realizé
un alineamiento entre las secuencias obtenidas de los aislados evaluados obteniendo un
porcentaje de identidad del 98,6% (Figura 7B). Estas secuencias también fueron comparadas
con los genes de las cuatro proteinas TbALBA, lo que revel6 que ambas secuencias consenso
presentaron mayor porcentaje de identidad con el gen de la proteina TbALBA3 (secuencia de Y:
71,1%; secuencia de 058PU]J: 71,6%), indicando que corresponden a proteinas ALBA3 de T.

¢cruzi. Por otra parte, se realizé la traduccion de las secuencias consenso obtenidas para la cepa Y
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(TcY) y 058PU]J (T'c058), y se determin el porcentaje de identidad entre entre ambas el cual fue
de 97,2 % (Figura 7B).

A ATGCCTGTGTATCCGTCCCGTGAAGAGTACCGCCGTGTTICGCAAGACCGACGGCGAG
AAGGAGAAGGGCCAGGGTCCGGAAAACGAGATCCGCGTGACGGCGAAGCATGGTCA
GCGCAGCTACATCACGTATGCGATTGCACTTCTCCGTGGCGAGGATGGCAAGGTGCA
AAACGACACGATCAAGATCAGTGCCATGGGTGCTGCAATCCACAACGCGGTGAACATT
GCGGAGATTGTGAAGCGCCGTGTGGTCGGCCTGCACCAGACGACGGATGTCTCGTCG
GAAATAATTCACGACGAGTACGAGGCGATTGATGGGAAGAAGGAGAATGTGAAGGT
GGAGCGCAAGGTGTCAACCATCCTCATCACGCTCTCTCTCAAGCCGCTTGACCGGAAC
CATGTTGGATACCAGCCGCCICTGCCGGAGTCCGAGGTGAAGGAGCAGGACGACCCC
GAGCCTGGCGAGTCCGCTGGTGAAAACCGCAACCGTGGTGAGCGGGGGGAACGCAC
TGACCGTGGCGGTCGTGGCGGCGGCCGAGGCAACAACAGCGGCGGTCGTGGTCGCG
GTTATTCACGTGGAGGCCAGCGCGGCGGCAACAACACCGGCGCGTCCCGCAGTGGCC
GTGGTGGCAATGGTCGCGGTGGCTCCCGTGGCGGTTCCCGTAATGATGCTGCTTAG

Gen Tamafio (pb) | Primers Secuencia Tm (°C)
FwTcALBA 5' ATGCCTGTGTATCCGTCC 3' 36
TeCLB.510877.40 681 RVTcALBA | 3' CTAAGCAGCATCATTACGG 3' 36

Fig. 5. Informacion utilizada como base para la amplificacion del gen codificante de
proteina TcCLB.510877.40 A. Secuencia de gen de referencia (TcCLB.510877.40),
regiones marcadas: regiones base para el disefio de los primers. B. Gen de
referencia a amplificar y set de primers elaborados; Tm: Temperatura melting;
FwTcALBA: Cebador delantero del gen; RvTcALBA: Cebador reverso del gen.

Mp Y 058 CR CG

1000pb

600pb

Fig. 6. Electroforesis del producto de amplificaciéon del gen codificante de
TcCLB.510877.40 en T. crugi. Resultados para las cepas Y (Y) y 058PU]J (058)
de T. cruzgi. CR, control de reaccion; CG, Control gris
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A Ta058 1 CETCCOGTGARGAGTACCGCCOTGTTCGOARGACCGACGEOGAGANGGAGAAGGGCCAGGETCCGEAANNCGAGATCCGCGTGACGGCGARGCATGETCA 100
R RN NN NN N NN NN NN RN RN NN N RN RN N RN N RN RN NN RRRRANY
Ta¥ 1 CETCCOGTGAMGAGTACCGTCETGT TCGOARNGACCGACGECGAGANGEAGAAGGECCAGGETCOGEANNCGAGATCOGCGTGACGGOGARGCATGETCA 100
Te058 101 GOGCAGCTACATCACCTATGCGATTGOACTCOTOCGTGGOGAGGATGECANGETGCOARMACGACACGAT CARGATCACTGOCATGGGTGCTGOAATCCAD 200
LR N N N N NN R N NN R NN R NN R NN R RN RO RN RNRRRRN

Ta¥Y 101 GCGCAGCTACATCACGTATGCGAT TGCACTCCTCCGTGGCGAGGAT GECAMGGTGCARAMCGACACGAT CANGATCAGTGCCATGGGTGCTGCAATCCAC 200
Tald58 201 AMGCGETGAACATTGOGGAGAT TETGAAGCGCCGTGTGETCGECCTECACCAGACGACGEATGTC TCGTCGGAGATAAT TCACGACGAGTACGAGGCGA 300

I N N TR AN NN RSN N NN NN RN R NI sa Ny
ToX 201 ARCGCGETGANCATTGCGGAGAT TETGAMGCGCCGTG TGO TCGGCCTGCACCAGACGACGEATGT CTCGTCGGAGATAAT TCACGACGAGTACGAGGCGR 300
Tal58 301 TTGATGGGAAGARGGAGAANTATGANGCTGGAGCGCAMNGGTGTCARCCATCCTCATCACGCTCTCTCTCAMGCCGCTTGACCGEARCCATGTTGEATACCA 400

I N N T T L R R TR NN AN AN N NN NN Na N anmsan NNy
Ta¥ 301 TTGATGGGAAGAMGAGAATGTGAAGGTGGAGCGCAMNGGTGTCARM CATCCTCATCACGCTCTCTC TCAMNGCCGCT TGACCGEARCCATGTTGGATACCA 400
Ted58 401 GCCGCCTCTGCCOGGAGTCCGAGGTGAAGGAGCAGGATGACCCCGAGCCTGEOGAGTCCGCTGETGAMMACCGCANCCGTGETGAGCGGEGGGANCGCACT 500

T Ty
To¥Y 401 GCOCGCCTCTGOCGRAGTCOGAGGTRAMGEAGCAGGATGACCCCGAGCCTGEOGAGTCCGCTGETGAAARCCGCARMCCOTGETGAGCGEGEGGANCGCATT 500
Teld58 501 GACCGTGGOGGTCGTOGCGECGECORAGECAACANCAGCGGCGETCGTGETCECGETTAT TCACGTGGEGGCCAMCGOGEOGECAGCANCACCGGCCCGT 600

T R N T N N N NIRRT NNy
TeY 501 GACCGTEGOGETCGTGECGECGECOGAGECAMACAACAGCGECEGETCHTGET CEGCEETTATTCACGT GEGAGGCCAGCECGEOGEECANCANCACCGELGOGT 600
Ted58 601 CCCGCAGTGECCGTGOAGGCAATGGTCGOGETGGCTCCCETGEOGGTTOCCGTAAT 656

T N
To¥Y 601 COCGCAGTGGOOGTGGAGGCAATGATCGCGGTGGCTCCCGTGGEGGTTCCCGTAAT 656

B s ] N % Id. entre | % Id. con gen de | % Id. con gen % Id. entre
ecuencia c aa
genes TcCLB.510877.40 | de TbALBA3 proteinas
TcY 650 98.3 71,1 218
- 98,6 97,2
Tc058 650 98.6 71,6 218

Fig. 7. Caracteriticas de las secuencias del gen codificante de TcCLB.510877.40 de la cepa Y y 058PU]J
de T. cruzi.  A. Secuencias consenso obtenidas para gen de estudio codificante de proteina ALBA en
la cepa Y (TcY) y 058-PUJ (Tc058) de T. cruzs; Imagen base obtenida de alineamiento con Pairwise
Sequence Alignment del EBI). B. Caracteristicas del producto de amplificacién obtenido en cada una de
las cepas evaluadas. %Id: Porcentaje de identidad.

5.3.  Caracteristicas de las proteinas ALBA en 7. cruzi

5.3.1. Propiedades fisicoquimicas

Las secuencias de T. ¢ruzi obtenidas 7z vitro, junto con las secuencias de las cuatro (4) proteinas
ALBA identificadas en la cepa de referencia de T. eruzi (Cepa CL Brener — Esmeraldo like) con
la herramienta Blast, fueron objeto del analisis fisicoquimico realizado con la herramienta
ProtParam del servidor Expasy. Como se observa en la Tabla 6, las proteinas ALBA3 de T.
¢cruzs, tanto obtenidas del analisis Blast como obtenidas iz vitro, y la proteina ALBA1 presentan
un caracter basico, debido a que presentan un elevado punto isoeléctrico (PI < 9,0), y una carga
positiva representada por un mayor porcentaje de residuos positivos que negativos [70], a
diferencia de la proteina ALBA2 cuya carga es menos positiva debido a que su punto isoeléctrico
es cercano a la neutralidad y su porcentaje de residuos positivos es poco mayor al porcentaje de
residuos negativos. L.a mayorfa de proteinas obtuveron un valor de indice de inestabilidad menor

a 40, por lo cual se presume que son estables en condiciones 7z vitro; asi las proteinas Tc2 y Tc3a
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son consideradas poco estables al superar dicho valor [71]. Sin embargo, la proteina Tc2 junto
con la Tcl, obtuvieron los indices alifaticos de mayor valor, asegurando que presentan mayor
termoestabilidad [72], en comparacién con las demas proteinas ALBA. Cabe resaltar que todas
las proteinas del estudio son hidrofilicas debido a que en todos los casos el valor GRAVY fue
negativo [73], sin embargo, las proteinas ALBA3 fueron las que presentaron una mayor
propiedad hidrofilica representada por la obtenciéon de los menores valores entre el grupo

estudiado.

Tabla 6. Caracteristicas generales y propiedades fisicoquimicas de las proteinas ALBA en

T. cruzi.
Genes | ramafio ) Pesomolecular | py | 11| 14 | GRAVY | %R+ | %R-
(Pb) (KDa)
Tel 122 13,5 91 [ 208807 | -0619 | 172 | 1438
Tc2 117 13,0 78 | 437 | 898 | -0452 | 162 | 154
Tc3a 230 25,1 98 | 445 | 589 | -1,100 | 18,7 | 1438
Tc3b 226 24,4 9,7 | 390 | 60.0 | -1,133 | 17,7 | 142
Tc058 218 23,6 98 | 378 | 581 | -1,19 | 183 | 142
TeY 218 23,7 97 1367 | 622 | 1175 | 183 | 147

PI: Punto Isoeléctrico; IT: Indice de Inestabilidad; GRAVY: del inglés, grand average of hydropathy
(promedio general de hidropatia); %R+: Porcentaje de residuos con carga positiva; %R+:
Porcentaje de residuos con carga negativa.

5.3.2. Dominios y/o motivos identificados

El analisis de dominios y motivos utilizando el programa InterProScan, permiti6 identificar la
presencia del dominio ALBA en las seis secuencias de proteinas ALBA de T. ¢z, reportado en
la base de datos de las superfamilias como IPRO36882, el cual corresponde a la regioén que
contiene las estructuras secundarias que conforman el dominio y que son compartidas por todas
las proteinas de la familia, ademas de contener la secuencia del dominio Pfam01918 (Figura 8).
Como se observa en la Figura 8A, el dominio se encuentra comprendido entre los aminoacidos
9y 117 enTcl, 11y 117 en Tc2, 24y 143 en Tc3ay Tc3by, 19 y 138 en TcY y Tc058, con un
tamafio entre 106 a 119 aminodcidos, el cual es igual en todas las proteinas ALBA3 de T. cruzi

analizadas.

Los resultados de la busqueda manual de dominios y motivos usando como base el alineamiento
multiple en Clustal Omega de las proteinas ALBA de T. ¢ruzz, evidenciaron para las proteinas

ALBA3 la presencia de motivos RGG, correspondiente a repeticiones de aminoacidos ricas en
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arginina y glicina (RGG: 1 arginina y 2 glicinas) presentes en secuencias dobles o triples de RGG
en la region C-terminal [74], asi como la presencia de un motivo GYQXP (denominado por su
composicion de aminoacidos) contenido en el dominio ALBA. Por su parte, para las proteinas
ALBAZ2, sélo se encontré el motivo FDXh dentro de la region del dominio ALBA, sin presencia
de otros motivos. Sin embargo en la proteina Tcl no se hayaron otros dominios o motivos

acompafiantes del dominio ALBA (Figura 8).

MPAYPEREEYREVRAETDGEERE
MFVEFESREEYRREVREETDGERE

——-——SREEYRRVEKTDGEREK!
EREEYREVEETDGERE

AW W @k
== -

SE-VEEQDDPEPGESAGENRENRGERGERT
SE-VREQDDPEPGESRGENFNRGERGERT
SE-VREQDDPEPGESAGENFNRGERGERT!

RGNNSGGRGRGYS

RGHMEGGRGRGEYS

BCHMEGGRGRGYS ENTEPERS

RGNNSGGRGRGYS GRSRS

B | !
Tel | Te2 | Te3a, Tedb, Tcl58 y TeY

i Maortivo . Vo
; FDXh ! GyvOoNP Motives RGG/RG
T I [
| |

. : Doble Triple
I | RGG RGG

Fig. 8. Organizacion estructural de los dominios y motivos identificados en las proteinas ALBA
de T. eruzi. A. Alineamiento de las secuencias proteicas de T. ¢ruzz, base del esquema, realizado
con la herramienta Clustal Omega del instituto EBI. Residuo con alto (*), mediano (}) o bajo (.)
grado de conservacion. B. Esquemas propuestos para describir la organizaciéon de dominios y
motivos en las proteinas TcALBA
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5.4. Obtencion del modelo tridimensional de la proteina TcY (TcALBA3)

Teniendo en cuenta los antecedentes descritos para la proteina TcCLB.510877.40, se decidi6
realizar un analisis adicional correspondiente al modelamiento de la estructura tridimensional de
esta proteina, para evidenciar si a partir de la secuencia proteica obtenida 7 vitro se consigue
hacer un acercamiento a la conformacion real que adquiere la proteina y con ello proponer un
modelo para esta proteina. Este modelamiento fue realizado a partir de la secuencia obtenida de
la cepa Y puesto que se ha observado a lo largo de los resultados que las secuencias de este gen

en las diferentes cepas analizadas, son bastante similares entre si.

La Figura 9A presenta la estructura tridimensional de la proteina TcY obtenida con el servidor
Phrye2, el cual utiliz6 como base la subunidad P25 de la proteina ribonucleasa P humana
identificada en el Protein Data Bank como 6CWX. El 57% del modelo de TcY (124
aminoacidos), fue construido con un porcentaje de confianza mayor al 90 %, esta region esta
situada entre el aminoacido 14 y 138, en donde fue determinada la region del dominio ALBA.
Se encontré que este dominio presenta una topologia de sucesiones de pliege Alfa/Beta
compuesta por dos (2) hélices alfa () y cuatro cadenas Beta (B) interconectadas por medio de
regiones desordenadas (IN-Bi-o-B2-%2-P3-4-C), v se evidencia la formaciéon de dos hojas Beta,
una paralela (31-B2) y otra antiparalela (85-84). En el caso de los motivos identificados, estos se

localizan en regiones desordenadas (Figura 9A).

La validacion estereoquimica del modelo se presenté en un diagrama de Ramachandran (Figura
9B), el cual indic6 que un 96% de los aminoacidos del modelo generado se encontraban en las
regiones mas favorecidas o adicionales permitidas (regiones en las que los angulos Phi y Psi de
los aminoacidos son posibles en la estructura obtenida) y el otro 4% faltante se encontraban en
regiones generosamente permitidas o no permitidas (regiones en las que los angulos Phi y Psi de
los aminoacidos son improbables para la estructura obtenida), lo que sugiere que el modelo

puede ser una buena aproximacién a la conformacién nativa de la proteina.

Como parte de la verificacion del modelo obtenido se realizé un alineamiento entre las
estructuras del dominio ALBA de la proteina TcY (al ser la unica regiéon con estructuras
secundarias y alto grado de conservacién) con el dominio de la subunidad P25 de la ribonucleasa
humana (Rpp25) (Figura 10). De este alineamiento se obtuvo un valor de RMSD (del inglés,

Root-mean-square deviation o desviacion de la raiz cuadrada media); cuanto mas bajo sea el valor de

25



RMSD obtenido, mayor sera la similitud entre las estructuras comparadas. El valor de 0,443
obtenido en este caso indica una alta similitud entre la estructura del dominio en ambas proteinas,
resultado que apoya nuestra hipétesis en la cual se sugiere que el modelo obtenido es un buen

acercamiento a la estructura real de la proteina.

P . . Regiones mas favorecidas
- ] D Regiones adicionales permitidas

|:| Regiones generosamente permitidas

D Regiones no permitidas
~~
8
- [ | 140 80,9 %
g 0 ] [] 26 150%
:': [ ARG 78 ] 4 2,3 %
AL 45 I
LYS 14 Total de residuos 173 100 %
907 N (no Gly, Pro o Ter)
. ARG 182 )
" Gly 36
-1354 E | Pro 7
: AﬁP.lﬂ{pL b Ter __-;2_
Di-Tri RGG 150 155 B0 I 5 90 155 130 Totalderesiduos 218

Phi (grados)

Fig. 9. Prediccion de estructura 3D de la proteina TcY de T. eruzi. A. Modelo tridimensional de la proteina TcY
obtenido en servidor Phrye2 y visualizado con Pymol 2,1. B. Validacion estereoquimica del modelo, realizada con la
herramienta PROCHECK vy representada en diagrama de Ramachandran. Gly: Glicina; Pro: Prolina; Ter.: Residuos
terminales.

A Dominio ALBA B
- 6cwx
: : R{/ Datos del alineamiento
Residuos alineados 120 vs 102
RMSD 0.443

Fig. 10. Alineamiento de las estructuras del dominio ALBA entre el modelo de la proteina TcY
y el de la proteina base para su construcciéon (Rpp25). A. Superposicion de los modelos de
dominio ALBA obtenida del alineamiento realizado en Pymol 2,1 entre TcY y Rpp25. B. Datos
informativos acerca del alineamiento, obtenidos en el mismo programa.
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5.5.  Analisis comparativo de las proteinas ALBA de T cruziy otros tripanosomatidos

Para el analisis comparativo de las proteinas ALBA identificadas, se utilizaron las secuencias de

las cepas de referencia de cada una de las especies de tripanosomatidos analizadas.

En la Figura 11, se observa el arbol filogenético consenso de estas secuencias, en el cual hay
presencia de dos grandes clados soportados por valores boopstrap de 100, los cuales
corresponden a los dos linajes eucariotas de la familia ALBA, ya que en cada uno se agrupan
proteinas que han sido previamente clasificadas en cada uno de dichos grupos monofiléticos,
como LIALBA1 (Li2) y TbALBA3 (Tb3) las cuales pertenecen al linaje Rpp20 y Rpp25,
respectivamente. Ademas, se observa que ambos linajes se dividen en dos clados inferiores en
los que se evidencia una separaciéon entre las proteinas ALBA de los géneros Trypanosoma y
Leishmania. En el género Trypanosoma, las proteinas ALBA1 y 2 presentan una clara diferenciacion
al agruparse en dos clados separados, diferente a lo observado en Leishmania spp., en donde la
unica ALBA1 identificada (Lm1) se encuentra inmersa en el clado de las proteinas ALBA2 del
mismo género, lo que indicarfa que todas corresponden a un mismo tipo de proteina ALBA.
Adicionalmente, en el género Leishmania, se observa que las proteinas ALBA2 y ALBA3 son
conservadas en todas las especies identificadas, lo que sugiere que son conservadas en todo el

género.

Teniendo en cuenta que la proteina TcY analzada corresponde a una proteina ALBA3, se decidié
realizar un analisis filogenético de estas proteinas, mediante la elaboraciéon de un arbol
filogenético, el cual es evidenciado en la Figura 12. En este caso se observa nuevamente la
separacion de las proteinas ALBA de Trypanosoma spp. y Leishmania spp. en diferentes clados, y
en el caso de la proteina TcY, esta se agrupd en un mismo clado con la proteina Tc3b, resultado
esperado, debido a que la proteina Tc3b corresponde a la secuencia de TcCLB.510877.40 cuyo
gen fue el blanco utilizado para la obtencién de la secuencia génica, y posteriormente proteica,
de TcY. Por otra parte, se observd que las proteinas ALBA3 de T. cruzi se agruparon con la
proteina ALBA3 de T. theileri separadas de las proteinas ALBA3 y 4 de T. brucei que se
encontraban agrupadas con las proteinas ALBA3 de T. congolense y ALBA3 y 4 de T. evansi en el
grupo de proteinas de Trypanosoma spp., esta separacion entre 1, cuzi y 1. brucei también se

evidencia en los clados de para las proteinas ALBA1 y ALBA2 para este género.
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Sumado a lo anteriot, los resultados de los anilisis de identidad de estas secuencias mediante la
herramienta Clustal Omega (Tabla 7), permitieron evidenciar mayores porcentajes de identidad
entre las proteinas ALBA 2 del género Leishmania (82,6 a 100,0 %) en comparaciéon con lo
obtenido para Trypanosoma spp. (51,3 — 100,0 %), este mismo resultado fue obtenido en el caso
de las proteinas ALBA3, lo cual suguiere un mayor grado de conservacion a nivel de secuencia

para las proteinas ALBA2y 3, en el género Lezshmania en comparacion con el género Trypanosoma.

Rpp20

Rpp25

Fig. 11. Arbol filogenético consenso de las proteinas ALBA identificadas, elaborado por el
método de Maxima verosimilitud en MEGA 7,0 con Bootstrap de 1000 réplicas. Se muestran
los dos linajes eucariotas de la familia ALBA (Forma azul: proteinas similares a la proteina
Rpp20; Forma verde: proteinas similares a la proteina Rpp25), las Proteinas ALBA de
Trypanosoma spp. (letra naranja) y de Leishmania spp. (letra morada), y los valores de soporte

Bootstrap mayores a 80%. Lt: proteinas ALLBA de T. cruzi obtenidas #n vitro, ®: Proteinas ALBA
reportadas en el linaje Rpp25; m Proteinas ALBA reportadas en el linaje Rpp20.
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Fig. 12. Arbol filogenético consenso de las proteinas ALBA 3 identificadas, elaborado por

el método de Maxima verosimilitud en MEGA 7,0 con Bootstrap de 1000 réplicas. Se

muestran los Bootstrap mayores a 80% y se destacan los clados de las Proteinas ALBA3 de

Trypanosoma spp. (forma naranja) de Leishmania spp. (forma morada). 1¥: proteinas ALBA

de T. ¢ruzi obtenidas in vitro, B: Proteinas ALBA reportadas en la literatura (Li3: LIALBA3,
Th3: ThbALBA3, Tc3a: TcALBA30, Tc3b: TcALBA40.

Tabla 7. Comparacion entre las clases definidas de proteinas ALBA

Sy Porcentaje de identidad entre proteinas
ALBA1 ALBA2 ALBA3 ALBA4
Trypanosoma spp. 72.8-100.0 | 51,3 - 1000 | 652 - 100,0 100
Leishmania spp. NP 82,6 -100,0 | 82,8 -100,0 NP
Todos los tripanosomatidos | 4o 4 4 | 368 100,0 | 54.2-100,0 100
presenciados

NP: El grupo no presenta al menos dos proteina ALBA de ese tipo.
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6. Discusion

En este estudio se plante6 identificar los genes codificantes de la familia ALBA en T. ¢ruzz. Hasta
el momento para este parasito se han descrito cuatro proteinas ALBA (TcALBA1, TcALBA2,
TcALBA30 y TcALBA40) cuyos genes se encuentran ordenadas en parejas y organizadas en
tandem entre la ALBAT1 y 2, y la ALBA30 y 40. En nuestro caso también se reporta la presencia
de cuatro secuencias codificantes de proteinas ALBA con el mismo patrén de organizacion. Sin
embargo, se dio a conocer que la organizaciéon en tandem es compartida entre los genes de
proteinas ALBA de T. cruzi y de T. brucei, ademas de compartir de 4 a 5 genes adyacentes entre
si, y 3 de estos con los genes codificantes de las proteinas ALBA2 y ALBA3 de L. infantum, asi
como el orden en el que estos se encuentran organizados; dicho fenémeno corresponde a un
evento de sintenia compartida. Este evento se ha reportado para otros genes del género
Trypanosoma como es el caso del gen PRAC (gen codificante de la Prolina-racemasa) cuyas
regiones adyacentes exhibieron elevada sintenia en T. crugi, T. ¢. marinkelle, . erneyi, T. dionisii, T.
vivax'y T. grayi con al menos 8 genes organizados en el mismo orden en todas las especies
mencionadas [75]. Asimismo, se ha observado que entre T. brucei, T cruzi'y L. major hay alrededor

de 6158 genes conservados ubicados en clusters con sintenia compartida entre estas especies

[76].

La evidencia de sintenia entre genes de proteinas ALBA en T. cruzi, T. brucei y L. infantum soporta
su ortologia [75], sugiriendo que las proteinas ALBA en estos parasitos podrian tener
caracteristicas estructurales y funcionales similares, como se evidencia en el caso de las proteinas
TcALBA30 (correspondiente a la proteina aqui denominada Tc3a), LIALBA3 y TbALBA3, las
cuales presentan motivos compartidos como repeticiones de RRG C-termilaes, tienen capacidad
de wunion a ARN mensajero e intervienen en procesos relacionados con la

estabilizacion/desestabilizacion de ARNm de proteinas en su tespectivo patasito [49,50,56]

De acuerdo a las propiedades fisicoquimicas analizadas, se determiné en este estudio, que la
mayoria de las proteinas ALBA de T. ¢ruz7 son basicas, ya que estas presentan valores de punto
isoeléctrico (PI) entre 9,1 y 9,8. Esto es congruente con lo descrito en la literatura para proteinas
de esta familia, en donde se atribuye dicho caricter basico por presentar altos valores de PI
(10,34 en el caso de la proteina TcALBA30) y la importancia del mismo en la unién con acidos

nucleicos [33,56,77]. Sin embargo, la proteina Tc2, obtuvo un punto isoeléctrico cercano a la
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neutralidad (7,8) y, a su vez, porcentajes de residuos negativos y positivos cercanos, indicando
que probablemente la funcién que desempefia en el parasito no es dependiendo de su capacidad
de unidn a estas moléculas, como en el caso de la proteina ALBA MthALBA de Methanobacterinm
thermoantotrophicum (MthAlba) la cual carece de caracter basico y presenta varias sustituciones de
aminoacidos basicos por aminoacidos neutros, siendo incapaz de unirse a acidos nucleicos (tanto

ADN como ARN) en condiciones 7 vitro [78].

En cuanto a la estructura observada para las proteinas ALBA3 de T. ¢ruzi, tanto las obtenidas z
vitro como en el analisis Blast, se describi6 la presencia de motivos de repeticiones RGG C-
terminal. Este motivo es formado por repeticiones cercanas de dobles o triples RGG y estan
implicados en las interacciones proteina-ARN, siendo un motivo de unién a ARN frecuente en
proteinas del dominio eucariota [79,80]. Si bien no es claro el mecanismo de unién se sugiere
que las interacciones electrostaticas entre el esqueleto fosfatado del acido nucleico y las argininas
del motivo cumplen un papel fundamental en el establecimiento de la unién [79,81], por lo que
el punto isoeléctrico de las argininas (pH =10) [82] es importante, ya que en condiciones de pH
inferiores a este punto, el aminoacido se encuentra cargado positivamente y podra efectuar la
interaccion electrostatica. En los estadios epimastigote, amastigote y tripomastigote de 1. cruzgi,
se reporta un valor de pH intracelular aproximado de 7,5 [83,84], lo que sugiere que en los tres
estadios del parasito, los motivos se encuentran cargados permitiendo la interaccion
electrostatica entre la proteina con la molécula de ARN vy el desarrollo de su posible funcién

asociada a esta molécula.

Este motivo se ha descrito presente en estructuras desordenadas de proteinas de unién a ARN
[79,85], tal y como se evidencié en el modelo obtenido en Phyre2 de la proteina TcY, en el que
las repeticiones RGG se encontraron en amplias regiones desordenadas en el extremo C-terminal
de la proteina. En este mismo modelo teérico el dominio ALBA de T. ¢uzi obtuvo una alta
similitud con el dominio ALBA obtenido por cristalografia de la subunidad P25 de la
ribonucleasa humana representado por un valor de RMSD cercano a cero. Lo anterior indica
que el modelo propuesto para la proteina TcY parece ser un buen acercamiento a su estructura
en la naturaleza, ya que presenta estructuras observadas en modelos proteicos existentes
(dominio ALBA de Rpp25 y la estructura desordenada descrita para el motivo RGG), asi como
una elevada cantidad de aminoacidos con una conformacién estereoquimica adecuada para la

estructura obtenida, observado en el diagrama de Ramachandran, que aunque no mostré un total
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de 90% de aminoacidos ubicados en regiones mas favorables (sugerido por el programa para

definirlo como un buen modelo [86]) el porcentaje obtenido fue cercano a este valor (81%).

Por ultimo, en el analsis comparativo descrito por los analisis filogenéticos realizados, se observd
una agrupacion entre las proteinas de Leishmania spp. y Trypanosoma spp.; aunque ambos
presentan un numero diferente de secuencias ALBA (4 en Trypanosoma y 2 en Leishmania) estos
se agruparon de manera que en cada uno de los grandes linajes evidenciados estaba presente una
proteina ALBA de Leishmania spp. y dos de Trypanosoma spp., encontrandose agrupadas proteinas
de cada género en clados diferentes como ha sido previamente reportado [87]. Esta misma
distribucién ha sido reportada en otro analisis filogenético de proteinas ALBA en estos dos
organismos, en donde se ha sugerido que esta diferencia, en cuanto al nimero de genes, se debe
a que los genes de las proteinas ALBA en el género Trypanosoma sufrieron un proceso de
duplicaciéon después de la especiacion con el género Leishmania [48]. Dicho proceso de
duplicacién génica post-especiacion se ha sugerido en otros genes en estos dos géneros, como
aquellos codificantes de la superfamilia de proteinas ABC (proteinas transportadoras
dependientes de ATP), en donde se ha evidenciado que el género Leishmania presenta 42 genes
ABC, a diferencia de T. eruzi y . brucei que presentan tan solo 22 y 28, respectivamente, y se ha
descrito que esta diferencia se debe principalmente al aumento de los genes codificantes de
subfamilias de proteinas ABC en Leishmania spp., el cual, se sugiere, ocurrié debido a eventos de
duplicaciéon génica en estos parasitos después de su division del linaje compartido con
Trypanosoma spp., ya que los maltiples genes de estas subfamilias se encuentran agrupados en
forma de tandem [88, 89], lo que es compatible con un evento de duplicaciéon de genes;
organizacion que también comparten las parejas de genes que codifican para las proteinas que

se agrupan en un mismo linaje de proteinas ALBA (Tb1 y Tb2; Tb3 y Tb4)-

Adicionalmente se observa una elevada conservacion en el nimero de proteinas ALBA para el
género Leishmania, la cual fue descrita en un analisis realizado con un menor nimero de especies
del género [87], por lo que este estudio soporta y complementa dicha hipétesis, al proponer que
las proteinas ALBA también son conservadas a nivel de secuencia proteica al evidenciarse
porcentajes de identidad de 82 y 100% entre proteinas del mismo tipo de ALBA en diferentes
especies. Sin embargo, en Trypanosoma spp., no se evidencié dicha conservacion en el nimero o
en la secuencias de proteinas ALBA. Por otra parte, en el caso de T. erugi, se observd que sus

proteinas se encuentran distribuidas en cada uno de los dos grandes grupos de proteinas ALBA,
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as{ como también dichas proteinas se organizan en los clados de proteinas de género Trypanosoma
spp en cada grupo. Sin embargo, se evidenci6 que dentro de estos clados se forman agrupaciones
que separa proteinas de T. cruzi de las proteinas de T bruces, y en algunos casos no se evidencia la
separacion por clases de ALBA como ocurrié con las clases ALBA3 y 4, en donde las proteinas
ALBA 3 de T. brucei y T. evansi, asi como sus proteinas ALBA4, se agruparon, pero todas estas
formando un grupo dentro del clado que contiene las otras proteinas ALBA3 de Trypanosoma
spp. Esto puede deberse a que algunas especies presentan mayor cercania filogenética derivada
de su origen compartido, ya que las proteinas de I. brucei se agruparon con proteinas de otras
especies de Trypanosoma spp., que al igual que este, son originarias del continente africano,
diferente a las proteinas de T. ¢ruzgi que se agruparon con proteinas de especies, que al igual que
T. ¢eruzi, son americanas [90]. Esto se evidencia con mayor claridad en el arbol filogenético de
proteinas ALBA3 (Figura 12), en el que las proteinas de las especies africanas T. congolense, T.
evansi y T. brucei y las proteinas ALBA3 de las cepas del continente americano 1. cruziy I. theileri

se agrupan en clados separados.

7. Conclusiones

Las proteinas ALBA son mas conservadas a nivel de numero y secuencia en el género Lezshmania

sp. en comparacion con las proteinas del género Trypanosoma spp.

En T. cruzi, se evidencié la presencia de dos proteinas ALBAT y 2, asi como dos proteinas
correspondientes a la clase ALBA3, patrén de numero y clases de proteinas ALBA que no fue

evidenciado en otra especie del género.

Los genes de las proteinas ALBA en T. crugi, T. brucei y L. infantum presentan una organizacion

compartida o sintenia, que es mas notoria entre especies de un mismo género.

Las caracteristicas estructurales y fisicoquimicas de las proteinas ALBA de T. ¢ruzi corresponden

con caracteristicas de la familia de proteinas ALBA descritas en la literatura.

El modelo predicho para la proteina TcY presenta una regién con estructuras secundarias

ordenadas que comprenden el dominio ALBA y son compatibles con lo que reporta la literatura
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T. eruzi presenta proteinas pertenecientes a cada uno de los dos grandes grupos de proteinas
ALBA, asi como representantes de cada uno de los clados formados de proteinas de Trypanosoma
spp. y junto a las proteinas de especies americanas se agrupan en clados diferentes a los formados

por especies africanas.
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