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RESUMEN

La malaria, es la principal parasitosis a nivel mundial, esta enfermedad es
causada por parasitos del género Plasmodium,y es P. falciparum el que
produce la mayor mortalidad. En la busqueda de nuevas terapias para
contrarrestar a esta parasitosis, las proteasas han surgido como posibles
blancos. Esto se debe a que las proteasas en este parasito juegan un papel
muy importante en una variedad de procesos biolégicos como son: la
invasion y egreso del parasito al eritrocito, durante la lisis de la hemoglobina
y en la invasién del hepatocito entre otros. Adicionalmente a estas proteasas
citoplasmicas, recientemente se han identificado dos proteasas nucleares en
P. falciparum: la calpaina, la cual tiene un impacto en la progresion del ciclo
celular de la fase G1-S de este parasito y la dipeptidil aminopeptidasa 2
(DPAP2) quien realiza el procesamiento del extremo amino de la histona H3
en este parasito, y la forma procesada de la histona H3 se encuentra
asociada a genes que regulan la replicacién e invasion en P. falciparum. Por
lo que con el propdsito de identificar otras proteasas nucleares en P.
falciparum e inferir su funcién se realizaron ensayos de zimografia en geles
de poliacrilamida co-polimerizados con gelatina, en los cuales se migraron
extractos nucleares de este parasito obtenidos en ausencia de inhibidores de
proteasas. De esta manera se evidencio que existen proteinas nucleares con
la actividad de proteasas en P. falciparum, con un peso molecular que va
desde los 52 a los 23 kDa. Ademas se demostrd que la actividad proteolitica
de estas proteasas nucleares es estadio-especifica, observandose una
mayor actividad proteolitica en el estadio de anillos. Por otro lado, al realizar
ensayos de zimografia en presencia de inhibidores para las diferentes
familias de proteasas, encontramos que la mayoria de las proteasas
identificadas en nuestros ensayos pertenecen a la familia de las cistein-serin
proteasas. Andlisis por espectrometria de masas de las proteasas presentes

en los geles de zimografia nos permitieron identificar tres proteasas: una

Xiii



metaloproteasa PfSPT16 (FACT-L), una aspartico proteasa (Plasmepsina
II) y una cistein proteasa (SERA 6). Un analisis in silico de los dominios que
conforman a cada una de estas proteasas sugieren que al menos dos de
ellas (PfPST16 y SERA 6), participan en modular la estructura de la
cromatina durante la elongacion de la transcripcién al desensamblar a los
nucleosomas, y de esta forma podrian participar en regular procesos
biolégicos importantes durante el ciclo intraeritrocitico de este parasito. La
poca identidad que presenta PfSPT16 y SERAG6 con proteasas presentes en
el hospedero humano las convierte en excelentes candidatos para el diselo

de una droga contra P. falciparum.
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ABSTRACT

Malaria is a major global parasitic disease and cause of enormous mortality
and morbidity. This disease is caused by protozoa parasite Plasmodium, and
the highest mortality is produced by .P. falciparum. In the search for new
therapies to counteract this illness, proteases have emerged as possible
target. Proteases are a group of enzymes that play essential roles in parasite
growth and invasion. In this context, they are crucial for the pathogenic
organisms both for their survival and the diseases they cause. Their potential
as drug targets is underscored by the feasibility of designing specific inhibitors
against them. Recently in P. falciparum, two nuclear proteases have been
identified: calpain, which has an impact on the progression of the cell cycle of
the G1-S phase of this parasite and dipeptidyl aminopeptidase 2 (DPAP2)
which performs the processing of the amino terminus of histone H3 in this
parasite. In order to identify other nuclear proteases in P. falciparum and
inferring  their functions, zymography assays were performed, on
polyacrylamide gels co-polymerized with gelatin, in which nuclear extracts
obtained inthe absence of protease inhibitors of this parasite were migrated.
We found that there are several nuclear proteins with proteases activity in P.
falciparum, with a molecular weight from 52 to 23 kDa and are expressed in
a stage-specific way mainly in the ring stage. We demonstrated that most of
the nuclear proteases identified in our zymography assays belong to the
family of cysteine serine-protease. Three proteases: a metalloprotease
PfSPT16 (FACT-L), an aspartic protease (Plasmepsin Il) and a cysteine
protease (SERA 6) were identified by mass spectrometry of the proteases
present in the zymography gels. An in silico analysis of the domains that
contains each of these proteases suggest that at least two of them (PfPST16
and SERA 6), are involved in modulating the structure of chromatin during
the elongation of transcription by disassembling nucleosomes. We propose
that due to low identity of



PISPT16 and SERAG6 with proteases present in the human host makes

them excellent candidates for a drug against P. falciparum.



1. INTRODUCCION

1.1 IMPACTO EPIDEMIOLOGICO DE LA MALARIA

La malaria es un problema de salud publica y la principal enfermedad
parasitaria a nivel mundial incluyendo América Latina. Los parasitos
protozoarios del género Plasmodium son el agente causal de la malaria o
paludismo, una enfermedad que anualmente causa 445 mil muertes
anualmente en todo el mundo y aproximadamente el 40% de la poblacién

mundial habita en areas endémicas a malaria (91 paises Yy territorios), (figura

12,

| Paisos endémicos de paludismo, 2016 I Poises endémicos de paludismo en 2000, ne endémicos en 2016
[ Paises no endémicos de paludismo, 2000 No aplica
Figura 1. Distribucion actual de la malaria a nivel mundial
Paises endémicos de malaria en 2000 y 2016 (tomado de la base de datos de la OMS,
2016,http://www.searo.who.int/srilanka/areas/malaria/world_malaria_report_2016.pdf?
ua=1).

En el 2016, los casos de malaria se registraron principalmente en el
continente africano (90%), seguida de la region de Asia sudoriental (7%) y la
region del Mediterraneo oriental (2%) y en todos los casos la inmensa

mayoria de las muertes (99%) fueron debidas a P. falciparum siendo los

nifios, adultos no inmunes y mujeres embarazadas los mas afectados®.



http://www.searo.who.int/srilanka/areas/malaria/world_malaria_report_2016.pdf?ua=1
http://www.searo.who.int/srilanka/areas/malaria/world_malaria_report_2016.pdf?ua=1

En lo que respecta al continente americano, actualmente la malaria es
endémica en 21 paises Y territorios, entre los que se encuentran: Argentina,
Belice, Bolivia, Brasil, Colombia, Costa Rica, Ecuador, el Salvador, Guayana

Francesa, Guatemala, Guyana, Haiti Honduras, Meéxico, Nicaragua,

Panama, Paraguay, Perd, Republica Dominicana, Suriname yVenezueIa4'5.

Actualmente en México, la malaria se encuentra en la fase de pre-
eliminacion, aunque hay algunas zonas endémicas con transmision intensa,
como son: Chiapas, Campeche y Quintana Roo, en el sur del pais; a lo largo
de la frontera sur con Guatemala y Belice; Sinaloa, Sonora y Chihuahua a lo
largo de la frontera norte y Nayarit, Durango y Jalisco en el centro del pais.

Sin embargo, en México desde el afio 1982 no se han registrado defunciones

por malaria asociado a P. falciparum6.

Niimero de casos de malaria segdn drea
1985 2012
Areas prioritarias® 125,269 833
Q .

\ Restode dreas

Totalde casos

)\ 2
ol ¢
o 1985

1985 3,341 caso i

o Altonesgo

Areas originalmente malaricas (1960)
Figura 2. Areas de riesgo de Malariaen México
Areas de riesgo y nimero de casos de malaria en México (tomado de Secretaria de
Salud. Prevencion y control del Malaria, 2013,

http://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/38348/PAE_PrevencionControlPaludis
mo2013 2018.pdf).



http://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/38348/PAE_PrevencionControlPaludismo2013_2018.pdf
http://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/38348/PAE_PrevencionControlPaludismo2013_2018.pdf

Las especies de Plasmodium que infectan al humano son: P. ovale, P. vivax,

P. knowlesi, P. malarie, y P. falciparum siendo esta Ultima especie la

responsable de producir la mayor mortalidad?.

1.2 CICLODE VIDA DE P. falciparum

El ciclo de vida de P. falciparum es complejo y este ocurre entre dos
hospederos naturales: la hembra del mosquito del género Anopheles, en
donde ocurre el ciclo sexual y el humano en donde se lleva a cabo el ciclo

asexual con dos fases de desarrollo bien diferenciadas: la fase

exoeritrocitaria (hepatica) y la fase intraeritrocitaria’.

La infeccion causada por P. falciparum inicia cuando las formas moviles del
parasito denominadas esporozoitos (15-123) las cuales se encuentran en la
saliva de la hembra del mosquito Anopheles son inoculados en la dermis del

humano a través de la picadura del mosquitos.

Estos esporozoitos viajan a través del torrente sanguineo y llegan a los
sinusoides hepéaticos, donde forman una vacuola parasitéfora: iniciAndose
aqui la fase exoeritrocitaria o hepatica del parasito. Una vez en el hepatocito
los esporozoitos maduran, se diferencian y sufren mdltiples divisiones
asexuales para generar esquizontes intrahepéticos, que formaran al menos
10,000 merozoitos. Estos merozoitos una vez liberados del hepatocito entran

al flujo sanguineo para invadir inmediatamente los eritrocitos iniciandose de

esta forma el ciclo intraeritrociticog.

Una vez que el merozoito infecta al eritrocito sano, en su interior el parasito
se diferencia en una forma joven conocida como anillo, crece y pasa a una
forma intermedia denominada trofozoito. Este consume el contenido de los
glébulos rojos y modifica la membrana celular del eritrocito que infecto, para
facilitar la importacion de nutrientes mediante la insercion de nuevas
proteinas parasitarias y eliminar el producto potencialmente toxico del hemo

a través de su cristalizacion mediada por lipidos a hemozoina (pigmento de




la malaria) 10 posteriormente este trofozoito se diferencia en una forma
madura conocida como esquizonte, la cual se caracteriza por ser una célula
multinucleada que dara origen de 16 a 32 merozoitos 1.

Cuando los merozoitos estan totalmente maduros salen del eritrocito
infectado y ahora pueden invadir otros eritrocitos sanos e iniciar de nuevo la
fase intraeritrocitica. Este proceso de crecimiento exponencial es
responsable de todas las manifestaciones clinicas de la malaria y continla
hasta que el hospedero muere. Algunas veces, estos merozoitos al entrar al
glébulo rojo toman una ruta alterna y se diferencian ya sea a gametocitos

femeninos o0 masculinos, proceso conocido como gametocitogenesislz.

Estos gametocitos son capaces de infectar al mosquito Anopheles, cuando
este pique a un individuo infectado. Una vez en el intestino del mosquito los
gametocitos continlan su desarrollo hasta diferenciarse en gametos, en
seguida se lleva a cabo la fecundacion originando un cigoto que se

transforma en ooquinetol3, el cual es capaz de atravesar la pared intestinal
del mosquito y ahora se diferencia a un ooquiste, en el interior del cual
ocurren una gran cantidad de divisiones celulares que generan miles de
esporozoitos, los cuales migran hacia las glandulas salivales del mosquito
para terminar su maduraciéon. Estos esporozoitos son inoculados al humano

cuando el mosquito Anopheles infectado toma sangre de un individuo sano,

iniciandose de esta manera el ciclo de vidal?. (Figura 3).
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Figura 3. Ciclo devidade Plasmodium falciparum El ciclo inicia con la inoculacién
de esporozoitos moviles a la dermis (A), los cuales viajan al higado (B), cada
esporozoito invade al hepatocito y se multiplica. Después de una semana, los
esquizontes se liberan del higado y viajan a la circulacién, donde invaden a los
eritrocitos e inician el ciclo asexual (C). Algunos parasitos se desarrollan en formas
sexuales (gametocitos), los cuales son tomados por un mosquito Anopheles (D) y se
reproducen sexualmente, formando un oocineto y un oocisto en el intestino del
mosquito. El oocisto estalla y libera los esporozoitos, los cuales emigran a las glandulas
salivales y aguardan a que el mosquito nuevamente se alimente de sangre humanay
los inocule en la dermis de su hospedero humano (Tomado de White J.N. etal., 2014).

1.3 GENERALIDADESDE LA MALARIA

1.3.1 Manifestaciones Clinicas

El periodo de incubacion de la malaria varia de 8 a 40 dias, pero en el caso
de P. falciparum es de tan solo 8-9 dias y durante este tiempo el paciente es
asintomatico®®.

A partir del décimo dia, se producen una serie de sintomas inespecificos que
duran entre 2 a 3 dias como: fatiga, dolor de cabeza, artralgia, mialgia, dolor
abdominal y toracico que simula cualquier enfermedad viral leve. Esto es

seguido por el inicio de la fiebre que es la manifestacién cardinal de la




malaria. La fiebre es a menudo alta, aumentando hasta 40°C en nifios y
personas no inmunes9.

El paroxismo clasico de la malaria consiste en fiebre con escalofrios y rigidez
generalizada que ocurren a intervalos periddicos acompafnados de dolor

abdominal, nduseas, vomitos, diarrea, dolor de espalda, mialgia, palidez e

ictericial’.

Este paroxismo es el resultado de la lisis de los glébulos rojos parasitados 'y
la liberacion de merozoitos a la circulacion al completarse la reproduccion
asexual. Aunque se piensa que la periodicidad del paroxismo en los ataques
primarios es patognomonica para las especies de malaria, esta periodicidad
puede tardar varios dias en establecerse, no ocurrir en absoluto en las
infecciones asincronas o puede ser modificada por inmunidad o tratamiento
previos. Las infecciones por P. falciparum suelen ser asincronas, dando lugar
a episodios febriles no perioddicos, al menos durante los primeros dias de la

enfermedad?®.

La infeccion por P. falciparum es la forma més grave de malaria, con tasas
de letalidad de hasta 15% en nifios no inmunes con anemia y dificultad
respiratoria grave sino se instituye prontamente la terapia apropiada. Puesto
que P. falciparum es la Unica especie de Plasmodium que infecta a eritrocitos
de todas las edades esto puede conducir a una parasitemia intensa que

puede alcanzar el 60% o mas. Por lo tanto, las complicaciones graves de la

malaria son mas frecuentes en infecciones producidas por P. falciparumlg.

1.3.2 Complicaciones

La infeccion por P. falciparum causa obstruccién en la microvasculatura
debido a que los eritrocitos infectados (El), se adhieren a las células
endoteliales que recubren los vasos sanguineos de diferentes érganos. En
consecuencia, se produce una isquemia, con hipoxia tisular, especialmente
en el encéfalo, los rifiones, los pulmones y el tubo digestivo, lo que puede

conducir a anemia severa (la cual se caracteriza por niveles de




hemoglobina por debajo de los 50ng/L), malaria cerebral, insuficiencia renal
aguda, hepatitis aguda de malaria, hipoglucemia, hiperpirexia, edema
pulmonar no cardiogénico, sindrome de insuficiencia respiratoria del adulto,

sindrome de insuficiencia suprarrenal, hiperparasitemia, fiebre negra,

arritmias cardiacas y sindromes gastrointesti nales?C.

En la malaria causada por P. falciparum, se reportan frecuentemente
alteraciones hematolégicas progresivas como anemia severa, Yy
trombocitopenia. En donde el grado de trombocitopenia esta asociado con la
gravedad de la infeccion Entre las posibles causas de esta trombocitopenia
se han postulado mecanismos autoinmunes, secuestro esplénico,
coagulacioén intravascular diseminada (CID) y alteraciones de médula ésea.

Un factor posiblemente involucrado, es la presencia de anticuerpos

antiplaquetarios. 21

La insuficiencia renal puede ser secundaria a la disminucion del volumen
sanguineo debido a la obstruccién vascular de este 6érgano provocada por
los eritrocitos parasitados o al depdsito de complejos inmunitarios. La
hemoglobinemia y la hemoglobinuria son producidas por la hemdlisis
intravascular y pueden progresar a fiebre de aguas negras (denominada de
este modo a causa del color oscuro de la orina), ya sea espontaneamente o

después del tratamiento con quinina. La hipoglucemia es frecuente y puede

agravarse por el tratamiento con quinina21.

La malaria cerebral puede definirse como un coma provocado por una
elevada parasitemia de P. falciparum en el cerebro (es decir, sin ninguna
respuesta ante un estimulo doloroso) y se produce por la obstruccion de la
microvasculatura cerebral debido a la adhesion de eritrocitos infectados al

receptor ICAM-1, el cual se encuentra enriquecido en los microcapilares

cerebrales ocasionando anoxia cerebral que conlleva a coma o muerte20.




Por dltimo, la Malaria congénita, la cual se transmite de una madre infectada
a su feto. A menudo conduce a abortos, partos prematuros, retraso del
crecimiento intrauterino (IUGR) y muertes neonatales. Los recién nacidos
gue sobreviven a esta enfermedad generalmente se vuelven sintoméaticos en

10-30 dias de vida presentado fiebre, letargo, palidez, ictericia y

hepatoesplenomegaliazo.

1.3.3 Diagndéstico

La malaria generalmente se diagnostica examinando una muestra de sangre
bajo un microscopio ya sea mediante frotis frescos de sangre tefiidos con
Wright-Giemsa o toma de gota gruesa que permiten evaluar la morfologia del
parasito dentro del eritrocito, identificar la especie, y determinar el porcentaje
de parasitemia de manera mas precisa. Para realizar esta prueba es
preferible tomar la muestra durante un pico febril, ya que los parasitos

jovenes de P. falciparum (anillos), se encuentran en sangre periférica durante

un tiempo después del paroxismo febril?2. (Figura 4)

Otra prueba que también es empleada para el diagndstico es la deteccién de
antigeno por inmunocromatografia, esta prueba detecta una proteina rica en
histidina 2 (HRP-2) y una lactato deshidrogenasa asociada con Plasmodium
(PLDH). Esta prueba tiene mayor sensibilidad que las técnicas microscopicas
pero son comparables en cuanto a sensibilidad ya que permite detectar
niveles bajos de parasitemia. Sin embargo, este método no permite
diferenciar si la infeccién es producida por una sola especie de Plasmodium
(simple) o si se debe a una infeccion simultanea con mas de una especie de

Plasmodium y normalmente esta prueba identifica de manera especffica las

infecciones producidas por P. falciparum23.

La reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR), es otra prueba de
diagndstico, que permite detectar parasitemias muy bajas, y es muy Util en
pacientes asintomaticos con alta sospecha de infeccién y se emplea cuando

las dos pruebas anteriores han dado resultados negativos. Esta




técnica consiste en la amplificacion de secuencias variables de la subunidad

ribosomal pequefia 18S (rARN), con la cual es posible obtener un diagndstico

especifi0024.

Finalmente el diagnostico serologico, Uutil para el diagnéstico durante

esplenomegalia hiperreactiva malarica, pero no en episodio agud0524.

Figura 4. Frotis frescos de sangre periférica de pacientes infectados con
Plasmodium tefiildos con Wright-Giemsa. Tinciébn con Giemsa en donde se

observan la fase sexual del parasito - gametocitos (izquierda) y glébulos rojos
parasitados por trofozoitos (derecha) (tomado de Pereira A. y Pérez M. 2002).

1.3.4 Tratamiento

El tratamiento para combatir la malaria ha evolucionado mucho: desde la
histérica quinina a sus analogos de sintesis, con mencién especial a la
cloroquina; hasta las recientes artemisininas que, combinadas con otros

farmacos de distintos origenes y acciones farmacoldgicas, constituyen el

tratamiento de eleccion (ACT o Terapia combinada con artemisininas) 25,

La mayoria de los antimalaricos actian en la fase intraeritrocitica
(sintomética) de la infeccion y una minoria tiene actividad en la fase
exoeritrocitica o hepatica (asintomatica), pero no se conoce muy bien su
comportamiento a este nivel. Por otro lado, la accion contra los gametocitos,

toma importancia en la profilaxis terminal, o lo que es lo mismo, a la hora de

bloguear la transmision del humano al mosquit026.




1.3.4.1 Farmacos antimalaricos
1.3.4.1.1 Derivados de quinolona

Todas estas drogas se acumulan en la vacuola parasitéfora (VP) del parasito
y forman un complejo con la ferriprotoporfirina IX (FPIX) que entorpece la
biocristalizacion. Los derivados de quinolona han demostrado disminuir
significativamente la concentracion de hemozoina intraeritrocitica en
estudios in vitro. Estos farmacos pueden interaccionar con el grupo hemo de
multiples formas y los complejos farmaco-hemo inhiben la formacion de
hemozoina por distintas vias. Lo que entonces promueve la muerte del

parasito en interior del EI2S,

Cloroquina

Esta droga es una 4-aminoquinolina, de utilidad en las especies que
demuestran susceptibilidad como: P. ovale, P. malariae, P. knowlesi, y

determinadas cepas de P. vivaxy P. falciparum lo cual depende de la region

geogréfica27.

La manera en que esta droga dafia al parasito se debe a que la cloroquina
al ser una base débil, difunde facilmente hacia la VP, donde se protona
doblemente y queda secuestrada. En el interior de la VP, su blanco es la

FPIX a la que se une antagonizando la detoxificacion del parasito, que

termina por lisarse?’.

Ademas, varios estudios sugieren que la cloroquina también tiene otros
blancos, como la inhibicién de la glutation peroxidasa, que es la enzima

encargada de neutralizar los radicales libres generados por el grupo hemo

en citosol?’ .
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Primaquina

Se trata de una 8-aminoquinolina con un espectro de accion especial. Actla

como esquizonticida hepatico y gametocitocida hematico, en este caso, es

el Unico que destruye a los gametocitos maduros de P. falciparum28.

Otra particularidad de este farmaco es su accion frente a los hipnozoitos, la

llamada “cura radical’ de paludismos contra Plasmodium vivax yovale28.

Su mecanismo de acciébn no se conoce muy bien. Se cree que los
intermediarios reactivos generados durante el tiempo que el parasito crece
en el hepatocito producen dafio celular a nivel de la mitocondria del
Plasmodium en su sistema de transporte de electrones. La selectividad por
los gametocitos se podria explicar por el dafio que se produce en proteinas

esenciales que participan en el ciclo de los acidos tricarboxilicos, el cual es

de suma importancia en los estadios sexuales?8.

1.3.4.1.2 Antifolatos

El metabolismo de acido folico sirve como blanco contra la malaria, ya que
este es imprescindible para la sintesis de bases pirimidinicas que constituyen

el DNAy el RNAZ,

Sufadoxina, pirimetamina y proguanil

Se desarrollan en combinaciones sinérgicas de inhibidores competitivos de
la dihidrofolato reductasa (DHFR) [pirimetamina y biguanidas (proguanil)] e
inhibidores de la dihidropteroato sintetasa (DHPS) [sulfonamidas
(sulfadoxina)]. De tal manera que la combinacion de ambos inhibidores

bloguean a dos niveles la ruta biosintética de novo de folatos en

Plasmodium?2°.

Los antifolatos actian principalmente contra los El por esquizontes, ya que
es en esta etapa cuando el parasito se divide. La pirimetamina y proguanil

son antifolatos que se emplean principalmente, en la fase hepatica. Sin
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embargo, el parasito ha generado mutaciones en las enzimas blanco (dhps

y dhfr) lo que ha conducido a que estos parasitos se hayan propagado

rapidamente y a que el empleo de estas drogas sea muy limitado2°.

1.3.4.1.3 Artemisinina y sus derivados

El surgimiento de la artemisinina supuso un avance inmenso en la lucha
mundial contra la malaria, ademas si tomamos en cuenta que el panorama

contaba con un enemigo comun: los parasitos de P. falciparum

multirresistentes=C.

Las modificaciones estructurales realizadas para optimizar sus propiedades
fisicoquimicas en base a la forma de administracion dieron lugar a los
derivados semisintéticos: dihidroartemisinina, artesunato (hidrosolubles) y
artemeéter (liposoluble), entre otros, los cuales son activos frente a todas las
fases del ciclo asexual intraeritrocitico y gametocitocidas. Su estructura

quimica de lactona sesquiterpénica alberga un puente endoperdxido

responsable de la actividad, caracteristico de este grupo farmacolégico30.

Las artemisininas como profarmacos, precisan de una bioactivacién para
ejercer su acciony se piensa que estos farmacos se activan por una escision

reductiva de su anillo endoperoxido mediado por hierro (Fe+2). En donde el

grupo hemo actia de activador y diana. Al igual que las quinolinas, las
artemisininas inhiben la detoxificacion en el parasito, en este caso, alquilando
al grupo hemo lo que impide su dimerizacién a hematina y consecuente
cristalizaciéon. En las primeras horas post-invasion (a las 2-4 horas), las
artemisininas también muestran picos de actividad, lo que sugiere que
existen vias alternativas de activacion independientes de la hemoglobina,

pudiendo tomar un papel mas protagonista el Fe*2 libre3L.

El principal problema del tratamiento con artemisininas es la eliminacion
incompleta del parasito en sangre, esto se debe a que su vida media es corta

de tan solo 30 min a 2 horas y que su efecto en los El por anillos es
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reducido, de tal manera que sitodavia quedan algunos El por anillos después
de 2 horas cuando la droga ha perdido su efecto es muy probable que estos

parasitos viables puedan continuar su desarrollo lo que conduciria a un
recrudecimiento de esta parasitosis32. Por lo que si tomamos en cuenta que

la artemisina tiene una vida media corta se descarta el empleo de una
monoterapia a base de este medicamento y es por esto que se han propuesto
las terapias combinadas basadas en artemisininas. La combinacion de

Dihidroartemisina-piperaquina es el tratamiento mas estudiado33.

El sinergismo entre un derivado de la artemisinina y otro farmaco activo
antipaludico con una vida media mas larga resulta ser seguro y eficaz frente
a la malaria, convirtiéendose asi en el tratamiento de eleccion en malaria no
complicada por P. falciparum, y para el resto de las especiesde Plasmodium.
Aun asi, la emergente aparicionde resistencia a artemisininas pone en riesgo

su efectividad33.

1.4 GENERALIDADESDE LAS PROTEASAS

El tratamiento de cualquier enfermedad infecciosa puede variar
considerablemente con el paso de los afios; muchos farmacos pierden
utilidad por culpa de las resistencias. Actualmente las artemisininas tienen
un papel principal en la terapia antimalarica, ya que han demostrado ser
altamente eficaces. Sin embargo ni siquiera siendo prudentes con su uso
(como parte de terapias combinadas) estan exentas de perder su eficacia a
largo tiempo. Por lo que siempre hay una necesidad de buscar nuevos
medicamentos antipalidicos porque nunca se sabe cuando P. falciparum se

volvera resistente34.

En la busqueda de nuevos blancos terapéuticos para contrarrestar a esta

parasitosis, las proteasas han surgido como posibles blancos. Esto se debe
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principalmente a que son una de las familias de enzimas que juegan un papel
importante en una variedad de procesos de este parasito (mecanismos de
invasion y egreso del eritrocitos, lisis de la hemoglobina, homeostasis
proteica, son algunos de los ejemplos mas estudiados). Ademas de que sus

mecanismos de accion se encuentran bien caracterizados y se conoce la

estructura de sus sitios a(:tivos35 )

Proteasa fue el primer término que se le dio a las enzimas proteoliticas y
abarca a todas las hidrolasas que actlan sobre los enlaces peptidicos, es

decir, las proteasas son capaces de catalizar la hidrolisis de los enlaces

peptidicos de las protel’nas36.

Una de las caracteristicas mas importantes de las proteasas es su alta
especificidad. EIl hecho de que un enlace peptidico sea hidrolizado o no por
una proteasa depende de varios factores, entre ellos, la secuencia de
aminod&cidos alrededor del enlace, ya que la mayoria reconocen aminoacidos
0 secuencias especfficas. Otro requisito para que tenga lugar la hidrolisis es
la accesibilidad estérica del enlace, de manera que si este se encuentra en
zonas hidrofébicas poco accesibles no podra ser atacado por la proteasa a
menos que se produzca un cambio conformacional de la proteina que
aumente su accesibilidad. Por Ultimo, se han de considerar las condiciones
fisico-quimicas del medio, dado que las proteasas presentan un rendimiento

Optimo a unas determinadas condiciones de pH, fuerza ionica, temperatura,

presencia de factores organicos y/o metalicos3”.

La mayoria de las proteasas se traducen como un zimdgeno inactivo, es
decir, un precursor enzimatico inactivo que no cataliza ninguna reacciony
gue para activarse necesita de un cambio bioquimico en su estructura como

lo es la eliminacidn de ciertos dominios que le permitan conformar un centro

activo donde pueda realizar la catalisis38.

Para que ocurra la activacion de este zimdgeno se requiere de la ruptura
catalitica de uno o mas enlaces peptidicos, lo cual acontece de forma

irreversible, ya que no existen reacciones opuestas que regeneren el
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mismo enlace peptidico hidrolizado o que reinserten el péptido liberado
correspondiente39.

La activacion de zimdgenos por ruptura proteolitica de uno o varios enlaces
peptidicos es un proceso enzimatico que requiere la presencia de una
enzima activante y generalmente esa enzima activante es distinta del

zimogeno inactivo aunque a veces el propio zimégeno puede tener una

reaccion de autocatdlisis y activarse a si misma3°.

Ademas la activacién de las proteasas, puede estar regulado por otros

mecanismos como pueden ser la union de co-factores, modificaciones

postraduccionales y cambios en su localizacién subcelular3®.

1.4.1 Clasificacion de las proteasas

Segun la ubicacion de los enlaces hidrolizados, las proteasas a su vez se
dividen en dos grandes grupos: las endopeptidasas: que rompen uniones
peptidicas en distintos puntos del interior de la proteina y las exopeptidasas:

que remueven uno 0 mMas aminoacidos desde los extremos carboxilo o

amino40.

Ademas, en 1967, Schechter & Berger, propusieron un modelo conceptual
para referirse a la especificidad de una proteasa. En este modelo se
consideran los residuos de aminoacido del sustrato (P) que se unen a
subsitios del sitio activo de la enzima (S). Estos residuos se numeran a partir
del enlace a ser escindido hacia el N-terminal como P1, P2, P3, etc., en tanto
que los que se encuentran hacia el C-terminal se denominan P1', P2', P3',

etc. Los subsitios de la proteasa que “acomodan” los residuos del sustrato

se numeran como S1,S2, S3y S1', S2', S3', respectivamente, (figura 5)41.
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Figura 5. Interaccién enzima-sustrato. Esquema representativo del sistema de
nomenclaturade Schechter y Berger para los subsitios del sitio activo de una peptidasa,
(tomado de Introduccion al mundo de las proteasas, disponible en:
http://sedici.unlp.edu.ar/bitstream/handle/10915/2249/Introducciéon_al_mundo_de_las
proteasas.pdf?sequence=5).

Por otro lado, en 1993, Barret y Rawlings describieron una clasificacion de
las proteasas basada en las caracteristicas de sus mecanismos cataliticos,
Su secuencia 'y sus grupos estructurales, siendo hasta ahora la mas utilizada.

De este modo, podemos encontrar serin proteasas, cistein proteasas,

aspartico proteasas, metalo proteasas y treonin proteasas?2.

En 1996 surge la base de datos de proteasas MEROPS donde se encuentran
mas de dos mil peptidasas con nimero de identificacion y cerca de 2500
secuencias. Este sistema de clasificacion tiene en cuenta los siguientes
conceptos:

1. Clan: Conjunto de familias en las que todas las proteasas han
evolucionado a partir de un ancestro unico.

2. Familia: Incluye proteasas que presentan homologia en la secuencia
aminoacidica de la region encargada de la actividad enzimatica. Cada
familia de proteasas es nombrada con una letra que denota el tipo
catalitico (S - serina, T- treonina, C - cisteina, A - aspartato y M -
metalo) seguida de un numero arbitrario; las proteasas cuyo
mecanismo catalitico se desconoce se agrupan en la familia U.

3. Peptidasas o Proteasas: Grupo de proteinas que muestran una

actividad proteolitica particular y que estan muy estrechamente

relacionadas en secuencia®3.
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Clasificacion de las proteasas por su mecanismo catalitico

El concepto de tipo catalitico de una proteasa depende de la naturaleza
quimica de los grupos responsables de la catalisis y como se menciond
anteriormente se pueden encontrar serin proteasas, cistein proteasas,

aspartico proteasas, metalo proteasas y treonin proteasas, las cuales seran

descritas a continuacién42.

Serin proteasas, poseen diferentes especificidades de sustrato; algunas de
estas serin proteasas tienen un amplio sitio de interaccion con el sustrato,
mientras que otras tienen una especificidad restringida al residuo P1 del
sustrato. La actividad de estas proteasas suele ser maxima a valores de pH
alcalinos y no requieren activadores. Su mecanismo catalitico consiste en
una fase de acilacion en la que se forma un intermediario covalente acil-

enzima y una fase de desacilacion en la que una molécula de agua rompe el

intermediario44.

Todas estas enzimas tienen un centro activo formado por tres aminoacidos
absolutamente conservados, serina, histidina y aspartato, conjunto que
recibe el nombre de triada catalitica y es el centro activo de la enzima en
donde se une el sustrato. El grupo de las serina proteasas es muy amplio, se
distinguen siete clanes de proteasas serinicas al comparar las estructuras
terciarias y el orden de los residuos cataliticos en las secuencias. Pertenecen

a este grupo las familias de las proteasas similares a tripsina, a elastasa, a

guimotripsina y las subtilisinas®*.

Cistein proteasas, estas contienen una diada catalitica conformada por un
residuo de cisteina y un residuo de histidina. La cisteina realiza un ataque
nucleofilico para iniciar la hidrolisis del enlace peptidico, el nucledéfilo en este

caso no es un grupo —OH sino un ion tiolato, razén por la cual también

reciben el nombre de tiol proteasas45.

Son proteasas cisteinicas la papaina, la quimopapaina, la bromelina, la
cruzipaina, las caspasas, las catepsinas lisosomales de mamiferos, las
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calpainas citosolicas y varias endopeptidasas virales. Este tipo de enzimas
manifiestan su actividad a pH variable segun el tipo de enzima y de sustrato.
Asi, las ubicadas en los lisosomas actian generalmente a pH &cido, en tanto

que la papaina tiene actividad en un amplio rango de pHy las calpainas son

activas a pH superiores a 7,5 45,

Aspartico proteasa, Sontodas endopeptidasas y se caracterizan por actuar
en forma 6ptima a un pH en el rango acido, razén por la cual también se
conocen como proteasas acidas, y este aspecto limita la funcion de estas
proteasas a algunas ubicaciones especificas. Su mecanismo catalitico
involucra residuos de acido aspartico en el sitio activo de la cadena peptidica,
unidos a una molécula de agua que es la que actia como nucledfilo. Dado
que no existen grupos funcionales de estas enzimas que provoguen un
ataque nucleofilico sobre el carbonilo de la unién peptidica a escindir, no hay
intermediario covalente entre la enzima y el sustrato. La mayoria de las
proteasas asparticas estudiadas pertenecen ala familia de la pepsina y todos
los miembros de la familia de Al de la pepsina han sido hallados en
eucariotas. Esta familia incluye a enzimas del tracto digestivo, como la
pepsina, gastricsina y quimosina, enzimas lisosomales como la catepsina D
y E, a la renina producida en el rifidn ademas de algunas proteasas fungicas.

Una segunda familia incluye proteinas virales tales como la proteasa del VIH,

llamada retropepsina46.

Treonin proteasas, Son todas endopeptidasas, en las que el nucledfilo
puede ser serina, treonina o cisteina. Estas proteasas tienen una treonina N-
terminal conservada en cada sitio activo y son activadas mediante aminas
primarias. Ademas estas proteasas son responsables del funcionamiento del

proteosoma (complejo multiproteico de degradacién de proteinas) y algunas

de estas proteasas tienen el Unico propdésito de activarse a si mismas*’.
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Metalo proteasas, son proteasas en las cuales el ataque nucleofilico sobre
en enlace peptidico es mediado por una molécula de agua, en las que un ion
metalico divalente actlia como catalizador en el péptido al que se une para
realizar la hidrolisis, usualmente este ion es el zinc, aunque algunas veces
puede ser cobalto, niguel o manganeso. En general, los iones metélicos
estan unidos en una conformacion tetraédrica en el sitio activo, es decir, tres
ligandos de amino&cidos (generalmente histidina, glutamina, aspartico o
lisina), se asocian con el ion metal junto con una molécula de agua que se
usa para la hidrolisis. Estas proteasas se dividen en dos grandes grupos
dependiendo del numero de iones metalicos requeridos para la catélisis, es
decir en varias metalo proteasas solamente se requiere de un ion zinc, pero
en otras son dos iones metalicos que actlan cocataliticamente. Todas
aguellas en las que son esenciales cobalto o manganeso se requieren de
dos iones metalicos y estas son exopeptidasas, mientras que aquellas con
ion metalico catalitico pueden ser exo o endopeptidasas. Dentro de estas
metalo proteasas en base a su homologia estructural y de secuencia

podemos encontrar a 54 familias diferentes, en donde destacan las

termolisinas, las carboxipeptidasas, las colagenasas y las astacinas*®.

1.4.2 Inhibidores de proteasas

La funcion de las proteasas ha sido estudiada gracias a la identificacion de
inhibidores especificos para cadatipo de proteasas. Un inhibidor de proteasa

se entiende como aquel compuesto o molécula capaz de interferir con la

actividad proteolitica de la proteasa en cuestion?®.

Este efecto inhibitorio puede ocurrir a través de dos mecanismos: 1) que el
inhibidor impida la entrada del sustrato al sitio activo de la enzima y 2) por
impedir que la enzima catalice su reaccion correspondiente50.

A su vez la unién del inhibidor puede ser reversible o irreversible.
Normalmente, los inhibidores irreversibles reaccionan con la enzima de

forma covalente y modifican su estructura quimica a nivel de los
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aminoacidos necesarios para la actividad enzimatica®®. En cambio, los

inhibidores reversibles se unen a la enzima de forma no covalente, dando

lugar adiferentes tipos de inhibiciones, dependiendo de si el inhibidor se une

ala enzima, al complejo enzima-sustrato o a ambos®.

Comercialmente existe un amplia gama de inhibidores (Tabla I), en este

apartado se describiran aquellos que fueron empleados durante este

proyecto®’.

Tablal. Inhibidores de proteasas comerciales. Panel de inhibidores para serin,

cistein, métalo, treonin y aspartico proteasas,

(https://www.sigmaaldrich.com/mexico.html)

Reagents

Protease Inhibitor mm s s.g:g‘ Working Range gk s“g";mm

AEBSF AB456 | 25mg | -20°C 0.1-1 mM 239.7 50 mg/mL (water)
6-Aminohexanoic acid | A2504 | 25g RT 5 mg/mL 131.2 25 mg/mL (water)
Antipain A6191 5mg |-20°C 1-100 pM 604.7 50 mg/mL (water)
Aprotinin A1153 5mg 2-8°C 10-800 nM 6512 10 mg/mL (water)
Benzamidine HCI B6506 5¢g 2-8°C 0.5-4 mM 156.6 50 mg/mL (water)
Bestatin B8385 5mg -20°C 40 uM 3448 25 mg/imL (water)
Chymostatin C7268 | 5mg |-20°C | 6-60 ug/mL (10-100 uM) ~608 & mg/mL (DMSO)
E-64 E3132 5mg |2-8°C 10 uM 357.4 20 mg/mL (water)
EDTA disodium salt ED2SS| 509 RT 1 mM 3722 50 mg/mL (water)
N-Ethyimaleimide E3876 5g 2-8°C 0.1-1 mM 125.1 50 mg/mL (ethanol)
Leupeptin L2884 5mg -20°C 10-100 uM 4756 50 mg/mL (water)
Pepstatin P5318 5mg |2-8°C 0.5-1.0 pg/mL 685.9 1 mg/mL (ethanol)
Phosphoramidon R7385 Smg |-20°C 10 uM 543.5 (free acid)| 10 mg/mL (water)
Trypsin inhibitor T9003 | 100 mg | -20°C | 1:1 stoichiometric binding 20,100 10 mg/mL (water)

AEBSF: Inhibidor irreversible de serin proteasas especialmente aquellas con
especificidad a residuos basicos P1, (figura 5). Este inhibidor es un agente
sulfonilante (floruro de sulfonilo), que actia al reaccionar con el grupo
hidroxilo del residuo de serina del sitio activo para formar un derivado de la

enzima sulfonilo. Este inhibidor es altamente estable durante largos periodos

de tiempo, excepto a un pH alto°?.

E-64: Inhibidor especifico e irreversible de cistein proteasas, especialmente

aguellas tipo papaina y calpaina. Posee un grupo de acido trans-
epoxisuccinilo. Este epoxido modifica irreversiblemente el sitio activo de
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cisteina, produciendo un ataque nucleofilico del grupo tiol, que conlleva a la
formacion de un enlace tioéter. Una caracteristica importante del E-64 y otros
inhibidores ep6xidos es que no reaccionan contioles de bajo peso molecular,
como ditiotreitol°3,

EDTA: Inhibidor de metaloproteasas. Tiene la propiedad de quelar iones
metalicos, es muy eficaz para eliminar Calcio, Magnesio, Molibdeno, Hierro,
Cobre y Zinc, iones que puede sustraer de los compuestos quimicos de los
que formen parte. Por ejemplo, este compuesto quimico inhibe la reaccién
de hidrolisis secuencial de enlaces peptidicos de proteinas a partir del
extremo carboxilo terminal (C-terminal), mediado por la carboxipeptidasa A,
quelando el ion Zinc que contiene esta enzima en su centro activo, es decir,

el EDTA inhibe la actividad catalitica de estos iones situados en los centros

activos de diferentes enzimas®?.

Pepstatina A: Inhibidor de bajo peso molecular especfifico para proteasas
acidas (aspartico proteasas). Es un hexapéptido natural que contiene el
aminodcido inusual estatina (acido Sta, (3S, 4S) -4-amino-3-hidroxi-6-
metilheptanoico) y para que este inhibidor pueda llevar a cabo su efecto,
deben de estar presentes tres elementos: un grupo 3 (S)-hidroxilo en el tercer
residuo de pepstatina, un grupo isopropilo o su equivalente en el primer
residuo y una porcion de grupo dipeptil Ala-Sta en C-terminal.

Pepstatina se une al sitio activo de la proteasa aspartica, donde su grupo
hidroxilo puede verse como un enlace de hidrégeno con uno de los acidos

asparticos imitando el estado de transicion tetraédrico de la reaccion

(hidrdlisis de la amida) °°.
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1.5 PARTICIPACIONDE LAS PROTEASASENEL
CICLOINTRAERITROCITICODE P. falciparum

Tomando en cuenta la urgente necesidad de encontrar nuevos blancos
terapéuticos contra la malaria, las proteasas han surgido como moléculas
muy prometedoras. Actualmente se sabe que en el genoma de P. falciparum
existen alrededor de 149 proteasas probables. Sin embargo, solo se ha

estudiado un tercio de estas proteasas y entre ellas muy pocas han sido

completamente caracterizadas>°.

Entre las més estudiadas se encuentran las que actlan en las etapas del ciclo
intraeritrocitico ya que es esta fase del ciclo de vida del parasito responsable de
producir las formas mas graves de la enfermedad y en donde se producen las
manifestaciones clinicas. Por lo que estas han sido objeto de estudio y algunas

de ellas son consideradas como candidatos para producir farmacos o drogas

gue bloqueen la actividad de la proteasa35.

A continuacion se describira que proteasas se han caracterizado y en que

etapas del ciclo intraeritrocitico de P. falciparum participan.

1.5.1 Mecanismo de Invasidn de los eritrocitos

Uno de los procesos mas estudiados y en los que sea establecido claramente
el papel que tienen las proteasas en este parasito es en la invasion del
merozoito. Mecanismo que puede dividirse en tres fases caracteristicas, la
primera es una interaccion inicial del merozoito con el eritrocito provocando
una deformidad en la membrana del eritrocito; la segunda consiste en

entrada del parasito al eritrocito sano y, la tercera consiste en el sellamiento

de la membrana plasmatica del eritrocito infectado (EI) 56 (Figura 6).
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La interaccion inicial entre el eritrocito y el merozoito es de baja afinidad y es
mediada por las proteinas de la superficie del merozoito (MSPs 1-9).
Posteriormente el merozoito se reorienta de forma que su parte apical (parte
del merozoito en donde se ubican los organulos secretores roptrias y
micronemas, figura 6) queda en contacto con la superficie del eritrocito, en
este punto el merozoito parece interactuar con el eritrocito de forma
irreversible. Esta interaccion se encuentra mediada por familias de adhesinas
ubicadas en los micronemas de los merozoitos y las cuales son liberadas
tras la sefializacion intercelular. Estas proteinas se conocen como EBL
(erytrhocyte-binding-like) y Rh o RBL (reticulocyte-binding-like), las cuales se
unen a través de diversos receptores como CR1, GPA, GPB y GPC
presentes en la superficie del eritrocito. En este momento se forma la unién
estrecha, y el complejo AMA1 (antigeno apical de membrana 1) /RON2
(proteina de las roptrias 2) se insertan en la membrana del eritrocito y sirve
como estimulo para que el merozoito propulsado por su motor de actino-
miosina se mueva hacia el interior del eritrocito, lo que le permite ingresar
desde el polo apical a el polo posterior del eritrocito. Al mismo tiempo que el
parasito entra al eritrocito, invagina la membrana del eritrocito que constituira
a la vacuola parasitofora (figura 6). Una vez que el merozoito penetra hasta

su polo posterior, las adhesinas se eliminan proteoliticamente facilitando el

sellamiento de la membrana del eritrocit056.

Microneme

Dense Granule

Plasma Membrane
ER

Nucheus

Ireliné Attachment
M5

Figura 6. Estructura del merozoito y fases del mecanismo de invasion. A)
Estructura subcelular de un merozoito de P. falciparum, donde se observa que los
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organulos como roptrias y micronemas se localizan en su parte apical. B) Invasion del
merozoito al eritrocito. La invasion involucra una interaccion inicial, que tal vez involucre
a las MPS, luego existe una reorientacion apical del merozoito lo que provoca una
deformaciéon en la membrana del eritrocito. Se sugiere que se forma un poro entre el
merozoito y el eritrocito en donde se encuentra involucrado directa o indirectamente el
complejo PfRh5/PfRipr/CyRPA, este se encuentra asociado con el movimiento del
complejo RON a la membrana del hospedero. Posteriormente se forma una unién
estrechala cual involucra interacciones de alta afinidad ligando-receptor entre AMA1 en
la superficie del merozoito y RON2 insertado en la membrana del eritrocito, esta union
estrecha permite el movimiento del merozoito. Una vez alcanzado el polo posterior del
eritrocito, las adhesinas son removidas proteoliticamente, para permitir el sellamiento
de la membrana de la célula huésped y el parasito inicia su vida en el interior del El.
(Tomado de Cowman, et al., 2017).

Durante cada uno de los pasos que involucra la invasion, las proteasas no
solo tienen un papel activo (figura 7), sino que también aseguran la
maduracion apropiada de los merozoitos antes de que escapen del E1%°,
Durante la primera fase de la invasion (interaccion del merozoito con el
eritrocito) se ha visto que la proteasa SUB2 (subtilisina 2), la cual es
secretada a partir de los micronemas del merozoito, lleva a cabo el
procesamiento de las proteinas de la superficie del merozoito 1, 6y 7 (MSP
1/6/7), (figura 7A)°7 .

Mientras que en la segunda fase de la invasion (entrada del merozoito al
eritrocito sano), SUB2 procesa a AMAL (antigeno apical de membrana 1) y
PTRAMP (proteina apical del merozoito tipo trombospondina de
Plasmodium)la cual, participa en el movimiento del citoesqueleto del parasito
durante la invasion. En este punto también se requiere a PfROM1, localizada
en el extremo apical de los merozoitos y la cual es capaz de escindir a AMA.

Esta proteasa in vitro se ha demostrado es necesaria para formar uniones
estrechas y permitir que el merozoito penetre eficientemente al eritrocito°8.

Ademas existen otras proteasas que participan en esta fase, como SUB1
(subtilisina 1) que se ha demostrado escinde varias proteinas de las roptrias
que son importantes para la invasién como RAP1 (proteina asociada a las
roptrias 1), RhopH3 (proteina de las roptrias de alto peso molecular 3) y
RAMA (antigeno de membrana asociado a las roptrias). Asimismo proteasas

romboidales del parasito son
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liberadas durante esta fase. Para que durante la Ultima fase, estas proteasas

realicen la escision de diferentes familias de adhesinas transmembrana,

(figura 7B) °°.

Finalmente en la tercera fase, PIROM4 localizada en la superficie del
parasito, se ha demostrado que escinde el dominio transmembranal de las
adhesinas (importantes para la union del parasito a la superficie de los
eritrocitos). En particular, se ha comprobado que PfROM4 fragmenta a
EBA175 (adhesina importante para la via de invasion dependiente de &cido
sialico), (Figura 7C). Ilgualmente proteasas romboidales procesan otras
adhesinas permitiendo asi el sellamiento de la membrana del El y la

permanencia del merozoito en el interior del eritrocito en donde el parasito
iniciara su diferenciacion (figura 7D) 60
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Figura 7. El rol de las proteasas durante el proceso de invasion del eritrocito.
(Tomado de E. Deu, 2017).

1.5.2 Proceso de degradacion de la hemoglobina

Una vez que el merozoito ha ingresado al eritrocito este genera una nueva
identidad biolégica conocida como eritrocito infectado (El). Para que P.

falciparum pueda crecer dentro del eritrocito, durante su etapa mas joven
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(anillo) el parasito se alimentara inicialmente de la hemoglobina presente en

el El y en este punto participan una serie de proteasas. A esta via se le

conoce como la ruta de degradacion de hemoglobina35.

La hemoglobina es el componente principal de los eritrocitos y su
degradacion ocurre principalmente dentro de la vacuola parasitofora, este
organulo es una estructura acida con un pH estimado de 5.0 a 5.4. Este pH
se mantiene mediante un gradiente de protones activado por una bomba de
ATPasa. Mientras que el parasito crece y se desarrolla, la cantidad de
degradacion de la hemoglobina aumenta pero no la cantidad de proteina del
parasito: aunque los parasitos de la malaria digieren mas del 65% de la

hemoglobina de la célula huésped, solo utilizan aproximadamente el 16% de

esta digestion para sintetizar proteinas para sus necesidades propiasGl.

La degradacion de la hemoglobina es realizada por 4 clases de enzimas en
el parasito, las aspartico proteasas (Plasmepsinas I-IV), las cistein proteasas
(Falcipainas 2, 3 y 20), la metalo proteasa (Falcilisina) y finalmente una
Dipeptidilpeptidasa (DPAP1)62.

La primera fase de la degradacion de la hemoglobina es llevada a cabo por
las plasmpesinas -V, las falcipainas 2, 3 y 20, las cuales tienen como
sustrato las cadenas a y de la globina. Durante la segunda fase de la
degradacion de la hemoglobina, la falcilisina convierte los polipéptidos de
globina corta en oligopéptidos que consisten en 5 a 10 aminoacidos. Todas
estas proteasas se han aislado de la vacuola parasitofora, y funcionan
optimamente a un pH de alrededor de 5, coincidiendo con la acidez de la
vacuola parasitofora. Asimismo se ha demostrado que la plasmepsina I,
plasmepsina Il y la falcipaina 2, se encuentran formando parte de un
complejo multiproteico junto con la proteasa histo aspartico y un proteina
llamada HDP (Hemedetoxification protein) las cuales no solo se necesitan

para la degradacion de la hemoglobina sino también para la sintesis de la

hemozoinaez.
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Se conoce también, que las proteasas plasmepsina | y plasmepsina Il
necesitan ser activadas proteoliticamente por las falcipainas para iniciar el
proceso de degradacion de la hemoglobina, ya que la inhibicion de falcipaina
conduce a la acumulacion de hemoglobina no digerida en la vacuola
parasitofora, lo que da como resultado un ensanchamiento de este
orgénulo62.

Finalmente, en esta ruta de degradacion de la hemoglobina, se encuentran
otras proteasas participando activamente, una de ellas es la DPAP1, la cual
degrada los oligopéptidos de la globina producidos por la proteasa falcilisina
a dipéptidos y por Ultimo las aminopeptidasas citosélicas (PfAM1, PfA-M17,
Pf-APP, PfA-M18) las cuales catalizan la liberacion de aminoacidos de los
dipéptidos y oligopéptidos producidos a partirde la a y

globina63.

1.5.3 Mecanismo de egreso de los eritrocitos

Una vez que el merozoito ha alcanzado su maduracion dentro del eritrocito
este debe lisar la membrana de la vacuola parasitéfora y la membrana del El
para ser liberado al torrente sanguineo mecanismo conocido como egreso.
Este paso es esencial para que el pardsito promueva su propagacion y

continde su ciclo de vida3®.

Antes de la salida del merozoito se requiere de una desestabilizacion del
citoesqueleto del eritrocito basado en las proteinas de actina y de espectrina.
Esta desestabilizacion inicia con la fosforilacion de la actina lo que provoca
la disociacion de la banda 3 del esqueleto submembranal del eritrocito.
Ademas también en el El, ocurre una pérdida de proteinas adaptadoras del
citoesqueleto como son; el heterotetramero a/B-adducina (el cual en
condiciones normales estabiliza la asociacion entre actina y espectrina, y
funciona como puente entre el complejo de unién espectrina-actina-banda 3)
y la tropomiosina (la cual normalmente se une a la actina y eleva la
estabilidad mecanica de la membrana del eritrocito), lo que conduce a una

inestabilidad de la membrana y fragmentacion espontanea
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del El. Ademas tanto la falcipaina-2 (cistein proteasa) y plasmepsina Il
(aspartico proteasa) provenientes del parasito, degradan a la ankirina y
espectrina del eritrocito, lo que conduce a la inestabilidad de la membrana
del EI%4,

Ademas, SUB1, que es una proteasa secretada por el parasito hacia la
vacuola parasitofora (Figura 8-2), escinde proteinas especificas de la
vacuola parasitéfora, como MSRP2 (proteina relacionada con la proteina de
superficie del merozoito 2) y activa a las proteinas del complejo SERA
(antigeno repetido de serina) PISERA4, PISERAS5, PfSERAG lo que resulta
en la ruptura de la vacuola parasitéfora y posteriormente la ruptura de la
membrana del eritrocito infectado. Por lo que se ha considerado que las

proteinas SERA son importantes para la salida del merozoito del El, (figura

8-4)%°,

Egress fcGmp SUB1 activation SERAG activation
) v 2 v 3 + 4 Explosive
1 PKG activation PVM breakdown hCLPT activation release of
' me‘ozoites
Microneme SERAs activation ASCM breakdown
&exoneme
discharge

Figura 8. El rol de las proteasa durante el mecanismo de egreso del
eritrocito. 1) Un aumento en los niveles de cGMP activa la proteina cGPc citosdlica,

gue desencadena la secrecion de proteinas de los organulos apicales del merozoito
a la vacuola parasitofora (VP). 2) SUB1 es secretada y comienza a degradar la VP

ademas también procesaotras proteinas, entre ellas se encuentra a la familia SERA
y de esta manera las activa. 3) La proteasa calpaina 1 de humano es activada y se

cree realiza el procesamiento de los componentes del citoesqueleto de la célula
huésped. 4) Finalmente, las proteinas SERA degradan a la membrana del El,
permitiendo la salida del merozoito al torrente sanguineo para que infecte a otros
eritrocitos sanos. (Tomado de E. Deu, 2017).

1.5.4 Sistema de degradacién de proteinas

La homeostasis de proteinas es importante en este parasito dado su
complejo ciclo de vida y la variedad de etapas morfoldégicas por las que
atraviesa. En donde en cada una de ellas, requiere de un conjunto
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particular de proteinas. Porlo que es probable que un recambio y protedlisis
de proteinas sea necesaria cada vez que el parasito se diferencia; lo que
requerira la degradacién oportuna de las proteinas mal plegadasy de las que
no son especificas de estadio y por lo tanto ya no son esenciales para su

desarrollo35.

La gran mayoria de las proteinas se procesan al menos dos veces: primero
mediante la eliminacion de su metionina amino-terminal por Met-
aminopeptidasas (MetAP); en este parasito se han identificado hasta la fecha

cinco MetAP y se ha demostrado que inhibidores de MetAP1b y MetAP2

tienen actividad antiparasitariaGG.

En segundo lugar a traves de su degradacion por un sistema proteolitico
dependiente de ATP (proteosoma) o en organulos lisosomales®”.

La ruta principal de degradacion de proteinas en eucariotas se lleva a cabo
por el proteosoma 26S ademas de otros complejos proteoliticos cuya
actividad esta regulada por chaperonas AAA ATPasa (como el proteosoma
20S, el proteosoma HslV y las proteasas Clp). Estas chaperonas reconocen
los sustratos, despliegany enhebran el sustrato en el nicleo proteolitico de
manera dependiente de ATP y activan alostéricamente la apertura de la

compuerta en el canal donde los sustratos son procesados
s 68
proteoliticamente™®.

P. falciparum posee un proteosoma 26S, un homélogo de proteosoma HsIV
y un homologo de proteasas Clp. El proteosoma 26S de este parasito es un
complejo multiproteico en forma de batrril, el cual estd compuesto por una
particula reguladora 19S (RP) y una particula central 20S (CP). Las cuales
se expresan a lo largo de su ciclo de vida. Las subunidades del RP 19S

reconocen y despliegan sustratos de degradacion mientras que el CP 20S

es responsable de la escision proteoll’tica68.

Ademas del proteosoma eucariotico, se han identificado en este parasito
homadlogos de la subunidad catalitica de la proteasa procariota caseinica Q

(ClpQ) también conocida como locus V de choque térmico (HsIV) y su
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chaperona reguladora ClpY/HsIV. Ambas se expresan durante las etapas de
trofozoito, esquizonte y merozoito y tienen una localizacién mitocondrial. Por
lo que esta proteasa puede ser responsable de degradar proteinas en la
mitocondria. PfCIpQ presenta actividades semejantes a proteasas de
treonina tipo caspasa y quimotripsina y su actividad se mejora después de la

activacion por su chaperona PfClpY, formando un complejo a través de su
dominio carboxilo-terminal, (figura 9)69.

También se han identificado en P. falciparum homélogos para la proteasa
ClpP y su chaperona ClpC, que se expresan durante las etapas de trofozoito
y esquizonte temprano. Este complejo complementa la maquinaria de
degradacion de proteinas presentes en el citosol y las mitocondrias. Se ha
demostrado que PfClpP posee una actividad de serina proteasa tipo
quimotripsina y que es activada por PfCIpC. Ademas de que este complejo
se encuentra en el apicoplasto del parasito. Organulo que en P. falciparum,

es responsable de la biosintesis de acidos grasos e isopreonides, esencial

en el ciclo intraeritrocitico de este parésito70.
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Figura 9. Representacion esquematicade PfClpY/PfClpQ — PfCIpC/PfClpP.
Ensamble del complejo chaperona (PfClpY o PfCIpC) y proteasa (PfClpQ o PfClpP)
permitiendo la escision proteolitica regulada de los sustratos de degradacion (Tomado
de Ng. C, et al., 2017).

Por lo que entonces y de acuerdo a los antecedentes antes descritos queda
claro que las proteasas que ha sido caracterizadas y validadas
principalmente son aquellas que se encuentran en el citoplasma y poco se
conoce de las proteasas nucleares de este parasito. Las cuales muy

probablemente existan ya que se ha demostrado que en organismos
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eucariotas las proteasas nucleares juegan un papel importante en diversos

procesos bioldgicos que permiten su supervivencia.

1.6 PROTEASAS NUCLEARES EN OTROS
EUCARIOTAS

El nicleo en células eucariotas ocupa el 10% del volumen total de la célula
y esta constituido por una envoltura nuclear, el nucléolo, los poros nucleares
y los cromosomas. Dentro de las funciones que se le atribuyen al nicleo se

encuentran: la organizacion cromosomica, el mantenimiento del ADN, la

replicacion y el control de la expresion génica71.

El DNA eucarionte se encuentra altamente empaquetado para caber en un
espacio tan pequefio como es el nucleo. Por lo que, la formacion de la
cromatina es caracteristica de los eucariotas y permite que el genoma se
empaquete jerarquicamente para que se adapte al espacio nuclear. La
unidad fundamental de la cromatina es el nucleosoma el cual se encuentra
conformado por las histonas H2A, H2B, H3 y H4, todas ellas son proteinas
altamente basicas. Estas histonas se encuentran en pares para formar el
octamero de histonas el cual interacciona con 146 pares de bases de ADN.
A través del extremo carboxilo terminal (C-terminal) las histonas estas
interaccionan entre siy con el DNA; mientras que el extremo amino terminal
(N-terminal) de estas histonas sobresale fuera del nucleosoma, lo que las
hace accesibles a sufrir diferentes modificaciones postraduccionales (PTMSs).
Las PTMs mas estudiadas son al menos 8: la acetilacion, la metilacion, la
fosforilacion, la ubiquitinacion, la sumoilacion, la ADP-ribosilacion, la
deiminacion y la isomerizacion de prolina. Estas modificaciones en las
histonas son dinamicas y cambian rapidamente en respuesta a estimulos
celulares. La combinacion de estas PTMs regulan procesos fundamentales

que incluyen la replicacion, la reparaciony la
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transcripcion del DNA. Por lo que, la desregulacion de estas modificaciones
de histonas se ha correlacionado con una variedad de enfermedades

humanas.®® En este punto, se ha propuesto que proteasas presentes en el

nlcleo podrian desempefiar un papel en la eliminacion de las PTM de los
extremos de las histonas a través de protedlisis (tabla 2), lo cual afectara a

varios procesos celulares (figura 10)72.

Tabla Il. Lista de las histonas procesadasy del organismos en donde ocurre este
evento (Tomado y modificado de Azad G. et al., 2014)

Tipo de Histona - Proteasa Origen

H3 proteasa Glutamato deshidrogenasa | Pollo

H3 proteasa Catepsina L Raton

H3 proteasa Tetrahymena
H3 proteasa Virus

H3 proteasa Levadura

H2A proteasa Timo de ternera
H2A proteasa Pollo

H1-like proteasa Tetrahymena

La primera vez que se explico este procesamiento fue en la cromatina de
ratas. Posteriormente se encontré que en Tetrahymena la escisidon

proteolitica de la histona H4 (que forma parte del core nucleosomal) era

necesaria para su desarrollo macronuclear 2.

Ademas, este procesamiento proteolitico de las histonas ha sido descrito en
la histona H1, H2A y H3. Por lo que a continuacion describiremos quién y

como se lleva a cabo este procesamiento en las histonas.

1.6.1 Procesamiento proteolitico de la histona H1

El micronicleo de Tetrahymena contiene tres formas de la histona H1
denominados alfa, beta y gamma, los cuales derivan del corte proteolitico de
la histona H1. Se ha sugerido que este procesamiento proteolitico puede
formar parte de la via de diferenciacion de nuevos micronlcleos y que
desemperfia un papel importante en la generacion de diversidad de histonas
en los micronicleos de Tetrahymena. Esto probablemente tenga profundas

consecuencias sobre la estructura y funcion de la cromatina del
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micronucleo, al modular la composicion de la histona H1 que va a conformar

ala cromatina73.

Mas tarde a partir de la cromatina hepatica de rata, se purifico parcialmente
a una proteasa neutra denominada proteasa B, la cual degrada de forma
eficiente a la histona H1 cuando se asocia al DNA, pero no degrada a las

histonas que forman parte del core nucleosomal’4.

Otro organismo en donde se ha observado el procesamiento proteolitico de
la histona H1 es en Chlamydia trachomatis, quien posee homdlogos de
proteinas tipo histona H1, denominadas Hcl y Hc2, las cuales parecen
participar activamente en el ciclo de desarrollo de estas bacterias; se
encontrd6 que Hcl es procesada en su extremo C-terminal, por una proteasa
codificada por el gen EUO. Por lo que tomando en cuenta que la histona H1
esta involucrada en la formacion de una estructura de cromatina de orden

superior (fibra 30 nm), se cree que posiblemente esta proteasa se encuentre

participando en regular la estructura de la cromatina’®.

Sin embargo, el procesamiento de las histonas no solamente ocurre en la
histona H1 sino también en la histona H2A y H3, por lo que a continuacion
describiremos un poco acerca de que proteasa realiza el procesamiento y la

posible funcion de la histona procesada.

1.6.2 Procesamiento proteolitico de la histona H2A

En el aflo de 1976, Eickbush TH y colaboradores, encontraron que en la
cromatina de timo de ternera se detectd el procesamiento proteolitico de la
histona H2A, originando una forman nueva denominada H2A corta (CH2A).
La histona cH2A es procesada en su extremo carboxilo terminal y la proteasa
que lleva acabo esta actividad, se encuentra estrechamente asociada con la
cromatina in vivo. Ademas, se encontré que esta cH2A es capaz de formar
un dimero con la histona H2B, por lo que la eliminacion de esta forma corta

de la histona H2A da como resultado una marcada
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disociacion del octamero de histonas. Por lo que entonces, se sugiere que

CH2A tiene una funcion importante en el mantenimiento de la asociacién de

las subunidades del octamero de histona’®.

Recientemente, se ha observado que existe un mecanismo similar de
procesamiento proteolitico en la histona H2A en extractos nucleares de
higado de pollo, el cual es llevado acabo por una aspartico proteasa
denominada H2Asp, la cual tiene una expresion tejido especifico y este
procesamiento se lleva a cabo entre los aminoécidos 90 y 91 de H2A. Sin

embargo, se propone que esta forma procesada de la histona H2A debe

tener alguna funcién, la cual falta por conocer’”.

1.6.3 Procesamiento proteolitico de la Histona H3

Brand y Von Holt revelaron que en el polen de Cycadidae existia el corte
proteolitico en las histonas H3 (entre la lisina 23 y la alanina 24) y de la

histona H4 en su extremo N-terminal, sugiriendo que este corte podria

proporcionar un mecanismo que permite regular la expresion génica78.

En virus, especificamente en las células infectadas por el virus de la fiebre
aftosa (FMDV), se observd la ausencia de la histona H3 y la aparicion
simultdnea de una nueva proteina asociada a la cromatina denominada Pi.
Esta proteina Pi, mediante secuenciacion se encontr0 que deriva de la
histona H3 por escision proteolitica de los primeros 20 aminoacidos del
extremo N-terminal los cuales son procesados de manera temprana y
especifica durante la infeccién. Este procesamiento es llevado a cabo por
una proteasa viral denominada 3C. Debido a que la histona H3 trunca sigue
asociada ala cromatina se cree sea un requisito para reprimirla transcripcion

de la célula huésped durante la infeccion viral como ya ha sido reportado

para varios picornavirus79.

En el erizo de mar, se ha reportado la existencia del procesamiento de las
histonas espermaticas durante la remodelacion de la cromatina post-

fertilizacion. Este proceso es llevado acabo por una Catepsina L,
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denominada SpHp. Su inhibicion impide la replicacion del ADN y la
progresion hacia la mitosis. Curiosamente, esta cistein-proteasa colocaliza
con la cromatina durante la fase S, migra al huso mitotico en la fase M y se
reubica en los nicleos de las células hijas después de la citocinesis. Por lo
tanto, después de haber asegurado la protedlisis de las histonas
espermaticas en la fertilizacion que contribuye a la remodelacién de la
cromatina masculina, SpHp continlla desempefiando un papel durante el

desarrollo, alterando el ciclo celular durante las divisiones y controlando

linajes celulares mas especificos durante la gastrulaciénSO.

En células madre embrionarias de ratén (ESC) se reportdé que la histona H3
es procesada en su extremo N-terminal y que este evento es dependiente
del progreso de la diferenciacién de estas células. Se encontr6 que esta
escision la realiza una catepsina L entre los aminoacidos alanina 21 y
treonina 22. Ademas demostraron que este procesamiento se encuentra
regulado por PTMs presentes en el extremo amino de esta histona, en donde
la acetilacion de residuos de lisina (K23, K18) en la histona H3 reduce el

procesamiento, mientras que la dimetilacion en la lisina 27 (H3K27me2)

incrementa este procesamiento®?.

Mas recientemente, en Saccharomyces cerevisiae se describio el
procesamiento de la histona H3 por una endopeptidasa, la cual realiza el
procesamiento después de la Alanina 21, generando una histona que carece
de los primeros 21 residuos. Este procesamiento se encuentra regulado por
PTMs presentes en el N-terminal de la histona, ya que se encontré6 que
cuando existe la metilacion de la lisina 4 en la histona H3 este corte no se
lleva acabo. Asimismo, la pérdida del extremo N-terminal es un evento

temprano que conduce a la induccion de la expresion de genes implicados

en la esporulaciénsz.

Mas tarde, otro estudio proporcioné evidencia del procesamiento proteolitico
tejido especffico de la histona H3 en nucleos de higado de pollo, el cual es

llevado a cabo por una glutamato deshidrogenasa (GDH), esta
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proteasa corta a la histona H3 tanto en su forma libre como cuando forma
parte de los nucleosomas que constituyen a la cromatina. El procesamiento
de la histona H3 por GDH genera una histona H3 procesada que carece de
los 23 aminoacidos del extremo N-terminal y puede tener el potencial de

regular las PTM de la histona H3 mediante la eliminacion de los residuos N-

terminales de la histona83.

Finalmente, usando modelos de senescencia inducida por oncogenes en
fibroblastos, se determind que ocurre el procesamiento del extremo N-
terminal de la histona H3. Este procesamiento es realizado por una catepsina
L denominada CTSL1. Esta forma procesada de la Histona H3 reprime la
expresion de genes regulados por E2F, el cual activa la transcripcion de
genes implicados en la progresion del ciclo celular, a través de la eliminacion
de la trimetilacién de la lisina 4 de la Histona H3 (H3K4me3). Dato que fue
corroborado mediante secuenciacion masiva del RNA (RNA-seq) de
fibroblastos en crecimiento vs fibroblastos senescentes. Ademas, esta
eliminacion de H3K4me3 a traves de la protedlisis de histonas puede
contribuir a la represién a largo plazo de los genes promotores de la

proliferacion y, por lo tanto, a la naturaleza irreversible de la proliferacion

celular que conduce a la senescencia®®.
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Figura 10. Modelo propuesto del papel de la protedlisis de las histonas en la
regulacion de la estructuray funcion de la cromatina. Se propone que diversos
estimulos propician la actividad de estas proteasas sobre las histonas (l). Después de
su activacion, estas proteasas pueden procesar tanto a la histona asociada a la
cromatina (I) como las histonas libres (lll). Se cree que las histonas libres procesadas
pueden depositarse en cualquiera de las regiones eucromaticas (IV) o heterocromaticas
(V). Se propone que estas proteasas nucleares podrian estarinvolucradas en regular la
dindmica de la cromatina para inducir la formacion de heterocromatina o eucromatina
(VI). El papel de estas proteasas se ha implicado tanto en la activacién como en la
represion de los genes (V). Se sugiere que la histona procesada podria eliminarse del
nucleosoma y seleccionarse para degradacion (VIIl) o reciclarse para ensamblarse en
regiones especificas de la cromatina (IX). (Tomado de Azad K. y Tomar S., 2014).

1.6.4 Procesamiento proteolitico en otros componentes nucleares
Sin embargo, el procesamiento proteolitico de las histonas no es la Unica
actividad proteolitica que ocurre en el nicleo, también se ha demostrado que
existen proteasas que tienen otros sustratos en el nicleo de células

eucariotas y cuyos ejemplos describiremos a continuacion.
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Se ha demostrado que en fibroblastos, existe una isoforma corta de cistein
proteasa perteneciente a la subfamilia de la catepsina L, la cual es capaz de
traslocarse al nlcleo y de esta forma procesar proteoliticamente al factor de
transcripcion CDP/Cux, generando una isoforma capaz de establecer una
interaccion estable con el DNA vy participar en distintas funciones
reguladoras. Este producto, denominado pll10 es capaz de acelerar la
transicion de G1 a S. Por lo tanto, es probable que el procesamiento

proteoliico de CDP/Cux represente un paso regulatorio importante en el

inicio de la fase S8°.

Por otro lado, en rinovirus humano, se revel6 la existencia de la proteasa
HRV2A, la cual es capaz de procesar a Nup62 (una nucleoporina) en seis

sitios diferentes, lo que permite un aumento en la permeabilidad de la

envoltura nuclear y la relocalizacion de proteinas nucleares al Citoplasma86.

A continuacion describiremos algunas proteasas que han sido identificadas
en el nlcleo de este parasito.

1.7 PROTEASASNUCLEARESEN P. falciparum

El genoma de P. falciparum esta constituido por 22.8Mb organizadas en 14
cromosomas cuyos tamaros oscilan entre 0.7 a 3.4Mb, cada cromosoma

contiene una regién central bien conservada y regiones terminales altamente

polimérficas87.

De manera similar a todos los organismo eucariotas, el genoma de P.
falciparum empaqueta sus cromosomas en nucleosomas, en donde
alrededor de 155 pares de bases se encuentran alrededor de este octamero
de histonas y debido a que carece de la histona H1 se dice que tiene un
empaquetamiento mas relajado, lo que podria sugerir que P. falciparum

presenta una eucromatina transcripcionalmente activa que persiste durante

todo el estadio intraeritrocitico®8.
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En P. falciparum, mediante analisis de espectrometria de masas se
comprobd la presencia de cuatro histonas canonicas (H2A, H2B, H3y H4) y
cuatro variantes (H2A.Z, H2Bv, H3.3 y CenH3). Ademas mediante ensayos
de WB utilizando anticuerpos contra diferentes modificaciones
postraduccionales asi como ensayos de espectrometria de masas realizado
en las histonas de P. falciparum han permitido demostrar que los extremos
N- terminales de estas histonas presentan diferentes PTMs. Por otro lado
ensayos de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP) han demostrado que
estas PTMs son dinamicas y cambian en respuesta a diferentes estimulos
celulares. Como lo hemos descrito anteriormente estas PTM regulan
procesos fundamentales que incluyen la replicacion, reparacion y
transcripcidon de genes. Y estas pueden ser blanco de proteasas eliminando

estas PTM de los extremos de las histonas, lo cual podria afectar varios
procesos celulares fundamentales para este parésitogg.

Sin embargo, se carecia de informacion acerca de proteasas que pudieran
existir en el nlcleo de este parasito.

No fue sino hasta el afio 2009 que el grupo del Dr. Goldberg, describi6 a la
primera proteasa nuclear en este parasito. La cual es una cistein-proteasa
perteneciente a la familia de las calpainas. Esta proteasa se encuentra en
diferentes organismos y muestran una gran divergencia de secuencia y
estructura de dominios, pero tienen dominios cataliticos homologos, (figura
11). Las calpainas han sido implicadas en diversos procesos como
sefalizacion celular, migracién, muerte celular, regulacién del ciclo celular,

diferenciacion y desarrollo, aunque el papel fisioldégico preciso de estas

calpainas aun no se conoce bienB°.

Estas proteasas se pueden dividir en calpainas tipicas (que se asemejan a
calpaina 1) y atipicas (carentes de dominio V). En las calpainas tipicas, el

domino IV media la unién con Ca? y en consecuencia, la regulacion de la

actividad y la dimerizacion®®.
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En P. falciparum, se encontr6 que existe solo un gen que codifica para
calpaina (Pcalp) y esta proteasa, es una calpaina atipica ya que carece del
dominio IV (figura 11). Ademas se descubrié que esta calpaina posee varios
subdominios altamente conservados en especies de alveolados y le
confieren singularidad a esta proteasa, (figura 11). Uno de estos subdominios
permite su localizacion nuclear, lo cual fue corroborado mediante ensayos de
immunofluorescencia y microscopia electronica encontrandose que esta
proteasa tiene una localizacion nucleolar. Esta calpaina es esencial para el
crecimiento del parasito y tiene una expresion desde el estadio de anillos a
trofozoitos tardios. Finalmente, para conocer la funcién de esta proteasa in
vivo, se realizo el knock-down condicional de esta, utilizando el sistema de
dominio de desestabilizacion FKBP. En donde el domino FKBP se fusiona a
la proteina de interés y lo dirige a la degradacion, sin embargo en presencia

del ligando de FKBP, una molécula pequefia llamada Shid1l, que evita la

degradacion de la proteinasg.

El knock-down de Pcalp produjo un defecto en el crecimiento de los parasitos
de un 40-60% en dos ciclos intraeritrociticos. Morfoldgicamente, se observo
un retraso en la transicion de la etapa de anillo a trofozoito. Asimismo, se

encontré que tiene un impacto en la progresion del ciclo celular de la fase

G1-s89.
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Figura 11. Arbol filogenético de las calpainas. A) Analisis filogenético de las
calpainas (domino catalitico) alineado con los dominios que componen a las calpainas
de diferentes especies. B) Andlisis filogenético y composicion de los dominios de
calpainas en alveolados (Tomado de Russo I., et al., 2009).

Mas recientemente en nuestro laboratorio, Herrera-Solorio en su trabajo de

doctorado describio el procesamiento de la histona H3 por una proteasa

nuclear®?,

Los resultados obtenidos en este trabajo demostraron por primera vez que
el extremo NHa-terminal de la histona H3 de P. falciparum es procesado
durante el ciclo intraeritrocitico pricipalmente en estadio esquizonte. Ensayos
de Western Blot y espectrometria de masas (MS) de la histona H3 procesada
determinaron que el procesamiento ocurre entre los aminoacidos 22y 23 de
esta histona. Mientras que ensayos de actividad in vitro, asi como el uso de
inhibidores para diferentes familias de proteasas establecieron que es una
catepsina C quién podria ser la responsable de realizar dicho procesamiento.
Mediante andlisis in silico, en la base de datos del genoma de este parasito,

se encontrdé un gen que codifica para una probable catepsina C perteneciente

la familia de las dipeptidil aminopeptidasa denominada DPAP2%0.
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DPAP2 se determin0 que se expresa principalmente durante la etapa de
esquizonte y posee una secuencia de localizacion nuclear sugiriendo que
esta proteasa podria ser la responsable del procesamiento proteolitico de la

histona H3 en el nicleo®®. Esto se corroboré realizando el knock-down de

DPAP2, encontrandose que cuando estad proteasa no esta presente, el
procesamiento de la histona H3 no se lleva acabo, por lo que entonces el
procesamiento de la histona H3 en este parasito es realizado por la proteasa
DPAP2. Finalmente mediante ensayos de inmunoprecipitacion de la
cromatina acoplado a secuenciacion masiva (ChlIP-Seq) mostraron que la
histona H3 procesada, se encuentra enriquecida en genes implicados en la

replicacion e invasion de este parésitogo. Por lo que entonces surge la

pregunta, ¢EXxisten otras proteasas nucleares que se encuentren regulando
de manera indirecta procesos biolégicos en este parasito?
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2. JUSTIFICACION

Los parasitos protozoarios contienen una amplia variedad de proteasas.
Estas forman los principales factores de virulencia en diversas enfermedades
parasitarias tales como la esquistosomiasis, la_malaria, la leishmaniasis, la
enfermedad de Chagas y la enfermedad del suefio africana. Algunos
ejemplos bien caracterizados de las funciones de las proteasas en la
patogénesis de P. falciparum incluyen su participacién en la invasion y salida
de las células huésped, la degradacion de la hemoglobina y la homeostasis
proteica. En este contexto, son cruciales para el organismo patégeno tanto
para su supervivencia como parala enfermedad que causa. En P. falciparum,
al menos se han identificado dos proteasas nucleares y en una de ellas al
menos se ha demostrado que participa en regular la expresion de genes
implicados en la replicacion e invasién. Por lo que entonces seria muy
interesante averiguar si existen otras proteasas nucleares que sean

importantes para el ciclo intraeritrocitico de este parasito.

3. HIPOTESIS

P. falciparum cuenta con diferentes proteasas nucleares, las cuales

regulan diversos procesos bioldgicos durante su ciclo intraeritrocitico.
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4. OBJETIVO GENERAL

Determinar e identificar la existencia de otras proteasas nucleares en P.
falciparum y conocer si éstas se expresan de manera estadio-especifico

durante el ciclo intraeritrocitico del parasito.

5. OBJETIVOS PARTICULARES

Identificar la presencia de proteasas nucleares in silico.
2. Demostrar la existencia de proteasas nucleares en P. falciparum
de manera experimental.
3. Establecer si estas proteasas nucleares se expresan de
manera estadio-especifico.
4. Determinar qué clase de proteasas nucleares existen en
este parasito.

5. Identificar al menos una de ellas.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Cultivo Plasmodium falciparum cepa 3D7

La cepa 3D7 de P. falciparum, se cultivd por infectar eritrocitos humanos tipo
A+ al 5% de hematocrito en medio RPMI 1640 (Gibco) suplementado con
bicarbonato de sodio (2 g/L), D-glucosa (2 g/L), hipoxantina (110 mg/mL),
gentamicina (80 ng/mL) complementado con Albumax (invitrogen) a una
concentracién final de 5%. Cada botella de cultivo se gased con una mezcla
de gases que contiene: 96% N2, 3% de CO2y 1% de O2 durante 30 segundos
para generar un ambiente anaerobio. Posteriormente los parasitos se
mantuvieron a 37°C y el medio se cambi6 cada tercer dia. Para monitorear
la parasitemia, se tomo una alicuota de 200 pl de sangre parasitada y se
realizd un frotis el cual se tifid con Giemsa (60% agua bidestilada mas 40%

Giemsa) y se observd al microscopio Optico. Trager W, Jensen JB. (1976).

6.2 Sincronizacién de los parasitos 3D7 de P. falciparum con

sorbitol

Los cultivos de los parasitos de la cepa 3D7 se sincronizaron utilizando
Sorbitol de acuerdo a la técnica reportada por Lambros y Vanderberg, (1979).
Brevemente, un cultivo asincrénico (mayormente en estadio de anillo), se
recuperd en tubos coénicos y se centrifugd a 3,000 rpm durante 5 minutos.
Posteriormente, por cada ml de botén de globulos rojos parasitados (GRP)
se agregaron 10 ml de sorbitol al 5% (precalentado a 37°C). Esta mezcla se
incub6 a 37°C en bafio maria durante 10 minutos con agitacion cada 2
minutos. Esto provocé la lisis de los glébulos rojos parasitados en estadio
esquizontes y trofozoitos, una vez que finaliz6 el tiempo de incubacion la
mezcla se centrifugé a 2,500 rpm a temperatura ambiente durante 5 minutos.
La pastilla con los GRP en estadio de anillo, se resuspendié en medio RPMI

completo y nuevamente se incub6 a 37°C.
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Este procedimiento se repitié cada 36 horas para mantener sincronizado el
cultivo.

6.3 Lisis por saponina

Con el fin de liberar a los parasitos de los El se realizé una lisis con saponina
de acuerdo al protocolo descrito por Wallach, D.F. et al., (1982). Brevemente,
se tomaron 4 ml de glébulos rojos parasitados a los que se les agreg6 4 ml
de saponina al 0.75% y 12 ml de PBS 1X estéril (NaCl 0.13M, KCL 2.6 mM,
NazHPO4 10 mM, KH2PO4 1.7 mM). Esta mezcla se homogeniz6 e incubd
durante 15 minutos a 37°C, con la finalidad de romper la membrana de los
eritrocitos. Transcurrido este tiempo se centrifugd a 2500 rpm durante 5
minutos a temperatura ambiente, se retird el sobrenadante y la pastilla (la
cual contiene a los parasitos), se resuspendié en PBS 1X frio y se transfirid
a tubos eppendorf. La muestra se centrifugd a 14,000 rmp durante 1 minuto,
y este procedimiento se realizd varias veces hasta que el sobrenadante ya
no contenia trazas de hemoglobina. Una vez realizado lo anterior, los

parasitos se usaron inmediatamente o se guardaron a -80°C hasta su uso.

6.4 Extractos Nucleares

Para obtener los extractos nucleares se utilizd el protocolo descrito por
Lanzer M. et al., (1993). Al boton de parasitos presentes en el tubo
eppendorf, se le agregd 1 ml de buffer hipoténico (10 mM Hepes pH 7.9, 0.1
mM EDTA pH 8, 0.1 mM EGTA), mas NP-40 a una concentracion final de
0.25% (para desestabilizar la membrana vy facilitar la lisis) y se mantuvo a
4°C durante 30 minutos. La lisis de los parasitos se efectué de forma
mecanica con ayuda de un homogeneizador, en donde se aplicaron 200
golpes con pausas de 1 minuto cada 50 golpes. La liberacién de los nacleos
se monitoreo al microscopio y una vez que se liberaron al menos el 90% de
los nucleos, se centrifugd a 10,000 rpm durante 15 minutos y se recupero el
sobrenadante que contenia a las proteinas citoplasmicas. Mientras que el

boton (los nucleos y debris) se colocaron encima de un
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colchon de sacarosa (sacarosa 0.34 M resuspendido en 1 ml de buffer
hipotonico) para purificar a los nicleos, y se centrifugé a 10,000 rmp durante
5 minutos sin freno. Concluida la centrifugacion, se retiré el sobrenadante y
el botén nuclear se resuspendié en 200 ul de buffer de extraccién (20 mM
Hepes pH 7.9, 0.4 M NaCl, 1 mM EDTA pH 8, 1 Mm EGTA pH 8) sin

inhibidores de proteasas ni DTT. Este se sonicd en el bioruptor bajo las

siguientes condiciones: High 10 ciclos 300ff/30on a 4°C, una sola vez.
Posteriormente la preparacion se centrifugd a 14 Krpm durante 30 minutos a
4°C. El sobrenadante el cual contiene las proteinas nucleares, fue

empleado para realizar los ensayos de zimografia.

6.5 Extractos de Eritrocitos

Para obtener los extractos de eritrocitos se utilizd el buffer de lisis M-PER®
Mammalian Protein Extraction Reagent (PIERCE 78501). Brevemente se
ocuparon de 1 a 2 ml de concentrado eritrocitario los que se colocaron enun
tubo eppendorf y se centrifugé a 12,000 rpm durante 3 minutos. Una vez
terminada la centrifugacion se retird el sobrenadante y los eritrocitos se
lavaron con PBS 1x (NaCl 0.13M, KCI2.6 mM, Na2POH4 10 mM, KH2PO4 1.7
mM), dos veces y se centrifugo a 12,000 rpm durante 2 minutos. Al botén
eritrocitario se le agregé M-PER® reagent, en una proporcion de 1:10 con
respecto al volumen del paquete de eritrocitos y se incubé durante 10
minutos a 4°C con agitacion constante. Finalmente la muestra se centrifugo
a 14,000 g’s durante 15 minutos para eliminar los detritus celulares y el
sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo y se almacen6 a -80°C hasta su

uso.

6.6 Cuantificacion de proteinas por la técnica de Bradford

Esta técnica se realizd con el reactivo comercial “Bio-Rad Protein Assay”, el
reactivo funciona a base de un colorante que al unirse a las proteinas

ocasiona un cambio de color y el cual se mide en el espectrofotometro a
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una densidad Optica de 595 nm. Para determinar la concentracién de las
proteinas de nuestros extractos de eritrocitos, citoplasmico y nuclear, se
utiliz6 BSA como proteina de referencia para la formacion de una curva
estandar. Para lo cual se obtuvo una curva de referencia utilizando cinco
concentraciones de BSA que van desde 1 pg hasta 10 ug de proteina, seguin
el rango lineal de cada método, obteniendo un volumen final de 1000 ul de
la siguiente manera: Blanco: 800 pl agua inyectable + 200 pl reactivo
Bradford. 1) 1 ug/ul BSA + 799 pl agua inyectable + 200 pl reactivo Bradford.
2) 2 pg/ul BSA + 798 pl agua inyectable + 200 pl reactivo Bradford. 3) 4 pg/ul
BSA + 796 pl agua inyectable + 200 pl reactivo Bradford. 4) 8 ug/ul BSA +
792 ul agua inyectable + 200 pl reactivo Bradford. 5) 10 pg/ul BSA + 799 pl
agua inyectable + 200 pl reactivo Bradford. Todo esto para obtener la curva
estandar y después para determinar la concentracion de proteinas en
nuestro extracto nuclear se colocaron: 3 ul de extracto + 797 pl agua
inyectable + 200 pl reactivo Bradford. Todas estas muestras se mezclaron y
se dejaron reposar durante 5 minutos a temperatura ambiente. Finalizado el
tiempo, se llevaron al espectrofotdmetro y se realizo la lectura a una densidad
Optica de 595 nm. Una vez obtenidos los valores de densidad Optica para
cada dilucion de BSA y de las muestras problema se graficé la cantidad de

albumina contra la absorbancia obtenida.

6.7 Electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida en
condiciones reductoras (SDS-PAGE) para extractos de eritrocitos
humanos, nuclear y citopldsmico de P. falciparum

Los extractos obtenidos de eritrocitos humanos, fraccion nuclear y fraccion
citopladsmica de P. falciparum se analizaron por electroforesis en geles de
poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes. En este tipo de geles el
detergente anionico dodecilsulfato sédico (SDS), rutinariamente se emplea
para este fin, pues asegura la disociacion de las proteinas en sus

subunidades, ademas de que carga negativamente a todas las proteinas
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independientemente de su composicion de aminoacidos. El gel de
poliacrilamida fue hecho de acuerdo al protocolo descrito por Laemmli, 1970.
Los vidrios (10x8 cm) y los separadores (0.75 mm) empleados para hacer el
gel, se ensamblaron segun las instrucciones del fabricante (Hoefer
Amersham Biosciences). En el molde se vacio primero el gel resolutivo el
cual tuvo la siguiente composicién: acrilamida-bis acrilamida al 12% (30:1),
Tris 0.375 M pH 8.8, SDS 0.1%, persulfato de amonio (PSA) 0.05%, N, N, N,
N-tetrametiletilenemdiamina (TEMED) 0.005%. Al gel resolutivo se les
agrego isopropanolol con el propésito de aplanar la superficie del gel. Una
vez que el gel habia polimerizado, el isopropanolol fue eliminado y el gel
resolutivo se lavd con agua bidestilada. Posteriormente, se vertio el gel
concentrador (sobre el gel resolutivo) el cual contenia: acrilamida-bis
acrilamida al 4%, Tris 0.125M pH 6.8, SDS 0.1%, PSA 0.05% y TEMED
0.005% y se colocé inmediatamente el peine para formar los pozos, el gel se
dejo polimerizar a temperatura ambiente. Finalmente, el gel se colocé en la
camara de electroforesis (Hoefer, Amersham Biosciences) con buffer de
corrida 1X (14.4 g de glicina, 3 g de Tris-base, 10 ml de SDS Al 10% vy el
volumen necesario de agua bidestilada para 1 L). Las muestras se
prepararon agregando buffer laemmli 4X (2 ml de Tris 1 M pH 6.8, 4 ml de
SDS 10%, 400 ul de 2-mercaptoetanol, 4 ml de glicerol) a una concentracion
final de 1X y se hirvieron a 100°C por 5 minutos para posteriormente
centrifugarlas a 14,000 rpm durante 1 minuto. Estas muestras, se cargaron
en el gel y éste se corrié a 120 V por aproximadamente 2 horas. Finalizada
la corrida, el gel se fijo y tifio con azul brillante de coomassie (metanol: &cido
acético glacial: agua en una proporcion 50:10:40 v/iv) por 1 hora.
Posteriormente, el gel se destifio utilizando una solucién que contenia: acido
acético al 7%y etanol al 25%; o bien el gel fue utilizado para los ensayos de

Western Blot.
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6.8 Western Blot (WB)

Al concluir la migracion electroforética, se prepararon los materiales para
realizar la transferencia de proteinas del gel de SDS-PAGE a una membrana
de nitroceluolosa de acuerdo al protocolo descrito por Towbin et al. Para lo
cual, en el armazdn del plastico de la camara de transferencia se armo un
sandwich constituido por: una esponja, seguidas de tres piezas de papel filtro
whatman, el gel, la membrana de nitrocelulosa, nuevamente tres piezas de
papel filtro whatman y una esponja. Una vez armado el sandwich, éste fue
colocado en el interior de la camara de transferencia, a la cual se adiciono el
buffer de transferencia (200 ml de metanol, 3 g de Tris-base, 14.4 g de glicina
en 1 L). La camara fue sumergida en hielo durante todo el proceso de
transferencia y la transferencia se realiz6 durante 2 horas a 120 volts y 300
mAmp. Posteriormente, se analizé la eficiencia de la transferencia al tefiir la
membrana con rojo de “Ponceau” (rojo de “Ponceau’ al 0.5% en acido acético
al 2%). Una vez que se verifico que las proteinas se habian transferido a la
membrana, se procedié a bloquearla con una solucion al 5% de leche en
PBS-Tween-20 al 0.05% durante dos horas en agitacién constante a
temperatura ambiente. Después la membrana fue incubada con los
siguientes anticuerpos primarios: Histona H4 (Santa Cruz sc-8658-R) a una
dilucion 1:3,000, Aldolasa (Abcam 25751) a una dilucién de 1:30,000,
Ankirina 1 (Santa Cruz sc-12733) a una dilucién de 1:200. Todos ellos
diluidos en una solucién de leche al 2% en PBS-Tween 20 al 0.05% vy se
incubaron toda la noche a 4°C en agitacién constante.

Al dia siguiente la membrana fue lavada 3 veces con una solucion al 2% de
leche en PBS-Tween-20 al 0.05% durante 10 minutos a temperatura
ambiente y agitacion constante. Posteriormente, la membrana se incubd con
el ab secundario anti-Fc. de raton o conejo acoplado a HRP (Horse Radish
Peroxidase) en la misma solucion a una dilucion de 1:7,500 durante 2 horas
atemperatura ambiente. Una vez concluido este tiempo la membrana se lavo

3 veces con PBS-Tween 0.05% en leche al 2%, durante
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10 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, para el revelado por
quimioluminiscencia, se mezclaron las soluciones A+B del reactivo ECL
Western blotting detection en una relaciéon de 1:1, o con el kit de maxima
sensibilidad Super Signal Femto, posteriormente se cubrieron con una
pelicula plastica y la membrana se expuso en el fotodocumentador
ChemiDoc (Bio-Rad) y se analizaron con el software Quantity One de (Bio-

Rad) a diferentes tiempos de exposicion.

6.9 Separacion electroforética en gel de poliacrilamida
copolimerizado con gelatina (Zimografia de gelatina)

Para determinar la existencia de proteasas nucleares, se realizd una
electroforesis en geles de SDS-PAGE copolimerizados con gelatina de
acuerdo al protocolo, descrito por Toth M y Fridman R., (2001). El gel de
SDS-PAGE copolimerizado con gelatina se realizé6 de la siguiente manera.
Brevemente, Las concentraciones finales (cf.) para realizar el gel resolutivo
fueron: 1.5 M Tris pH 8.8, 30% acrilamida, agua, 1 mg/mL de gelatina y 10%
SDS, para la polimerizacién del gel 0.05% APSy 0.005% TEMED. Al gel
resolutivo se le agrego isopropanol con el propdésito de aplanar la superficie
del gel. Una vez que el gel polimerizd, se lavd con agua bidestilada.
Posteriormente se vertié el gel concentrador cuyas cf. fueron: 0.5 M Tris pH
6.8, 30% acrilamida, agua y 10% SDS, para la polimerizacion del gel, APS
0.05% y TEMED 0.005%.

Una vez que el gel polimerizd, se procedio a cargar las muestras tanto de la
fraccion nuclear como la de la fraccion citoplasmica ademas de la del extracto
de eritrocitos. Todas ellas se prepararon previamente, adicionando un buffer
de muestra sinDTT 5X (4% SDS, 20% de glicerol, 0.01% de bromofenol azul,
125 mM de Tris-HCI), posteriormente estas muestras se centrifugaron y sin
hervir se colocaron en los pozos del gel. Las muestras se corrieron a 120
volts en una camara de electroforesis utilizando buffer de corrida 1X (Glicina
14.4 g, Tris-base 3g, SDS 10% 10 ml, agua a un volumen final de 1000ml).
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Finalizada la migracion, se desmonto el gel de la camara de electroforesis y
se procedié a lavar 2 veces durante 30 minutos con el buffer de lavado (2.5%
Tritdbn X-100). Posteriormente se retird el buffer de lavado y se le afiadio el
buffer de incubacién fresco (Tris-HCL 20 mM, EDTA pH 85 mM, DTT 2 mM
llevar a un pH de 7.5), y se incub6 24hrs a 37°C en agitacion constante.
Transcurrido este tiempo, se tifid el gel con azul brillante de coomassie
(Metanol 50%, Acido acético 10%, Agua 40% y azul de Coomassie 0.05%)
durante toda la noche a temperatura ambiente y con agitacion. Finalizada la
incubacién, se enjuagd el gel con un poco de solucidn de destincion (Metanol
25ml, acido acético 35ml y agua 440ml), hasta obtener un patrén de bandas
blancas sobre un fondo azul. En donde estas bandas blancas corresponden

a la actividad de las proteasas que han degradado la gelatina.

6.10 Separacion electroforética en gel de poliacrilamida
copolimerizado con gelatina (Zmografia de gelatina) mas
incubacién con inhibidores para las diferentes familias de
proteasas.

Para determinar qué clase de proteasas se encuentran en el nicleo de P.
falciparum. Se realiz6 una electroforesis en geles de SDS-PAGE
copolimerizados con gelatina de acuerdo al protocolo, descrito por Toth My
Fridman R., (2001), el cual se describi6 previamente.

En donde una vez realizado el gel de poliacrilamida copolimerizado con
gelatina, se procedié a cargar la muestra solo con 50 pg de la fraccion
nuclear, las cuales se prepararon previamente con el buffer de muestra no
reducido a una cf de 1X, se centrifugaron y sin hervir se colocaron en los
pozos del gel. Posteriormente se realiz0 la separacion electroforética a 120
volts en una cdmara de electroforesis utilizando el buffer de corrida 1X (14.4
g de glicina, 3 g de Tris-base, 10 ml de SDS Al 10% y el volumen necesario

de agua bidestilada para 1 L).
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Finalizada la migracion, se desmonto el gel de la camara de electroforesis y
se procedié a cortar los carriles en donde se colocaron las muestras de
extracto nuclear. Posteriormente, cada tira se colocO en un recipiente
independiente y se incubd durante 3 horas con un inhibidor diferente,
Antipaina 500 pM (serin-cistein proteasas), Bestatina 450 puM (metalo
proteasas), EDTA 100 mM (metalo proteasas), E-64 500 uM (cistein-
proteasas), AEBSF 20 mM (serin- proteasas), Pepstatina A 10 pg/ml
(aspartico proteasas). Luego de la incubacion con el inhibidor, se realiz el
lavado de cada tira con el buffer de lavado dos veces durante 30 minutos
cada uno para finalmente incubar cada tira con el buffer de actividad durante
24 horas a 37°C en agitacion constante. Cumplido este tiempo, se tifi6 cada
tira del gel con azul brillante de coomassie (Etanol 30 ml, Acido acético 10
ml, Agua 60 ml y azul de Coomassie 0.5 g) durante toda la noche a
temperatura ambiente con agitacion. Finalizada la incubacién, se enjuagé
cada tira con un poco de solucién de destincién (etanol 150 ml, acido acético
35 mly agua 315 ml) y se destifid con la solucién de destincién hasta obtener
un patron de bandas blancas sobre un fondo azul, esperando encontrar

menos bandas en la tira donde se incub6 con alguno de los inhibidores.

6.11 Electroforesis Bidimensional (2D)

Con el propésito de separar al conjunto de proteasas de acuerdo a su punto
isoeléctrico y a su peso molecular, el extracto nuclear fue separado utilizando
la electroforesis en segunda dimensién. Brevemente, se obtuvo el extracto
nuclear asincrénico el cual se resuspendié en 50 pl de buffer de muestra
(Urea 7 M, Tiourea 2 M, CHAPS 4%) sin DTT, el cual se suplemento con
Anfolitas de un rango de pH de 3-10 (Anfolitas al 2%). Posteriormente la
muestra se llevé a un volumen final de 125 pul con buffer de hidrataciéon (Urea
7 M, Tiourea 2 M, CHAPS 2%) el cual se completé con Anfolitas pH 3-10
(2%) y nuevamente no se agregO ni DTT ni inhibidores de proteasas a la

muestra. La muestra fue resuspendida perfectamente y se le
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adicion6é un poco de azul de Bromofenol 0.01% para poder seguir la
migracion en la tira. La muestra se agrego sobre la tira hasta que el material
se distribuyé perfectamente por capilaridad sobre la tira. Después de esto,
se adicion6 una cantidad suficiente de aceite mineral sobre la tira con el
proposito de evitar la evaporacién de la muestra y se cubri6 con papel
aluminio. La tira se dejé hidratando de 16 a 18 horas. Transcurrido este
tiempo el exceso de aceite mineral fue eliminado y la tira fue colocada en el
equipo ETTAN IP3PHOR junto con dos pats previamente humedecidas con
agua MiliQ y depositadas en una pequefia fraccién del gel. Los electrodos
fueron colocados teniendo cuidado de no formar burbujas. La tira se migré
con las condiciones siguientes: 1 step and hold 500 volts 1:00h, 2 Gradient
1,000 volts 1:00, 3 Gradient 8,000 volts 3:00h, 4 step and hold 8,000 volts 1
h 15 min.

Una vez finalizado el isoelectroenfoque, la tira se incubé por 15 min a
temperatura ambiente en buffer de equilibrio (Urea 6 M, Tris 1 M HCL pH 8.8
75 mM, Glicerol 87% -29.3%, SDS 2%, 1% azul de bromofenol 0.002%) con
DTT (0.25 mg para 2.5 ml) y por ultimo 15 minutos mas en buffer de equilibrio
solo en agitacion suave. Transcurrido este tiempo la tira se coloco en un gel
SDS-PAGE al 12% y se migro a 60 volts.

6.12 Tincidn con plata

Inmediatamente después de retirar el gel de la cAmara de electroforesis se
llevé acabo la tincién con plata de acuerdo al protocolo descrito por Novex
for life technologies y el empled del kit SilverQuest™ Silver Staining. Catalog
Number LC6070. De esta forma, finalizada la separacion electroforética el
gel se lavo con agua MiliQ, posteriormente se incubd durante toda la noche
con la solucion de fijacion (40 ml etanol, 10 ml acido acético, 50 ml agua
miliQ) en un agitador orbital en agitacién constante. Transcurrido este
tiempo, se decantod la solucion y se lavo el gel en etanol al 30% durante 10
minutos en agitacion constante. Transcurrido este tiempo se decanto el

etanol y al gel se le agregaron 100 ml de solucién
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sensibilizante (30 ml etanol, 10 ml de sensitizing solution y 60 ml agua miliQ)
y nuevamente se incubé durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se decantd la solucion sensibilizante y se lavd el gel en
etanol al 30% durante 10 minutos, enseguida se lavo el gel en 100 ml de
agua MiliQ durante 10 minutos. Después de esto se incub6 el gel en 100 ml
de solucion de tincion (1 ml staining solution, 99 ml agua miliQ) durante 15
minutos. Una vez completada la tincién, se decant6 la solucion de tincion y
se lavo el gel con 100 ml de agua MiliQ durante 60 segundos. Para incubar
nuevamente el gel se incub6 el gel en 100 ml de solucién de revelado (10 ml
Developing solution, 90 ml agua MiliQ) hasta que las bandas comenzaron a
aparecer y se alcanz6 la intensidad deseada. Finalmente para parar la
reaccion al gel se le agregd inmediatamente 10 ml de la solucién de paro
(Stopper solution) y se agité suavemente durante 10 minutos. En este punto
el color cambia de rosado a incoloro, lo que indica que el revelado se ha
detenido. Se decantd la solucién de paro y finalmente se lavo el gel con

100ml de agua MiliQ durante 10 minutos en agitacion constante.

6.13 Espectrometria de masas

Una vez visualizados los puntos que corresponden a las proteinas separadas
en base a su punto isoeléctrico y peso molecular, estas se recuperaron y
cada uno de ellos se cortd con la ayuda de un bisturi. Una vez recuperadas
las proteinas de interés se sometieron a digestion triptica toda la noche a
temperatura ambiente en 25 mM de buffer de bicarbonato de amonio. Los
péptidos resultantes fueron extraidos del gel y analizados por espectrometria
de masas. Las masas de los péptidos presentes en la mezcla se midieron de
manera segura usando el MALDI-ToF MS para generar una huella de masa
peptidica. El primer paso en la identificacién consistié en usar la informacién
de la huella de masa de péptidos para compararlas con el bando de datos
del organismo a estudiar (P. falciparum). La huella de masa peptidica que

esta en la base de datos es
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tedrica ya que se basa en el numero de sitios de corte que una proteina
puede sufrir por la tripsina, la cual depende de su secuencia primaria. El
mejor apareamiento permitié predecir de qué proteinas se trata y el gen que
la codifica SEQUEST es el “software” mas comunmente empleado para

analizar el espectro de masas de las muestras a estudiar.
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7. RESULTADOS

7.1 Analisis in silico sugiere la presencia de proteasas nucleares

en P. falciparum

Para determinar la presencia de proteasas nucleares en P. falciparum se
realizd un analisis in silico utilizando como base dos tablas ya reportadas por
Wu, (2003) y WeilRbach, (2017). En donde ellos identificaron 149 proteasas

en este parasito.

De acuerdo, a lo reportado, estas proteasas pertenecen en su mayoria a la
familia de las cistein-proteasas (53/149), seguidas por las serin proteasas
(35/149), luego las metalo proteasas (32/149) y finalmente las treonin y
aspartico proteasas respectivamente (15/149 y 14/149) (figura 12).

Proteasa | NiUmero
Cistein 53
Serin 35
—
Metalo 32
Treonin 15
Aspartico 14

Figural2. Lamayoria de las proteasas reportadasen P. falciparum pertenecen
a la familia de las cistein y serin proteasas. Gréfica tipo pastel, en donde se
observa la distribucién de las proteasas reportadas por familia en P. falciparum.
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Con el proposito de averiguar cuales de las 149 proteasas previamente
identificadas podrian tener una localizacion nuclear, se llevd acabo la
busqueda de una secuencia de localizacion nuclear (NLS) en la secuencia
primaria de cada una de estas proteasas. Esta NLS puede ser de dos tipos:
una sefal cldsica monopartita constituida por un grupo de amino4cidos (aa)
basicos o bien, una NLS bipartita constituida por dos secuencias de aa
bésicos separados por alrededor de 10-12 aa. Este andlisis in silico se realizo

con la ayuda de los programas http://nls-mapper.iab.keio.ac.jp/cqi-

bin/NLS Mapper_form.cgi y

http://Mmww.moseslab.csb.utoronto.ca/NLStradamus/.

Estos programas toman en cuenta diversas puntuaciones de corte que van
desde el 1 al 10, considerando que puntuaciones mas altas indican
actividades de NLS mas fuertes. Brevemente el programa considera que una
proteina con una puntuacion de 10 hasta 6, se localiza en el nicleo, mientras
gque una puntuacion de 5 a 3, sugiere que la proteina se puede localizar tanto
en el nicleo como en el citoplasma y un valor de 2 a 1, diria que la proteina
se ubica exclusivamente en el citoplasma. Debido a esto, nosotros tomamos
en cuenta solo aquellas proteinas que tuvieron una puntuacion mayor o igual
a 6 para identificar a las proteasas con una probable localizacion nuclear.

De esta manera pudimos identificar al menos 58 de las 149 proteasas que
cuentan con una secuencia de localizacion nuclear. De las cuales 37
presentan una secuencia bipartitay solo 21 una secuencia monopartita como

se muestra en la Tabla Il

Tabla lll. Lista de proteasas con una probable localizacion nuclear en P.
falciparum, identificadas a partir de un andlisis in silico, organizadas de acuerdo al
tipo de proteasa (cistein, serin, aspartico, treonin y metalo proteasas).

Cistein proteasas

Estadio de Secuencia de localizacién
PlasmoDB ID | 2UP~ Nombre May or nuclear
familia .
Expresion
PF3D7_13624 |Calpainas Calpaina 8 hrs Post Monopartita
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00 invasion Pos. 12 RKIKKRKKE
Anillo
40 — 48 hrs Monopartita
PF3D7 12478 Dipeptidil Dipeptidil Post invasion  [Pos. 243
00 aminopepti | aminopeptida |Esquizonte RRSNYKKFRFS
dasa sa 2 (DPAP2) tardio -
gametocito
Antigeno 40-48 hrs PO |Bipartita
PE3D7 02078 Antigenos repetido de Post invasion  |Pos. 197
00 ricos en serina 3 Trofozoito DILTIKWKVYEEKSATPQKSEE
serina tardio - NTVDIKLYKLP
(SERA3) !
Esquizonte
Antigeno 32- 48 hrs Post [Bipartita
PE3D7_02075 Antigenos repetido de invasion Pos. 364
00 ricos en serina 6 Trofozoito EIKVKAQDDFNPNEYKLIESID
serina (SERAG) tardio - NILSKIYK
Esquizonte
Antigeno 32-48 hrs Post [Bipartita
PF3D7_02074 Antigenos repetido de invasion Pos. 649
ricos en . Trofozoito RPRQRMTTKGYISYESSYFSD
00 serina serina 7 tardio - NMDLFIKIKRE
(SERA7) :
lesquizonte
Antigeno 40- 48 hrs Post Bipartita
PF3D7_02073 Antigenos repetido de invasion Pos. 185
00 ”C?i €N lserina 8 Anillo; \WVKDRAGFKDDDKPSVGIIPE
sernna (SERAS) esquizonte RKIFKPY
Antigeno 32 hrs Post Bipartita
PF3D7 09028 |AMIGENOS | oietido de  finvasion Pos. 161
00 ggﬁﬁae” serina 9 Trofozoito KLRKKGKDEYEEKVGIDLLKNV
(SERA9) tardio CETGKNFKF
Proteina ! Monopartita
consenada |08 IS POSt i 287 RRRKRKKNM
PF3D7_14605 de invasion
00 - UCH Plasmodi Anillo,
asmodium, 4oz oito
funcion temprano
desconocida P
Ubiquitin 0 — 8 hrs Post |Bipartita
PF3D7 01043 hidrolasa invasion Pos. 1426
00 UCH carboxi Anillo, YLKKNYDQENEKDNEYENEKS
terminal 1 trofozoito YKKSTRP
(UBP1) temprano
D T M
PF3D7_05272 hidrolasa ’
00 UCH carboxi Trofozoito KICRKVSFPDTFDMYDFCSEKI
terminal tardlq, KEELKIARDI
lesquizonte
PF3D7_05167 Ubiquitin 8 hrs; 40-48 Monopartita
00 UCH hidrolasa hrs Post Pos. 752 KIVKKRKGL




59



carboxi invasion
terminal 2 Trofozoito
tardio,
esquizonte
Ubiquitin 8-16 hrs Post |Monopartita
PF3D7_07265 hidrolasa invasion Pos. 311 FHKKKRKYK
UCH . .
00 carboxi Trofozoito
terminal tardio
U4/U6.U5 32 hrs Post Monopartita
PE3D7 13170 Protema . qusmn Pos. 312 KMLKKRKLS
00 - UCH asociada tri- |Anillo,
snRNP 2 trofozoito
(USP39) tardio
PF3D7_14147 hidrolasa :
00 UCH carboxi ﬁg;g;)o);to E‘L\IIL(KKRRKEKNIISNKSRSKKF
terminal
temprano
Proteina Monopartita
conservada 24 hrs Post Pos. 756 NKKKKRKKM
PF3D7_12319 Otros de invasion
00 Plasmodium, [Trofozoito
funcién tardio
desconocida
40-48 hrs Post Monopartita
Proteina invasion Pos. 1892 MLKSSKKKCLLIF
PF3D7_14384 similar a Trofozoito
Otros
00 metacaspasa [temprano,
(MCA2) esquizonte,
gametocito
24-32 hrs Post [Bipartita
Proteasa invasion Pos. 758
PF3D7_12339 especifica de [Trofozoito LKEKYPEDIEKDAYDDETKKKK
00 Otros sentrina 1 temprano, IDKNI
(SENP1) trofozoito
tardio
24-32 hrs Post [Bipartita
Proteasa . L.
especifica de invasion Pos. 96
PF3D7_08017 Trofozoito KKKKVKLYLCLNKKNDEIFIYQ
00 Otros sentrina 2, o orano, VQCKYTKKK
(pSroEbNaglze) trofozoito
tardio
. 32 hrs Post Monopartita
Acidopara L ocién Pos. 355 NLRKRRKEKY
PF3D7_09224 | Otros aminobenzoic [Trofozoitos
00 c()pgg\tg?tasa tardios,
gametocitos
PF3D7_10314 Cistein 40-48 hrs Post |Bipartita
00.1 Otros protease invasion Pos. 888
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similar a Esquizonte, DKILNKWKCSKNLYEEFLIKEK
OTUY, gametocito HKYYKFIKGK
probable
Cistein Bipartita
3 03 protease 40-48 hrs Post [Pos. 888
EOF 2D7—1 14 | otros similar a O te,  [PKILNKWKCSKNLYEEFLIKEK
OTU, gametocito HKYYKFIKGK
probable
Proteina Bipartita
consernvada E’Snzvahsrisc")rf)os'[ Pos. 191
PF3D7_11119 Otros de Trofozoito DSSLNKPILLPTNKDV NNHLINI
00 Plasmodium, . 'VKNNKIQKSD
funcic tardio,
neion ametocito
desconocida |9
. 8 hrs, 24 hrs  |Monopartita
Carbamoll 5 i vasion  |Pos. 1238 LNMKRKKICTL
PF3D7_13082 fosfatasa .
00 Otros Sintetasa Anillo,
(cpsSl) trofozoito
P temprano
Aspartico proteasas
Estadio de Secuencia de localizacién
PlasmoDB ID [Subfamilia |[Nombre mayor nuclear
expresion
PF3D7_14302 |Plasmepsin | Plasmepsina [40-48 hrs Post MonoggrltlgthRKHlQD
invasion 0s.
00 as IX (PMIX) Esquizontes
24 hrs Post Bipartita
invasion Pos. 6
PF3D7_14080 |Plasmepsin | Plasmepsina |[Trofozoitos REHDFKHGFIKSNSTFDGLNID
00 as Il (PMII) tempranos, NSKNKKKIQ
Trofozoitos
tardios
Serin proteasas
Estadio de Secuencia de localizacion
PlasmoDB ID |Subfamilia [Nombre mayor nuclear
expresion
32-48 hrs Post |Bipartita
. invasion Pos. 6
5503[)7—0321 Otros Pf‘t’)“%?sa' Trofozoito NTIKRVPPFMKELEDIYNICYS
probable tardio, GLNKIDKCI
gametocito
PF3D7_0307 Otros Proteasa 32 hrs Post Monopartita
400 proteolitica invasion Pos. 159 KKNKKRKYS

61




Clp Trofozoito
dependiente tardio,
de ATPATP |gametocito
subunidad
(ClpP)
. 32 hrs Post Bipartita
Proteina invasion Pos. 736
PF3D7_0816 chaperona '
Otros Trofozoito RILKDEVTSEDIVNIVSMSTGIR
600 ClpB1
(ClpB1) temprano, LNKLLKSE
trofozoito tardio.
ATP- 32 — 40 hrs Post [Monopartita
PE3D7 1406 dependent mvasmq Pos. 1251 LKKRIKKRKNI
- Otros Clp protease, [Trofozoito
600 : .
putative tardio,
(ClpC) esquizonte
Proteina de Bipartita
choque Pos. 800
. 8-16 hrs Post
PF3D7 1116 term|<,:0 101, vasion RIDKIGVFEPLNKKNLHKIVALR
800 Otros prhotelna Anillo, trofozoito [FKKLEKR
chaperona
ClpB2 temprano
(HSP101)
24 hrs Post Monopartita
Proteasa invasion Pos. 26
PF3D7_1414 dependiente '
900 Otros de ATP, g:;:oz:g EESTNKKRNSYENDLKRVKEV
probable prano,
gametocito
24 hrs Post Bipartita
invasién 40 hrs |Pos. 125
PF3D7_1320 Peptidasa Post invasion NNNKRKKINFFSHVEPIKDF LK
400 Otros sefial tipo | Trofozoito FTKKIVL
(SPB) temprano,
trofozoito tardio,
gametocito
Proteasa 40-48hrs Post  |[Monopartita
PE3D7 0507 P_rot_easa similar a Invasion Pos. 266 ATSKRKRHST
500 similar a subtilisina 1 Trofozoito
subtilisina (SUB1) tardlq,
esquizonte
Proteasa 40-48hrs Post  |[Monopartita
Proteasa - ' .
PF3D7_1136 . similar a invasion Pos. 37 YKLRKRNRIL
similar a S .
900 Subtilisina subtilisina 2  |Esquizonte,
(SuB2) gametocito
Proteasa 40-48 hrs Post |Bipartita
PF3D7_0506 |Proteasa |romboidal invasion Pos. 13
900 romboidal | ROM4 ;I';?(;(I’)Ozono EFKRSSIFSDLEIPQGDVKKKA
(ROM4) .
esquizonte
PF3D7_1345 |Proteasa |Proteasa 24 hrs, 48 hrs  [Bipartita
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200 romboidal | romboidal Post invasion Pos. 62
ROMBS, Trofozoito tardy, [KEKFKIIVYASLYFFTCDYLYH
probable gametocito EFILKNSKNE
(ROM6)
Proteasa 8 hrs Post Bipartita
. . L Pos. 194
PF3D7_1411 |Proteasa |romboidal invasion
PDRKKTRDDLNDDNENSCSS
200 romboidal | ROMS8 Anillo, trofozoito [FTRRGKYNKTK
(ROMS) temprano
. 48 hrs Post Bipartita
PF3D7_0826 Hidrolasa Lo\ cién Pos. 411
200 Otros af:ég‘;tl‘: Esquizonte, KKYIKQVKKIILISPVGVLEKKP
P gametocito FPLKILKL
Serin Bipartita
PF3D7_0812 protease 40 hrs Post Pos. 12
200 Otros similar a invasion RTHELW KHRLSFLPKCLLQIST
tripsina, Trofozoito tardy [MNAKMYKFD
probable
Bipartita
PF3D7 0812 GTPasa, 40 hrs Post 1506 160
220 Otros probable invasion FENEKRKRLFITDMPGLGYAE
Trofozoito tardio |[GIGKKKMDY
Proteina Bipartita
conservada  |40-48 hrs Post [Pos. 51
PF3D7_1142 de invasion ENIKLKRCKKHLETHILEENIIF
900 Otros Plasmodium, |[Esquizonte, EKNFKNYEKI
funcién gametocito
desconocida
Alfa/beta Bipartita
PF3D7 1410 hidrolasa, ~ [24 NS POst  Ipos 181
100 Otros probable g‘fnfgigcito GLAKPRHRFLHFLLKHNIRLCL
(aBH) RVAKRYSH
Alfa/beta 0-8 hrs Post Monopartita
PF3D7_0731 Otros hidrolasa, invasion Pos. 616 KNYKRKKNST
800 probable Anillo,
(GEXPO08) gametocito
Bipartita
PF3D7_0403 Alfa/beta 10 hrs Post Pos. 271
800 Otros h'f)f;%fj" ot EKLKDKLKEKIGDKEEKKDLTS
P i KIKKNEKV!
Treonin proteasas
Estadio de Secuencia de localizacion
PlasmoDB ID |Subfamilia [Nombre mayor nuclear
expresion
PF3D7_1011 |Treonin Subunidad 32 hrs Post Bipartita
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400 Proteasa beta tipo 5 |invasion Pos. 95
del Trofozoito IEINKNILGTMAGGAADCLYW
proteosoma ftardio, EKYLGKIIKIY
gametocito
Metalo proteasa
Estadio de |Secuencia de localizacion
PlasmoDB ID |Subfamilia [Nombre mayor nuclear
expresion
Alanil 24 hrs Post |Bipartita
PF3D7_1311 |Metalo aminopeptidasa |invasion Pos. 373
800 proteasa familia M1 (M1- [Trofozoito |RFNDPHLKPCYLFAVVAGDLK
AP) temprano  [HLSATYITKYTKKK
0-8 hrs Monopartita
Post Pos. 238 LNPSQKKQKIDINNY
PF3D7_1118 |Metalo Insulinasa, invasion
300 proteasa probable Anillo,
trofozoito
tardio
24 -32 hrs |Bipartita
Peptidasa de Post Pos. 986
PF3D7 1440 |Metalo procesamiento invasion LKNQKEIENYELLNGIKVNLYK
200 proteasa estromal, gggf;:g TKVDK
probable (SPP) trofozoito
tardio
Aminopeptidasa 32 hrs Post [Monopartita
PF3D7 0804 |Metalo de metionina 1c, |invasion Pos. 378 NEKKKRKKFYDF
400 proteasa probable tT;:)éci)gono
(METAP1c) b
gametocito
32 hrs Post [Bipartita
Zinc invasion Pos. 551
PF3D7 1119 |Metalo metaloproteasa  |Anillo, RELFAQARKHAPSIIFIDE IDAV
dependiente de |[trofozoito [GRKRSKG
600 proteasa ATP FTSH, temprano,
probable trofozoito
tardio
32 hrs Post [Bipartita
PE3D7 0103 | Metalo Zinc- invasion Pos. 1030
400 roteasa carboxipeptidasa |Anillo, RKDEKRSLSASPKKKKKKKK
P , probable esquizonte, [KII
gametocito
Subunidad 24-32 hrs |Bipartita
PF3D7_0517 |Metalo SPT16 del Post Pos. 1112
400 proteasa complejo FACT, |[invasién RAKKDDKKRFAYKSDEDDEG
probable (FACT- [Esquizonte [YNKRKKKKKN
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Aminopeptidasa (32 hrs Post |Bipartita
PF3D7_0527 | Metalo de metionina 1a, [invasion Pos. 16
300 proteasa probable Anillo, FPKKGKFQHTYILTPKLNKSK
(METAP1a) gametocito [LPERKTFKPT
40 hrs Post |Bipartita
PF3D7_0913 | Metalo Proteasa, invasion Pos. 54
500 roteasa robable Trofozoito  |INKIKVNLSSEYNSVNNKTNEQ
P P tardio, NNISKHIKE
gametocito
8 hrs Post [Bipartita
PF3D7_1005 |Metalo Proteina DnaJ,  |Mesion  [Pos. 51
Trofozoito |RYTNIFRKIQEAYECLTNEVQ
600 proteasa | probable temprano, |RKWYDRNRKRIIE
gametocito
32 hrs Post [Monopartita
invasion Pos. 37 VLPIMKKRRFRVE
PF3D7_1009 | Metalo Metalopeptidasa, [Trofozoito
500 proteasa probable tardio,
gametocito
8 hrs, 24  |Bipartita
PF3D7_1441 | Metalo Metaloproteasa, hrs Post Pos. 429
invasion FDKCLHDYWPFMCPPEQDSK
700 proteasa probable (MP) Anillo, VKPSKIEKKD
gametocito
24 hrs Post [Monopartita
. invasion Pos. 275 RKRKRKKKS
Alanil Trofozoit
PF3D7_1472 |Metalo aminopeptidasa | ' 0040No
400 proteasa | familia M1 emprano,
' trofozoito
probable .
tardio,
gametocito

Un nuevo andlisis efectuado con estas probables 58 proteasas nucleares nos

permitié averiguar que la mayoria de estas pertenecen a la familia de las

cistein proteasas (23/52), seguidas por las serin proteasas (19/52), después

las metalo proteasas (13/52), luego aspartico proteasas (2/52) y finalmente

las treonin proteasas (1/52). Es decir, 42 de las 58 son cistein y serin

proteasas (Figura 13).
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58 Proteasas Nucleares

Metalo
Treonin M|
Serin
Aspartico
Cistein

10 20 25

Cistein Aspartico Serin Treonin Metalo
Proteasas 23 A 1 13

Figura 13. La mayoria de las posibles proteasas nucleares de P. falciparum
son cistein y serin proteasas. Gréfica tipo barra, en donde se observa la
distribucion por familia de las proteasas con una probable localizacion nuclear de P.
falciparum.

Finalmente, procedimos a averiguar en qué fase del ciclo intraeritrocitico
(anillos, trofozoitos y esquizontes) se expresan preferentemente estas
proteasas mediante el empleo del transcriptoma de este parasito

(http://plasmodb.org/plasmo/). Este andlisis sugiere que el RNA mensajero

de estas proteasas se expresan mayoritariamente durante el estadio de
trofozoitos, seguido por el estadio de esquizontes y finalmente el estadio de

anillos (Figura 14).
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Expresion probable de las proteasas
nucleares de P. falciparum
(Transcriptoma)

Figura 14. La mayoria de las probables proteasas nucleares se expresan
principalmente en la etapade trofozoitos. Gréfica tipo pastel, en donde se observa
la expresion probable de los RNA mensajeros de las proteasas con una probable
localizacion nuclear de P. falciparum.

Por lo que en conclusion, de todos estos andlisis in silico podemos decir que
58 de las 149 proteasas reportadas para P. falciparum podrian tener una
localizacién nuclear, que la mayoria de estas podrian pertenecer a la familia
de las serin y cistein proteasas y que la transcripcidon de la mayoria de estas

probables proteasas nucleares se lleva a cabo en la etapa de trofozoito.

7.2 En P. falciparum existen otras proteasas nucleares

Si bien el andlisis in silico sugeria la presencia de 58 probables proteasas
nucleares procedimos a demostrar experimentalmente la existencia de al
menos algunas de estas. Para lo cual realizamos un fraccionamiento celular
para obtener extractos nucleares y citopldsmicos a partir de cultivos
asincrénicos de la cepa 3D7 de P. falciparum, asi como extractos de

eritrocitos. Esto Ultimo era importante ya que en el interior del eritrocito es
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donde este parasito crece y lleva acabo su diferenciacion. De tal manera que
la obtencion de extractos de eritrocitos nos permitiria descartar que los
extractos nucleares o citoplasmicos se encontraran contaminados con
proteinas o proteasas del eritrocito. Una vez obtenidos estas 3 fracciones
(eritrocitaria, citoplasmica y nuclear) se procedi6 a realizar una separacion
electroforética en un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), el cual se tifié con
coomassie y en donde se colocé una muestra correspondiente a 50 pg de

cada extracto obtenido (figura 15).

Erit Nuc Cit
—

kDa

—
wdd
]

-170
130

35

- 25

Figura 15. Patron diferencial de proteinas en los tres extractos obtenidos. Gel
SDS PAGE al 12% tefiido con Azul de coomassie, en donde se muestra un patron
distinto de proteinas en las tres fracciones analizadas. Eritrocitos (erit), nuclear (nuc) y
citoplasmica (cit).

Como se puede observar en la figura 15 existe un patron diferencial de
proteinas en las fracciones examinadas (extracto total de eritrocitos, extracto
nuclear y extracto citoplasmico asincronico), lo que nos sugeria que nuestras
preparaciones estaban correctamente purificadas. Sin embargo, para
demostrarlo se realizd un analisis de Western Blot (WB), utilizando

anticuerpos especificos para cada una de estas fracciones: -
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Ankirina para el extracto total de eritrocitos; -Aldolasa para la fraccion
citoplasmica y a-Histona H4 (H4) para la fraccion nuclear, en donde estas
dos Ultimas fracciones fueron obtenidas a partir de cultivos asincrénicos de
la cepa 3D7 de P. falciparum, (figura 16).

Erit Nuc Cit
kDa
»
a-Ankirina - | L 171
a-Aldolasa - [ S - 40
-H4 - - 11
-8 .

Figura 16. Los extractos nucleares no se encuentran contaminados con
alguna otrafraccion obtenida. Resultado de WB, endonde se ocuparon anticuerpos
especificos para cada fraccidn obtenida ( -Ankirina para el extracto total de eritrocitos, -
Aldolasa para la fraccion citoplasmica y a-H4 para la fraccidn nuclear).

El resultado de WB mostro que el anticuerpo -Ankirina solamente se detecto
en el extracto de eritrocitos no asi en el extracto citoplasmico ni en el nuclear
de P. falciparum. Mientras que el anticuerpo -Aldolasa Unicamente detecto
una banda de 40 kDa en la fraccion citoplasmica no asi en la fraccion de
eritrocitos ni en la nuclear y finalmente el anticuerpo a-H4 exclusivamente se
observa en la fraccion nuclear y reconoce una proteina de 11 kDa y esta
ausente en la fraccidn citoplasmicay en el extracto de eritrocitos, (figura 16).
Lo que nos indica que nuestros extractos nucleares no se encontraban
contaminados con proteinas citoplasmicas ni de eritrocitos. Por lo que
entonces el empleo de esta fraccion nuclear nos permitiria observar
solamente la actividad proteolitica de las proteinas provenientes del nicleo

de este parésito.

69



Una vez que ya contdbamos con los extractos nucleares procedimos a
demostrar la presencia de las proteasas en el nicleo de este parasito. Para
lo cual, se realizaron ensayos de zimografia. Esta técnica consiste en una
separacion electroforética en un gel de poliacrilamida copolimerizado con
gelatina, de las proteinas presentes en la muestra de extracto nuclear en
presencia de un buffer no reductor, seguido de la separacion electroforética.
Una vez terminada la separacion electroforética el gel con las muestras se
incub6 en un buffer de actividad pH 7.5 (similar al del nicleo) a 37°C durante
24 hrs. Posteriormente el gel se tifié con azul de Coomassie toda la noche y
se destifid al dia siguiente. En donde se observarian bandas blancas sobre
un fondo azul, correspondientes al sitio donde la proteasa llevdé a cabo su
actividad (Figura 17).

UL LLLLLLELLL IR
SDS-PAGE gol with . H;{.‘ o

ropolymanzod subatrate,

Figural7. Representacion esquematicadel protocolo de zimografia empleado
para detectar la actividad de proteasa de las proteinas nucleares de P.
falciparum.

El resultado se muestra en la figura 18 en donde encontramos que en el
extracto de eritrocitos no se observa ninguna banda indicando que a pH 7.5
y bajo estas condiciones no presenta ninguna actividad de proteasa. En lo
que respecta al extracto citoplasmico, se observan dos bandas una de 60

kDa y otra de aproximadamente 45 kDa. Mientras que en el extracto
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nuclear se aprecian varias bandas con actividad de proteasa que van desde
los 55 a los 23 kDa. El hecho de que en el extracto citoplasmico exista una
pobre actividad se puede explicar por qué el buffer de incubacién que se
empled en este ensayo favorece la actividad de las proteasas nucleares ya
gue estas presentan una actividad a un pH de 7.5 y la gran mayoria de las
proteasas citoplasmicas presenta una actividad a un pH de 5.5. Ademas
debido a que el eritrocito no posee nicleo, no se observa actividad en esta
fraccion, lo que explicaria el resultado obtenido de actividad de las proteasas
en estas 3 fracciones, (figura 18).

Por lo que estos resultados indicaban que en los extractos nucleares
obtenidos de cultivos asincrénicos de la cepa 3D7 de P. falciparum existian
proteinas capaces de degradar a la gelatina, es decir existian varias
proteasas nucleares y que ademas parecian ser nucleares ya que su
actividad se observaba a un pH 7.5 que es el pH que existe en el nicleo.

7 Erit Nu Cit

____ 55-23 kDa

25

Figura 18. Existen proteasas en el nucleo de P. falciparum con actividad a un
pH de 7.5. Ensayo de zimografia en gel copolimerizado con gelatina, en donde se
observala actividad de las proteasas en los tres extractos obtenidos (eritrocitos, nuclear
y citoplasmico).
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Debido a que en el resultado anterior habiamos utilizado un gel de SDS-
PAGE copolimerizado con gelatina al 10% y a que no habiamos obtenido
una buena resolucion de nuestras bandas proteoliticas, procedimos a
realizar la separacion electroforética de nuestras muestras en un gel mas
concentrado al 12%. Por lo que entonces obtuvimos una mejor resolucién de
las diferentes areas de actividad, con lo cual podemos definir 3 zonas: una
de ellas corresponde a las proteasas que tienen un peso molecular (PM) de
55 a 47 kDa, seguido por un area que va de los 30 a 36 kDa y una tercera
que va de los 28 a los 23 kDa. (Figura 19)

Por lo que todos estos resultados permiten decir que en el nicleo de P.
falciparum existen proteasas nucleares. Siendo la primera vez que se

demuestra la actividad de proteasas nucleares en este parasito.
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Figura 19. Existen varias proteasas en el nacleo de P. falciparum. Ensayo de
zimografia en gel copolimerizado con gelatina al 12%, en donde se solo se colocd la
muestra correspondiente al extracto nuclear asincrénico. Se observan 3 areas de
actividad proteolitica que van de los 55 a los 23 kDa.

Cultivos asincronicos =
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7.3 Las proteasas nucleares de P. falciparum presentan actividad

de manera estadio especifico.

Para establecer si estas proteasas nucleares presentan una actividad de
manera estadio especifico; el cultivo asincrénico de P. falciparum, se
sincronizd con sorbitol. A través de este método se pueden obtener parasitos
en los 3 estadios del ciclo intraeritrocitico (anillos, trofozoitos y esquizontes).
Una vez obtenidos los extractos nucleares se procedio a realizar el ensayo
de zimografia para cada una de estas fracciones. Estos ensayos de
zimografia se realizaron de manera estadio independiente y no al mismo
tiempo en un solo gel, ya que debido a que la actividad de la proteasa es
muy labil, esta se pierde conforme pasa el tiempo y para obtener la actividad
proteolitica de los 3 estadios al mismo tiempo tendriamos que esperar un
total de 48 hrs y al realizar el ensayo de actividad con los 3 estadios
perderiamos actividad, (resultado no mostrado). Por lo que entonces cada
ensayo de zimografia, se realiz6 de manera independiente, es decir, una vez
obtenidos los parasitos en estadio de anillos a las 14 horas post-invasion se
realizo el ensayos de zimografia, y lo mismos se efectué con los extractos
obtenidos de los trofozoitos a las 27 hrs post-invasion y esto mismos se llevo
a cabo para los extractos proteicos de los esquizontes a las 42 hrs post-
invasion. Es decir cada ensayo de zimografia se realizd independientemente.
Un ejemplo representativo de al menos dos ensayos efectuados para cada
estadio se muestra en la figura 20.
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Figura 20. La actividad de las proteasas nuclearesde P. falciparum es estadio-
especifico.A. Ensayo de zimografia en gel copolimerizado con gelatina paracada uno
de los estadios del ciclo intraeritrocitico. B. Ensayo de WB donde se muestra el control
de carga con el anticuerpo -H4, donde se observa la misma cantidad de proteina para
cada ensayo independiente.

Como se aprecia en la figura 20A, en el estadio de anillos las tres areas de
actividad proteolitica se conservan (de 55 a 23 kDa). Mientras que, en el
estadio de trofozoitos se pierde la actividad en el area que va de los 55 a 47
kDay durante el estadio de esquizontes solo se conserva la actividad de las
proteasas que se encuentran entre los 25 a 23 kDa.

Ademas también se realiz6 un ensayo de WB (figura 20B), incubado con el
anticuerpo que reconoce a la histona H4 como control de carga para los 3
estadios. Por lo que este resultado demuestra que se colocd la misma
cantidad de proteina en cada ensayo de zimografia correspondiente a 53 mg
de proteina de cada extracto nuclear (anillos, trofozoitos y esquizontes) y que
la diferencia en la actividad de proteasa detectada en nuestros ensayos no
se deben a que se hayan empleado diferentes cantidades de extracto nuclear

para cada estadio.

kDa
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Con este resultado demostramos que las proteasas de P. falciparum poseen
una actividad proteolitica estadio especifico, y que ademas la mayor

actividad proteolitica se observa en el estadio de anillos.

7.4 Las proteasas nucleares encontradas para P. falciparum

pertenecen a la familia de las serin y cistein proteasas

Para determinar qué clase de proteasas nucleares existen en P. falciparum,
es decir, si son cistein, serin, metalo, treonin o aspartico proteasas, se realizd
el mismo ensayo de zimografia con extractos nucleares asincrénicos y
ocupando inhibidores para los diferentes tipos de proteasas. Para lo cual,
una vez realizada la separacioén electroforética, se obtuvo el gely se corté en
tiras. Cada tira se incubd con un inhibidor diferente para cada tipo de
proteasa, los inhibidores empleados asi como su especificidad se muestran
en la tabla I. Cada una de las tiras con suinhibidor se incubo con el buffer de
actividad (pH 7.5) a 37°C durante 24 horas. Terminada la incubacién las tiras
se tifieron con azul de Coomassie toda la noche, al dia siguiente se
destifieron. Una representacion esquematica de esta metodologia se
observa en la figura 21. Finalmente al concluir este ensayo nosotros
esperdbamos que en donde se colocaron los inhibidores en algunos casos

se observara una menor cantidad de bandas.
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Figura 21. Representacion esquematicadel ensayo de zimografiaen presencia
de inhibidores. Representacién esquematica del ensayo de zimografia en gel
copolimerizado con gelatina incubado con inhibidores para las diferentes familias de
proteasas.

Para la eleccion de los inhibidores que utilizamos en nuestros ensayos de
inhibicion nos basamos en nuestro andlisis in silico (figura 13), en donde
encontramos que la mayoria de las proteasas con probable localizacion
nuclear pertenecen a los tipos de las serin, cistein y metalo proteasas. Por
lo que entonces, se procedié a ocupar inhibidores para estas familias de
proteasas. Con el objeto de inhibir la actividad de las serin y cistein proteasas
se ocupo el inhibidor Antipaina a una concentracion de 500 pM para las
cistein y serin proteasas; y los inhibidores de EDTA a una concentracion de
100 mM y Bestatina a una concentracion de 450 puM, para bloquear la

actividad de las metalo proteasas, (figura 22).
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Figura 22. Las proteasas presentes en el nacleo de P. falciparum pertenecen
a la familia de las serin y cistein proteasas. Ensayo de zimografia en gel
copolimerizado con gelatina y con inhibidores para serin, cistein y metalo proteasas.

El resultado se aprecia en la figura 22 en donde se observa que en el extracto
nuclear sin inhibidor se aprecian las mismas actividades proteoliticas ya
mencionadas que van de los 55 a los 23 kDa. Sin embargo, cuando
ocupamos el inhibidor de Antipaina se pierden las areas de actividad
proteolitica que van de los 55 a 47 kDa y la que va de 28 a 23 kDa. Ademas
se observa un poco la actividad que va de los 39 a 36 kDa. Finalmente
cuando se utilizo el inhibidor de EDTA la actividad proteolitica que va de los
55 a los 47 kDa se observa de forma regular, mientras que la actividad que
va de los 39 a 36 kDa y la de los 28 a 23 kDa se conservan. Y al ocupar
Bestatina la actividad proteolitica que se encuentra en el rango de los 55 a
23 kDa se mantienen.

Por lo que estos resultados nos indican que las proteasas presentes en el
nicleo de P. falciparum principalmente pertenecen a los tipos de las serin y
cistein proteasas, lo cual se esperaba en base a nuestro analisis in silico.
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7.5 Identificacion de una proteasa nuclear

Finalmente para identificar al menos una de estas proteasas nucleares que

observabamos en nuestros geles de poliacrilamida co-polimerizados con

gelatina, se recuperaron las 3 bandas obtenidas en el ensayo de zimografia

con los extractos nucleares asincronicos, la primera que va de los 55 a 47

kDa, la segunda que va de los 39 a 36 kDay la tercera que va de los 28 a 23

kDa, (figura 19). Estas tres bandas se enviaron a analizar por espectrometria

de masas (MS) al laboratorio MS Bioworks, LLC en Ann Arbor, Michigan,

EUA. Las proteinas identificadas se muestran en la Tabla V.

Tabla V. Proteinas detectadas mediante espectrometria de masas.

Regulador transcripcional,

NCBI or
SwissProt
Accession #

Péptidos

exclusivos

Mascot
Score

probable 0i[124506267 8 235
Fosfoproteinaribosomal 0i|39722357 13 603
Protefnahipotética gilt245T5666 1 —
MAL13P1.23

Proteinaribosomal de la :

familia L5, probable 9il12480877 5 235
Proteinahipotéti

PFoltle Ogsspotet ca 0i|124803477 5 200
Eﬂztlg'onsiffaensamb'a’e de 124805458 3 178
Producto del gen MCP1 Qi|604220 2 155
Aspartico Proteinasa gi|858754 2 143
Proteinarelacionadacon el :

factor de replicacién A dile 2 138
Proteinari mal L1

pr(?:)eablz bosoma ’ 0il124809402 3 128
Proteinaribosomal L30e 0i|124802443 2 117
Factor de elongacién alfa 1 _

(EF-1-alpha) 0il119153 3 116
Antigeno QF122 gi[124802200 4 114
Antigeno nuclear de :

proliferacion celular 0i[124513948 3 110
Endonucleasa Apnl _

apurinica/apirimidinica 9il15076900 2 0
Casein Cinasa ll subunidad  i|124513578 3 96

78



regulatoria

Proteinade union a RNA,

0i|124506883

95

probable

Proteinahipotética

Consargh o oHEE gil124802685 1 86
Casein cinasa Il, subunidad .

alfa 0i|124803615 1 85
Errgltf;'&aede unionaRNA, 1154512318 1 53
Proteina P2 acidica .

ribosomal 60S 0i|124504853 1 51
Proteinahipotética

M AL8IP1 gép ' 0i|124512520 1 49
g:ts:ln cinasa Il cadena 0i[124803462 1 49
Pirofosfatasa sintasa de ,

farnesil, probable 9i[29124957 2 48
Proteina S3A ribosomal 40S  gi|124505117 1 47
ProteinaRibosomal 60S L12 gi|124506259 8 440
Proteinaribosomal de la

Proteina P1 acidica 60S

Hbosomal O gil124803451 2 254
Proteina S12 40S ribosomal  gi[124504807 7 219
Proteinaribosomal L27, .

probable gij124810078 5 201
Proteinaribosomal 115 0i|124505451 5 198
Proteinahipotética, )

conservadg gil124809152 2 169
Proteinaribosomal L7a 0i[124808774 4 157
Proteinahipotética, _

conservada PF08_0074 9il124512500 4 131
Proteinade unién a RNA, :

probable 0i|86170571 2 120
Proteinahipotética, .

consareatn gil124801947 1 108
14-3-3 Proteina 0i|3158460 1 104
Proteinahipotética

bE10 ooce gi[124802073 1 88
,\Pﬂfﬁ‘;g‘f%pme“ca gil124511866 1 87
Proteinahipotética

PE1T 0330 gi[124804437 1 82
Subunidad SPT16 del

complejo FACT, probable gi[124809408 3 81
(FACT-L)

Proteina de unién a cadena 1124506097 1 70
sencilla, probable gil

Proteina hipotética, gi|124506647 2 70
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conservada

Proteina Lsm2 asociada al .

snRNA U6, probable 9il124506327 2 62
E:gﬁglae”bosoma' L13, gil124801997 1 55
Proteina nuclear relacionada .

con ras i[436408 2 52
Factor de iniciacion 5a 1124805478 1 51
eucariotico, probable gil

Proteina hipotética 0i|124513642 1 49
Homoélogo de la proteinarica .

en serina 0i|160685 2 37
Ezgtcl)r multiproteico de unién gil124804310 1 33

De todas estas proteinas identificadas por espectrometria de masas, solo 3
correspondieron a proteasas de P. falciparum y estan indicadas en rojo en la
tabla IV y se resumen en la tabla V.

Tabla V. Proteasas detectadas mediante espectrometria de masas.

Nombre Péptidos Mascot Peso Peso

exclusivos Score Molecular Molecular
‘ activa

Subunidad PF3D7_0517400 3 81 132.6 49.7 kDa

STP16 del kDa

complejo

FACT,

probable

(FACT-L)

Aspartico PF3D7_ 140800 2 143 51.4 kDa 36.1 kDa

Proteinasa

(Plasmepsina

Ir)

Proteina rica PF3D7_0207500 2 37 118.8 26.6 kDa

en serina kDa

(SERA6)
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Figura 23. Representacion esquematicade laregion del gel en donde se
identificaron a las tres proteasas nucleares: FACT-L, Plasmepsina Il y SERA

6. Ensayo de zimografia de los extractos nucleares asincrénicos, de donde se
recuperaron las bandas que se enviaron a MS. Se identificaron 3 proteasas: La
subunidad SPT16 del complejo FACT, probable (FACT-L) con un peso molecular
predictivo de 49.7 kDa, Plasmepsina Il con un peso molecular predictivo de 36.1 kDa y
la proteina rica en serina (SERA 6) con un peso molecular predictivo de 26.6 kDa.

En la figura 23 se esquematiza en que banda se identific6 cada una de estas
tres proteasas, como se aprecia en esta figura al menos una de ellas fue
identificada en cada una de las tres bandas y corresponden a metalo
(subunidad SPT16 del complejo FACT, probable), aspartico (Plasmepsina
I) y serin proteasa (SERA 6). Ademas las tres proteasas identificadas por

MS, también fueron identificadas en nuestro analisis in silico.

Finalmente con la  ayuda del programa Motif Finder

(https:/Mmww.genome.jp/tools/motif/), el cual incorpora los datos de otros 3

programas de analisis de motif de proteinas como son: Prosite, NCBI-DD y
Pfam, dando un andlisis mas amplio de los posibles motivos que puede tener

una proteina. De esta manera se buscaron los dominios que
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conforman a cada una de estas proteasas, para poder inferir el posible
mecanismo de accion que pudieran estar realizando en el nlicleo de este
parasito. Para lo cual nos centramos en encontrar motivos de union a DNA,
histonas, chaperonas o factores de transcripcion, esto con el propésito de
inferir si estas proteasas podrian regular expresion de genes a nivel de

cromatina o de factores de transcripcion.

7.5.1 Subunidad SPT16 del complejo FACT, probable (FACT-L)

—-¢ -

Figura 24. Representacion esquematica de los dominios importantes de la
proteasa subunidad SPT16 del complejo FACT, probable (FACT-L). Esta
proteasa posee de forma predictiva 158 motivos, destacando, su motivo SPT16, el
motivo de Peptidasa M24 y el motivo Rtt106.

FACT 6\
. Nlob

La proteasa identificada en la banda 1 es la subunidad SPT16 del complejo
FACT, probable (FACT-L). Esta proteina, es codificada por el gen FACT-L
(ID: PF3D7_0517400), el cual tiene un tamafio de 3426 kbp, posee 3 exones
y solo origina un transcrito. Esta proteasa pertenece a familia de las metalo
proteasas (M24), su zimégeno tiene un tamafio de 132.6 kDa y posee un
peso predictivo como proteasa activa de 49.7 kDa y de acuerdo a nuestros
andlisis in silico posee una NLS Bipartita a partir de la posiciéon 1112 ademas
de que expresa durante el estadio de esquizonte. De manera predictiva esta
proteasa posee 158 motivos, entre los que destacan: su motivo SPT16
(factor de union al nucleosoma), su domino de peptidasa M24 y el motivo

Rtt16 (chaperona de histona) como se aprecia en la figura 24.
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7.5.1 Plasmepsina Il (Aspértico proteasa)
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Figura 25. Representacion esquematica de los dominios que conforman a la
proteasa plasmepsina Il. Esta proteasa posee de forma predictiva 27 motivos,
destacando, su motivo de Aspartico proteasa (Al) y el motivo TAX1_N.

Otra proteasa que se identificd en la banda 2 es la Plasmepsina II, la cual es
codificada por el gen PMII (ID: PF3D7_1408000), este gen tiene un tamafo
de 1362 kbp, posee 1 exdn y origina solo 1 transcrito. Esta proteasa,
pertenece a la familia de las aspértico proteasas, posee un peso como
zimégeno de 51.4 kDa y un peso predictivo como proteasa activa de 36.15
kDa, por nuestros andlisis in silico posee una NLS Bipartita a partir de la
posicion 6. Ademas esta proteasa se expresa durante la fase de trofozoito.
De forma predictiva posee 27 motivos, los mas conocidos son su motivo de
Peptidasa A1 y su motivo TAXi_N (Inhibidor de Xylanasa N-terminal). Un
esquema en donde se muestran los motivos que la constituyen se muestra

en la figura 25
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7.5.2 SERA 6 (Proteina rica en serina)
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Figura 26. Representacion esquematica de los dominios que conforman a la
proteasa SERA 6. Esta proteasa posee de forma predictiva 31 motivos, destacando,
su motivo de Tiol proteasa, su motivo relacionado a helicasas y el motivo SPT2.

Finalmente, en la banda 3 se encontr6 a la proteina SERA 6, la cual es
codificada por el gen SERA 6 (ID: PF3D7_0207500), con un peso de 3096
kbp, este gen posee 3 exones y solo origina un transcrito. Esta proteasa,
pertenece a familia de las cistein proteasas, su zimégeno tiene un peso de
118.8 kDa y como proteasa activa posee un peso predictivo de 26.6 kDa.
Nuestros analisis in silico muestran que posee una NLS Bipartita con inicio
en la posicion 364 y se expresa en los estadios de trofozoito tardio —
esquizonte temprano. De manera predictiva posee 31 motivos, los mas
relevantes son su motivo de proteasa tipo Tiol, su motivo relacionado a
helicasas y su motivo SPT2 (proteina de cromatina) como se aprecia en la
figura 26.
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8. DISCUSION

La malaria es una enfermedad devastadora, causada por patdgenos del género

Plasmodium y es P. falciparum, el causante de la mayor mortalidad i,

Desafortunadamente, la resistencia a la artemisinina (farmaco actualmente
utilizado para combatir esta enfermedad) esta emergiendo rapidamente. Por lo
gue existe la necesidad de buscar nuevos blancos terapéuticos, en esta
busqueda las proteasas han surgido como blancos adecuados para el desarrollo

de farmacos debido a que se conocen sus mecanismos enzimaticos y la
estructura de sus sitios activos %% 3°. Ademas de gue las proteasas forman parte

de un enorme grupo de enzimas que pertenecen a la clase de las hidrolasas,

enzimas que se encargan de la ejecucion de una reaccion quimica comun: la
hidrdlisis de los enlaces peptl’dicosg3. Las proteasas se encuentran implicadas

en diversos procesos celulares como son: modulan las interacciones proteina-
proteina, contribuyen al procesamiento celular y en la apoptosis celular.
Ademas, recientemente se ha demostrado su participacion en procesos
nucleares tales como replicacion, transcripcion, proliferacion y diferenciacion
celular %3, Esto ha sido sustentado ya que se ha demostrado que existen
proteasas nucleares que participan en diferentes procesos celulares. Por
ejemplo, el procesamiento de los extremos N-terminal de las histonas, en donde
existen diferentes PTMs que al ser escindidas, esto repercute en los procesos
celulares como: la diferenciacion en células stem cell de raton, esporulacién en
levadura y senescencia en fibroblastos 82, 83,84 Ademas de gue también se ha

documentado el procesamiento de factores de transcripcion y proteinas
nucleares, los cuales son llevados a cabo por proteasas presentes en el nicleo

de estos organismos eucariotas '2. Un ejemplo ocurre con una proteasa del virus

de la fiebre aftosa denominada 3C, la cual es capaz de procesar el extremo
amino de la histona H3 y debido a que la forma trunca de la histona H3 sigue
asociada a la cromatina se piensa que sea un requisito para reprimir la

transcripcion de la célula
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huésped durante la infeccion viral por lo que de manera indirecta esta
proteasa estaria regulando la transcripcion de su célula huésped79. Por otro
lado, en rinovirus se revelo la existencia de la proteasa HRV2A, la cual es
capaz de procesar a Nup62 (una nucleoporina), lo que conduce a un
aumento en la permeabilidad de la envoltura nuclear®®. En s. cerevisiae, se
encontr6 a una serin proteasa a la que denominaron endopeptidasa,
responsable del procesamiento proteolitico del extremo N- terminal de la

histona H3. Detal manera que esta histona H3 procesada regula la expresion

de genes involucrados en el proceso de esporulacion de levaduras®2.

Ademas en fibroblastos existe una isoforma corta de cistein proteasa de la
familia catepsina L, la cual procesa proteoliticamente al factor de
transcripcion CDP/Cux y el producto de este procesamiento es capaz de
acelerar la transicion de la fase G1 a S8°. Finalmente, usando modelos de
senescencia inducida por oncogenes en fibroblastos se determindé que la

catepsina L denominada CTSL1 es la encargada de procesar el extremo N-
terminal de la histona H3 y que, esta forma corta de la histona H3 reprime la

expresion de genes implicados en la progresién del ciclo celular®?.

Todas estas evidencias indican que las proteasas nucleares juegan un papel
ya sea directo o indirecto en regular diversos procesos biologicos en
diferentes eucariotas y al parecer P. falciparum no es la excepcion, ya que el
grupo del Dr. Goldberg, en el afio 2009, describié a la primera proteasa
nuclear en este parasito. La cual es una cistein proteasa perteneciente a la
familia de las calpainas. Sin embargo, esta es una calpaina atipica ya que
carece del dominio IV (dominio de unién a calcio). Ademas esta calpaina
contiene una secuencia de localizacion nuclear activa que le permite
localizarse en el nlcleo. El knockdown de Calpaina condujo a un defecto en
el crecimiento de los parasitos de un 40-60% y morfolégicamente, se observd

un retraso en la transicion de la etapa de anillo a trofozoito.
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Asimismo, se encontré que la ausencia de esta calpaina tiene un impacto en
la progresion del ciclo celular de la fase G1-s89

Ademas recientemente, se ha demostrado que ocurre un procesamiento del
extremo N-terminal de la histona H3 en este parasito. Este procesamiento es
llevado a cabo por la catepsina C (DPAP2) durante el estadio de esquizonte
de P. falciparum. Ensayos tipo ChIP (Chromatin immunoprecipitation
assays), revelaron que la histona H3 procesada se encuentra enriquecida en

las regiones promotoras de genes implicados en la replicaciéon e invasion de

este parésitogo.

Tomando en cuenta lo anterior y considerando que este parasito, atraviesa
por diferentes estadios de diferenciacion durante su ciclo de vida y que el
procesamiento proteolitico nuclear parece ser un mecanismo que tiene un
papel importante, procedimos a averiguar en este trabajo si existen otras
proteasas nucleares que regulen procesos bioldgicos durante el ciclo

intraeritrocitico de este parasito.

Existen varias proteasas nucleares en P. falciparum

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, nos permitieron demostrar
la existencia de proteasas nucleares en P. falciparum. Esto se realiz6 en
primer lugar mediante un analisis in silico que nos sugirié la presencia de
otras proteasas nucleares, a partir de las 149 proteasas reportadas e
identificar si alguna de ellas presentaba una secuencia de localizacion
nuclear (NLS). Este analisis mostré que 58 de las 149 proteasas reportadas
presentan una NLS (figura 13). De estas 37 presentan una NLS bipartita y el
resto (21) una NLS monopartita, (tabla Ill). La presencia de una mayor
cantidad de proteasas con una probable NLS bipartita nos llevdo a
preguntarnos si esto le conferia alguna ventaja en caso de que fueran

funcionales.
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Hasta hoy se ha demostrado que existen sitios de union presentes en las
NLS que interactian con segmentos de los dominios de las importinas
(proteinas que ayudan al transporte de las proteinas al nicleo). Estos
dominios estan definidos por un residuo de lisina en la posicion 2 (P2). En
donde esta lisina P2 esta estrictamente conservada en todas las NLS
bipartitas caracterizadas estructuralmente lo que le da una interaccion
especifica y extensa con los enlaces hidrogeno de la importina en esta
posicion. En cambio, en la NLS monopatrtita esta lisina en P2 no se encuentra
conservada. Ademas un estudio encaminado a tratar de entender si el
tamafio de la NLS era importante para su funcibn mostré que las NLS
significativamente mas largas pueden tener mayor probabilidad de ser
funcionales. Lo que sugiere que en una NLS bipartita los residuos que la

conforman pueden aprovechar diferencialmente la superficie de la importina
y mejorar su interaccién con esta®. También mediante simulaciones
informaticas se indico que la tasa de importacion de las proteinas depende

fuertemente de la tasa de formacién del complejo de importacién (proteina-

importinas), por lo que una interaccion fuerte y especffica seria indicativa de
4

una segura importacion nuclear??.
Lo que nos lleva a hipotetizar, que entonces una NLS bipartita en una
proteina tendra una mayor especificidad de union a su importina y por lo tanto
esta proteina podria tener una mayor probabilidad de localizarse en el
nicleo. Sinembargo, resta demostrar experimentalmente si realmente estas
NLS son funcionales. El enfoque mas comudn para probar si una NLS es
funcional 0 no, es mutar uno o0 mas residuos de la NLS consenso por alanina
y determinar si la localizacién nuclear de la proteina disminuye o es nula.
Tipicamente la secuencia esta fusionada al extremo de GFP y la ubicacion
de la proteina se evalia por immunofluorescencia. También pueden
realizarse experimentos directos de unidn in vitro con proteinas purificadas
en presencia de RanGDP o RanGTP, los complejos de importacion se

encuentra disociados por RanGTP; por tanto, en estos
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ensayos de union la proteina de interés deberia interactuar con su receptor
de importacion en presencia de RanGDP pero no en presencia de RanGTP.
Otra forma de conocer si estas proteasas tienen una localizacion nuclear es
mediante el sistema CRISPR/Cas9 agregando al gen endégeno que codifica
para estas proteasas una etiqueta de HA. Esta etiqueta HA, nos permitira
realizar ensayos de immunofluorescencia para verificar la localizacion

nuclear.

Por otra parte, para corroborar experimentalmente la existencia de estas
proteasas nucleares, procedimos a realizar ensayos de zimografia en geles
copolimerizados con gelatina, utilizando un protocolo que nos permitid
detectar la actividad proteolitica de las proteasas nucleares sobre la gelatina.
Estos ensayos se efectuaron en un buffer a pH 7.5, ya que se ha determinado
que el nacleo presenta este pH, lo cual favoreceria principalmente la

actividad proteolitica de las proteasas nucleares®®, (figura 18)

Finalmente estos ensayos nos permitieron observar actividad proteolitica de
las proteasas presentes en los extractos nucleares que van de los 55 a los
23 kDa, (figura 19). Por lo que estos datos sugieren que existen varias
proteasas nucleares en este parasito siendo la primera vez que empleando
ensayos de zimografia se demuestra la existencia de esta proteasas en P.

falciparum.

La forma activa de las proteasas nucleares ocurre principalmente en la
etapa de anillo.

Debido a que este parasito posee tres fases de diferenciacion durante su
ciclo intraeritrocitico (anillo, trofozoito y esquizonte) y para saber si estas
proteasas poseen una actividad proteolitica estadio especifico. Se realizaron
ensayos de zimografia para cada uno de estos estadios, en donde

observamos que en el estadio de anillos la actividad proteolitica de
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los 55 a los 23 kDa se conserva y que esta actividad se va perdiendo
conforme el parasito va madurando, observandose en el estadio de
esquizontes solamente bandas proteoliticas en la zona de 25 a 23 kDa,
(figura 20).

Este resultado fue un tanto inesperado ya que nosotros esperdbamos que al
realizar nuestros ensayos de zimografia con extractos nucleares obtenidos
de parasitos en estadio de anillos, trofozoitos y esquizontes observaramos
la mayor actividad proteoliica en nuestros geles de poliacrilamida
copolimerizados con gelatina en la etapa de trofozoitos como lo sugeria
nuestro previo analisis in silico. Sin embargo, la mayor actividad proteolitica
se observO en la etapa de anillos. Por lo que, para conciliar nuestros
resultados con el analisis in silico creemos que la discrepancia estriba en que
si bien estas proteasas se transcriben en trofozoitos, su traduccidén y
procesamiento para obtener a la proteina activa ocurre posteriormente.
Probablemente estas proteasas pueden ser traducidas como zimogeno en la
etapa de trofozoito, pero su procesamiento para tener la forma activa ocurre
en esquizonte o propiamente en la etapa de anillos. Por lo que, para
corroborar que efectivamente la forma activa de las proteasas identificadas
ocurre en etapa de anillos. Primero deberiamos conocer de qué proteasas
se tratan al aislar las bandas de los geles de zimografia y mediante un
andlisis de MS identificarlas. Después podriamos generar anticuerpos contra
estas proteasas, al obtener proteinas recombinantes. Estos anticuerpos se
utilizarian en ensayos de WB en geles de zimografia utilizando extractos de
los diferentes estadios del parasito lo que nos indicaria en que estadio esta
proteasa se traduce (zimégeno) y en qué etapa presenta su actividad

catalitica.
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Las cistein proteasas parecen ser una de las proteasas que tienen

blancos nucleares

Por otro lado, la mayoria de las proteasas nucleares que se han reportado

en eucariontes pertenecen a la familia de las cistein proteasas, por ejemplo

en células madre de ratdn, células de erizo de mary fibroblastos80- 81,84, 85

Ademas de que en P. falciparum las 2 proteasas identificadas (calpaina y
DPAP2) hasta la fecha, pertenecen a esta familia de proteasassg' 0 10 que

sugeriria que las cistein proteasas son la Unica clase de proteasas nucleares.
Sin embargo, en S. cerevisiae se ha reportado una serin proteasa la cual se
encuentra regulando indirectamente la expresion de genes involucrados en

el proceso de esporulacic’m82. Por lo que entonces las proteasas nucleares

no solo serian cistein sino también serin proteasas; lo que abre la posibilidad
que las proteasas nucleares puedan pertenecer a otras familias de
proteasas. En este trabajo cuando se realiz6 el andlisis in silico encontramos
que las probables proteasas nucleares identificadas en P. falciparum
pertenecen en su mayoria a la familia de las cistein-serin y metalo proteasas
(figura 13). Este dato fue corroborado experimentalmente mediante el uso de
inhibidores para estas familias de proteasas, al emplear antipaina como
inhibidor para la familia de las cistein-serin proteasas, EDTA y bestatina para
las metalo proteasas (figura 22). Nuestros resultados mostraron que la
mayoria de las proteasas presentes en el nlcleo de este parasito pertenecen
a la familia de las cistein y serin proteasas. Sin embargo, este resultado
podria ser todavia mas especffico si se empleara el inhibidor E-64 que
permitiria identificar a las cistein proteasas. Mientras que el uso del inhibidor
AEBSF podria identificar especificamente a las serin-proteasas. Ademas
cabe mencionar que el protocolo que se utilizé para realizar los ensayos de
zimografia permite evidenciar principalmente la actividad de las cistein y
serin proteasas. Por lo que para identificar otros tipos de proteasas se
podrian utilizar protocolos de zimografia que permitieran detectar a los
diferentes tipos de proteasas
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reportadas. Para lo cual no solamente se ocupa a la gelatina como sustrato,
sino que de acuerdo al tipo de proteasa es el sustrato a utilizar como por
ejemplo: la caseina es un mejor sustrato para identificar a las serin y metalo

proteasas. Para identificar a las metalo proteasas usualmente se emplea a
la elastina o fibronectina®. Ademas de utilizarse diferentes substratos que

se copolimerizan con la acrilamida también debe modificarse el buffer de
actividad. Por ejemplo, para detectar la actividad de las metalo proteasas se
puede agregar al buffer de actividad cloruro de calcio y cloruro de zinc;
mientras que, para las aspartico proteasas se agrega citrato de sodio al buffer

de actividad®®. Con esto se podria averiguar de manera mas precisa los

diferentes tipos de proteasas que hay en el nicleo de P. falciparum. Por lo
que en base a nuestros resultados aun queda abierta la pregunta, de si en el
nicleo de este parasito se encuentran proteasas pertenecientes a la familia
de las metalo, aspartico y treonin proteasas.

Dos de las 3 proteasas identificadas parece que participan a nivel de

transcripciéon en este parasito.

Finalmente, mediante MS identificamos 3 proteasas, a partir de las bandas
de actividad proteolitica recuperadas de los geles de zimografia. En la
primera banda correspondiente a la actividad de los 55 a 47 kDa, se identificd
a la proteasa que presenta homologia con la subunidad SPT16 del complejo
FACT, (PfFACT-L). De acuerdo al programa Motif Finder esta proteina es
una metalo proteasa con un peso molecular predictivo de 49.7 kDa para su
forma activa En la segunda banda que corresponden a proteinas que
tuvieron una actividad proteolitica con un peso molecular de 39 a 36 kDa, se
detect6 a la plasmepsina Il. El analisis in silico de esta secuencia indica que
es una aspartico proteasa con un peso molecular predictivo de 36.15 kDa
para su forma activa. Finalmente en la Ultima banda correspondiente a la
actividad que va de los 28 a 23 kDa se identifico a la proteasa SERA 6, una

cistein proteasa que posee un peso
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molecular predictivo de 26.6 kDa para su forma activa, (figura 23). Cabe
mencionar que estas 3 proteasas ya habian sido identificadas en nuestro

andlisis in silico (tabla III).

Posteriormente y para poder inferir la posible funcién que pudiera realizar
cada una de estas proteasas en el nicleo de P. falciparum, se realizé un
analisis de los diferentes dominios que conforman a cada una de estas

proteinas con ayuda del programa MotifFinder

(https:/Mmww.genome.jp/tools/motif/). Cuando realizamos este analisis nos

centramos en identificar dominios de unién a DNA, histonas, chaperonas o
factores de transcripcion que de alguna manera nos permitiera averiguar Si
estas proteasas de manera directa o indirecta podrian participar en regular

procesos bioldgicos importantes en este parasito.

PfFACT-L
Este analisis mostr6 que la proteasa SPT16, predictivamente posee 158

motivos, entre los que destacan: el dominio SPT16 (que le permite unirse al
nucleosoma), su domino de peptidasa M24 (metalo-proteasa) y el motivo

Rtt106 (chaperona de histona98). De acuerdo a lo reportado en la literatura
SPT16 es una de las subunidades del complejo FACT (FAcilitates Chromatin
Transactions) 97 EACT es una chaperona de histonas que esta constituida

por dos subunidades SPT16 y SSRP1y en los primeros estudios in vitro se
observo que su funcién de chaperona de histonas permite el desensamblaje

de la estructura del nucleosoma, es decir, desplaza al dimero H2A/H2B

durante el proceso de elongacion para facilitar la transcripciéngg.

Como mencionamos previamente el analisis de la proteina identificada como
SPT16-like en el programa Motif finder revelé que la subunidad STP16 de
FACT, consiste de: un dominio N-terminal (NTD) que muestra homologia con

metalo-peptidasas, un dominio de dimerizacion (DD)
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mediante el cual se une a SSRP1 (Pob3), un domino medio (MD) y un domino

C- terminal (CTD) que se requiere para unir a las histonas H2A/H2B in

vitr099, (figura 27).

hFACT:

Figura 27. Representacion esquematica de una de las subunidades que
constituyen a FACT. En azul se muestranlos dominios que constituyen a la subunidad
SPT16.

El dominio C-terminal de SPT16 consiste en residuos acidosintrinsecamente

desordenados y la eliminacion de estas regiones dificulta la capacidad de

FACT para unir nucleosomas e histonas y para promover la transcripciéngg.

Por lo que en base a lo antes mencionado, sugerimos que PfSPT16 podria
participar en el desensamble de los nucleosomas al remover el dimero
H2A/H2B.

Enlo que respecta al dominio de homologia con metaloproteasas que tiene
PfSPT16 nosotros creemos que este dominio podria tener un papel
importante durante el desensamble del nucleosoma y podria participar en
romper los enlaces peptidicos que unen al dimero H2A/H2B con el tetramero
H3/H4 de los nucleosomas facilitando de esta manera que la chaperona

pueda remover el dimero H2A/H2B.

Sin embargo, en qué punto la actividad proteolitica de la subunidad SPT16
sea requerida por FACT en este parasito es una pregunta que queda abierta,
la cual podria ser elucidada mediante la generacion de la proteina

recombinante FACT-L que contenga el dominio catalitico e incubarla con
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mononucleosomas si esta regién es necesaria para el desensamble del
dimero H2A/H2B nosotros deberiamos de ser capaces de recuperar ahora
hexosomas o0 bien para saber si este dominio funciona como una
endoproteasa podriamos modificar el dominio catalitico de este gen
mediante el sistema CRISPR/Cas9 y checar si ahora esta proteina SPT16
ya no es capaz disrumpir las interacciones entre las histonas H2A/H2B que

constituyen al nucleosoma.

PfSERA 6

Nuestro analisis de MS identifico ala proteina rica en serina (SERA 6) la cual
de acuerdo al andlisis realizado en el programa Motif Finder posee 31
motivos de los cuales los mas representativos son: su dominio de proteasa

tipo Tiol y un dominio STP2 (proteina de cromatina) (figura 25).

STP2, en eucariotas superiores es una proteina de unidén a histonas y DNA,
ademas de que promueve el ensamblaje de nucleosomas in vitro190, En

levadura se ha encontrado que SPT2 se une directamente al tetramero de
histonas H3/H4, interaccion que es necesaria para el reciclaje de estas

histonas posterior a la transcripcic’)n101. Ademés se sabe que SPT2,
interacciona con otros factores de elongacién como son: los complejos PAF
y HR / HPC102,

Todo esto ha llevado a proponer que STP2 tiene un papel importante en la

mediacion de la dinAmica de la cromatina durante la elongacion de la

transcripcic’)n103.

Por lo que especulamos que el dominio SPT2 de SERAG6 podria estar
involucrado en la remocion del tetramero H3/H4, primero dividiendo este
tetrAmero en dimeros, posteriormente se uniria al conjunto libre de histonas
y se mezclaria con nuevos dimeros H3/H4, y con ayuda de otras proteinas
unirian nuevamente al tetrAmero. O bien, que esta proteasa interactie con

los tetrameros H3/H4 a través de su dominio STP2. Lo que conduciria al
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desplazamiento del tetramero del nucleosoma. De modo que la presencia de
esta proteasa a traves de su dominio STP2 facilite alteraciones en la
estructura de la cromatina, induciendo algin cambio que afecte el proceso
transcripcional de este parasito.

En lo que respecta a su dominio de proteasa tipo Tiol (cistein proteasa)
creemos que al igual que SPT16 ayudaria a romper los enlaces peptidicos
que unen a los dimeros H2A/H2B del tetrAmero para que posteriormente la

chaperona SPT2 pueda remover al tetramero de H3/H4.

Para poder dilucidar el papel que tiene esta proteasa, proponemos que
mediante el sistema CRISPR/Cas9 modificar el dominio de proteasa y
analizar si en ausencia de este dominio ocurre o no la disrupcion del

nucleosoma.

PfPlasmepsinall

Finalmente, la tercera proteasa identificada fue Plasmepsina Il (figura 24), en
la cual sus motivos mas conocidos son: su motivo de peptidasa A1 y su
motivo TAXi_N (Inhibidor de Xylanasa N-terminal).

Este motivo TAXi_N, en plantas y hongos juega un papel importante en la
degradacioén de arabinoxilanos. Sin embargo, se desconoce su funcién en
otros organismos eucariotas, por lo que no podriamos inferir si esta proteasa
realiza alguna funcién a nivel de nuclear en este parasito. Ya que el papel
mejor estudiado de esta proteasa en P. falciparum es su participacion activa

durante el proceso de degradaciéon de hemoglobina en la VP de este
parésito61. Sin embargo, el hecho de que esta proteasa sea citoplasmica no

implica que no pueda ser transportada al nlcleo. Esto es factible ya que en
P. falciparum, se han descrito varias proteinas que tienen funcién tanto en el
nicleo como en el citoplasma. Un ejemplo es la Sirtuina Sir2 de P.
falciparum, la cual necesita ser sumoilada para poder traslocarse al nlcleo
del paréasito, es decirtiene que ser modificada postraduccionalmente. Lo cual
es posible ya que esta modificacion
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postraduccional se ha visto asociada con una variedad de funciones
celulares entre ellas la ubicacion nucleart94. Otro ejemplo es la actina | de
P. falciparum la cual se localiza tanto en el citoplasma como en el nicleo de
este parasito. En el citoplasma la actina | participa en los mecanismos de
invasion y egreso de este parésito56' 64 Mientras que en el ndcleo, la actina
| tiene un papel importante en reposicionar a los genes var de un

compartimento represivo a uno activo, lo que es crucial para la expresién de
105

estos genes y la patogenia de P. falciparum="-"~.

Por lo que esto nos hace pensar que si bien el papel mas conocido de esta
proteasa sea en el citoplasma también a través de una PTM esta proteasa
podria ser transportada al nicleo. Una manera de evaluar primero si esta
proteasa se localiza en el nicleo es etiquetando al gen endégeno con la
bandera de GPF y mediante ensayos de immunofluorescencia conocer Si
esta proteasa se encuentra en el nicleo y mediante un anticuerpo anti-GPF
hacer ensayos de co-inmunoprecipitacion para conocer sus substratos e

inferir su funcién.
Importacion de estas proteasas al nacleo de P. falciparum

En eucariotas, el transporte de proteinas del citoplasma al nicleo y viceversa se
lleva a cabo por difusién pasiva a través del complejo del poro nuclear (NPC)

quién permite un pasaje directo a través de la envoltura nuclear cuando las

proteinas tienen un peso menor a 40kDa'%. Proteinas con tamafios mayores a

40kDa no pueden difundir libremente hacia el ndcleo por lo que deben unirse a
receptores especificos de proteinas para entrar o0 salr de este y ser
transportadas activamente, requiriendo una sefal apropiada que les permita su
importe y exporte. Esta sefial se conoce como secuencia de localizacion nuclear
(NLS), la mayoria de las sefiales de importe y exporte son reconocidas por la

familia de [-karioferinas (kap), también conocidas como importinas y

exportinale7. Una vez que kap se ha
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unido a su proteina cargo atraviesa el NPC, liberando su carga en el
compartimiento de destinacion y regresa por otra ronda. Debido a que este

ciclo es direccional y se pueden acumular cargos en contra de un gradiente

de concentracion, una fuente de energia y direccionalidad son requeridas 108,

Ambas estan dadas por una Ran-GTPasa, la cual es controlada por dos
reguladores, el factor de intercambio de nucledtidos Ran-Guanosina
(RanGEF), y su alter ego, la proteina activadora Ran-GTPasa especffica
(RanGAP). Una vez que la kap ha dejado su carga en el nicleo, es
transportado a través del NPC hacia el citosol. Aqui, Ran-GAP lo convierte
en Ran-GDP. El receptor de importe queda listo para una nueva ronda de

transporte hacia el nacleol9. El exporte nuclear ocurre por un mecanismo

similar, excepto que Ran-GTP en el nicleo promueve el exporte del receptor,
en lugar de disociarlo. Una vez que el receptor de exporte se mueve a través
del poro hacia el citosol, Ran-GTP se encuentra con Ran-GAP e hidroliza
GTP. Como resultado, el receptor de exportacion libera su cargo y Ran-GDP
en el citosol. Los receptores de exporte una vez libres regresan al nicleo

para completar el ciclo10. Estas NLS de acuerdo con los nimeros de grupos

de aminoacidos basicos dentro de ellas, se dividen en NLS monopartitas
cuando contienen un Unico tramo de aminoacidos basicos que pueden
consistir en al menos cuatro aminoacidos bésicos consecutivos.
Tradicionalmente la NLS monopatrtita tiene un consenso de K (K/ R) X (K /
R). Las NLS bipartitas tienen dos tramos de aminoacidos basicos separados
por 10-12 amino&cidos y estan representados por la secuencia de consenso
(K/R) (K/R) X10-12 (K/ R) 3/5 (X es cualquier aminoacidoy (K/ R) 3/5

representa los radicales libres de retiros de cinco aminoacidos consecutivos)
111

De acuerdo a nuestro analisis in silico, estas proteasas identificadas todas
poseen secuencias de localizacion nuclear bipartitas; SERA 6 posee su NLS
a partir de la posicion 364 (EIKVKAQDDFNPNEYKLIESIDNILSKIYK),
Plasmepsina I tiene su NLS a partir de Ila posicibn 6
(REHDFKHGFIKSNSTFDGLNIDNSKNKKKIQ) vy la Subunidad SPT16 del
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complejo FACT, probable (FACT-L) posee su NLS a partir de la posicion
1112 (RAKKDDKKRFAYKSDEDDEGYNKRKKKKKN). Para saber silas NLS
que presentan estas proteasas son funcionales podria colocarse una
etiqueta de HA o GFP en su extremo amino o carboxilo en cada una de estas
proteasas mediante el sistema de CRISPR-Cas9 y mediante
immunofluorescencia corroborar su presencia en el nicleo. También seria
conveniente transfectar parasitos con cada una de estas proteinas a las
cuales se les haya removido o mutado la NLS. Esperando que al no ser
funcional esta NLS esta proteasa ya no fuera traslocada hacia el nicleo y
mediante ensayos de immunofluorescencia demostrar que como
consecuencia de haberse mutado la NLS ahora la proteina solamente se
ubica en el citoplasma. También mediante WB se podria corroborar su
ausencia en nuestros extractos nucleares una vez que se haya mutado la
NLS. Ademas proponemos que el importe y exporte de estas proteasas
podria ser llevado a cabo por las importinas y exportinas de manera similar
a como ocurre en otros eucariotas y como se ha descrito previamente.

Creemos que esto es posible ya que en este parasito se ha identificado por
andlisis in silicola importina (PF08_0087) y la importina (PF08_0069)1%°. De

tal modo, que si la NLS en cada una de estas proteasas fuera funcional, la
importina podria reconocer esta NLS, la cual a su vez se asociaria a la
importina formando un complejo que se traslocaria a través de la membrana

nuclear hacia el ndcleo.

Estas proteasas podrian funcionar como nuevos blancos terapéuticos

para combatir a P. falciparum

Como ya lo hemos mencionado, las proteasas son un grupo de enzimas que
han sido consideradas como nuevos blancos para el desarrollo de nuevas
drogas antimalaricas

Por lo que nuestros resultados y tomando en cuenta que la proteina PfFACT-
L posee una identidad del 37% con su homologo SPT16 de
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humano y que la proteina PfSERA6 posee una identidad del 25% con la
catepsina S de humano; esto nos lleva a sugerir que estas dos proteinas
podrian ser consideradas como moléculas candidato para el disefio de
drogas contra uno de los parasitos que produce las mas altas tasas de

mortalidad en nifios y adultos.

En conclusion en este trabajo se demostrd la existencia en P. falciparum de
varias proteasas nucleares principalmente cistein-serin proteasas. Ademas
se lograron identificar 3 probables proteasas nucleares, de las cuales FACT-
L a través de su dominio SPT16 y SERA 6 a travées de su dominio SPT2
probablemente tienen una participacion importante en remodelar la
cromatina durante la transcripcién y una mas Plasmepsina Il cuya funcién es
desconocida.

Por lo que este trabajo abre una nueva linea de investigacion y nos sugiere
funciones que no se han descrito para las proteasas en el nicleo. Ademas
cabe la posibilidad de considerar a estas proteasas como candidatos para el

desarrollo de una droga contra esta importante parasitosis.
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9. CONCLUSIONES

Existen varias proteasas en el nicleo de P. falciparum y estas
proteasas en su mayoria pertenecen al tipo de las cistein-serin

proteasas

La actividad de estas proteasas nucleares se observa de manera
estadio-especffico, siendo el estadio de anillos donde se observa la

mayor actividad proteolitica.

Se identificaron mediante espectrometria  de masas (MS) 3
proteasas: la subunidad SPT16 del complejo FACT, probable (FACT-
L), Plasmepsina Il y la proteina rica en serina (SERA 6). Las cuales
pertenecen a la familia de las metalo proteasas, aspartico proteasas y
cistein proteasas, respectivamente.

El analisis in silicode los dominios que conforman a cada una de estas
proteasas sugieren que al menos dos de ellas (FACT-L a través de su
dominio SPT6 y SERA 6 através de su dominio SPT2) participen en
modular la estructura de la cromatina durante la elongacion de la
transcripcion al desensamblar a los nucleosomas, y que de esta forma
podrian participar en regular procesos bioldgicos importantes durante

el ciclo intraeritrocitico de este parasito.
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10. PERSPECTIVAS

v Caracterizacionde una proteasanuclear

 Para conocer la importancia de esta proteasa nuclear en P.
falciparum proponemos realizar la caracterizacion de esta, mediante
el sistema CRISPR/Cas9 agregando al gen enddégeno una etiqueta
de HA o GFP.

* Una vez etiquetado el gen endogeno (HA o GFP) se podria verificar
la presencia de esta proteasa en el nlcleo de P. falciparum,

mediante ensayos de immunofluorescencia.

« Para averiguar las posibles interacciones que pudiera tener esta
proteasa nuclear o para saber si forma parte de un complejo
proteico, se realizaran ensayos de Co-inmunoprecipitacion que nos

permitan conocer los substratos de esta proteasa.

« Para entender la funcion de esta proteasa nuclear en P. falciparum,
desarrollar ensayos tipo knock-down, agregando un dominio
desestabilizador al gen endégeno (DD) o bien obtener a la proteina

recombinante y emplearla en los ensayos de actividad in vitro.
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