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RESUMEN

El ciclo celular de una célula eucarionte tipica se encuentra regulado por diversos mecanismos,
entre estos estan las modificaciones postraduccionales; las mas estudiadas son las fosforilaciones
y ubicuitinaciones que determinan que la progresién del ciclo sea de forma ordenada y especifica.
En particular la ubicuitina, es una molécula de 76 aminodacidos que va a marcar a su proteina
blanco por medio de una reaccién enzimatica dependiente de energia que involucra, en términos
generales, la accién de tres enzimas (E1, E2 y E3). La molécula de ubicuitina posee siete residuos
de lisina que, a su vez, son aceptores de otras moléculas de ubicuitina, posibilitando la formacion
de cadenas. La cadena de poliubiquitina de Lys-48, es la cadena de ubiquitina mas estudiada y
cuando ésta modifica a las proteinas las dirige al complejo 26S (proteasoma) para su destruccion
(proteasoma). En Plasmodium sp. se desconoce como el parasito regula el paso de una fase a la
siguiente a lo largo de su ciclo de vida. En el ciclo eritrocitico, actualmente se sabe que hay genes
gue se expresan en forma ciclica y que muchos de estos presentan un pico maximo en alguna de
sus fases. El conocer los cambios en abundancia que presentan las proteinas y los mecanismos que
las regulan, nos ayudara a identificar moléculas esenciales para el desarrollo del pardsito y su uso
potencial como blancos para el desarrollo de nuevos medicamentos contra el parasito.

En este trabajo usando al parasito murino P. chabaudi como modelo de estudio identificamos que
el esquizonte es la fase con mayor abundancia de proteinas ubicuitinidas, tanto en forma de
ubicuitina total como en el residuo Lys-48. Ademas se seleccionaron proteinas ubicuitinadas de las
tres fases (anillos, trofozoitos y esquizontes) de las cuales 28 se identificaron por espectrometria
de masas y dos se seleccionaron para la identificacion del sitio de ubiquitinacién en donde se
identificaron en el mismo punto dos proteinas de choque térmico de la familia de las la Hsp70 con
un residuo ubiquitinado en la posiciéon 437 (HSP70 de 74 kDa) y en la posicion 222 (HSP70 de 73
kDa). La segunda proteina correspondié a la uridina fosforilasa que presentaba ubiquitina en las
posiciones 101 y 211. En los tres estadios la mayor cantidad de las proteinas ubicuitinadas
identificadas participan en la sintesis de nucledtidos (25%) seguido por la glucdlisis (18%) vy el
metabolismo de proteinas (14%). Ademas, identificamos componentes similares a los complejos
de E3 ligasas de tipo RING-Cullina en P. chabaudi, que presentaron una expresion transcripcional
ciclica con un maximo de expresion durante la fase de esquizonte. Finalmente, para identificar la
proteina similar a ubiqutina, Nedd8, que se conoce que modifica a las proteinas cullinas, se
identificé a la proteina moonlighting factor de alargamiento 1 alfa como posiblemente esta
neddylado durante todas las fases del ciclo intraeritrocitico. En conjunto, estos resultados indican
qgue P. chabaudi posee la maquinaria para ubiquitinar proteinas y sugiere que el parasito puede
utilizar este mecanismo para regular la concentracién de las proteinas a lo largo del ciclo
intraeritrocitico.



ABSTRACT

A typical eukaryotic cell cycle is regulated by diverse mechanisms, such as posttranslational
modifications; the most studied are the phosphorylation and ubiquitination that determine that
the cell cycle progress occurs in an order and specific manner. In particular, ubiquitin is a 76 amino
acid molecule that tag a target protein by an energy dependent enzymatic reaction that involves
the action of three enzymes (E1, E2, and E3). Also, the ubiquitin molecule has seven lysine residues
that are acceptors of other ubiquitin molecules, facilitating the chain formation (polyubiquitin).
The Lys48 polyubiquitin chains are the most studied since tag proteins for their destruction by the
ubiquitin proteasome system. In Plasmodium sp. it is unknown how the parasite determines and
regulates each phase throughout its life cycle. To date, it is known that during the erythrocytic
cycle there ate genes that presents a cyclic expression and many of them are expressed with a
maximum peak in one phase. Determining which proteins presents this behavior and the
mechanisms that regulate protein abundance will help us to understand which molecules that are
essential for the parasite’s development and eventually, their potential use as drug targets or the
development of new medications against the parasite.

In this work, using the murine parasite P. chabaudi as a research model, we identified that either
total ubiquitin and the Lys48 polyubiquitin were more relevant during the schizont stage.
Furthermore, 28 ubiquitinated proteins from the three stages (rings, trophozoites and schizontes)
were identified by mass spectrometry and two were selected for ubiquitinated site identification
wherein two proteins within the same spot belonging to the heat shock protein family were
identified, Hsp70 with an ubiquitinated residue at position 437 (HSP70 of 74 kDa) and position 222
(HSP70 of 73 kDa). The second protein was the uridine phosphorylase with ubiquitination in
positions 101 and 211. In the three stages the majority of the identified ubiquitinated proteins
were involved in the nucleic acid synthesis (25%) followed by glycolysis (18%) and protein
metabolism (14%). In addition, we identified similar components of the Cullin-RING E3 ligase (CRL)
in P. chabaudi that showed a cyclical transcriptional expression with a maximum abundance
during the schizont stage. Finally, to identify the ubiquitin-like protein Nedd8, which is known to
modify cullins for their activation, we identified the moonlighting protein elongation factor 1 alpha
as possibly neddylated duting all phases of the intraerythrocytic cycle. Together, these results
indicate that P. chabaudi posses the machinery to ubiquitinate proteins and suggest that the
parasite can use this mechanism to regulate protein abundance throughout the intraerythrocytic
cycle.
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V. Introduccién

5.1 Generalidades
Los protozoarios del phylum Apicomplexa se separaron de otros linajes de eucariontes antes de la
divergencia de animales y hongos. Se cree que los apicomplexa se encuentran mas relacionados a
dinoflagelados y ciliados, que en conjunto forman el grupo de los alveolados (Wolters, 1991). El
phylum Apicomplexa incluye a mas de 5000 especies que son parasitos intracelulares obligados,
de los que algunos son agentes etioldgicos de enfermedades en vertebrados (Arisue and
Hashimoto, 2015). Dentro de las enfermedades mds importantes causadas por miembros de este
Phylum estan las relacionadas con los géneros Plasmodium, Toxoplasma y Cryptosporidium. En
particular, T. gondii es un protozoario zoonético que infecta a mas de 200 especies de mamiferos y
aves. La mayoria de las infecciones en humanos inmunocompetentes son asintomaticas; sin
embargo, pueden causar enfermedades severas en el feto durante y después del embarazo y en
pacientes inmunocomprometidos. En el caso de C. parvum este parasito se encuentra relacionado

a epidemias de diarrea, incluso en areas urbanas a través de agua contaminada (Li et al., 2004).

Dentro de este phylum, el género Plasmodium, responsable de la malaria o paludismo, es el que
causa la infeccién mas importante en el humano y es un grave problema de salud publica en las
areas tropicales y sub-tropicales con un estimado de 219 millones de casos y 660,000 defunciones

en 2010 (WHO, 2014).

Malaria en italiano significa “mal aire”, este nombre proviene de la creencia de que esta
enfermedad provenia del aire putrido del agua estancada. Ronald Ross descubrié el 20 de agosto
de 1897, en Secunderabad, India, que los mosquitos son los transmisores de la Malaria. Alphonse
Laveran, descubrid a los parasitos en globulos rojos de pacientes con malaria en 1880 (Knell and
Wellcome Tropical Institute., 1991).
Cinco especies de malaria infectan al humano:

*  Plasmodium falciparum

*  Plasmodium vivax

*  Plasmodium ovale

*  Plasmodium malariae

*  Plasmodium knowlesi (White, 2008)



En la actualidad, se han generado avances tecnoldgicos importantes para el analisis de la biologia
molecular de los Apicomplexa. En 1996, se establecié un consorcio internacional para determinar
la secuencia de 23 Mb del genoma de P. falciparum cepa 3D7, resultando su publicacion en 2006
(Gardner et al., 2002). Esta secuencia terminada se encuentra en la pagina PlasmoDB versién 13.0,

gue se liberé desde Octubre del 2002 (Bahl, et al., 2003).

Complementariamente, en varios apicomplexa también se han generado bases de datos de ESTs
(de las siglas en inglés: expressed sequence tag) las cuales permiten tener una visién general de los
mensajeros expresados en un momento dado de la vida de un organismo. En la actualidad se ha
generado un numero relativamente grande de datos de EST para T. gondii, Eimeria tenella y P.
falciparum y numeros sustanciales de ESTs para Neurospora caninum, P.berghei, P. yoelii,

Sarcocystis neurona y T. parva (Li et al., 2004).

En el sitio de ApiEST-DB, a partir del 2004, se tiene acceso a bases de datos de ESTs, con a 61,116
entradas de P. falciparum, 10,023 de T. gondii, 28,550 de E. tenella, 4,949 de S. neurona y 3,121 de
N. caninum. Actualmente, estos datos de EST estan accesibles en el sitio NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gob/dbEST/)

5.2 Ciclo de vida de Plasmodium spp.

El ciclo de vida de Plasmodium es extremadamente complejo, requiriendo de la expresién de
proteinas especializadas en los hospederos vertebrado e invertebrado, para la supervivencia
intracelular y extracelular, invasion de diferentes tipos de células y evasién de la respuesta
inmune. El ciclo de vida puede separarse en una secuencia de cuatro etapas, las cuales son:

1. Fertilizacidn, la fase sexual, se lleva a cabo en el estdmago de un mosquito

2. Esporogonia, la primera fase asexual, en la pared del estdmago y cuerpo del mosquito.

3. Esquizogonia hepadtica, la segunda fase asexual, en el higado de vertebrados

4. Esquizogonia eritrocitica, la tercera fase asexual, en eritrocitos de vertebrados.

Para que el parasito complete estas cuatro fases requiere de formas invasivas las cuales son

cuatro: oocineto, esporozoito, merozoito hepatico y merozoito eritrocitico.
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Life Cycle of P. falciparum
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Figura 1. Ciclo de Vida de Plasmodium falciparum a) Inoculacion de esporozoitos al huésped
humano; b) Migracion de esporozoitos al higado; c) Esquizogonia hepatica; d) Migracion de
esporozoitos a ganglio linfatico; e) Liberacién de merozoitos a torrente circulatorio; f)
Esquizogonia eritrocitica; h) Ingestion de macro y microgametocitos; i) Esporogonia dentro del

Anofelino (Pierce and Miller, 2009)

a) Fase asexual (esquizogonia hepatica)

Durante la alimentacion, el mosquito hembra del género Anopheles (o bien, Aedinos y Culicinos

dependiendo de la especie de Plasmodium), pica en repetidas ocasiones antes de obtener sangre

(“probing”). Un mosquito infectado en promedio inyecta 100 esporozoitos (Ejigiri and Sinnis,

2009). Los esporozoitos contenidos en las glandulas salivales del mosquito son liberados
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predominantemente en la dermis. La mayoria de estos parasitos residen en la piel durante 1a 6 h,
mientras que el 20% migra a través de la linfa directamente a los nédulos linfaticos de la piel, en
donde se inicia una respuesta inmune adaptativa (Ejigiri and Sinnis 2009) (Figura 1b, 1d). La
mayoria de los esporozoitos no logra migrar a los nédulos linfaticos y son destruidos en el sitio de
inoculacion, mientras que una pequena proporcion encuentra la forma de llegar al vaso sanguineo
mas cercano. Después de cruzar la barrera endotelial, los esporozoitos entran a la circulacion y
llegar al higado, donde son detenidos en los sinosoides hepaticos (Bertolino and Bowen, 2015,
Suarez et al., 2013). El sinusoide hepatico estd compuesto de células endoteliales fenestradas y
células de Kupffer, que son macréfagos residentes. Las células endoteliales fenestradas son
pequeiias y permiten el paso libre de los esporozoitos. Ademas, se ha reconocido que las células
de Kupffer son utilizadas como portal para el ingreso a las células hepdaticas (Ejigiri and Sinnis,

2009, Frevert et al., 2006).

La especificidad de la relacién del esporozoito con los hepatocitos sobre otras células del
organismo se debe al reconocimiento de los proteoglicanos tipo heparan sulfato (HSPG) del
higado, este contacto activa a los pardsitos por medio de la proteina cinasa dependiente de calcio

6 (CDPK®6) para cambiar al parasito de un modo migratorio a uno invasivo (Ejigiri and Sinnis, 2009).

La invasion del hepatocito es un proceso activo que requiere de una liberacion coordinada de
proteinas de los organelos apicales. Las proteinas secretadas contienen dominios de adhesion a la
célula. Las proteinas mejor caracterizadas son la proteina circumsporozoitica (CSP), la proteina de
superficie mas representada en el esporozoito, y dos proteinas del micronema, la proteina de
adhesion relacionada a trombospondina (TRAP) y el antigeno de membrana apical 1 (AMA-1)
(Ejigiri and Sinnis, 2009). El esporozoito se envuelve en una membrana intracelular denominada
vacuola parasitofora. Después de un periodo inicial de desarrollo no replicativo, que tiene una
duracion de aproximadamente 24 horas en P. berghei. El parasito intracelular inicia un programa
de replicacion asexual. Este inicia con varias rondas de divisiéon nuclear para formar un sincicio
multinucleado o esquizonte, junto con un gran aumento en el tamafno de la vacuola parasitéfora
para acomodar al parasito en crecimiento. Este proceso da lugar a miles de merozoitos.
Aproximadamente 55 h después de la invasidon del hepatocito, la membrana plasmatica del
esquizonte comienza a invaginarse alrededor de grupos de nucleos del parasito (Suarez et al.,

2013). Al final de la fase hepatica, estos merozoitos son empaquetados en merosomas, lo que
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facilita su transporte al torrente circulatorio (Figura 1c, 1e). Una vez que estos alcanzan los
capilares pulmonares, los merosomas se rompen y liberan a merozoitos para infectar a la nueva

célula blanco, los eritrocitos (Graewe et al., 2011).

En el caso especifico de P. vivax y P. ovale, algunos esporozoitos entran al higado y no se
desarrollan inmediatamente. Algunos se quedan en forma de parasitos dormidos denominados
hipnozoitos. Estos persisten por meses e inclusive en aiflos y causan las recaidas tardias (Prudencio

et al., 2006).

b) Fase asexual (esquizogonia eritrocitica)

La fase eritrocitica del parasito es responsable de las manifestaciones clinicas de la enfermedad.
Después de la ruptura de los esquizontes hepaticos, cada merozoito liberado puede invadir de
manera rapida un eritrocito. Diferentes estudios han demostrado que moléculas de superficie del
eritrocito, tales como el acido sialico, las glucoforinas A, B y C, el receptor del complemento 1
(CR1) en el caso de P. falciparum vy el receptor de antigenos duffy para quimocinas (DARC) para P.
vivax, son receptores para la invasién del merozoito (Hafalla et al., 2011). Por parte del parasito,
los ligandos de unién al eritrocito (EBLs) son una familia de proteinas transmembranales que
permiten la interaccion y reconocimiento del eritrocito. En caso de P. falciparum se han descrito la

PfEBA175 y PfEBL1 (Hafalla et al., 2011).

Ademads, la proteina de superficie del merozoito 1 (MSP1) es una molécula central en los
merozoitos para la invasion del eritrocito (Hafalla et al.,, 2011). Para ingresar al glébulo rojo, el
parasito induce una ruptura controlada y transitoria de la organizacion normal de la membrana del
eritrocito. Junto con la invasion de la célula hospedera, el parasito forma la vacuola parasitéfora
(PV) (Maier et al., 2009). Durante el ciclo intraeritrocitico el parasito se rodea de tres membranas:
la membrana vacuolar parasitéfora (PVM) que se deriva de la membrana del eritrocito huésped
después de la invasion, la membrana plasmatica del parasito (PPM) y la membrana del eritrocito

(Lazarus et al., 2008).

Los cambios inducidos en la célula huésped por el pardsito incluyen la disminucién de la

deformabilidad de la membrana del eritrocito y un aumento notable de la permeabilidad de la

membrana a solutos de bajo peso molecular. Este incremento es mediado por “nuevas vias de
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permeabilidad” que juegan un papel importante para la obtencién de nutrientes esenciales, la
exportacién de metabolitos de desecho y para alterar la composicion del citoplasma de la célula

hospedera (Tilley et al., 2011).

Después de la infeccion del eritrocito por el parasito, aparecen nuevas vias de permeabilizacién
con propiedades un poco distintas a cualquiera de los sistemas propias de los eritrocitos. La
mayoria de las proteinas exportadas poseen una secuencia sefial pentamérica (RxLxE/Q)
denominada “elemento de exportacion de Plasmodium” (PEXEL). Este motivo se procesa en el
reticulo endoplasmico por una proteasa, Plasmepsina V y las proteinas son transportadas a la

vacuola parasitofora (Tilley et al., 2011).

Durante su vida dentro del eritrocito, el parasito digiere el 80% de la hemoglobina del eritrocito
para el crecimiento y replicacion asexual. La internalizacién de la hemoglobina es mediada por
estucturas endociticas (citostomas) en la membrana plasmatica del parasito y en la membrana
vacuolar parasitofora vy se transfiere a la vacuola digestiva por medio de vesiculas (Lazarus et al.,
2008). Aqui la hemoglobina se degrada por proteasas; algunos de los aminodacidos liberados se
usan para sintesis de proteinas y el resto produce hematina. La hematina se secuestra en una
forma cristalina conocida como hemozoina (Tilley et al., 2011, Lazarus et al., 2008). Ademas, para
hacer su microambiente mas adecuado el parasito exporta un estimado de 400 proteinas
(incluyendo cinasas, lipasas, adhesinas, proteasas y proteinas similares a chaperonas) a la célula

hospedera (Tilley et al., 2011).

Una vez establecido, el parasito entra en una fase de maduracion altamente metabdlica, la fase de
trofozoito, previo a su replicacién. Desde las 15 h post-invasion, en el ciclo de P. falciparum, hay
un aumento progresivo en la actividad metabdlica y biosintética dentro del eritrocito, la tasa de
utilizacion de la glucosa y la produccidn de acido lactico por las células parasitadas aumenta hasta
50-100 veces en comparacién de aquéllas que no lo estan (Roth, 1990). Ademas, en esta fase inicia
la replicacion del material genético. En P. falciparum, la sintesis de DNA inicia en cultivos
sincrénicos entre las 28 y 31 h después de la invasién de merozoitos y el contenido de DNA
aumenta en un lapso de 8 a 10 h (Arnot and Gull, 1998). Una vez completada la replicacion del
DNA y el consumo casi completo del eritrocito, los trofozoitos llevan a cabo el proceso

denominado esquizogonia, donde se lleva a cabo una serie de divisiones nucleares sin citocinesis
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para formar, en el caso de P. falciparum, entre 18 y 36 merozoitos, los que romperan el glébulo
rojo para invadir nuevos eritrocitos. Cada uno de los merozoitos que se liberan tiene la capacidad

de infecta a un nuevo eritrocito (Figura 2) (van Dooren et al., 2005).

12 hours

Figura 2. Esquizogonia eritrocitica de Plasmodium falciparum. Los merozoitos de P. falciparum se
adhieren e invaden a glébulos rojos maduros y se desarrollan en una vacuola parasitéfora. El
parasito pasa por diferentes fases: anillo (0-18 hpi), trofozoito (18-36 hpi) y esquizonte (40-48 hpi).
Después de aproximadamente 48 horas el gldbulo rojo se rompe liberando de 16 a 32 merozoitos
(Maier et al., 2009)

La depuracién por medio del bazo se considera un mecanismo de regulaciéon de crecimiento del
parasito. Sin embargo, el parasito ha desarrollado mecanismos para evitar esta destruccion al
expresar antigenos de superficie variables en los glébulos rojos para que sean secuestrados en
células endoteliales y evitar ser destruidos (Gerald et al.,, 2011). Como ya se menciond, existen
cambios en la morfologia de la célula infectada, convirtiendo al eritrocito de una célula biconcava
a una célula de forma irregular cuya superficie, en el caso de P. falciparum, se ve cubierta
completamente de protuberancias electro densas conocidas como “knobs” (Boddey and Cowman,
2013). En los knobs se localizan varias proteinas derivadas del parasito incluyendo a la proteina de
membrana del eritrocito 1 de P. falciparum (PfEMP1) o las proteinas ricas en histidinas asociadas
al knob (KAHRP) (Boddey and Cowman, 2013). En especifico, PFEMP1 es una de las adhesinas
mejor estudiadas en el parasito y es producto de una gran familia de genes denominada var que
media la citoadherencia de los gldbulos rojos con varios receptores celulares (ICAM-1, CD31,
CD36, glucosaminoglicanos) y se ha reconocido como un factor de virulencia importante (Scherf et

al., 2008).

Después de varios ciclos de divisién, algunos individuos de la poblacion de parasitos siguen una via

alterna, produciendo gametocitos (gametocitogénesis) (Baker, 2010, Gerald et al., 2011). Las

formas maduras de los gametocitos son las formas que son transmitidas al mosquito, no son
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replicativas y pueden persistir durante semanas en circulacion. Los gametocitos de P. falciparum
se desarrollan durante cuatro estados morfoldgicos distintos (I al IV) que se llevan a cabo durante
10 a 12 dias para la maduracion completa. Las formas inmaduras de gametocitos (I al Ill) son

sensibles a los antimalaricos que matan a las formas asexuales (Wiley et al., 2015).

i) Fase Sexual

Cuando el mosquito ingiere la sangre del huésped infectado, los gametocitos entran al tubo
digestivo del insecto y sufren una maduracidon dramdatica para desarrollar gametos funcionales
(gametogénesis) (Figura 1h). La lisis de los eritrocitos libera al microgametocito (macho) y
macrogametocito (hembra) en el limen del estdmago La gametogenesis ocurre en alrededor de
12 min después de la ingesta de sangre del mosquito en respuesta a la caida en la temperatura,
cambio en el pH y presencia del acido xanturénico (Wiley et al., 2015). Aqui, el microgametocito
lleva a cabo un proceso de maduracion denominado exflagelacion, durante el cual el ndcleo sufre
tres rondas rapidas de replicacion del DNA produciendo ocho copias haploides del genoma (Gerald
et al., 2011). Se han identificado dos reguladores clave de la exflagelacion en P. berghei: la cinasa
dependiente de ciclina (CDPK4) que controla el inicio de la replicacion del genoma vy la proteina
cinasa activada por mitégeno (MAP-2) que regula el inicio de la citosinesis y la liberacion de
microgametos. La cariocinesis y citocinesis, asi como la liberacion posterior de los ocho gametos se
facilita por axonemas citoplasmaticos, los cuales llevan una copia del genoma en un microgameto
flagelado (Bushell et al., 2009). El microgameto movil fertiliza a un macrogameto para formar un
cigoto diploide que se desarrollard de 12 a 24 horas en un oocineto mavil (Figura 3) (Wiley et al.,
2015). La proteina P48/45 en la superficie de los microgametos es esencial para las fases iniciales
de la fertilizacion. En P. berghei, la fusion es mediada por el factor de esterilidad del macho HAP2

(Bushell et al., 2009).

El oocineto atraviesa el epitelio del estdmago del mosquito para alcanzar la lamina basal, donde se
desarrolla en forma de ooquiste aproximadamente 40 horas después de la alimentacién con
sangre infectada. Este se encierra en una pared quistica formada por proteinas secretadas por el
parasito y la membrana basal. El quiste se proyecta en el hemocele y crece de 4 a 5 veces en
tamano. Conforme progresa el desarrollo del parasito, el nucleo se vuelve poliploide a través de
multiples rondas de endomitosis mientras que el plasmalema se invagina formando esporoblastos.

En el ooquiste maduro, divisiones nucleares sincrdnicas llevan a laliberacion de los esporozoitos de
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los esporoblastos, generando asi miles de esporozoitos haploides. Estos son liberados en el
hemocele, invaden las glandulas salivales e infectan a nuevos hospederos a través de la

alimentacién con sangre, cerrando de esta manera el ciclo (Bushell et al., 2009).
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Figura 3. Esporogonia en el mosquito Anopheles sp. Infectado. Durante la ingestidn con sangre, el
mosquito ingiere eritrocitos infectados con gametocitos. Los gametocitos maduran gracias a las
condiciones de temperatura y pH para formar a los gametos masculino (microgameto) y femenino
(macrogameto). Se realiza la fertilizacién, formacion de cigoto y oocineto (forma movil) que
atravesara el epitelio intestinal para el establecimiento del ooquiste en el hemocele del insecto, la
liberacién de esporozoitos y su migracion a glandulas salivales (Aly et al., 2009).

5.3 Epidemiologia

En 2012 la Organizacion Mundial de la Salud estimd que ocurrieron 207 millones de casos de
malaria alrededor del mundo. La mayoria de los casos (80%) fueron de la regién de Africa, seguido
por la regién del Sur y Este de Asia y la Regién del Mediterraneo Este (6%) (Figura 4). Hubo un
estimado de 584 000 muertes por malaria alrededor del mundo en el 2013. El 90% de los casos de
defunciones en 2013 fueron de la Regidn de Africa, seguido de la Regién del Sur y Este de Asia
(7%) y la Regién del Mediterraneo Este (3%). Se estima que aproximadamente 437 000 de las
defunciones por malaria se estimaron que ocurrieron en nifios menores de 5 afios de edad,
principalmente en la regién de Africa. La mayoria de las muertes estuvieron relacionadas con P.
falciparum; sin embargo, P. vivax se esta reconociendo como una de las causas de malaria severa 'y

muerte (WHO, 2014).

17



Confierned malaria cases per 1000 population
- o 8r1 [PPSR TP ——
- R - —

Figura 4. Casos confirmados de malaria en el 2013 por cada 1000 habitantes (Tomado del
Reporte Mundial de la Malaria, 2013)

En América, el paludismo se presenta en 21 paises con una poblacién conjunta de 504 millones de
habitantes, de los cuales 21.56% (108.7 millones) se encuentra con riesgo de padecer la
enfermedad. En el afio 2005, se registraron 1 046 955 casos de paludismo en América, con 109
muertes, lo que representa un incremento de 15.72% en el nUmero de enfermos y una reduccion a
menos de la mitad en las defunciones (-43.10%) en relacién con el afio anterior. El mayor nimero
de casos ocurrid en paises que comparten la selva amazdnica, de los cuales Brasil concentrd
57.39% de los casos, seguido por Colombia (11.29%), Peru (8.94%) y Venezuela (4.30%)
(Rodriguez, 2008).

En la subregion de mesoamérica y el Caribe, 11.75% de los casos se concentré en Guatemala
(3.78%), Guyana (3.72%), Haiti (2.08%), Honduras (1.54%) y Nicaragua (0.63%). El 26.07% de los
casos lo ocasiond P. falciparum, 73.73% P. vivax y 0.20% P. malariae (2 097 casos). Estos ultimos
casos fueron registrados en Guyana (61.56%), Surinam (27.75%), Guyana Francesa (3.38%),
Guatemala (2.29%), Brasil (2.38%), Venezuela (1.81%) y Colombia (0.81%). México registré en
2005 un total de 2 967 casos (0.28%), la mayor parte (99.25%) ocasionados por P. vivax. (Figura 5)
(Rodriguez, 2008).
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Figura 5. Estimacion del porcentaje de enfermos por malaria en América en el 2005 (Manual Para
la Vigilancia y el Control de Paludismo en Mesoamérica, 2008)

En México y en Centroamérica la transmisidon de la malaria no es un fendmeno constante y se
acompania de una diversidad de condiciones que la determinan: los vectores, las caracteristicas
socioecondmicas, culturales y las intervenciones de control (cobertura, intensidad, calidad y

continuidad de las acciones) (Reyes, 2011)

En México, la Malaria ocurre a lo largo del pais. Hasta la semana 13 del 2015, se han registrado
103 casos de malaria por P. vivax y ninguno para malaria por P. falciparum. Los estados que
presentan mayor incidencia hasta el momento son Campeche, Chiapas y Quintana Roo con 52, 22

y 16, respectivamente (http.//www.dgepi.salud.gob.mx).

Para México se tienen reportadas 26 especies de mosquitos del género Anopheles distribuidas en
tres Subgéneros: Anopheles con 21 especies, Nyssorhynchus que agrupa cuatro y Kerteszia con
una (Gerardo Reyes Cabrera, 2014). Entre las especies mas importantes se encuentran An. (Ano.)
pseudopunctipennis, An. (Nys.) albimanus, An.(Ano.) vestitipennis y An. (Nys.) darlingi. Anopheles
(Ano.) aztecus es potencial vector de paludismo en el Altiplano y An. (Ano.) hermsi, tiene
importancia en estados del norte v noroeste de México

(http://dof.gob.mx/nota_detalle.php?codigo=5192591&fecha=01/06/2011)
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5.4 Malaria de Roedores

Los parasitos que causan malaria en roedores se han usado ampliamente como modelos de la

malaria en humanos. Cuatro especies diferentes que afectan a roedores en Africa han sido

adaptados para uso en laboratorio: P. berghei, P. yoelli, P. vinckeiy P. chabaudi. Existen diferencias

en la biologia de estas especies en ratones de laboratorio (Craig et al., 2012); sin embargo, éstas

son modelos atractivos para investigar diferentes aspectos de la malaria en humanos.

Estos parasitos son modelos practicos para el estudio experimental de esta enfermedad. Algunas

de estas ventajas radican en que se pueden mantener parasitos disponibles a bajo costo y que son

un modelo excelente para la investigaciéon de la biologia del desarrollo, interacciones hospedero —

parasito, desarrollo de vacunas y pruebas de farmacos (Leiden Malaria Research Group,

www.lumc.nl). Lo anterior se debe a que:

a)

b)

f)

g)
h)

La biologia basica de los parasitos de roedores y humanos es similar

La organizacion del genoma se encuentra conservada entre los parasitos de roedores y de
humanos

Los genes “housekeeping” y los procesos bioquimicos se encuentran bien conservados
entre los parasitos de roedores y los de humanos

La base molecular de la sensibilidad y resistencia a farmacos muestra caracteristicas
similares en los parasitos de roedores y en los de humanos

La estructura y funcion de antigenos blanco candidatos a vacunas se conservan entre los
parasitos de roedores y los de humanos

La manipulacién del ciclo de vida completo de los parasitos de roedores, incluyendo la
infeccion del mosquito, es segura y en términos generales es simple

Las metodologias para su modificacidon genética se encuentran accesibles

Los parasitos de roedores permiten investigaciones de las interacciones parasito-célula
hospedera y para pruebas de farmacos in vivo.

La manipulacion de hospederos con una extensa caracterizacién genética y el uso de lineas

trasgénicas de los mismos, permiten la investigacion inmunolégica de esta patologia.

En particular, P. chabaudi es un modelo para investigar mecanismos de resistencia a farmacos y

evasion de la respuesta inmune, en particular variacién antigénica. Esta especie invade normocitos

y reticulocitos y produce principalmente infecciones crénicas y no letales (Otto et al., 2014). Esta
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especie de malaria fue descrita por Landau en 1965. Todas las cepas son sincrénicas (a diferencia
de P. berghei ANKA o P. yoelii) y poseen un espectro diferente de severidad de la enfermedad, y

diferentes niveles de secuestramiento y transmisibilidad a los mosquitos (Stephens et al., 2012).

La cepa mas utilizada es P. chabaudi chabaudi (AS) que en general, no es letal y es similar a la
malaria que causa P. falciparum en humanos, dado que infecta tanto normocitos como
reticulocitos, se secuestra (adhiere) en el endotelio vascular durante la fase de esquizonte y se
adhiere a eritrocitos no infectados (formacion de rosetas). En algunos casos induce una infeccion
cronica y puede ser transmitida de manera facil a través de mosquitos An. stephensi; sin embargo,
se ha demostrado que pases sucesivos en roedores aumentan la virulencia de esta especie,
mientras que la transmisidén por el mosquito de un aislado o cepa, modifica al pardsito en su ciclo
intraeritrocitico regulando su virulencia y de esta manera, transformando el curso y desenlace de

la infeccién (Spence et al., 2012).
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VI. Antecedentes

6.1 Ubiquitina

La ubiquitinacion de proteinas se descubrid a principios de la decada de los 80 como una
modificacién postraduccional, en donde los residuos de lisina eran modificados con una proteina
pequeiia denominada ubiquitina (Ub), un polipéptido de 76 aminoacidos con un peso molecular
de 8.5 kDa (Komander, 2009). Esta proteina adopta un plegamiento globular compuesto de cinco
[dminas  empaquetadas en una sola a-hélice (Figura 6C). La estructura central es rigida, excepto
por el bucle entre $1-B2 formado por los residuos 8-11 y los residuos 72-76 (Leu-Arg-Gly-Gly) en

el carboxilo terminal (C-terminal) que muestran una flexibilidad conformacional (Trempe, 2011) .

Esta modificacion postraduccional juega un papel importante en la regulacidon de varios procesos
celulares, entre ellos el trafico proteico, regulacion del ciclo celular, reparacion del DNA, apoptosis,
transduccién de sefiales y el mas conocido, la degradacién de proteinas a través del complejo 26S

proteasoma (Radici, 2013).

La ubiquitina tipicamente se sintetiza como una proteina de fusién a proteinas que se procesa de
manera co-traduccional en su forma madura y en mamiferos se obtiene a partir de 4 genes. Dos
de estos genes, UBA52 y RPS27a codifican para una copia sencilla de ubiquitina que se fusiona a
las proteinas ribosomales L40 y S27, mientras que UbB y UbC son genes de poliubquitina que
codifican para 3 y 9 repetidos de “cabeza-a-cola” de ubiquitina, respectivamente (Figura 6A)

(Radici, 2013, Bianchi et al., 2013).

Tanto el gen UbC como el UbB se describieron como genes inducibles por estrés, regulados en
aumento bajo diferentes tratamientos, asi como en algunas condiciones patoldgicas (Bianchi,
Crinelli et al. 2013). La respuesta a choque térmico del gen de poliubiquitina fue descrito por
primera vez en 1985. Se econtré que el gen UbC era el que presentaba una mayor respuesta a
irradiaciéon con UV, estrés oxidativo y deterioro en la traduccion por ciclohexamida en
comparacién a los otros genes de ubiquitina (Radici, 2013). En 1989 se describid por primera
ocasion, al expresar las ubiquitinas de fusion a proteinas ribosomales UBA52 y RPS27a en
Saccharomyces cerevisiae, el mecanismo responsable de generar mondmeros de ubiquitina libre
en células eucariontes, en el que esta involucrado un proceso proteolitico en el queparticipen

hidrolasas de la familia DUB (desubiquitinasas) (Monia et al., 1989).

22



La Ub es una de las proteinas mas abundantes en células eucariontes, constituye del ~0.1% al 5%
de las proteinas totales pero, a pesar de su funcién y del gran nimero de sustratos que pueden
estar ubiquitinados en una célula, parece ser que la Ub se mantiene en un nivel adecuado
dependiendo de las condiciones fisioldgicas de la célula. La homeostasis de la ubiquitina se
mantiene por diferentes mecanismos: reciclaje de las cadenas de ubquitina por enzimas

desubiquitinasas (DUBs) y sintesis de novo (Radici, 2013).

Esta proteina es altamente conservada y se conjuga a otras proteinas por medio de un enlace
isopeptidico entre el grupo e-amino de una lisina dentro de una proteina blanco y la glicina
carboxilo terminal de la Ub (Radici, 2013). La Ub por si misma contiene siete residuos de lisina
(Lys-6, -11, -27, -29, -33, -48 y -63). Estas lisinas residen en diferentes sitios de la superficie de la
molécula y se orientan en diferentes direcciones (Figura 6B) (Radici, 2013, Woelk et al., 2007). Los
siete residuos de lisina asi como la metionina 1 (Metl) en el amino terminal (N-terminal) son
solubles y estan expuestos y por tanto, pueden formar un enlace con el C-terminal de otra

ubiquitina (Trempe, 2011).

Las proteinas sustrato pueden ser modificadas por Ub de diferentes maneras. La adicidon de una
sola molécula de Ub a un sdlo residuo de lisina da lugar a la monoubiquitinacién. Una variacion de
monoubiquitinacién ocurre cuando varios residuos de lisina son modificados por una sola
molécula de Ub, lo que da lugar a multiples monoubiquitinaciones (multi mono-ubiquitinacion)
(Figura 9A). Por otra parte, los siete residuos de lisina de la Ub pueden servir como aceptores para
la adicidn de otra molécula de Ub, permitiendo la formacién de diferentes tipos de cadenas de Ub

(poliubiquitinacion) (Woelk et al., 2007).

Ademads, existen proteinas relacionadas en secuencia con la Ub y con una estructura
tridimensional similar. Estas proteinas son denominadas proteinas similares a ubiquitina (UBL)
(van der Veen and Ploegh 2012). La modificacién por proteinas similar a ubiquitina usa una
cascada enzimatica similar a la usada para ubiquitina. Algunas de estas proteinas han sido poco
caracterizadas y entre éstas se encuentran: el precursor neuronal expresado en la célula, regulado
hacia abajo en el desarrollo-8 (Nedd8) 6 Rub1l (relacionada a ubiquitina-1) en S. cerevisiae y que

estd relacionada a la activaciéon de complejos SCF; la proteina modificadora relacionada a
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ubiquitina pequefia (SUMO) que se encuentra relacionada a la localizacién de sustratos, control
del ciclo celular y la interaccion de proteinas, entre otras; la proteina modificadora del
plegamiento de ubiquitina (Ufm1) involucrada en desarrollo; la proteina homdloga a ubiquitina-1
(Hubl) en “splicing” de RNA;la proteina estimulada por interferén de 15 kDa (ISG15), involucrada
en defensa inmune ante infecciones virales, el modificador relacionado a ubiquitina-1 (Urm1),
involucrado en la transferencia de azufre y la proteina de autofagia-8/-12 (Atg-8/-12), relacionada

a la formacion del autofagosoma (van der Veen and Ploegh, 2012, Kerscher et al., 2006).

A Rps27a

Cterm ,

Figura 6. Esquema de Ubiquitina y sus genes en humanos. A) Esquema de los cuatro genes de
ubiquitina en humanos; Rps27a y Uba52 codifican Ub como una proteina de fusién con las
subunidades ribosomales S27a (en rosa) y L40 (en verde), respectivamente, mientras que UbB y
UbC codifican para unidades en tandem de Ub con 3 y 9 repetidos, respectivamente. En azul se
muestran los repetidos en tandem de la ubiquitina. B) La molécula de Ubiquitina presenta siete
lisinas (en amarillo) que pueden ser utilizadas para unir nuevas moléculas de Ub. C) Modelo
tridimensional de la ubiquitina mostrando su estructura globular y los siete residuos de lisina que
pueden ser utilizados para la formacién de cadenas (Figuras modificadas de Woelk T. et al., 2007 y
Oh C. et al., 2013).

6.2 Ubiquitinacién
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La ubiquitinacidon de una proteina depende de la accion de una serie de reacciones enzimaticas
catalizadas por tres enzimas (Weissman, 2001) . Inicialmente, la Ub tiene que ser activada por
enzimas E1 (enzima activadora de la Ub) al formar un enlace tioéster entre un residuo de cisteina
conservado en el sitio activo de la enzima y la glicina en la posicion 76 en el carboxilo terminal de
la moléula de Ub. Esta reaccion depende de Adenosina 5’-trifosfato (ATP) (Figura 7A).
Posteriormente, la Ub es transferida a una enzima conjugadora de la Ub o enzima E2. La
transferencia de la Ub también depende de un enlace tioéster entre la Ub y la enzima E2 (Figura
7B). Finalmente, la enzima E2 transfiere la Ub activada a un residuo de la proteina sustrato
mediante un enlace isopeptidico entre la lisina del sustrato y el extremo carboxilo terminal de la
Ub (Husnjak and Dikic, 2012). La enzima E2 puede transferir la Ub de manera directa o con ayuda
de enzimas ubiquitin ligasas especificas 6 E3 ligasas (Figura 7C). La mayoria de las especies poseen
s6lo una o dos enzimas E1 y multiples enzimas E2 y E3 (Dubiel and Gordon, 1999). En el genoma
humano se han identificado dos E1 activadoras, 37 enzimas conjugadoras E2 y cerca de 600 E3

ligasas (Bulatov and Ciulli, 2015).

La caracteristica mas notable de la via de conjugacion de la Ub es la extraordinaria diversidad de
sustratos. Esta caracteristica, que explica la amplia gama de funciones bioldgicas que tiene la Ub,
es un reflejo directo de un gran nimero de enzimas E3. Se ha observado que varias E3 trabajan
como una sola proteina; sin embargo, en otros casos la funcidon de ubiquitin ligasa se realiza por
complejos multiproteicos. En este sentido, se han descrito tres familias de E3 ligasas hasta el
momento: las de tipo HECT (homdlogo al carboxilo terminal de E6-AP “homologous to E6-AP
carboxyl terminus”), las de tipo RING (Nuevo gen realmente interesante “Really Interesting New
Gene”) y las tipo U-box (homélogo a UFD2) (Pickart and Eddins, 2004). Recientemente se ha
identficado un hibrido de E3 ligasas RING/HECT, denominado como E3 ligasas ring-entre-ring (ring-

between-ring) 6 RBR (Suryadinata et al., 2014).

Las familia de E3 ligasas de tipo U-box representan un grupo relativamente pequefio y se
identificaron por primera vez en levadura. Poseen un dominio de unidn a E2 y estudios sugieren
gue no es una enzima E3 tipica dado que en ciertas situaciones se une a E2 y facilita la conjugacion
de ubiquitina, en otras se autoubiquitina y en otras reconoce como su sustrato a la ubiquitina que
ha sido conjugada por otra E3. Esto ha causado que este tipo de enzimas sean clasificadas como

“E4” (Pickart and Eddins, 2004).
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Las enzimas E3 de tipo HECT primero aceptan a la Ub de la enzima E2 y posteriormente la

transfieren a una lisina sustrato para formar el enlace isopeptidico (Sadowski et al., 2012).

Las ligasas E3 de tipo RING unen a la enzima E2 cargada con la ubiquitina y la proteina sustrato
para mediar la transferencia del C-terminal de la Ub a la lisina sustrato para formar un enlace

isopeptidico, lo que resulta en la ubiquitinacion de la proteina (Sadowski et al., 2012).

Por otra parte, las E3 ligasas de tipo RBR contienen dos dominios RING separados por un dominio
“entre ring” (in-between-ring) o IBR. El RING1 N-terminal adopta la funcién candnica de las E3
ligasas de tipo RING al unir y reconocer a la E2 conjugada a la ubiquitina, mientras que el dominio
RING2 posee una cisteina catalitica que acepta a la ubiquitina de la E2 antes de transferirla al

sustrato de lisina (Suryadinata et al., 2014).

La ubiquitinacidon es un proceso reversible y el enlace isopeptidico puede ser hidrolizado por
proteasas denominadas desubiquitinasas (DUB) de las que se han identificado alrededor de 80 en

el genoma humano (Bulatov and Ciulli, 2015).
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Figura 7. Via de Ubiquitinacién. A) La ubiquitina (Ub) libre es activada de manera dependiente de
ATP con la formacidon de un enlace tiol-éster entre E1 y el carboxilo terminal de la ubiquitina. B) La
ubiquitina es transferida a un numero diferente de enzimas E2s. C) La E2 se asocia con E3 que
pueden tener o no unida la proteina sustrato (S) en ese momento. Para las E3 con dominio HECT,
la ubiquitina es transferida a la cisteina del sitio activo del dominio HECT seguido por la
transferencia al sustrato. Para las E3 de tipo RING, la ubiquitina es transferida directamente de la
E2 al Sustrato (Weissman, 2001).

6.2.1 E3 ligasas de tipo RING

Las E3 ligasas de tipo RING forman una de las familias mas numerosas de E3 ligasas (Wei and Sun,
2010). Las E3 ligasas de tipo RING se pueden dividir en dos grandes grupos dependiendo de los
complejos proteicos que formen: ligasas E3 RING-cullinas (CRL) y los complejos promotores de la
anafase/ciclosoma (APC/C). Las CRLs son complejos proteicos modulares que comprenden una
proteina adaptadora del sustrato, una proteina cullina que actia como una proteina de andamiaje
y una proteina de tipo RING (Marin, 2009, Harper and Tan, 2012). Estos complejos fueron
descritos hace casi dos decadas y son una superfamilia que es responsable de casi el 20% de la

degradacion de proteinas dependiente de ubiquitina en las células (Wei and Sun, 2010).

El dominio RING consiste de un motivo corto rico en residuos de cisteina e histidina (Cys-X2 -Cys-
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X(9-39) -Cys-X(1-3) -His- X(2-3) -Cys-X2 -Cys-X(4-48) -Cys-X2 —-Cys; donde X es cualquier
aminoacido). Estos residuos conservados de cisteinas e histidinas ayudan a mantener la estructura
general al estabilizar a la molécula a través de la union de dos atomos de zinc (Figura 8A-B).

(Deshaies and Joazeiro, 2009).

Las cullinas fueron nombradas por su papel en “seleccionar, clasificar” proteinas celulares para la
degradacion por proteasoma mediada por ubiquitina (Sarikas et al., 2011). La familia de genes de
cullina se encuentra conservada a lo largo de la evolucidon. En mamiferos existen siete proteinas
cullinas estrechamente relacionadas Cull-Cul3, Culd4A, Cul4B, Cul 5 y Cul7 (Homo sapiens, Mus
musculus y Rattus norvegicus); seis en C. elegans (Cull a Cul6) y cinco en Drosophila (CUL1 a
CULS5). Arabidopsis tiene cinco cullinas (CUL1, CUL2, CUL3A, CUL4 y CUL5) y los genomas de
levaduras codifican para tres proteinas cullinas (cull, cul3, cul8 en Saccharomyces cerevisiae; cull,

cul3y culd en Schizosaccharomyces pombe) (Sarikas et al., 2011).

Las cullinas no tienen una actividad catalitica intrinseca, pero en su lugar sirven como andamios
que facilitan el ensamblaje de complejos E3 multiméricos y transfieren la ubiquitina de la enzima
conjugadora E2 al sustrato(Lee and Zhou, 2010). Las propiedades de las cullinas se han revelado en
el contexto de las CRL gracias a estudios estructurales de alta resolucidon y experimentos de
reconstitucion bioquimica. Cull a Cul5 tienen un dominio amino terminal (NTD) similar a un tallo
largo que consiste de tres repetidos de cullina (CR1 a CR3) y un dominio carboxilo terminal (CTD)
globular, que alberga un dominio de homologia de cullinas, una secuencia de aproximadamente

200 aminoacidos (Sarikas et al., 2011).

El CTD de la cullina se une a la E3 ligasa de tipo RING (conocidas como Regulador de cullinas 1
(ROC1) o ROC2 6 proteinas con caja RING (Rbx)1 y Rbx2, respectivamente), que recluta a las
enzimas E2 cargadas con ubiquitina para catalisis (Figura 8C-D). La asociacién de la Cul1-ROC1 se
establece por interacciones multiples, involucrando principalmente los dominios de la cullina y la
hebra S1 amino terminal de ROC1, que permite la formacion de un nucleo hidrofébico
intermolecular que deja a la CUL-ROC1 fisicamente inseparables. Esta interaccion crea un nucleo
catalitico y es la caracteristica estructural mas caracteristica que define a las CRLs (Sarikas et al.,

2011).
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Para reconocer a las proteinas blanco, cada complejo Cullina-RING puede ensamblarse con su
familia de proteinas receptoras de sustrato (SR), que generan un puente individual a la cullina por
medio de una proteina adaptadora (Figura 8C). Estas proteinas SR incluyen varios dominios de
interaccion proteina-proteina para unir secuencias especificas de sustratos conocidos como
“degrones”(Zimmerman et al., 2010). Ademads de las identificacion de la secuencia, estas SR
reconocen modificaciones postraduccionales en los sustratos, incluyendo fosforilacion e
hidroxilacion. Cada receptor puede unir diferentes sustratos, expandiendo asi el rango funcional
de la actividad del complejo CRL (Bulatov and Ciulli, 2015). Los mddulos de las SR para CUL1,
CUL2/5, CUL3 y CUL7 estan relacionados estructuralmente, mientras que para la CUL4A/B son

divergentes y contienen motivos distintos a otras CRLs.

En varios casos, el funcionamiento normal de las CRLs bajo condiciones fisioldgicas depende de
poteinas regulatorias. Entre ellas se encuentra la modificacion postraduccional de la proteina
similar a ubiquitina, el precursor celular neuronal expresado en el desarrollo con regulacién a la
baja-8 (Nedd8) que tiene un 59% de identidad con la ubiquitina (Enchev et al., 2015). Esta proteina
se une de manera covalente a un residuo de lisina conservado en el motivo winged-helix del
extremo carboxilo terminal (Lys 720 en la CUL1). De manera similar a la Ubiquitina, la via de
modificacion por Nedd8 requiere su conjunto de enzimas E1 y E2. Esta modificacion
postraduccional se ha demostrado que regula la actividad de las CRLs al potenciar la ubiquitinacion
de sustratos y se ha demostrado para casi todos los miembros de la familia de Cullina, excepto

para Cullina 7 (Bulatov and Ciulli, 2015).
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Figura 8. Dominio RING y estructura general del complejo Cullina-Ring Ligasa (CRL) en
eucariontes superiores. A) Organizacion de la secuencia primaria del dominio RING. La primera
cisteina que coordina el zinc esta etiquetada como C1 y asi sucesivamente. H1 se refiere al ligando
de Histidina. X,, se refiere al nimero de aminodacidos en las regiones espaciadoras entre los
ligandos del zinc. B) Esquema de la estructura tridimiensional del dominio RING. Los atomos de
zinc se encuentran en los sitios | y Il. C) Los complejos CRL se componen de una proteina de
andamiaje denominada Cullina, una E3 ligasa de tipo Ring en el extremo C-terminal y una proteina
adaptadora que se unira con la proteina de reconocimiento a sustrato. D) Estructura cristalizada
del complejo SCF con la proteina de caja F, Skp2 como la receptora del sustrato (cddigo de PDB
1LDK). (Bulatov and Ciulli, 2015, Deshaies and Joazeiro, 2009)

6.3 Codigo de Ubiquitina

En las ultimas decadas, se ha evidenciado un alto grado de complejidad en el rango de senales de
Ub que gobiernan distintos procesos celulares. La variedad de eventos que puede desencadenar
la unién de Ub depende del tipo de unidn entre las ubiquitinas, la longitud y el sitio de anclaje de
la cadena de poliubiquitina, asi como el contexto celular (estrés, division celular) (Woelk et al.,
2007). La especificidad se genera principalmente por enzimas que reconocen a las proteinas

sustratos y median la ubiquitinaciéon, pero es evidente que el destino de las proteinas
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ubiquitinadas es determinado por la cantidad de ubiquitinas asociadas a la proteina y de la cadena

de ubiquitina que se pueda formar (Kravtsova-lvantsiv and Ciechanover, 2012)

La monoubiquitinacion es la adicion de una molécula de Ub a un Unico residuo de lisina (Figura
9A). Esta modificacion es reversible, es una sefial no proteolitica involucrada en endocitosis,
organizacion endosomal, regulacion de histonas como H2B con efecto en la actividad
transcripcional, reparacién de DNA, gemacion viral y exporte nuclear. Una variacion de este tipo
de ubiquitinacién ocurre cuando varios residuos de lisina de un sustrato son modificados por una
s6la molécula de Ub, dando lugar a ubiquitinaciéon multiple que juega un papel en internalizacion

de receptor y endocitosis (Woelk et al., 2007).

La poliubiquitinacién es la adicion de cadenas de ubiquitina que se forman por medio de enlaces
entre los siete residuos de lisina presentes en la Ub y el amino terminal de la siguiente Ub (Figura
9C). Una cadena de poliubiquitina puede formarse por un sélo grupo (homotipica) o multiples
grupos (heterotipica) de lisinas en la ubiquitina (Figura 9B). Las cadenas de poliubiquitina
heterotipica pueden ser clasificadas en cadenas lineares y cadenas ramificadas (Trempe, 2011).
Los ejemplos mejor estudiados son cadenas de cuatro o mdas moléculas de Ub unidas entre si a
través de la Lys48. Esta forma de cadena marca a las proteinas para degradacién por medio del
proteasoma 26S (Kravtsova-lvantsiv and Ciechanover, 2012). De manera interesante, los estudios
de cristalografia han revelado que las cadenas de Lys48 adoptan una conformacién cerrada. Este
atributo estructural parece ser requerido para el reconocimiento por las subunidades del

proteasoma (Woelk et al., 2007, Trempe, 2011).

Por otra parte, en los Ultimos afios se ha observado que las cadenas unidas en Lys11 juegan un
papel clave en el control del ciclo celular y la via de degradacion por medio del sistema de
degradacion via reticulo endoplasmico (ERAD)/ proteasoma (Kulathu and Komander, 2012). En
levaduras, es el segundo tipo mas abundante de cadenas de Ub (28%) después de las cadenas de

Lys48 (Trempe, 2011).

Las cadenas de Ub formadas a través de Lys63, al igual que en la monoubiquitinacidn, generan una

sefial no proteolitica involucrada en la reparacion de DNA, regulacién transcripcional, endocitosis y

activacion de cinasas. En este caso, la conformacién de la cadena adopta una formacion lineal
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extendida. Este tipo de estructura sugiere que las cadenas de Lys63 pueden ser reconocidas como

una seinal topoldgicamente similar a monoubiquitina (Woelk et al., 2007).

En el caso de las cadenas unidas por Lys6, -27, -29 y -33, se tiene aln menos informacidn sobre la
funcion precisa y sobre su topologia (Woelk et al., 2007). Un método libre de enzimas in vitro
demostré que, en el caso de Lys6, podria estar implicada en la sefalizacion de proteinas
relacionadas con la reparacion de DNA. En el caso de las cadenas de Lys27, varios hallazgos
sugieren un papel en la biologia mitocondrial. El dafio a la mitocondria lleva a la despolarizacion
mitocondrial, lo que resulta en la translocacion y activacién de la RBR E3 ligasa parkina, que
ensambla cadenas de Lys27 a varias proteinas mitocondriales lo que genera la depuracion de la

mitocondria dafiada por mitofagia (Kulathu and Komander, 2012).

Ademas, durante la poliubiquitinacién se pueden generar cadenas ramificadas de Ub. De hecho, se
requiere autoubiquitinacion de la ligasa RING E3 la cual genera cadenas ramificadas de Ub via
lisinas -6, -27 y -48 para ser activa y asi monoubiquitinar a la histona H2A (Suryadinata et al.,
2014). Estudios recientes han mostrado que el complejo promotor de la anafase (APC) también
puede generar cadenas ramificadas de Ub en las proteina sustrato, lo que promueve su
reconocimiento y degradacion por proteasoma en comparacion a cadenas homogéneas enlazadas

a través de Lys11 (Suryadinata et al., 2014).
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Figura 9. Formas de Ubiquitinacién. A) Las proteinas pueden ser modificadas con ubiquitina de
tres maneras diferentes: por monoubiquitinacidon, multi-monoubiquitinacion y poliubiquitinacion.
B) Las cadenas pueden formarse con ubiquitina con un solo tipo de enlace (cadenas homotipicas)
o con enlaces mixtos (cadenas heterotipicas) las que pueden estar ramificadas o bifurcadas. C) En
el caso de las cadenas homotipicas, cada tipo de enlace (K-6, -11, -27, -29, -33, -48, -63) puede
llevar a distintas conformaciones de cadenas (Komander, 2009).

6.4 Proteasoma

La degradacion de proteinas (protedlisis) es mediada por proteasas, que van desde proteinas
monomeéricas relativamente pequefias a grandes complejos multiméricos denominados 26S
proteasoma. El proteasoma es un complejo de enzimas multicatalico dependiente de ATP que se
encuentra en el nucleo y en el citoplasma de todas las células eucariontes y Archeobacterias y en
algunas Eubacterias (Konstantinova et al., 2008). Los proteasomas son responsables de la
degradacion dependiente de ubiquitina de la mayor parte de las proteinas celulares y juegan un
papel crucial en los procesos celulares, como lo es la regulacién de la progresion del ciclo celular,
expresién génica, transcripcion y control de calidad de proteinas recien sintetizadas (Gu and
Enenkel 2014). El proteasoma consiste de una particula central proteolitica (CP o 20S proteasoma)
y una particula regulatoria (RP, 19 S proteasoma o Activador del Proteasoma PA700). En conjunto,

estas dos subunidades tienen un peso molecular de aproximadamente 2.5 MDa. La configuracion
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RP-CP del proteasoma se denomina como 26S proteasoma, mientras que una configuracion RP-CP-

RP se menciona como 30S proteasoma (Liu and Jacobson, 2013, Gu and Enenkel, 2014).

El complejo PA700/19S posee la habilidad de reconocer el sustrato ubiquitinado, desubiquitinar y
desplegar las proteinas ubiquitinadas, abrir el canal central del proteasoma vy translocar el
polipéptido en su forma primaria hacia los sitios cataliticos en el proteasoma 20S para su
degradacion (Liu and Jacobson 2013). El peso molecular de este complejo es de aproximadamente
900 kDa. Este estd compuesto de al menos 19 subunidades proteicas y se subdivie en dos
complejos distintos, denominados cubierta y base (Figura 10). La base del subcomplejo contiene
seis ATPasas tipo AAA denominadas Particula Regulatoria Triple A-proteina 1 (Rptl)-Rpt6 y tres
subunidades no ATPasa designadas Particula Regulatoria No ATPasa 1 (Rpnl), Rpn2 y Rpni3
(Konstantinova et al., 2008, Murata et al., 2009). Las subunidades de ATPasa se requieren para
desplegar el sustrato y para la apertura del canal de anillos a, para insertar los sustratos en el
proteasoma 20S. RPN1, RPN13, RPT5 y RPN10 capturan a las proteinas ubiquitinadas de manera
directa o através de proteinas que contienen dominios similares a ubiquitina (UBL) y dominios
asociados a ubiquitina (UBA), tal como las proteinas Sensible a Radiacion 23 (RAD23), Supresor
Dominante de Karl 2 (DSK2) y la proteina Inducible a Dafio al DNA 1 (DDI1). RPN10 se asume que
se sienta en la interfaz de la tapa y base. El complejo de la cubierta esta formado por al menos
nueve subunidades no ATPasa (Rpn3, Rpn5-9, Rpnll, Rpnl2 y Rpnl5). Una de las actividades
bioquimicas definidas de la cubierta es la desubiquitinacion de los sustratos capturados para
facilitar su degradacién, un proceso en la que la metaloisopeptidasa Rpnll tiene un papel
esencial. El complejo 19S en conjunto se adhiere a uno o ambos extremos del proteasoma 20S,

formando de esta manera el proteasoma 26S (Murata et al., 2009).

El proteasoma 20S posee forma de cilindro largo con un peso molecular aproximado de 700 kDa.
Este complejo estd formado por 28 subunidades, que se arreglan en cuatro anillos heptaméricos
en una configuracién o.f3.p.a(Figura 10) (Konstantinova et al., 2008). Los dos anillos externos estan
compuestos de subunidades o mientras que los anillos internos corresponden a
subunidades . Tres subunidades 3 diferentes por cada anillo poseen una treonina (Thr) amino
terminal libre, lo que forma el sitio activo proteolitico y por tanto son responsables de la actividad
proteolitica del proteasoma con especificidades diferentes (Konstantinova et al., 2008). Dos,

denominadas “similares a quimiotripsina” cortan de manera preferencial después de residuos
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hidrofébicos y tienen sus residuos cataliticos en las subunidades 5. Dos sitios, localizados en las
subunidades 2 son “similares a tripsina” y cortan después de aminoacidos basicos. Los dos sitios
restantes, se localizan en las subunidades 1, que cortan los enlaces peptidicos preferencialmente
después de residuos acidos. Estos sitios son denominados de manera tradicional “peptidil glutamil
hidrolasa”; sin embargo, se encontré que estas enzimas cortan después de residuos de acido
aspartico mas rapido que después de glutamatos, y por tanto se sugirid que estos sitios se

denominaran “post-acidico” ¢ “similar a caspasa” (Kisselev and Goldberg, 2001).

En células de mamifero, los proteasomas estan localizados principalmente en el citosol pero
también presentan una asociacién significativa con elementos del citoesqueleto, reticulo

endoplasmico (RE), nucleo y membrana plasmatica. Sin embargo, la localizacion de los

proteasomas en diferentes momentos depende del estado fisioldgico de la célula (Nandi et al.,

=

2006).
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Figura 10. Estructura del proteasoma 26S. La subunidad 19S del proteasoma se subdivide en dos
subcomplejos: la cubierta y la base. La cubierta (negro) estd compuesta por 9 subunidades no
ATPasa (Rpn) y la base (rosa y amarillo) estda compuesta por seis ATPasas tipo AAA y cuatro no
ATPasas. En conjunto, la subunidad 19S se encarga del reconocimiento, desubiquitinacion,
desplegamiento y translocacion de la proteina ubiquitinada. La subunidad 20S esta constituida por
4 cadenas de anillos. Las dos cadenas de anillos en la parte media (verde) corresponden a las siete
subunidades 3, que constituyen la porcidn catalitica del proteasoma; las dos cadenas de anillos
externas (azul) corresponden a las siete subunidades o (Konstantinova |, et al., 2008 y Aminake
M., etal., 2012) .
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6.4.1 Inhibidores de Proteasoma

La mayoria de los inhibidores de la via de degradacion de proteinas ubiquitinadas por proteasoma
estan dirigidos especificos e inhiben el proteasoma 20S. Estos compuestos inhiben de manera
reversible o irreversible debido a la formacién de aductos covalentes entre el inhibidor y el sitio
catalitico de la enzima (Nandi et al., 2006). En general, estos inhibidores se clasifican en dos
grupos: analogos sintéticos y productos naturales. Los inhibidores sintéticos son compuestos
basados en péptidos con diversos farmacéforos. Estos incluyen benzamidas, a -cetoamidas,
aldehidos peptidicos, a-cetoaldehidos peptidicos, vinil sulfonas peptidicas y acidos bordnicos
peptidicos. Por otra parte, los inhibidores de productos naturales muestran una variedad de
estructuras y farmacoéforos. Ejemplos de estos son la lactacistina, epoxicetonas, la toxina

epipolitiodioxopiperacina, entre otros (Myung et al., 2001).

Los primeros inhibidores de proteasoma descubiertos fueron los aldehidos peptidicos (por
ejemplo la N-acetil-Leu-Leu-Norleucinal 6 inhibidor Calpaina I). Estos compuestos inhiben el sitio
similar a quimiotripsina y son de unién lenta; inhiben de manera reversible a los proteasomas al
modificar el grupo hidroxilo catalitico de la treonina, al formar un enlace hemiacetal. Estos pueden
disociarse rapidamente de los proteasomas y se oxidan rapidamente en acidos inactivos. En este
grupo de inhibidores se han sintetizados nuevos compuestos que son mds potentes y selectivos
hacia el proteasoma, tales como MG132 (Z-Leu-Leu-Leu-al 6 Cbz-LL), PSI (Z-lle-Glu(Ot- Bu)-Ala-Leu-
al), CEP1612 (Kisselev and Goldberg, 2001). Los boronatos peptidicos son inhibidores del
proteasoma mucho mas potentes en comparacién con los aldehidos y se disocian de manera mas
lenta. Los boronatos también comparten el modo de inhibicidon con los aldehidos peptidicos, al
formar un aducto tetrahedral con el sitio activo en el N-terminal de la treonina. Las vinil sulfonas
son inhibidores irreversibles que modifican de manera covalente la Thrl presente en todas las

subunidades 3 del proteasoma activas (Nandi et al., 2006).

6.4.1.1 Lactacistina

La lactacistina es un metabolito de Streptomyces lactacystinaeus y es un inhibidor irreversible del
proteasoma. Es uno de los compuestos que inhibe de manera especifica al proteasoma y no inhibe
la degradacion de proteinas por lisosomas. Se ha encontrado que la lactacistina inhibe Ia
progresion del ciclo celular en las fases Go/G:1 y G,/M del ciclo celular (Fenteany and Schreiber,

1998).
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Este compuesto modifica de manera selectiva e irreversible al proteasoma al unirse de manera
covalente al N-terminal de la Thrl de la subunidad 5 del proteasoma por medio de un enlace
éster. Otros sitios proteoliticos del proteasoma también se modifican e inhiben, de manera

reversible, pero a tasas mas bajas (Fenteany et al., 1995, Nandi et al., 2006).

La lactacistina tiene que llevar a cabo una transicién a clasto-lactacistina—p-lactona en un pH
neutro. Este compuesto es el que reacciona con las treoninas del sitio activo del proteasoma,
reaccionando con el grupo hidroxilo de la treonina amino terminal para formar un aducto éster
(Figura 11). (Dick et al., 1997, Myung et al., 2001). Las membranas de las células de mamifero y
levaduras no son permeables a la lactacistina pero si a la B-lactona, la cual se forma de manera

espontanea en el medio de cultivo.
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Figura 11. Mecanismo de inhibicion del proteasoma por lactacistina y P-lactona. La N-
acetilcisteina (N-Ac-Cys) reacciona con la clato-lactacistina B-lactona para formar un tioéster
andlogo a la lactacistina. La evidencia experimental sugiere que la B-lactona puede cruzar la
membrana celular y que interactda con la subunidad 3 del proteasoma. El 4cido dihidréxido, es el
producto de hidrdlisis del tioéster de la lactacistina (Kisselev and Goldberg, 2001) .
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6.5 Ciclo celular

El ciclo celular es un proceso complejo durante el cual ocurre crecimiento y proliferacion de
células, desarrollo del organismo, regulacion de la reparacién del dano al DNA, hiperplasia de
tejidos como respuesta a una lesion y enfermedades como cancer. El ciclo celular involucra
muchas proteinas regulatorias que dirigen el ciclo a través de una secuencia especifica de eventos
gue culminan en mitosis y en términos generales en la produccién de dos células hijas (Schafer,
1998, Hochegger et al., 2008). Para llevar a cabo esa regulacion, las cinasas dependientes de
ciclinas (CDKs) y las ciclinas son las proteinas centrales que regulan la progresién de la célula a

través de las fases del ciclo celular denominadas fases G;, S, G, y M.

El ciclo celular se divide con base a criterios morfoldgicos en interfase y fase mitética (fase M) que
incluye profase, metafase, anafase y telofase. Durante la interfase se llevan a cabo las fases G;, Sy
G, En la primera fase G4, la célula se prepara para la sintesis de DNA, durante la fase S las células
sintetizan DNA y por tanto, tienen un contenido aneuploide de DNA entre 2N y 4N. La fase G, es
un intervalo donde la célula se prepara para la mitosis o fase M. En algunos casos, se ha
denominado una fase Gg la cual se relaciona con el hecho de que la célula no esta en un ciclo
activo de division, pero posee potencial para llevarlo a cabo (Figura 12) (Schafer, 1998, Hochegger
et al., 2008). Existen variaciones de este esquema, algunas asociadas con la longitud de las fases
debido a la presencia o ausencia de fases G (G; y G;) separando las fases principales Sy M y un
estado quiascente (Gy) donde el ciclo celular se detiene. A pesar de las diferencias en este proceso,
la estructura y el papel de las moléculas regulatorias, principalmente las cinasas dependientes de

ciclinas, parecen estar conservados en todos los eucariontes (Naughton and Bell, 2007).

El conjunto de procesos que ocurren durante el ciclo celular llevan un orden y supervisidon
estrictos. Senales provenientes del medio y algunos controladores dentro de la célula, se encargan
de dirigir el progreso de ésta a través de las distintas fases del ciclo celular. Las vias de senalizacion
mitogénicas y la regulacion del ciclo celular estan unidas de forma estrecha debido a que la
estimulacién de receptores para factores de crecimiento inicia cascadas de sefalizacion que llevan
a la activacion de la maquinaria del ciclo celular, resultando en la proliferacion celular (Besson y
Yong 2001). Las células en Gy (quiascentes) o en G, pueden estimularse por mitégenos (factores de

crecimiento) para progresar de G; a la fase S. Esta transicién es dependiente de mitégeno hasta
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que las células alcanzan el “punto de restricciéon”. Después de este punto, las células se
comprometen de forma irreversible a la sintesis de DNA a pesar de la ausencia de la sefal
mitogénica. Debido a su naturaleza irreversible, el punto de restriccion es altamente regulado.
Pasar a través de este punto de revision se determina por factores de regulacion del ciclo celular
positivos y negativos (Bretones et al., 2015). Estos puntos de revisién aseguran el tiempo
apropiado para que ocurran eventos especificos en el ciclo celular y que se lleve a cabo la sintesis

del DNA (Besson and Yong, 2001, Stewart et al., 2001).

Inhibidores de CDK: INK
(p15. pl6, pi8, p19)

Ciclina B
CDK1 Ciclina D

M CDK4, CDK6

Inhibidores de CDK CIP/
KIP (p2), p27. p57

G2 Ciclina A
| CDK1

Ciclina | l

CDK2

Figura 12. Modelo clasico del ciclo celular mitético en mamiferos. En el esquema se muestran las
cuatro fases del ciclo celular. La interfase que comprende las fases G1 (en rojo), S (en verde) y G2
(en azul) y la fase Mitdtica o M (en amarillo). A los lados se muestran las proteinas reguladoras
para cada una de las fases. Con las flechas flechas planas se muestran algunas proteinas que
inhiben la progresion del ciclo a través de la unién con una cinasa dependiente de ciclina (CDK)
(Tomado de Dehay y Kennedy, 2007).

La mayoria de los mitégenos controlan la tasa de division celular uniéndose a receptores de
membrana con actividad de tirosina-cinasas. No obstante, mdultiples receptores incluyendo
receptores de tipo integrinas, de tipo serpentina, receptores de citocinas y proteinas G-
heterodiméricas son capaces de ser activados por mitégenos y de activar, al igual que los
receptores de tirocina cinasas, a la proteina G pequefia Ras (Molina and Adjei, 2006). En la via de
Ras, la union del ligando con el receptor induce la oligomerizacion del receptor, un proceso que

resulta en la yuxtaposicion de los dominios citoplasmaticos y catalitico en un una forma que se
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permite la activacion de cinasas y transfosforilacion. De esta manera, proteinas como: la proteina
de unidn al receptor de factor de crecimiento 2 (Grb2) son capaces de reconocer los dominios de
homologia 2 (SH2) como Shc, que a su vez reclutan factores intercambiadores de guanina (GEFs)
como SOS-1 a la membrana celular (McCubrey et al., 2007). Los GEFs son capaces de interactuar
con Ras en la membrana celular para promover un cambio conformacional y el cambio de GDP por
GTP. Después de la activacidon de Ras, Raf (que es un miembro de cinasas de serina/treonina) se
recluta a la membrana celular uniéndose con esta. La activacion de Raf desencadena una cascada
de fosforilaciones a través de las proteinas MAPK (cinasas activadas por mitdgenos) ((Molina and
Adjei, 2006, McCubrey et al., 2007). A su vez estas proteinas MAPK transmiten el estimulo a
diversas moléculas efectoras (cinasas de proteinas o factores de trascripcién). Esta cascada de
fosforilaciones ocasiona la trascripciéon de genes tempranos (entre los que destacan los que
codifican a las ciclinas de G,), algunos de estos genes a su vez activan la trascripcion de otros genes
denominados genes tardios. De esta manera la via de sefializacion Ras-MAPK transmite sefiales

extracelulares al nucleo activando la maquinaria del ciclo celular (Molina and Adjei, 2006).

En el entorno intracelular, el ciclo celular se regula principalmente por complejos de cinasas
dependientes de ciclina (CDK) y ciclinas (Sherr and Roberts, 2004). Las CDKs son proteinas cinasa
de serina/treonina que se activan en puntos especificos en el ciclo celular. Las CDKs son criticas
para la progresion del ciclo celular y su regulacién se determina por un estado de fosforilacion en
residuos de treonina y tirosina. La actividad de las CDKs requiere de la unién de cofactores
especificos, las ciclinas e inhibidores de CDKs (CKls). Las ciclinas juegan un papel dual como
activadores y como identificadores de sustratos especificos, mientras que los CKIs se unen e

inhiben a las CDKs (Bendris et al., 2015).

Las ciclinas son sintetizadas y destruidas en momentos especificos durante el ciclo celular, por
tanto regulan la actividad de las CDKs en una manera temporal (Figura 13 c-b). Ademas, las
ciclinas tienen la propiedad de ayudar a la internalizacion de CDKs al nucleo, gracias a que
contienen sefiales de localizacion nuclear que no se encuentran presentes en las CDKs. Algunas
CDKs se unen a mas de una ciclina (Figura 13c) (Malumbres and Barbacid, 2009). En conjunto, el
complejo CDK-ciclina fosforila para regular procesos importantes en la célula como la replicacion
del DNA o la condensacién de los cromosomas de forma directa o indirecta, a través de varias

cinasas efectoras. Parte de la expresion ciclica se debe a una degradacién regulada. Las ciclinas
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contienen secuencias PEST, motivos ricos en prolina (P), glutamato (E), serina (S) y treonina (T), los
cuales son blancos para degradacién por ubiquitinacion en momentos especificos. En general,
antes de que una célula pueda entrar a la siguiente fase del ciclo, la ciclina apropiada de la fase
previa se degrada y la ciclina de la siguiente fase se sintetiza (Figura 13 c y d) (Besson and Yong,

2001).

a Metaphase— c
G2-M anaphase

l Mitosis /

G2 phase ' ‘“\Cyrokinesis :
Cyclin E- | Cyclin A-

/cok2 |~ CDK/CDK2

\
\

Gl phase S phase G2 phase M phase

Gl phase
! h
GI1-S M-phase
b d threshold
. CDK %

:CDKl | CydinB activity

R :Cyclin Ai S-phase

CDK2 , : threshold

) - == | Cyclin E o

CDK4, CDK6 | == A
== Cyclin D Gl phase Sphase  G2phase M phase

Figura 13. Cinasas Dependientes de Ciclina (CDK) y su papel en la progresion a través del ciclo
celular y su papel en la progresion del ciclo celular. (a)Durante las diferentes fases del ciclo
celular, los niveles de ciclinas se elevan y se asocian con sus CDKs (b) Cada CDK1 y CDK2 pueden
unirse a diferentes ciclinas mientras que la CDK4 y CDK6 sélo se unen a Ciclinas de tipo D. En rojo
se muestra la Ciclina preferencial por cada CDK (c) De acuerdo al ciclo clasico del control del ciclo
celular, se muestran las ciclinas y CDKs que regulan cada una de sus fases. (d) La actividad de las
CDKs promueve el paso de las células a las siguientes fases del ciclo (Esquema tomado de
Hoechegger, et al., 2008).

Aunque, en esencia, el ciclo celular entre levaduras y mamiferos es similar, los mamiferos varian
las CDKs vy ciclinas durante cada fase del ciclo celular para asegurar la progresién secuencial a lo
largo del ciclo de una manera ordenada (Lim and Kaldis, 2013). Las células de humano contienen
multiples loci que codifican para 13 CDKs y 25 ciclinas. Sin embargo, solo un cierto subconjunto de

CDK-ciclinas esta involucrado de manera directa con el ciclo celular. Estas incluyen tres CDKs de

interfase (CDK2, CDK4 y CDK6) una CDK mitdtica (CDK1, también conocida como proteina de
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control en la divisién 2 o CDC2) y diez ciclinas que pertenecen a cuatro clases diferentes (ciclinas A,

B, Dy E) (Malumbres and Barbacid, 2009).

6.5.1 Fase G;
Durante la fase G, en mamiferos, se expresan las ciclinas tipo D (ciclinas D1, D2 y D3) y sus parejas

cataliticas CDK4 y CDK®6. La transduccidn de sefiales inducida por mitégeno promueve la activacion
de complejos CDK-ciclina D en varios niveles, incluyendo la transcripcién de genes, traduccion de
ciclina D, ensamblaje de ciclinas D con sus parejas CDK y que éstas se importen al nucleo para
fosforilar sus sustratos. La presencia de estas ciclinas después de un estimulo mitogénico
generalmente ocurre de manera altamente regulada para que se de el inicio del ciclo celular. La
falla en la expresién de estas ciclinas resulta en el paro del ciclo celular en puntos especificos

(Sherr and Roberts, 2004).

Los reguladores negativos del ciclo celular difieren entre las fases. Un nivel de regulacién de los
complejos CDK-ciclina se da por la unidn de inhibidores de CDK (CDKIs). La familia de genes INK4,
que codifica a p16™*, p15'NK4b, p18™NKicy p19'NKd, se unen a CDK4 y CDK6 e inhiben la actividad de

cinasa al interferir con su asociacién con ciclinas tipo D (Santamarina et al., 2008, Besson et al.,

CIP/Warf1/Sdi1 Kipl Kip2
/ar/|,p27|p ip

2008). Por otra parte, los miembros de la familia Cip/Kip p21 comparten

y p57
un dominio N-terminal conservado que media la unién con ciclinas y CDKs pero divergen en la
parte restante de su secuencia, lo que sugiere que estas proteinas pueden tener funciones y
regulacién distintas. En especifico, p21 es un blanco transcripcional de p53 y media el paro del
ciclo celular en G1 o G2 inducido por dafio al DNA. Ademas, la expresion de p21y p27 se eleva
generalmente en células privadas de mitégeno y otros estados quiescentes y se regula
negativamente de forma rapida cuando la célula entra al ciclo celular. Por otra parte, p57 es muy

importante en la regulacion del ciclo celular durante el desarrollo del embrion (Besson et al.,

2008).

Una vez que se activa el ciclo por sefiales mitogénicas, las ciclinas D en asociacidon con sus
subunidades cataliticas CDK4 y CDK6 promueven la division celular al inactivar dos clases de
inhibidores del ciclo celular: reguladores negativos de la expresién de genes de la fase S y una
clase de proteinas inhibidoras de Cdk. El complejo CDK-ciclina D fosforilan a los miembros de la

familia Rb o de Retinoblastoma (Rb, p107 y p130). La pRb hipofosforilada se une al factor de
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transcripcion E2F, haciéndolo incapaz de transcribir. Los miembros de esta la familia E2F se unen
formando heterodimeros con las proteinas de la familia DP, DP-1, -2 o -3 (Sherr and Roberts,

2004).

Una vez que CDK 4/6-ciclina D fosforilan a Rb, éste libera a E2F-DP, dejandolo libre para que se
transcriban una serie de genes cuyos productos se requieren para el metabolismo y replicacion del
DNA vy la transcripcion de los genes de las ciclinas tipo E (E1 y E2). Se ha demostrado que el
complejo CDK4-ciclina D también fosforila a Smad3 (proteinas que pertenecen a la familia TGF),
regulando de forma negativa las funciones de complejos transcripcionales que median la

inhibicién del crecimiento celular por proteinas de la familia TGF—f3 (Sherr and Roberts, 2004).

La actividad de ciclina E-CDK2 es periddica y maxima en la transicion de G; a S. No obstante, las
ciclinas E parecen exhibir algunos de los atributos clasicos de las ciclinas G;: especificamente, su
expresion y actividad es al menos en parte dependiente de mitdgeno y sus blancos incluyen una
serie de inhibidores de G; que también son blancos de las ciclinas D—-Rb y p27kipl. La CDK2-ciclina

Kipl

E fosforilan a p27 en un residuo de treonina (Thr 187) proporcionando un motivo de

reconocimiento para la ligasa de ubiquitina E3 (SCFSkpz

) para su ubiquitinacién y su posterior
degradacion en el proteasoma. Ademas, este complejo fosforila un segundo conjunto de sustratos
gue se encuentran directamente involucrados con la replicacién celular; estos eventos afectan la
expresion de genes de histonas, duplicaciéon del centrosoma, licenciamiento del origen de
replicacidén, entre otras (Sherr and Roberts, 2004). La CDK2 puede fosforilar a otros factores

transcripcionales como FoxO1, inhibiendo su actividad transcripcional por exportacién nuclear, de

esta forma permitiendo la sobrevivencia y proliferacion celular (Hedrick, 2009).

La transcripcion de genes de las ciclinas E y A2 son dependientes de E2F y su sintesis aumenta
después de la fosforilacion de Rb por el complejo CDK-ciclina D. Ademas, la actividad de ciclina E-

Kipl ; ,
% en las células en la fase S a través de

Cdk2 y ciclina A-Cdk2 mantienen un nivel bajo de p27
protedlisis dirigida por fosforilacion (Sherr and Roberts, 2004). Una vez que el programa de
transcripcion de E2F se inicia y se alcanza una actividad significativa de CDK2 dependiente de
ciclina E y A2, las células ya no dependen de CDK4/6-ciclina D ni de las sefiales mitogénicas para
mantener la fosforilacién de Rb. Por lo tanto, la activacion de CDK2 puede determinar el

Kipl

mecanismo por el cual la inactivacién de los dos inhibidores del ciclo celular, Rb y p27"*, cambia a
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las células de forma irreversible de un estado dependiente de mitégeno a uno independiente de

éste (punto de restriccion) (Sherr and Roberts, 2004).

6.5.2 Fase S

La degradacion de la ciclina E determina la disminucién abrupta de la actividad de ciclina E-CDK2
en la fase S temprana. La fosforilacion de GSK-3 y CDK2, es necesaria para fosforilar a la ciclina E

para su ubiquitinacién por la ligasa E3 (SCFFbW7

) para su destruccién en el proteasoma. La
participacidon de GSK-3f3, una enzima que se inhibe por la via de sefalizacion del fosfatidilinositol
3-cinasa (PI3K)/AKT, en determinar la estabilidad de la ciclina E, implica que ésta se puede
influenciar directamente por al menos una cascada de sefializacién de cinasa dependiente de
mitdégeno. Ademas, la cinasa AKT controla la localizacion subcelular de las proteinas Cip/Kip al

fosforilar y afectar la importaciéon nuclear, proporcionando otra forma de regulacion de CDK2-

ciclina E en respuesta a estimulos externos (Sherr and Roberts, 2004).

En la fase S, se piensa que el complejo ciclina A-CDK2 fosforila sustratos que inician la replicacién
del DNA y que se requiere para la terminacion coordinada de la fase S con la activacion de CDKs
mitoticas (fase G,). Debido a que CDK2 organiza numerosas actividades que se requieren para
entrar y progresar en la fase S, progresar en la fase S y entrar en mitosis, esta cinasa se ha visto
como un regulador maestro esencial (Sherr and Roberts, 2004). Finalmente, se piensa que CDK1 es
activada por las ciclinas-A al final de la interfase para facilitar el inicio de la mitosis. Después de la
ruptura de la envoltura nuclear, las ciclinas A se degradan, facilitando asi la formacién del
complejo CDK1-ciclina B, lo cuales son responsables de llevar a la célula a mitosis (Malumbres and

Barbacid, 2009).
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Figura 14. Transduccion de sefales en el control del ciclo celular entre las fases G1 a S. Las
sefiales mitogénicas inducen la expresion de ciclinas G1, los complejos CDK-ciclina G1 fosforilan la
proteina Rb, que a su vez, liberan a los factores de transcripcién E2F, lo que inicia la transcripcion
de genes que se requieren para la entrada a la fase S (por ejemplo, ciclina E). Los miembros de la
familia INK4 pueden inhibir CDK4/6, lo que previene la hiperfosforilacion de Rb y la progresién a la
fase S. Los miembros de la familia Cip/Kip pueden actuar como inhibidores de CDK-ciclina. En
amarillo se muestran Ciclinas, en guinda las proteinas CDK, en verde claro las proteinas de
actividad dual de la familia Cdc25. Circulos pequefios en gris, verde oscuro y azul proteinas
inhibidoras de la familia CIP/KIP. (Imagen realizada con ChemBio)

Las CDKs también pueden ser reguladas por fosforilaciones inhibitorias de dos residuos
conservados en el extreno N-terminal (Thrl4 y Tyr15 en la CDK1 y CDK2 de humano) localizados
dentro del sitio de unidn al ATP de la enzima. La fosforilacién en estos residuos se lleva a cabo por
las cinasas Weel y Mytl. La desfosforilacion de ambos residuos se requiere para la activacion de
CDK y la regulacion del ciclo celular, en particular en la mitosis para el control de la activacién de

CDK1 y esto se lleva a cabo por la familia de fosfatasas de actividad dual CDC25 (Bretones et al.,
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2015). En el genoma humano se han encontrado tres genes cuyos productos se denominan
CDC25A, By C. En términos generales se ha establecido que CDC25A estd involucrada en el control
de la transicion de G; a S y es responsable de la desfosforliacion y activacion de CDK2/ciclina E y
CDK2/ciclina A. En el caso de CDC25B y CDC25C son las fosfatasas principales requeridas para la
entrada a la mitosis. CDC25B se propone que es responsable de la activacion inicial de CDK-
1/ciclina B en el centrosoma durante la transicidn G,-M, la que es seguida por la activacion

completa de CDK1/ciclina B por CDC25 en el nlcleo al inicio de la mitosis (Boutros et al., 2007).

6.5.3 Fase G2-M

A lo largo del ciclo celular existen “puntos de supervisiéon” del ciclo celular, existen puntos de
supervision que detienen la progresion del ciclo celular en respuesta a dafo a DNA o carencia de
nutrientes para que éste pueda ser reparado y pueda ocurrir una correcta transmision de la
informacion genética. Los componentes de estos puntos de revisidon actuan sobre los reguladores
del ciclo celular para detener el ciclo como parte de la respuesta al DNA dafiado (Lim and Kaldis,

2013).

El médulo ATM/Chk2 se activa después de la ruptura en las dos cadenas de DNA y la via ATR/Chk1
responde principalmente a la ruptura de una sola cadena de DNA o a lesiones grandes (Reinhardt
and Yaffe, 2009). La primera cascada inhibe rdpidamente la progresidon a mitosis: las cinasas Chk
fosforilan e inactivan a CDC25 lo que previene la activacion de CDK1. La segunda cascada
constituye la regulacién corriente abajo de p53 que incluye a las proteinas 14-3-3 que se unen al
complejo CDK1-ciclina B y lo exportan del nucleo al citoplasma (Hermeking and Benzinger, 2006);
GADDA45 disocia al complejo CDK1-ciclina B por medio del dominio de interaccion de GADD45 con
CDK1 (Jin et al., 2000) y, p21°** que es un inhibidor de CDK1 (Abbas and Dutta, 2009) (Figura 15).
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Figura 15. Control del ciclo celular entre las fases G2 a M. Chkl media el paro del ciclo celular
inducido por ATR. ATR activa Chkl que fosforila e inactiva a CDC25 A y C. CDC25 fosforilada se
ubiquitina y degrada, dejando a los complejos CDK/ciclina en su forma inactiva, lo que resulta en el
paro en la fase S y G2. CDK1/CiclinaB se unen a 14-3-3 y se exporta del nicleo a citoplasma;
GADDA45 disocia al complejo CDK1/CiclinaB; p21 al ser un inhibidor de CDK se une a CDK1
inhibiendo la formacidn del complejo CDK/Ciclina. Lo anterior resulta en el paro en G2 (Imagen
realizada con ChemBio).

6.6 Regulacion del Ciclo Celular por Ubiquitinacion

La degradacién selectiva y programada de proteinas proporciona direccién, orden y tiempos
adecuados para los eventos del ciclo cellar. La ubiquitinacidon en este sentido regula la estabilidad,
localizacién y funcion de ciertos sustratos. La desregulacion de la ubiquitinacion de proteinas o los
procesos de degradacion pueden llevar a la proliferacion aberrante de células y al cancer (Teixeira

and Reed, 2013).
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Los dos complejos de E3 ligasas que estan involucrados en la protedlisis de proteinas regulatorias
clave del ciclo celular son del tipo cullina-RING ligasas (CRL). Estos dos complejos CRL estan
estructuralmente relacionados: el complejo SCF (Skp/cullina/F-box) y el complejo promotor de la
anafase/ciclosoma (APC/C) (Teixeira and Reed, 2013). Ambos complejos forman estructuras rigidas

gue seleccionan, unen y posicionan sustratos para transferir ubiquitinas por medio de enzimas E2.

En cuanto a los complejos SCF, éstos juegan un papel central en la regulacion del ciclo celular,
incluyendo el control del inicio de la fase S y mitética al ubiquitinar CKls, ciclinas de fase G1y S e
inhibidores mitdticos. Los complejos SCF se encuentran constituidos por tres componentes no
variables- RBX1 (proteinas RING), Cullina 1 (CUL1, que es la proteina de andamiaje) y SKP1
(proteina adaptadora); asi como un componente variable, que se une a través de un motivo caja F

a SKP1y son las responsables del reconocimiento al sustrato (Nakayama and Nakayama, 2006).

Se han identificado cerca de 70 proteinas caja F en humanos y se pueden clasificar en tres
categorias: aquellas con repetidos WD40 (FBXW), con repetidos ricos en leucinas (FBXL) y otros
dominios (FBXO)(Nakayama and Nakayama, 2006). Los complejos SCF que tienen los papeles mas
dominantes en el control del ciclo celular contienen las proteinas de caja F: SKP2 (proteina
asociada a la cinasa de fase S-2, también conocida como Fbl1), FBW7 (proteina caja F que contiene
repetidos WD40-7, también conocida como Cdc4, Sel-10 y Archipielago) y 3-TRCP (proteina que
contiene repetidos de transducina (3, también conocida como Slimb y Fbw1) (Teixeira and Reed,
2013). La fosforilacion de secuencias especificas en sustratos blanco, conocidos como
fosfodegrones (uno o una serie de residuos fosforilados en los sustratos) se requiere para el
reconocimiento de las proteinas de caja F mejor caracterizadas, lo que lleva a la formacién de

cadenas de ubiquitina unidas en Lys48 y su posterior degradacioén (Teixeira and Reed, 2013).

SKP2 se descubrié originalmente como una proteina que se asocia a ciclina A-CDK2. En conjunto
con SKP2, el complejo SCF tiene como blancos a los Inhibidores de CDK: p27, p21 y p57 para su
degradacion. También se conoce que SKP2 tiene como objetivo p130, ciclina A, ciclina D1, ciclina E
libre, E2F1, ORC1, CDT1, CDK9, MYC, B-MYB, SMAD4, RAG2, UBP43, FOXOl y la E7 de
papilomavirus. Sin embargo, p27 parece ser el objetivo principal de SKP2. FBW7 tiene como blanco
varias oncoproteinas incluyendo ciclina E, MYC, JUN, Notch 1 y Notch 4 para su degradacién. f-
TRCP es una proteina de caja F que tiene varios reguladores del ciclo como blancos. Algunos

ejemplos son EMI1/2, WEE1A y CDC25A/B (Nakayama and Nakayama, 2006).
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El complejo APC/C controla la progresion a través del intervalo G1 y la mitosis, al ubiquitinar varios
reguladores del ciclo importantes, incluyendo ciclinas mitdticas, reguladores de la anafase,
factores de ensamblaje del huso (SAFs) y proteinas de replicacion del DNA (Teixeira and Reed,

2013).

El APC/C es estructuralmente similar al complejo SCF y consiste de componentes centrales
invariables —APC11 (proteina RING relacionada a RBX1), APC2 (proteina de andamiaje relacionada
a CUL1) y al menos 11 componentes sin un papel definido- asi como el componente variable
conocido como activador(Nakayama and Nakayama, 2006). La activacion del APC/C se logra a
través de la asociacién con una o dos subunidades coactivadoras, que también sirven como
sustratos adaptadores: la proteina de ciclo de division celular Cdc20 (también conocida como Slp1
y Fzy) y Cdhl (homdlogo de Cdc20-1, también conocida como Hctl, Ste9 y Fzr). Ambos
adaptadores reconocen motivos de destruccion cortos (degrones) en los sustratos blanco a través
de dominios C-terminal compuestos de repetidos WD40. Los motivos de destruccidon candnica
reconocidos por APC/C son la caja D (secuencia consenso RXXLXXXXN) y la caja KEN (secuencia
consenso KENXXXN). Mientras que la Cdc20 reconoce preferencialmente motivos caja D, Cdhl

reconoce los de caja D y KEN (Teixeira and Reed, 2013).

Después de la replicacion, las cromatidas hermanas se acompafian hasta la anafase por medio del
complejo multiproteico cohesina. La separasa corta la cohesina, pero su actividad esta suprimida

por la securina. La degradacién de la securina por APC/C°°

activa la separasa, lo que resulta en
el corte de la cohesina y la separacion de las cromatidas hermanas. Otras moléculas blanco son las
ciclinas mitdticas. Por otra parte, CDH1 reconoce otras proteinas en la fase M tardia y G1, como
ciclinas mitéticas, CDC20, CDH1, Aurora A, Aurora B, PLK1, NEK2A, geminina, CDC6, mE2-C, SNON,
ribonucledtido reductasa R2, timidina cinasa 1, TPX2 y SKP2. A diferencia de CDC20, los niveles de
CDH1 son constantes a lo largo del ciclo. La actividad de CDH1 es regulada por fosforilacién y
desfosforilaciéon dependiente del ciclo celular, siendo desfosforilada en la fase M tardia y G1 y
fosforilada durante la fase S, G2 y M temprana. La fosforilacién de CDH1 por complejos ciclina/CDK
inhiben la activacién del complejo APC/C al evitar que CDH1 se una a las subunidades del APC/C,

mientras que la desfosforilacion de CDH1 por la fosfatasa CDC14 induce la activacion del APC/C al

permitir que CDH1 tenga acceso a las subunidades del APC (Nakayama and Nakayama, 2006).
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Figura 16. Degradacion mediada por ubiquitina de reguladores del ciclo celular: Complejos
APC/C y SCF. Las E3 ligasas (circulos azules) llevan a cabo la ubiquitinacidn de activadores del ciclo
celular (6valos verdes y flechas) e inhibidores (ovalos rojos y flechas planas) en fases especificas
del ciclo celular: G1, S, G2 y M. El complejo APC/C ubiquitina sustratos blanco de la mitad de la
fase M al final de la fase G1, mientras que las ligasas SCF estan activas desde la fase G1 tardia a la
fase M temprana. El complejo Cul4-DDB1 muestra actividad de ligasa de ubiquitina en la fase S
(Teixeira and Reed, 2013).
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6.7 Ciclo celular en Plasmodium spp.

En los miembros del Phylum Apicomplexa el ciclo celular puede diferir de un ciclo “tipico”
dependiendo de la fase del ciclo de vida que esta ocurriendo y ademas, sus divisiones celulares
difieren de la que se observan en otros eucariontes y por lo tanto, la regulacidon de la division
celular parece ser Unica en estos organismos. Mientras que los zoitos invasivos son similares en
todo el phylum, las fases intracelulares difieren en tamano, forma y arquitectura. Los Apicomplexa
mezclan y empalman de forma variable tres elementos: replicacién del DNA y segregacion nuclear,
division nuclear y al final, citocinesis o gemacion. Mientras que Toxoplasma sp. completa todos
estos elementos del ciclo al final de cada ronda de replicacion del DNA, Plasmodium y Sarcocystis
llevan a cabo citocinesis y/o divisiones nucleares durante multiples ciclos, formando fases que son
multinucleadas o que contienen un sdélo nucleo poliploide (estas formas de division se conocen

como endodiogenia, esquizogonia y endopoliogenia, respectivamente) (Striepen et al., 2007).

Estudios utilizando inhibidores de la sintesis de DNA (por ejemplo, afidicolina) y agentes
disruptores de microtubulos, sugirieron que los puntosde revision del ciclo ceular clasico podian
estar ausentes en los apicomplexa. Sin embargo, estudios usando diferentes agentes
bloqueadores (timidina, ditiocarbamato de pirrolidina) y la caracterizacion de una serie de
mutantes sensibles a temperatura encontraron que el ciclo celular en Toxoplasma sp. podia ser
detenido en lo que parecian ser puntos especificos, incluyendo los limites de G1/S y S/M. Ademas,
la busqueda de proteinas asociadas con los puntos de revisidn en el ciclo celular han identificado
numerosos candidatos, incluyendo ciclinas y CDKs en Plasmodium sp. y Toxoplasma sp. (Striepen

et al., 2007, Butler et al., 2014).

En el ciclo de vida de Plasmodium sp. al menos existen cuatro fases de sintesis de DNA. Dentro del
mosquito ocurre la microgametogénesis y la formacidon de esporozoitos. Dentro del hospedero
vertebrado existe una esquizogonia pre-eritrocitica en el higado y la esquizogonia eritrocitica
(Arnot and Gull, 1998). Dado que ésta ultima fase es la que se encuentra mas relacionada con la
patogénesis de la malaria, éste es uno de los procesos mas estudiados y el que se describira en
adelante. Durante cada una de estas fases dentro del ciclo de vida del parasito, éste aumenta su
numero al usar rondas sucesivas de sintesis de material nucleico para crear células multinucleadas
y posteriormente orquestar eventos de citocinesis en masa para liberar a su progenie (Gerald et

al., 2011)
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El ciclo de desarrollo intraeritrocitico de P. falciparum tiene una duracién de 2 dias y se divide en
etapas de manera inicial con base en la morfologia de las células parasitadas. Los anillos y
trofozoitos, que siguen después de la invasién de un gldbulo rojo por un merozoito haploide, son
las fases de division pre-nuclear, donde la célula crece y se prepara para que ocurra la replicacion.
La fase de esquizonte se define morfoldgicamente por el aumento en cantidad vy la distribucién
heterogénea del material nuclear. La esquizogonia termina con la apariencia de merozoitos
segmentados, condensados que son liberados por la ruptura de la membrana del eritrocito (Arnot

and Gull, 1998).

En general, el modelo que se ha establecido para relacionar el desarrollo asexual del parasito y el
ciclo celular, es como sigue: 1) Los merozoitos se encuentran en un estado similar a Go, con la
cromatina condensada. Desde la fase de anillo a la de trofozoito temprano se encuentran en una
fase similar a G; de células de mamifero o levaduras. La sintesis de DNA inicia en trofozoitos, el
cual se llevan a cabo de tres a cuatro rondas de sintesis de DNA; sin embargo, la divisién del
material nuclear (el inicio definido morfolégicamente de la esquizogonia) no aparece hasta que el
trofozoito se ha agrandado y crecido. La sintesis de DNA puede continuar en esquizontes
tempranos (definido como la presencia de mas de un nucleo) 3) La segmentacidon ocurre como una
fase independiente al final de ciclo eritrocitico asexual, llevando a cabo rondas de mitosis y
division nuclear para producir un esquizonte sincicial con 16 a 22 nucleos. Los merozoitos son
formados después de que se ha terminado la fase S por rondas sucesivas de una mitosis poco
entendida (Koyama et al.,, 2009, Hammarton et al., 2003, Arnot and Gull, 1998). En los
esquizontes, las divisiones nucleares se producen de manera asincronica, lo que resulta en una
expansion no geométrica (el nimero resultante de nucleos no es un multiplo de dos). Sin
embargo, la ultima ronda de mitosis es sincrénica y coincide con el ensamblaje simultaneo de las

células hijas (Francia and Striepen, 2014, Arnot and Gull, 1998, Gerald et al., 2011).
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Figura 17. Esquema general del ciclo de division asexual intraeritrocitico de P. falciparum.
Tiempo aproximado del inicio y cese de la sintesis de DNA, RNA y proteinas (medido por la
incorporacién de precursores radioetiquetados) durante el desarrollo de P. falciparum en cultivos
sincronizados. R, Anillo; ET, Trofozoito temprano; LT, Trofozoito tardio; S, esquizonte; MS,
esquizonte maduro (Tomado de Arnoty Gull, 1998).

6.7.1 Modificaciones postraduccionales en proteinas de Plasmodium sp.

6.7.1.1 Fosforilacion

Como se menciong, el ciclo de vida de Plasmodium spp. es complejo, y la tarea de adaptarse y
responder a varios ambientes a los que se enfrenta es un reto. Aunque la regulacion
transcripcional juega una parte importante en controlar el desarrollo del parasito, aspectos clave

de regulacion celular ocurren a través de modificaciones postraduccionales (Doerig et al., 2015).

La fosforilacién reversible, mediada por proteina cinasas (PKs), es una de las maneras de
regulacién celular mas importantes y con diferentes efectos, y es el mediador mds importante de
funciones celulares fundamentales como proliferacion, diferenciacidon, migracion y homeostasis
(Doerig et al., 2015). De acuerdo a lo anterior, existen numerosas proteina cinasas (PKs) que
regulan diversas actividades celulares (Koyama et al., 2009). En humanos las PKs se han agrupado
por su homologia en siete grupos principales:

* (K1 (caseina cinasa 1)
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CMCG (cinasas dependientes de ciclinas (CDKs), las proteinas cinasas activadas por
mitogeno (MAPK), la familia de cinasas sintasas de glicogeno 3 (GSK-3), las cinasas
similares a CDK (CLK)).

TKL (proteinas similares a tirosina cinasas)

AGC (PKA (proteina cinasa dependiente de adenosina monofosato ciclico), PKC (proteina
cinasa dependiente de guanosina monofosfato ciclico), PKC (proteina cinasa C) y proteinas
relacionadas)

CamK (cinasas dependientes de calcio/calmodulina)

STE (PKs que actuan como reguladores de MAPKs)

TyrK (cinasas de tirosina)

En Plasmodium spp., a la fecha se han identificado de 86 a 99 genes que codifican a enzimas

relacionadas con PKs, representando del 1.1 al 1.6%% del nUmero de genes codificantes (Doerig et

al., 2015, Doerig et al., 2008, Solyakov et al., 2011) y de éstas, 65 enzimas estan relacionadas a las

PK de otros eucariontes. Sin embargo, se han identificado algunas divergencias importantes con

los grupos de cinasas de humanos:

Ausencia de los miembros de la familia de Cinasas de tirosina (TyrK). A pesar de esta
deficiencia, se han observado proteinas de Plasmodium fosforiladas en este residuo lo que
ha llevado a postular la posible capacidad de cinasas de serina/treonina en fosforilar
residuos de tirosina y de la presencia de cinasas analogas a cinasas reguladas de tirosina
de especificidad dual (DYRK), donde su activacion requiere la autofosforilacién en una
tirosina. Esta familia de DYRK se encuentra representada en animales, plantas, hongos y
protozoarios (Aranda et al., 2011).

Presencia de PKs “huérfanos” sin ortdlogos en células de mamiferos. Por ejemplo, la
familia FIKK (denominado por un motivo conservado de Phe-lle-Lys-Lys) con un sdlo
miembro en la mayoria de las especies pero con 20 miembros en P. falciparum. En P.
falciparum la mayoria de los paralogos de FIKK estan localizados en las regiones
subteloméricas (Nunes et al., 2007).

Presencia de la familia de cinasas dependientes de calcio (CDPKs) que llevan un dominio
de cinasa fusionado al dominio similar a calmodulina, una configuracién que se encuentra

en plantas y alveolados(Doerig et al., 2015).
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Varios inhibidores de cinasas han demostrado inhibir el desarrollo del parasito en diferentes fases
del ciclo de vida, validando la importancia de la fosforilacion en mantener el ciclo del parasito. En
eucariontes, las cinasas (por ejemplo, las CDKs) juegan un papel fundamental en la progresion del
ciclo celular. En el caso de P. faciparum, al menos dos, la PfPK5 y la Pfmrk, han demostrado ser
reguladas de manera positiva por ciclinas de mamiferos y de manera negativa por inhibidores de
CDKs. Esto demuestra que estas proteinas podrian tener el mismo papel que en otros eucariontes
y se especula que podrian tener un papel en la regulacion de la esquizogina del parasito y en los

ciclos de divisién nuclear (Chung et al., 2009).

6.7.1.2 Ubiquitina

De manera inicial, P. falciparum parece tener tres fuentes conservadas de ubiquitina de fusion. Las
dos proteinas de fusién PfUBs,7, y PfUB4 que contienen una molécula de ubiquitina en el extremo
N-terminal fusionada a una de dos proteinas ribosomales (S27a y L40) y el gen de poliubiquitina
(PfpUB) (Ponts et al., 2011). Las dos primeras fuentes de ubiquitina parecen estar expresadas a lo
largo del ciclo de vida del parasito. De manera interesante, a pesar de que Pf Ub4, muestra una
alta homologia en la secuencia proteica con otras especies de eucariontes, PfUbsy;, posee

divergencias significativas dentro del dominio de ubiquitina (Chung et al., 2009).

En P. falciparum, el gen de la poliubiquitina esta presente como una sola copia en el cromosoma
12 (PF3D7_1211800) con cinco repetidos en tandem en el marco de lectura abierta (ORF) de la
ubiquitina. Este gen presenta dos exones con el exdn en el extremo 5’ muy corto (28 pb) y un
segundo exon mas grande (Figura 18a). El analisis de la expresion de la poliubiquitina en P.
falciparum, usando Northern y Western-blot, muestra que no sélo se regula a lo largo de su
desarrollo sino que también es un gen inducible por choque térmico (Horrocks and Newbold,
2000, Ponts et al., 2008). El gen PfpUb se expresa en todos los estadios del ciclo de vida con una
expresién predominante en los parasitos intraeritrociticos (Aminake et al., 2012, Chung et al.,

2009).

La traduccion del gen comprende cinco mondmeros de ubiquitina que tienen un alto grado de
conservacién entre otras secuencias de eucariones, con similitudes de hasta el 98% entre

humanos, levaduras y otros apicomplexa. El analisis de las secuencias de aminodcidos de otros
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eucariontes con distancias evolutivas grandes muestra un alto grado de conservacion (Figura 18b)

(Horrocks and Newbold, 2000).

La ubiquitina, como ya se ha mencionado, contiene siete residuos de lisina en diferentes
posiciones que pueden interactuar para formar cadenas de poliubiquitica. En trabajos in silico se
ha predicho que cerca del 70% del proteoma de P. falciparum contiene sitios de ubiquitinacion,
mas que otras especies de eucariontes como A. thaliana o S. cerevisiae. Una explicacién posible
sobre esta observacién es la diferencia en la composicién de aminoacidos entre las diferentes
especies; la lisina es el segundo aminoacido mas abundante en P. falciparum y contiene cerca del
doble de lisinas en comparacion con las otras dos especies de eucariontes (Hamilton et al., 2014,

Ponts et al., 2011).

En trabajos in silico y experimentales se ha demostrado que de las siete lisinas presentes en la
ubiquitina, cuatro: Lys-6 (1.3%), Lys-11 (13.3%), Lys-48 (80.4%) y Lys-63 (4.9 %), son las lisinas mas
utilizadas para la formacién de cadenas de poliubiquitina en P. falciparum, definido por su
abundancia. En conjunto, estos estudios y el hecho de que la lisina es el segundo aminoacido mas
representado en Plasmodium sp. sugiere que una gran proporcion del proteoma del parasito se
encuentra ubiquitinado y que esas proteinas ubiquitinadas estan involucradas en diferentes
procesos celulares y son criticos en la progresion del ciclo de vida del parasito (Hamilton et al.,

2014, Ponts et al., 2011).
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H. sapiens MQIFVKTLTG KTITLEVEPS DTIENVKAKI QDKEGIPPDQ QRLIFAGKQL EDGRTLSDYN IQKESTLHLV LRLRGG 98.6
B. taurus MQIFVKTLTG KTITLEVEPS DTIENVKAKI QDKEGIPPDQ QRLIFAGKQL EDGRTLSDYN IQKESTLHLV LRLRGG 98.6
G elegans MQIFVKTLTG KTITLEVEaS DTIENVKAKI QDKEGIPPDQ QRLIFAGKQL EDGRTLSDYN IQKESTLHLV LRLRGG 973
T. pyriformis MQIFVKTLTG KTITLAVEaS DTIENVKAKI QDKEGIPPDQ QRLIFAGKQL EDGRTLSDYN IQKESTLHLV LRLRGG 98.6
D. discoideum MQIFVKTLTG KTITLEVEQS DNIENVKAKI QDKEGIPPDQ QRLIFAGKQL EDGRTLSDYN IQKESTLHLV LRLRGG 973
S. cerevisiae MQIFVKTLTG KTITLEVEgS DTIGNVKgKI QDKEGIPPDQ QRLIFAGKQL EDGRTLSDYN IQKESTLHLV LRLRGG 94.7
N. crassa MQIFVKTLTG KTITLEVESS DTIGNVKgGKI QDKEGIPPDQ QRLIFAGKQL EDGRTLSDYN IQKESTLHLV LRLRGG 94.7
G. max MQIFVKTLTG KTITLEVESS DTIANVKAKI QDKEGIPPDQ QRLIFAGKQL EDGRTLADYN IQKESTLHLV LRLRGG 96.1
T. cruzi MQIFVKTLTG KTIALEVEgS DTIENVKAKI QDKEGIPPDQ QRLIFAGKQL EDGRTLADYN IQKESTLHLV LRLRGG 96.1
L. major MQIFVKTLTG KTIALEVEPS DTIENVKAKI QDKEGIPPDQ QRLIFAGKQL EeGRTLSDYN IQKESTLHLV LRLRGG 96.1
T. brucei MQIFVKTLTG KTIRLEVEaS DTIENVKAKI QDKEGIPPDQ QRLIFAGKQL E@GRTLADYN IQKESTLHLV LRLRGG 94.7
E. bovis MQIFVKTLTG KTITLAVEPS DTIENVKAKI QDKEGIPPDQ QRLIFAGKQL EDGRTLSDYN IQKESTLHLV LRLRGG 100
P.falcipanul MQIFVKTLTG KTITLAVEPS DTIENVKAKI QDKEGIPPDQ QRLIFAGKQL EDGRTLSDYN IQKESTLHLV LRLRGG
Polymorphic sites t1T 1 Tt 1 t

Figura 18. Ubiquitina en P. falciparum. A) Representacion esquematica del gen de la ubiquitina en
P. falciparum. El repetido en tandem mas hacia el extremo 5’ esta interrumpido por un intrén de
526 bp después de 28bp del exon I. Cada repetido en tdndem tiene una longitud de 228 bp. B)
Comparacion de la secuencia de aminoacidos de proteinas de ubiquitina en un rango de
divergencia evolutiva. Cambios en la secuencia de aminoacidos con respecto a eucariontes
superiores (H. sapiens y B. taurus) estan subrayados e indicados con flechas debajo de los sitios
polimorficos. La identidad de la secuencia de aminoacidos con la de P. falciparum esta indicada
como procentaje después de cada secuencia (Horrocks and Newbold, 2000).

El genoma de P. falciparum también codifica para un ortélogo de Nedd8 de 8.5 kDa, una proteina
similar a ubiquitina, que se conjuga de manera covalente a un numero limitado de proteinas
celulares de manera andloga a la ubiquitinacién. Ademas, el genoma de parasito también codifica
para otras proteinas similares a ubiquitina como son SUMO, Hubl, Urm1 y Atg8. Los datos de
expresién génica sugieren que estas proteinas se expresan en todas las fases del ciclo de vida del

parasito (Aminake et al., 2012, Ponts et al., 2008).

6.7.1.2.1 Complejos de Ubiquitinacion en Plasmodium sp.

A pesar de que las enzimas E1 y E2 muestran un alto grado de conservacion con las enzimas E1y
E2 de otros eucariontes, se ha encontrado que las ligasas E3 del parasito son las mas abundantes,
como sucede en otros eucariontes incluyendo al humano y son altamente divergentes. La
anotacion funcional de las E3 ligasas revela que estas enzimas en el parasito tienen un amplio

rango de funciones potenciales que incluyen la regulacién del ciclo celular, trafico, reparacion de
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DNA, estructura de la cromatina y transporte de mRNA como sucede en eucariontes superiores.
Sin embargo, algunas de estas proteinas parecen ser especificas del phylum Apicomplexa (Chung

et al., 2009).

En un estudio in silico se identificaron cuatro proteinas E3 ligasas con dominio HECT en P.
falciparum y otros apicomplexa. Tres de ellas tienen homaélogos en S. cerevisiae: TOM1, UFD4 y
HULS5 (HULS tiene funcidn desconocida). La cuarta proteina con dominio HECT, es similiar a UPL5
en A. thaliana, que tiene una funcidon desconocida pero se ha anotado como que puede estar
involucrada en proliferacion celular. Se describié que TOM1 actta durante la interrupcion del ciclo
celular después de dafio al DNA, mediando la ubiquitinaciéon de CDC6, una proteina esencial en el
inicio de la replicacién del DNA. Por otra parte, la enzima UFD4 participa en la via de Degradacion
de Ubiquitina de Fusion (UFD) que resulta en la poliubiquitinacion de moléculas de ubiquitina “no
removibles”. El “no removibles” se refiere a que la ubiquitina muestra resistencia al proceso de
desubiquitinaciéon debido a dos razones: un cambio en el uUltimo residuo de la ubiquitina o, la
existencia, en la proteina sustrato, de una prolina inmediatamente después de la lisina a la que se

une la molécula de ubiquitina (Ponts et al., 2008, Sriram et al., 2011, Hwang et al., 2010).

Las E3 ligasas de tipo RING son el grupo mas grande de E3 ligasas. Como ya se menciond
anteriormente, estas E3 ligasas se asocian con proteinas Cullinas y proteinas de unidn a sustrato
para formar las Cullina-Ring-Ligasas (CRL). Los dos CRLs que estan involucrados con la progresion
del ciclo celular son el complejo SCF y APC/C. In silico, se ha identificado al menos un homdlogo de
Cul-1 6 CDC53 (en levaduras) en todos los apicomplexa. Ademas, se han identificado homadlogos
para RBX1, Skp1 y proteinas de caja F; asi como la proteina similar a Ubiquitina Nedd8, que se sabe
modifica a las cullinas para cambiar su estructura tridimensional. Por lo anterior, los componentes
minimos que son requeridos para formar el complejo regulador del ciclo celular SCF estan
presentes en los genomas de apicomplexa. La situacion es diferente para el complejo APC/C,
donde no todos las proteinas que conforman el complejo, entre ellas la cullina clasica involucrada

en este complejo (APC2) no se ha identificado in silico (Ponts et al., 2008).
Ademads, también se han identificado al menos tres U-box ligasas in silico en Plasmodium sp. y

otros apicomplexa. Dos se encuentran presentes en todos los apicomplexa: los hdmologos a UFD2

y PRP19 en S. cerevisiae. UFD2 en levaduras, interactua con CDC48 para la degradacién asociada a
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reticulo endoplasmico dependiente de ubiquitina. Por otra parte, PRP19, juega un papel en el
“splicing” del mRNA, activacion del spliceosoma y reciclaje y respuesta al daifo del DNA. Una
tercera U-box se ha identificado con homologia a la proteina CHIP (proteina de interaccion con C-
terminal de Hsp70) del humano. CHIP estda involucrada en el control de calidad de proteinas al
promover a ubiquitinacion de proteinas desnaturalizadas de manera dependiente de
Hsp70/Hsp90. CHIP también estd involucrada en respuesta de choque térmico y prevencion de la

apoptosis (Ponts et al., 2008).

6.7.1.2.2 Proteasoma en Plasmodium

Plasmodium spp. parece tener un proteasoma 26S tipico. Se han identificado las subunidades a5y
B5 en el citoplasma y nucleo (pero no en el nucleolo) de las fases eritrociticas, particularmente en
trofozoitos y esquizontes, esto es, en fases que poseen una actividad metabolicamente alta y
tienen que prepararse para la replicacion de DNA y la division celular (Figura 19). Esto esta en
concordancia con los hallazgos de que el pico de las proteinas ubiquitinadas se encuentra en estas
fases (Ponts et al.,, 2011). Ademas, el proteasoma se expresa en gametocitos de ambos sexos
durante su diferenciacion del estadio | al V, lo que muestra un alto nimero de actividades de
proteinas que deben ser apagadas en estas fases (Aminake et al., 2011, Aminake et al., 2012).
Estudios in silico tratando de identificar homaélogos de las subunidades del proteasoma de humano
en P. falciparum identificaron que el parasito cuenta con toda las subunidades del proteasoma 26S

(Aminake, Arndt et al. 2012).
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A SUo5 Nucleus RBC merge B sups Nucleus merge

Figura 19. Localizacion subcelular de la subunidad a5 y 85 en fases sanguineas y gametocitos de
P. falciparum. A-B) Inmunofluorescencia usando anticuerpo policlonal contra la subunidad a5 vy
B5 (B) donde se observa la localizacién de las dos proteinas en las fases asexuales (RS, Anillo; TZ,
Trofozoito; SZ, Esquizonte); asi como la fase de gametocito (GC, Gametocito) Il y V. Los nucleos
fueron tefidos con Hoeschst (azul) y los eritrocitos (RBC) fueron contrastados con Azul de Evans
(rojo) (Aminake et al., 2012).
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En el estudio del transcriptoma del ciclo intraeritrocitico de P. falciparum se determind que desde
el esquizonte temprano hay una induccién maxima de 29 marcos de lectura abiertos que se
predice que codifican varias subunidades del proteasoma. Siete subunidades ay seis 3 de la
particula 20S y 16 marcos de lectura abiertos de la particula regulatoria 19S. El perfil de expresion
comun para las subunidades de ambas particulas del complejo 26S sugiere la participacién de la
degradacion de proteinas dependientes de Ub en la progresiéon del desarrollo del parasito

(Bozdech et al., 2003).

El pico de expresiéon del proteasoma coincide con una transicion en el transcriptoma
intraeritrocitico, esto es, del desarrollo del trofozoito donde predominan funciones metabdlicas
“generales” a funciones del parasito relacionadas con la division durante la fase de esquizonte.
Esto sugiere que trabajan en concierto por una parte la regulacién transcripcional y por otra la

degradacion de las proteinas que ya cumplieron su labor y esta sincronia debe ocurrir en todas las
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transiciones durante la progresién del ciclo intraeritrocitico de P. falciparum (Bozdech et al.,

2003).
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Figura 20. Trancriptoma del ciclo intraeritrocitico de P. falciparum. A) Faseograma del
transcriptoma intraeritrocitico creado al ordenar perfiles transcripcionales de 2,712 genes por fase
de expresidn en el eje y. A la izquierda se muestran micrografias de las fases representativas por
cada estadio, alineado con la fase correspondiente del pico de expresién. B) Orden temporal de
procesos bioquimicos y funciones metabdlicas durante la fase de trofozoito a esquizonte
temprano. Cada grafico corresponde al perfil de expresiéon promedio para un grupo de genes y en
paréntesis se muestra la media de amplitud maxima-minima (Bozdech et al., 2003).

6.7.1.2.2.1 Inhibidores de proteasoma en Plasmodium sp.

El proteasoma de Plasmodium sp. permanece poco estudiado por métodos bioquimicos y es poco
claro si el proteasoma del parasito tiene la misma sensibilidad a la inhibicion selectiva de
subunidades como en células de mamifero. Por esta razon, diferentes grupos han investigado el

efecto de diferentes inhibidores sobre diferentes fases de desarrollo en parasitos sincronizados.
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Durante el analisis de los farmacos antimalaricos (curcumina/piperina/artemisina ademas del uso
de doxorubicina) y la resistencia del parasito, se observdé que éstos indujeron de manera
transitoria cambios en la expresion de genes que podrian estar implicados en la sintesis y
degradacion de proteinas para que el parasito pueda sobrellevar el estrés intracelular. En
particular, la regulacion hacia arriba del sistema de ubiquina-proteasoma podria ser un mecanismo
de defensa o resistencia del parasito, por lo que el proteasoma ha sido un blanco atractivo para el

desarrollo de farmacos anti-malaricos (Neto et al., 2013).

La mayoria de los inhibidores de proteasoma disponibles, incluyendo al MG132, epoxomicina y
lactacistina, bloquean la actividad de quimiotripsina del proteasoma. Estos inhibidores han sido
utilizados en P. falciparum y se ha demostrado que inhiben el crecimiento del parasito in vitro a
concentraciones nanomolares. Ademas, se ha observado que los parasitos tratados con estos
inhibidores son arrestados antes de la replicacién del DNA (Aminake et al., 2012, Aminake et al.,

2011, Gantt et al., 1998).

La lactacistina bloquea el desarrollo de fases pre-eritrociticas y eritrociticas de Plasmodium spp. La
lactacistina modifica de manera covalente el N-terminal de las treoninas de los sitios activos del
proteasoma. Ademas, entre los inhibidores de proteasomas, éste es uno de los mas especificos ya

gue tiene poco efecto sobre otras proteasas (Gantt et al., 1998).

Trofozoitos tratados con lactacistina no se transforman en esquizontes. La adicién de lactacistina
hasta las 30 h después de la infeccién del eritrocito inhibié de manera importante la incorporacién
de hipoxantina (*H) pero el farmaco no tuvo efecto después del inicio de la esquizogonia. Por
tanto, solo el inicio de la sintesis de DNA fue prevenido por la lactacistina y no la sintesis de DNA
per se (Gantt et al., 1998). Ademas, se ha reportado que tanto la lactacistina como el inhibidor
MLN273 (un compuesto relacionado a bortezomib) tienen un efecto sobre las fases hepaticas in
vitro cuando se aplican en concentraciones micromolares (Lindenthal et al., 2005). Otro aspecto
importante observado es que la lactacistina tuvo un efecto en el crecimiento in vitro de cepas de
P. falciparum sensibles a farmacos (3D7) y resistentes a cloroquina o actinomicina D (Fac8-15 o
3D7%/actD2). Incluso, la lactacistina tuvo mayor efecto en pardsitos resistentes que en los

sensibles (Certad et al., 1999).
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Uno de los inhibidores de proteasoma mas utilizados es el MG132, el cual también se ha
observado que inhibe el ciclo intraeritrocitico de P. falciparum. Sin embargo, se ha identificado
gue es un importante inmhibidor de proteasas como la falcipaina y el efecto de la inhibicién del
crecimiento del parasito dentro del eritrocito se debe al efecto combinado de la inhibicion del

proteasoma junto con el de inhibicion de proteasas (Prasad et al., 2013).
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VII. Justificacion

En eucariontes, la progresion del ciclo celular depende de modificaciones postraduccionales
(PTM). Dos de las mas importantes son la ubiquitinacién y la fosforilacién. Plasmodium sp. durante
el ciclo intraeritrocitico lleva a cabo procesos de diferenciacién y division, lo que requiere cambios
en la presencia y actividad de proteinas de manera estadio-especifica, las que deben estar

reguladas por modificaciones postraduccionales las cudles estan poco estudiadas en el parasito.

El analisis de estas modificaciones durante el ciclo intraeritrocitico podria ayudar a comprender
como el parasito se divide de manera ordenada y que a largo plazo en caso de ser especifico

podrian ser empleados para obtener nuevos blancos para tratamiento.

VIIl. Hipétesis

La ubiquitinacidon de proteinas en P. chabaudi regula la concentracién y por tanto su tiempo de

accioén durante el ciclo intraeritrocitico del parasito.
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IX. Objetivos

9.1 Objetivo General
Identificar las proteinas ubiquitinadas a lo largo del ciclo intraeritrocitico y los componentes del

complejo de ubiquitinacién en P. chabaudi

9.2 Objetivos Particulares
* Comparar los perfiles de proteinas ubiquitinadas totales y en el residuo Lys-48 a lo largo
del ciclo intraeritrocitico de P. chabaudi
* Identificar proteinas que presenten la ubiquitinacién en Lys-48
* Analizar la expresion del complejo SCF en el ciclo intraeritrocitico de P. chabaudi

¢ Identificar la modificacion postraduccional Nedd8 en el ciclo intraeritrocitico de P.

chabaudi
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X. Materiales y Métodos

10.1 Parasitos y animales

Este estudio fue aprobado por el Comité bioético Institucional del Cinvestav para el Cuidado y
Manejo de los Animales de Laboratorio (UPEAL- Protocolo 0030) y sigue las normas mexicanas
para el alojamiento y mantenimiento humanitario de los animales de laboratorio (NOM-062-Z00O-
1999).

Se utilizaron parasitos de P. chabaudi cepa AS (proporcionada por el Dr. Robert Sinden del Imperial
College de Londres). Las infecciones se iniciaron mediante inoculacién intraperitoneal con 10°
pardsitos en ratones BALB/c machos de 6-8 semanas. Los ratones fueron mantenidos en
condiciones controladas de luz/oscuridad con iluminacién entre las 6:00 y las 18:00 horas y
oscuridad de 18:00 a 6:00 horas para maximizar la sincronia de los parasitos (Newbold et al.,
1982).

El monitoreo de la parasitemia en los ratones se realizé6 por métodos estandar de examen
microscépico de frotis sanguineos fijados con metanol y tefiidos con Giemsa (Merck, Alemania) al
20%. El porcentaje de células infectadas se estimé contando el niumero de parasitos en 200
glébulos rojos. Para determinar las proporciones de las diferentes fases de desarrollo se consideré
un ciclo de 24 h que corresponde al ciclo intraeritrocitico de P. chabaudi (Newbold et al., 1982).
Las muestras se obtuvieron cada 3 h y se realizaron conteos de 20 células parasitadas en 10
campos diferentes sobre laminillas tefiidas con Giemsa al 20%. Los experimentos se realizaron por
triplicado, con frotis obtenidos de diferentes lotes de ratones infectados y de diferentes

individuos. Se obtuvo la desviacidn estandar por cada tiempo (Newbold et al., 1982).

10.2 Purificacion por Gradientes de Percoll-Sacarosa

Para obtener un enriquecimiento de cada fase (anillos, trofozoitos y esquizontes) los parasitos
fueron obtenidos por medio de gradientes de percoll-sacarosa a partir de sangre de ratén con 20-
50% de parasitemia (Chimanuka et al., 1997).

La sangre fue lavada con PBS (NaCl 137 mM, KCI 10 mM, Na,HPO, 8.1 mM, KH,P0,;4.5 mM) pH
7.4 y se concentré a 1500 x g durante 7 min. El sobrenadante se desechd y el botdn con células
fue diluido en PBS para pasarlo por una columna de celulosa (CF-11; Sigma-Aldrich) y retener a los
glébulos blancos y liberar a los glébulos rojos. Los eritrocitos recuperados se lavaron en dos
ocasiones con PBS pH 7.4 y se centrifugaron a 3000 x g durante 10 min. El botdn de eritrocitos se

resuspendid en PBS pH 7.4 y se colocd en un gradiente de Percoll (GE Healthcare) iso-osmético
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con solucion de sacarosa (Sigma Aldrich) 0.25 M. Para recuperar anillos, el gradiente utilizado fue
al 70% y para trofozoitos y esquizontes al 50%. Estos gradientes se centrifugaron a 1500 x g
durante 30 min y se recuperaron las fases de interés en cada caso. Estas fases se depositaron en
tubos Falcon de 15 ml y se realizaron tres lavados con PBS pH 7.4 a 1500 x g durante 7 min. En
todos los casos se realizo la verificacidn visual de las fases obtenidas realizando frotis y tincion con
Giemsa al 20%. Para la lisis, los eritrocitos se trataron con Saponina (Sigma Aldrich) al 0.5% en PBS

pH 7.4.

10.3 Analisis in silico
Las secuencias anotadas de los genes de Plasmodium sp. utilizadas en este trabajo se obtuvieron a

partir de la base de datos PlasmoDB (www.plasmodb.org) Version 13 (14 de enero de 2015).

Para realizar el analisis de las relaciones filogenéticas entre secuencias de diferentes organismos
se utilizo el sitio phylogeny.fr en el formato “One-Click” que utiliza MUSCLE para el alineamiento
multiple, Gblocks para “curar” el alineamiento automatico, PhyML para realizar el arbol y TreeDyn
para dibujarlo (Dereeper et al., 2008). Para obtener la estructura de las proteinas se utilizo el

programa |-Tasser (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/), el cual recurre a las

estructuras reportadas en el protein data bank (PDB) para hacer la prediccidon de la estructura
tridimensional de la molécula. La prediccién mas exacta de la molécula se basa en el C-Score, en
donde el valor mas cercano a 2.0 tiene una mayor precision (Yang et al., 2015). La superposicion
de las moléculas se realizé por medio del programa MacPyMOL Versién 1.7.4.4.

Los alineamientos se realizaron con Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

Para determinar los dominios y sitios funcionales de las proteinas analizadas se utilizaron Interpro

(http://www.ebi.ac.uk/interpro/) y ProDom

(http://prodom.prabi.fr/prodom/current/html/home.php). Para calcular el punto isoeléctrico (pl)

y peso molecular de las proteinas predichas a partir de las secuencias gendmicas, se utilizd el
programa Compute pl/MW tool accesible en el sitio expasy.org

(http://web.expasy.org/compute_pi/) (Wilkins et al., 1999).

10.4 Interaccion molecular del complejo SCF

Los modelos obtenidos con I|-Tasser de las proteinas candidatas a formar el complejo SCF en
Plasmodium fueron utilizados para analizar su posible acoplamiento con el servidor ClusPro 2.0.
Las soluciones potenciales generadas por el servidor incluyen todas aquellas cuyas

conformaciones estén en un rango de 10A con respecto al RMSD (Root-Mean-Square-Deviation)

67



de la estructura original (desviaciones entre los residuos del ligando que estan dentro de 10A de
cualquier atomo del receptor fijo). El programa genera millones de complejos hipotéticos,
reteniendo conjuntos de estructuras con superficies complementarias favorables en las
condiciones de energia electrostatica y de desolvatacién seleccionadas (Comeau et al., 2004a,

Comeau et al., 2004b). Los complejos finales fueron visualizados usando MacPyMOL v1.7.4.4.

10.5 Extraccion de RNA y sintesis de cDNA

La extraccion de RNA de los parasitos se realizd utilizando TRIzol (Invitrogen) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Las muestras fueron tratadas con DNasa | libre de RNasa (Invitrogen).
La ausencia de DNA en las muestras de RNA se verificd con una PCR, usando el RNA como molde y
el gen constitutivo como referencia. La transcripcion reversa se realizé como sigue: se preparé una
mezcla de Oligo dT 500 ug/ml (Invitrogen), RNA 10 ng/ul, Mezcla de dNTP (10 uM cada uno) y
agua tratada con dietilpirocarbonato. La mezcla se incubd durante 5 min a 65°C. Posteriormente,
se agregaron el amortiguador de primera hebra 5X y DTT 0.1 M. La mezcla se incubd a 42 °C
durante 2 min y se agregaron 200 unidades de SuperScript Il RT (Invitrogen), esta nueva mezcla se

incubo durante 50 min a 42 °C. La reaccidn se inactivo por calor a 70 °C durante 15 min.

10.6 Obtencion de extractos proteicos de P. chabaudi

Para la obtencidon de extractos proteicos totales, los parasitos separados por fase (anillos,
trofozoitos y esquizontes) por medio de gradiente de percoll-sacarosa (como se describe en la
seccién 6.2) fueron liberados del eritrocito por medio de saponina al 0.75% y se realizaron tres
lavados con PBS pH 7.4.

Los parasitos liberados se resuspendieron en amortiguador de muestra (Urea 7M, Tiourea 2M,
CHAPS 4%, DTT 40 mM) en presencia de Inhibidores de proteasas (PMSF 1 mM, Sigma Aldrich y
Complete EDTA-Free, ROCHE), inhibidores de fosfatasas (PhosSTOP, Roche) y 10 uM del Inhibidor
de proteasoma Lactacistina (Sigma Aldrich). A continuacién, los parasitos se sometieron a ocho
ciclos de congelacidon/descongelacién con pasos intermedios de maceracion.

Una vez obtenidas las muestras, éstas se centrifugaron a 14 000 x g durante cinco minutos y el
sobrenadante se precipitd con acetona fria toda la noche. Al dia siguiente las muestras se
centrifugaron a 13 000 x g durante 10 minutos a 4°C. Se retiré todo el sobrenadante y las muestras
se disolvieron en amortiguador de muestra con amortiguador IPG (3-10; GE HealthCare) al 2% en

presencia de inhibidores de proteasas, fosfatasas y lactacistina. La cuantificacion de proteinas
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tanto para electroforesis de una y dos dimensiones se realizaron por medio del kit 2-D Quant kit

(GE Healthcare).

10.7 Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE)

La separacion de proteinas por peso molecular se realizé por electroforesis en una dimension en
condiciones reductoras en geles de poliacrilamida en presencia de duodecil-sulfato de sodio (SDS)
(Laemmli et al., 1970). Para realizar la electroforesis en un gel de 8 x 10 x 1.5 mm, se prepararon
los geles separadores al 10% en un volumen de 7.45 ml, mezclando acrilamida/ bis-acrilamida
(30%/0.8%) (Bio-Rad), Tris-HCI 1.5 M (Bio-Rad) pH 8.8, SDS al 10% (Bio-Rad) y los catalizadores,
persulfato de amonio al 10% y TEMED (Bio-Rad). Los geles se dejaron “madurando” durante 1 h a
temperatura ambiente. La corrida electroforética se llevd a cabo a un voltaje constante de 80 V
durante aproximadamente 2 h en un equipo Mini-Protean Il (Bio-Rad). Para la preparacién de la
muestra se utilizé amortiguador de muestra de Laemmli 2x pH 6.8, sometiéndose a ebullicion en
bafio maria durante 5 min. Como referencia para el calculo del peso molecular, se utilizé una
mezcla comercial con los siguientes marcadores: 10, 15, 20, 25, 37, 50, 75, 100, 150 y 250 kDa
(Precission Plus Protein, Bio-Rad). El amortiguador de corrimiento se prepard con Trizma base
0.025 M (Bio-Rad), Glicina 0.192 M (Bio-Rad) y SDS al 0.1%, pH 8.3. Los geles se fijaron en una
solucién de metanol, H,0, acido acético, en proporcion 5:4:1. Los geles se tifieron con azul de

Coomassie G250 (Bio-Rad) y se destifieron con H,0 MiliQ (MQ).

10.8 Electroforesis Bidimensional

a) Primera Dimensién

Para el isoelectroenfoque (IEF) se utilizaron tiras de poliacrilamida IPG (GE, Healthcare) de 7 cm
con un rango de punto isoeléctrico de 3 a 10 no lineal (NL). Las tiras se pusieron a rehidratar toda
la noche (12 h) con las muestras resuspendidas en amortiguador de hidratacion (Urea 7M, tiourea
2M, CHAPS 4%, IPG Buffer 0.5%, DTT 20mM, azul de bromofenol 0.002%). El IEF se corrid
utilizando una unidad IPGPhor Il (GE, Healthcare) bajo las siguientes condiciones: 500 V durante 1
h, 1000 V durante 1 h y 8 000 V durante 4 h. Posteriormente las tiras fueron incubadas durante 15
min con una solucién de Urea 6M, glicerol 30%, SDS 2%, DTT 125 mM. Después, las tiras se
transfirieron a un tubo nuevo para ser incubadas durante 15 min con una solucidon de Urea 6M,
glicerol 30%, SDS al 2% y lodoacetamida 125 mM.

b) Segunda Dimensién en SDS-PAGE
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El gel separador para la segunda dimension, se prepard al 10% y el gel concentrador al 4%, sobre
el que se puso horizontalmente la tira comercial donde se corrid el IEF previamente. El lado acido
(+) se colocd del lado izquierdo del gel y el lado basico del lado derecho (-). Las tiras se
inmovilizaron con agarosa de bajo punto de fusion (Gibco, BRL) al 1%. Del lado izquierdo del gel,
se colocaron marcadores de peso molecular (Precission Plus Protein, Bio-Rad) con proteinas pre-
tefiidas con un rango de 10 a 250 kDa. Los geles se corrieron a 80 V durante 2 h (Alonso-Morales et
al., 2015b). Los geles se fijaron en una solucion de metanol, H,0, acido acético, en proporcion

5:4:1. Los geles fueron tefiidos con azul de Coomassie G250 (Bio-Rad) y destefiidos con H,0 MQ.

10.9 Western Blot

Para la deteccion de proteinas, se realizd la transferencia de proteinas separadas por
electroforesis en una o dos dimensiones a membranas de nitrocelulosa (Hybond ECL, Amersham
Biosciences) de 0.45 mm (Towbin et al., 1979). Se aplicé el siguiente protocolo: Después de la
corrida electroforética, los geles se transfirieron en cdmara himeda en amortiguador de
transferencia (BT) (Tris-Base 48mM, Glicina 39mM, Metanol 20%, SDS 0.0375%) a 125mAmp
durante 2 h.

Después de la electrotransferencia, las membranas utilizadas para la deteccién de ubiquitina se
incubaron en una solucidn desnaturalizante (cloruro de guanidina 6 M, Tris 20 mM pH 7.5, PMSF 1
mM y 2-mercaptoetanol 5 mM) durante 30 min a 4°C, seguido por lavados exhaustivos con
amortiguador de Tris 25 mM, NaCl 0.05%, pH 7.5 con Tween al 0.1% (TBST) (Nino et al., 2013).
Todas las membranas fueron bloqueadas posteriormente con albumina sérica de bovino (BSA) al
5% en TBST.

Los anticuerpos que se utilizaron fueron los siguientes: anti- ubiquitina (ab7780, Abcam) dilucién
1:500, Anti-poliubiquitina Lys-48 especifica (No. de catalogo 8081, Cell signalling) dilucion 1:500,
anti-fosfotirosina conjugada a HRP (-pY; 13-6620, Invitrogen) dilucion 1:5000 , anti-fosfoserina (-
pSer; 61-8100, Invitrogen) dilucidn 1:1500, anti-fosfotreonina (p-Thr; 13-9200, Invitrogen) dilucion
1:1500. El anticuerpo de conejo anti-Hsp70 de Trichomonas vaginalis (donado por la Dra. Rosana
Arroyo depto de IPM-CINVESTAV-IPN) a una dilucién 1:1000.

Cada anticuerpo se disolvié en BSA al 5% preparada en TBST. Cada anticuerpo fue colocado con la
membrana correspondiente e incubado con agitacién constante durante toda la noche a 4 °C.
Posteriormente, las membranas se lavaron cinco veces con TBST durante 10 min cada uno a
temperatura ambiente (TA) y posteriormente se incubd el anticuerpo secundario

correspondiente: anti-lgG de conejo (No. de Catdlogo 65-6120, Invitrogen Life Techologies)
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dilucién 1:50 000; anti-lgG Raton (No. de Catalogo AP308P, Millipore) dilucién 1:100000 durante 2
h a TA. Al término de estos lavados se realizaron otros 10 lavados con TBST en agitacién ligera,
durante 10 min cada uno a TA. Para el revelado, las membranas se incubaron en solucidon de
deteccidn (Supersignal West Pico Chemiluminescent Kit; Thermo Scientific, Rockford, USA) durante
1 min. La deteccidén y registro de los resultados se realizé por medio del fotodocumentador

ImageQuant LAS4000 (GE Healthcare).

10.10 Microscopia Confocal

Para determinar la localizacion de la ubiquitina en parasitos enriquecidos por gradiente de
centrifugacion con Percoll-Sacarosa (anillos, trofozoitos y esquizontes; apartado 6.2) cada fase se
fij6 con paraformaldehido (PFA) al 4% durante 30 min. Posteriormente, las células fueron lavadas
por centrifugacién a 1500 g durante 5 min y se mantuvieron a 4 °C; las muestras fueron
permeabilizadas con Solucién permeabilizadora BD FACS (Becton Dickinson) durante 30 min;
posteriormente se lavaron dos veces con PBS 1X por centrifugacion a 1500 g durante 5 min. Las
muestras se bloquearon con suero fetal de bovino (SFB) 50% 1h a TA. Las muestras fueron lavadas
dos veces y se centrifugaron a 1500 x g durante 5 min. Las muestras fueron incubadas con una
dilucién 1:50 de anti-poliubiquitina Lys-48 (No. de catalogo 8081, Cell Signaling Technology) o anti-
ubiquitina (No. de catalogo ab7780, Abcam) durante 3 h a TA. Las muestras se lavaron tres veces
con PBS pH 7.4 y se centrifugaron a 1500 x g durante 5 min. Las muestras fueron incubadas con
una diluciéon 1:100 de anti-IgG de Conejo Alexa Fluor 488 (No. de catalogo ab150077, Abcam)
durante 2 h a TA y lavadas tres veces con PBS pH 7.2. Las muestras se colocaron (por extensién) en
un portaobjetos y se montaron con VECTASHIELD con 4’,6’-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Vector
laboratories Inc., Burlingame, CA, USA). La microscopia confocal se realizé usando un microscopio
Zeiss LSM 700 con un objetivo 63X/1.4 DIC. Las imagenes se analizaron usando el software Zen-

Lite.

10.11 Citometria de Flujo

Parasitos enriquecidos de cada fase (anillos, trofozoitos y esquizontes, apartado 6.2) se fijaron con
PFA al 4% durante 30 min, se lavaron por centrifugacién a 1500 g durante 5 min y se mantuvieron
a 4°C; las muestras se permeabilizaron con solucién permeabilizadora BD FACS (Becton Dickson)
durante 30 min; posteriormente se lavaron dos veces con PBS 1X por centrifugacién a 1500 g
durante 5 min. Las muestras se bloquearon con SFB 50% 1h a TA y se realizaron dos lavados con

PBS pH 7.4. Los parasitos fueron incubados con una dilucién 1:50 de anti-poliubiquitina Lys-48
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especifica de conejo o anti-ubiquitina clona FK2 diluida 1:50. El anticuerpo secundario se utilizé a
una dilucion de 1:150 en el caso de la anti-IgG de Conejo acoplado a FITC (No. de Catalogo F2765,
Thermo Fisher Scientific) 6 anti- IgG de ratén acoplado a TRITC (No. de Catalogo 62-6514,
Invitrogen) durante 40 min a TA en agitacién constante. Finalmente, se agregd una solucién de
DAPI-PBS durante 8 min. Se realizaron tres lavados por centrifugacién a 1500 x g durante 5 min en
1 ml de PBS pH 7.4. Los eritrocitos infectados se definieron por una regién positiva para DAPI. Las
muestras se leyeron en un citémetro de flujo BD LSRFortessa y se analizaron por medio del

programa Summit, version 4.3

10.12 Espectrometria de Masas

a) Preparacion de la muestra

Para la identificacion de las proteinas, éstas se analizaron en los Servicios Centrales para Apoyo de
Investigacion Experimental en la Universidad de Valencia, Espafia. Las muestras fueron digeridas
con tripsina grado secuenciacion (Promega) segun protocolos establecidos (Shevchenko et al.,
1996). La digestion se detuvo con acido trifluoroacético (TFA) a una concentracion final del 1% vy la
mezcla de la digestidn se analizé por ESI-LC-MS/MS. Como control se analizé una muestra de BSA

para verificar el proceso de digestion.

b) Espectrometria de masas

Para la identificacion general, se realizd cromatografia liquida y espectrometria de masas en
tandem (LC-MS/MS): 5 ul de cada muestra se cargd en la columna (NanoLC Column, 3pu C18-CL,
350 um x 0.5mm ; Eksigen) y se desald con TFA al 0.1% a 3 pl/min durante 5 min. Los péptidos se
cargaron en una columna analitica (Columna LC, 3 p C18-CL, 75 umx12cm, Nikkyo) equilibrada en
acetonitrilo (ACN) al 5% -acido férmico (FA) al 0.1%. La elucidn se realizé con un gradiente lineal
de 5-35% B en A durante 15 min (A: 0.1% FA; B: ACN, 0.1% FA) a una velocidad de flujo de
300nl/min. Los péptidos se analizaron en un espectrometro de masas nanoESI gQTOF (5600
TripleTOF, ABSCIEX). El tripleTOF se manejo en modo de adquisicion dependiente de informacidn,
en el que se realizé el rastreo a 0.25-s TOF MS de 350-1250 m/z, seguido por escaneos de iones de

producto de 0.05-s de 100- 1500 m/z en los 50 iones cargados 2-5 mas intensos.
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c) Espectrometria de masas para identificacion de la modificacidn postraduccional

Tres muestras se enviaron a las instalaciones de la Universidad de California, Davis; dos para
identificar el residuo de ubiquitinacidon y una para identificar el sitio de neddylacién. Las muestras
se analizaron por LC-MS/MS en un espectrometro de masas Thermo Scientific Q Exactive Orbitrap
en conjutno con un HPLC Proxeon Easy-nLC (Thermo Scientific) y una fuente de nanospray Proxeo.
Los péptidos digeridos se cargaron en una trampa de fase reversa de 100 micras x 25 mm Magic
C18 100A 5U donde se desalaron antes de separarse usando una columna de fase reversa de 75
micras x 150 mm Magic C18 200A 3U. Los péptidos se eluyeron usando un gradiente de 180 min
con una velocidad de flujo de 300 nl/min. Se obtuvo un muestreo de MS para el rango de m/z de
300-1600, los espectros MS/MS se adquirieron usando un método 15 top, donde los iones 15 top
en los espectros MS fueron sujetos a Disociacion Colisional de Alta Energia (HCD). Una ventana de
masa aislada de 2.0 m/z se utilizdé para la seleccion del ion precursor y se utilizé una energia de
colisién normalizada del 27% para fragmentacién. Para la exclusién dinamica se utilizé6 una

duracion de cinco segundos.

Las muestras de MS/MS se analizaron utilizando el software X! Tandem (The GPM, thegpm.org;
version TORNADO (2013.02.01.1)). El software X! Tandem se configurd para hacer busqueda en la
base de datos de Uniprot P. chabaudi (Agosto 2014, 15124 entradas), la base de datos cRAP de

contaminantes de laboratorios comunes (www.thegpm.org/crap; 114 entradas) mdas un nimero

igual de secuencias de proteinas reversa asumiendo digestién de tripsina. La busqueda en X!
Tandem se realizd con una tolerancia de masa de iones de 20 PPM y una tolerancia de ion parental
de 20 PPM vy la derivatizacidon con iodoacetamida como modificacion fija. Ademas, se especifico
deamidacion de asparagina y glutamina, oxidacién de metionina y triptéfano, sulfona de
metionina, oxidacién de triptéfano a formilquinurenina de triptéfano, acetilacién del N-terminal y

diglicina en residuos de lisina en el X! Tandem como modificaciones variables.

Criterios para Identificacidon de Proteinas

Para validar el péptido obtenido por MS/MS vy las identificaciones de proteinas, se utilizé el
programa Scaffold (version Scaffold 4.4.1, Proteome Software Inc., Portland, OR). Las
identificaciones de los péptidos se aceptaron si podian establecerse con una probabilidad superior
al 91.0% para lograr una tasa de falsos descubrimientos (FDR) menor a 1.0% por el algoritmo FDR

Local de Scaffold. Las identificaciones de proteinas se aceptaron si podian establecerse con una
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probabilidad mayor al 52% para lograr una FDR menor al 5% y contenian al menos 2 péptidos
identificados. Las probabilidades de las proteinas fueron asignadas por el algoritmo Prophet
Protein (Nesvizhskii et al., 2003). Las proteinas que contenian péptidos similares y que no se
podian diferenciar con base en el andlisis de MS/MS Unicamente, se agruparon para satisfacer los
principios de parsimonia. Las proteinas que compartieron evidencia significativa de péptidos

similares se colocaron por grupos.

10.13 Analisis de RT-PCR Cuantitativa por Tiempo Real

Para la PCR en tiempo real (qPCR), los iniciadores se disefiaron utilizando el software Primer3
accesible en el sitio http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi/. Para el
gen de cullina-1 (PCHAS 112810) los iniciadores fueron 5 -TTGCCTCTATTTGGGTTATGC-3’ y R 5’-
TGCCATCGTGCATATTCTTT-3’ para amplificar un producto de 77 bp. Para el gen de cullina-2
(PCHAS_142830) las secuencias de los iniciadores fueron F 5-CGAGGCAGCTATTGTTCG-3’; R 5'-
GGATGGGGAAAAAGTGGA-3’ para amplificar un producto de 100 bp. Para el gen de skpl
(PCHAS 114240) los iniciadores fueron F 5 -TGGACATAAAGCCACTCTTGG-3’ y R 5'-
GCTCGAATTTCTTCCGTTGT-3’ para amplificar un producto de 82 bp. Finalmente, para el gen rbx1
(PCHAS_080650) la secuencia de iniciadores fue F 5'-TGGGGTGTGTGTAATCATGC-3' y R 5'-
AGGGCAAACTTGTCTTGCTT-3'. Los valores de expresién de las cullinas, rbx y skp se normalizaron
con los niveles de abundancia del mRNA del gen ribosomal 18S. Los iniciadores para 18S fueron F
5’-ACATGGCTTTGACGGGTAAC-3’ y R 5'-GCTGCCTTCCTTAGATGTGG-3' que amplificaron un
producto de 86 bp. La expresién de la cullina fue cuantificada con SsoFast™ EvaGreen SuperMix
(Bio-Rad) usando los iniciadores especificos del gen en un volumen de reaccién final de 20 ul que
contenia 10 ul de SsoFast™ EvaGreen SuperMix (Bio-Rad), iniciadores sentido y antisentido a una
concentracién de 250 nM y 5.0 ul de la muestra de cDNA . El protocolo de amplificacién para la
expresién de la cullina consisitid de un paso de 30 s a 95 °C, seguido por 40 ciclos de amplificacion
(95°C durante 5 s, 61°C durante 5 s, lectura de placa en fluorescencia para SYBR Green 1), después
del cual se realizé la reaccion de la “melting-curve” de 65 °C a 95 °C con lecturas de placa cada
0.5°C. Las mediciones de la abundancia de mRNA se tomaron por triplicado de tres experimentos

independientes y la media se utilizé para analisis posteriores.
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XI. Resultados

11.1 Abundancia de fases en el ciclo intraeritrocitico de P. chabaudi

Para determinar los tiempos de mayor abundancia de cada una de las fases que constituyen al
ciclo intraeritrocitico de P. chabaudi se realizé una infeccidn en tres lotes diferentes de ratones
BALB/c machos a las 6:00 A.M. y se tomaron muestras de sangre cada tres horas para analizat la
proporcién de las diferentes fases intraeritrociticas del pardsito. Se obtuvo la desviacion estandar
de los conteos por fase de los parasitos por cada tiempo y los datos fueron tabulados y graficados.
La mayor proporcién de anillos se encontrd a entre las 12:00 A.M. y 3:00 A.M., la de trofozoitos a

las 6:00 A.M. y la de esquizontes a las 6:00 P.M. (Tabla 1y Figura 21).

Estos resultados se aplicaron para obtener parasitos enriquecidos en cada fase y obtener un
mayor grado de purificacion de las muestras. En los tiempos en donde se determind previamente
gue existian una mayor proporcion de anillos, trofozoitos y esquizontes se obtuvo la sangre por
puncion cardiaca y se sometio a gradientes de Percoll-sacarosa. Después, se verificd cada una de
las fases purificadas por medio de revision microscépica, donde se observé una gran proporcion

de las fases esperadas (Figura 22).

Tabla 1. Porcentaje de fase parasitaria durante el ciclo intraeritrocitico de 24 h de P. chabaudi

6:00 h 9:00 h

|
91.7 93.8 815 60.0 20.8 9.8 0.0 4.8 92.7
5.3 4.2 185 40.0 70.8  66.5 2.2 4.3 0.0

12:00h 15:00h 18:00h 21:00h 24:00 h 3:00h 6:00h

0 0 8.3 25.2 97.8 90.8 7.3
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Figura 21. Parasitemia de P. chabaudi en Ratones BALB/c Machos. Ratones BALB/c machos de 6-
8 semanas se infectaron con 1 x 10° parasitos. Cada 3 horas se contaron las formas del parasito
presentes. Los conteos se realizaron por triplicado, se expresaron como porcentaje de eritrocitos
infectados y se obtuvo la desviacién estandar (SD).

Figura 22. Formas del ciclo Intraeritrocitico de P. chabaudi purificadas. Preparaciones de los
parasitos purificados con Percoll-Sacarosa y tefiidos con Giemsa al 20% de las fases obtenidas. A-
Fase de Anillo; B-D Fase de Trofozoito; E-F. Fase de Esquizonte.
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11.2 Ubiquitina en P. chabaudi

El gen de la ubiquitina se buscd in silico en el genoma de P. chabaudi y se encontraron 3
secuencias relacionadas. Dos correspondieron a una secuencia de ubiquitina fusionada a la
proteina ribosomal S27 (UBs;7,) (PCHAS 104020) o L40 (UBy4) (PCHAS 114120); y el gen de
poliubiquitina (PCHAS_061200). Estos tres genes se encuentran en cromosomas diferentes (10, 11
y 6, respectivamente). In silico, el gen de poliubiquitina en P. chabaudi codifica para una proteina
de 305 aminoacidos. El gen tiene una longitud de 1306 bp; posee un exdén en el extremo 5” (28 bp),
un intrén (388 bp) y otro exdn con 4 repetidos en tandem de 228 bp cada uno sin secuencias

espaciadoras entre cada uno de estos (Figura 23).

Al analizar el gen de poliubiquitina en diferentes especies de Plasmodium se encontré que la
estructura se conserva, es decir, presentan un exén de 28 pb en el extremo 5’ y un segundo exdn
con repetidos en tandem; sin embargo, varia tanto la longitud del intron como el nimero de
repetidos en tandem que van de 5 para P. falciparum y P. vivax y 4 y 3 para P. chabaudi y P.

berghei, respectivamente (Figura 24Ay 24B).

Cromosoma

UBE,’?G

UB.J”
Poliubiquitina
5‘[}/\{ H 3 6
1306 bp

Figura 23. Representacion de los tres genes de ubiquitina en P. chabaudi. Los genes UBsy7,
(PCHAS_104020) y UB4 (PCHAS_114120) codifican para una sola copia de ubiquitina que se fusiona con las
proteinas ribosomales S27a y L40, respectivamente. El gen de la poliubiquitina (PCHAS_061200) codifica
para cuatro repetidos en tdndem “cabeza a cola” de ubigiuitina.
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P. falciparum I]/\I I—>
526 bp

1672 bp

P. vivax U/\{ }—}
492 bp 1638 bp

P. chabaudi m H 1306 bp
P. berghei [}/\{ I% 1126 bp
436 bp

228 bp
P. falciparum  TAACTGgtaaggat / tttcatttcaGGAAAA
P. vivax TAACAGgtaaggag / tttttcttaaGGAAAA
P. chabaudi TAACAGgtaaatta / ctttttttcaGGAAAA
P. berghei TAACAGgtaagtta / ttttttttcaGGAAAA

Mok L okdokok R, sl ook ook sokok ok

Figura 24. Estructura y organizacion del gen de poliubiquitina en diferentes especies de Plasmodium. A)
Representacién del gen de la ubiquitina en diferentes especies de Plasmodium. El inicio del primer repetido
en el extremo 5’ estd interrumpido por un intrén de tamafio variable, dependiente de la especie después de
28 bp del exdn. B) Comparacién de porcién donadora y aceptora del intrén del gen de la poliubiquitina en
diferentes especies con base en lo reportado para Plasmodium sp. En minusculas se muestra la region del
intrén y en mayusculas la secuencia del exdn.

En P. chabaudi, la pro-proteina que se codifica a partir del gen de poliubiquitina es de 305
aminoacidos y posee cuatro repetidos en tandem del monémero de 76 aminoacidos cada uno. En
otros organismos se ha reportado que esta proteina se procesa por hidrolasas de tipo
desubiquitinasas para generar las unidades de ubiquitina (Kerscher et al., 2006), por lo que este
procesamiento debe también ocurrir en Plasmodium sp. La secuencia proteica del mondmero de
Ub presenta una gran conservacion entre las diferentes especies del género Plasmodium y a lo
largo de la evolucidn, presentando una homologia del 100% con P. falciparum, del 97% con P.
vivax y del 98% con la secuencia del humano (Figura 25A). En su estructura terciaria, la proteina
presenta un motivo de cinco laminas beta y una alfa hélice, denominada pliegue de ubiquitina,
ademas de un C-terminal de seis residuos flexible disponible para la activacion y conjugacion.

Ademads, posee los siete residuos de lisina en la posiciédn conservada en otros organismos
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(posiciones 6, 11, 27, 29, 33, 48, 63) (Figura 25A, B). Estos residuos de lisina en la posicion

conservada son importantes para la formacion de cadenas de ubiquitina.

A Score
H.sapiens MOIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEGI PPDOQORLI FAGKQLEDGRTLSDYNIQOKESTLHLVLRLRGG 98
R.norvegicus MOIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEGIPPRDOQORLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLVLRLRGG 98
A.thaliana MOIFVKTLTGKTITLEVESSDTIGNVKAKIQDKEGI PPDOQORLIFAGKQLEDGRTLADYNIQOKESTLHLVLRLRGG 94
D.melanogaster MOIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEGIPPDOQORLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLVLRLRGG 98
C.olcgans MOIFVRTLTGKTITLEVEASDTIENVKARIQDKEGI PPROQORLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLVLRLRGG 97
T.brucei MOIFVKTLTGKTIQLEVEASDTIENVKAKIQDKEGIPPDQORLIFAGKQLEQGRTLADYNIQOKESTLHLVLRLRGG 93
T.vaginalis MOIFVKTLTGKhITLEVEPLDL IEDVKAKIQDKEGIPPDOORLIFAGRQLEDGN TLGDYS IQKDSTLHLVLRLRGG 88
P.falciparums MOIFVKTLTGKTITLAVEPSDTIENVKAKIQDKEGIPPDOQORLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLVLRLRGG 100
P.vivax MOIFVKTLTGKTITIAVESSDTIENVKSKIQDKEGIPPDOQORLIFACGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLVLRLRGG 97
P.berghei MOIFVKTLTGKTITLAVEPSDTIENVKAKIQDKEGI PPRDOORLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLVLRLRGG 100
P.chabaudi MOIFVKTLTGKTITLAVEPSDTIENVKAKIQDKEGIPPDOQORLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLVLRLRGG

L "M 4 1+ +
Lysine Residue 6 1 2729 33 48 63
B -
H. sapiens P. chabaudi Superposicion

Figura 25. Monémero de ubiquitina en Plasmodium spp. A) Comparacion de la secuencia de aminoacidos
de ubiquitina entre diferentes organismos. Los cambios en secuencia entre eucariontes superiores (H.
sapiens, R. norvegicus) se muestran en minusculas y subrayados. La identidad de la secuencia de
aminoacidos con la ubiquitina de P. chabaudi se muestra como porcentaje después de cada secuencia. Con
flechas se indica la posicidn de las siete lisinas. B) Estructura terciaria de la ubiquitina del H. sapiens (en
azul, cédigo PDB 1UBQ) y P. chabaudi (en verde, modelo creado en I-TASSER, C-score=0.70). Ambas
estructuras presentan una conformacion globular con 4 laminas beta y una alfa hélice que corresponde al
dominio de ubiquitina. Ambas secuencias son estructuralmente similares, de modo tal que se superponeny
se identifican las 7 lisinas en la molécula. Homo sapiens (POCG47); Rattus norvegicus (Q63654); Arabidopsis
thaliana (POCH32); Drosophila melanogaster (POCG69); Caenorhabditis elegans (POCG71); Trypanosoma
brucei (Q383T7); Trichomonas vaginalis(A2DGL5); P.falciparum (Q7KQK2); P. vivax (A5KOL7); P. berghei
(Q4YP93); P. chabaudi (AOA081ICU4)
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11.3 Abundancia y localizacién de Ubiquitina total y poliubiquitinacion en Lys48 durante el ciclo
intraeritrocitico de P. chabaudi

Para determinar la abundancia de la ubiquitina total conjugada (mono- o poli-ubiquitinacion) y
formando cadenas en la lisina 48 durante el ciclo intraeritrocitico, se realizé citometria de flujo con
anillos, trofozoitos y esquizontes. Ya que la secuencia peptidica de la ubiquitina del parasito posee
una homologia del 98% con un amplio rango de organismos, se predijo que los anticuerpos
comerciales podian reconocer la ubiquitina del parasito. En todas las muestras analizadas
encontramos la presencia de ubiquitina y de cadenas de ubiquitina en Lys-48 (Figura 26). Se
encontré que la ubiquitina (mono- y poli-ubiquitina conjugada) aumenta conforme avanza el ciclo
de vida, teniendo que la fase con menor abundancia fue la de anillo mientras que el esquizonte
presentd la mayor ubiquitinacion (Figura 26A). La poliubiquitina en Lys48 presenté menor
abundancia en comparacion con la ubiquitina total y presentd la misma tendencia de aumento
conforme el ciclo progresa, con la menor abundancia en anillos y la mayor en esquizontes (Figura

268).

La localizacién de la ubiquitina (mono- y poli-ubiquitina) y la poliubiquitina en Lys-48 en el parasito
se realizd por inmunolocalizacidon en microscopia confocal. Al igual que en la citometria de flujo,
ambos anticuerpos fueron usados por separado. Todas las fases del parasito presentaron
ubiquitina y en acuerdo a lo observado por citometria la ubiquitina aumenta conforme progresa el
ciclo intraeritrocitico con la mayor sefal en la fase de esquizonte (Figura 27A). Los mismos
resultados se obtuvieron con poliubiquitina en Lys-48. En todos los casos, lo que se observa,

sugiere que la localizacion fue principalmente citoplasmatica (Figura 27B).
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Figura 26. Abundancia de ubiquitina a lo largo del ciclo intraeritrocitico de P. chabaudi. A)
Presencia de Ub (mono- y poli-Ub) en anillos, trofozoitos y esquizontes medida como intensidad
media de fluorescencia (MFI). B) Intensidad Media de Fluorescencia (MFI) de poliubiquitina Lys-48
en anillos (azul), trofozoitos (verde) y esquizontes (rojo).
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Figura 27. Localizacion de Ub en el ciclo Intraeritrocitico de P. chabaudi. A) Inmunolocalizaciéon
de mono- y poliubiquitina en las fases de anillo, trofozoito y esquizonte. B) Inmunolocalizacion de
poliubiquitina en Lys-48 en anillos, trofozoitos y esquizontes. La ubiquitina aumenta conforme el
ciclo progresa y se localiza principalmente en el citoplasma. Los nucleos fueron tefiidos con DAPl y
el anticuerpo secundario estuvo marcado con Alexa-488.
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11.4 Identificacion de proteinas ubiquitinadas

11.4.1 Inmunodeteccion de proteinas ubiquitinadas en el ciclo intraeritrocitico de P. chabaudi

Las proteinas totales de las diferentes fases del ciclo de vida de P. chabaudi analizadas por PAGE-
SDS, abarcaron moléculas de 250 a 15 kDa y no se observaron diferencias significativas.

Las proteinas se transfirieron a nitrocelulosa para realizar la inmunodeteccién de aquéllas que
presentaran ubiquitina (mono- y poliubiquitina). Se identificaron alrededor de 7 bandas (con pesos
moleculares aproximados de 30, 40, 50, 60, 65, 120 y 170 kDa) en todas las fases del ciclo
intraeritrocitico. Aunque el patrén fue relativamente constante a lo largo del ciclo (Figura 28A) se

observaron diferencias en intensidad en las bandas de 120, 50 y 30 kDa (Figura 28B).

Para comparar las proteinas de las fases de anillo (Figura 29A), trofozoito (Figura 29B) y Esquizonte
(Figura 29C), se hizo E2D en un rango de punto isoeléctrico de 3-10. Se observaron perfiles
electroforéticos muy similares con proteinas de alto peso molecular (250kDa) y con la mayor
poblacién de proteinas en un rango entre 100 y 25 kDa, sin embargo se apreciaron algunas
diferencias entre fase (indicadas con flechas y recuadro negro en la Figura 29). Ejemplo de ello son
una proteina de 30 kDa con un pl de 4.0 y una proteina de 75 kDa con un pl de 5.0, las cuales se
observan mas representadas en la fase de esquizonte. Ademas se observa un grupo de 4 proteinas
en las fases de anillo y trofozoito de un peso molecular de 30 kDa (recuadro) que en la fase de

esquizonte no se encuentran presentes.

Para la identificacion de las proteinas ubiquitinadas, réplicas técnicas de los geles E2D se
transfirieron a nitrocelulosa para la inmunodeteccién usando anticuerpos dirigidos contra
proteinas mono o poliubiquitinadas (Lys*-, Lys*- y Lys®) o cadenas de poliubiquitina unidas en
Lys-48 (K*). Se observé que durante el ciclo la mayor parte de proteinas ubiquitinadas esta entre
los 100 kDa y 25 kDa y el patrén y numero de proteinas detectadas aumenta conforme progresa el
ciclo (Figuras 30, 31 y 32). En el caso de anillos, se observaron 19 proteinas con mono- y
poliubiquitinacién (Figura 30A) y de éstas, siete fueron reconocidas con el anticuerpo anti- Lys48
(flechas rojas, Figura 30B). Los siete puntos fueron analizaron por MS con resultados para tres,
enumeradas con las letras A1-A3 (Figura 30C). En el caso de trofozoitos, se observaron 22
proteinas mono- o poliubiquitinadas (Figura 31A) y de éstas nueve fueron reconocidas con el

anticuerpo anti- poliubiqutina en Lys48 (Figura 31B). Estas nueve proteinas se analizaron con
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resultados para cinco, enumeradas con las letras T1-T5 (Figura 31C). Finalmente, para los
esquizontes se observaron 35 proteinas mono- o poliubiquitinadas (Figura 32A) y 30 con
poliubiqutinacion en Lys48 (Figura 32B). En este caso se identificaron 20 proteinas por MS,
enumeradas con las letras E1-E20. Al igual que en los experimentos anteriores, la fase que
presentd la mayor cantidad de proteinas ubiquitinadas fue la de esquizonte y en cuanto a las
proteinas poliubiquitinadas en Lys-48, también fue el esquizonte la fase que presentd la mayor

cantidad con respecto a las otras fases.

De manera interesante, la fase de trofozoito es la que presenta un mayor reconocimiento por el
anticuerpo anti mono- y poliubiquitina en contraste a las unidas a Lys-48, esto es, el trofozoito
presenta una mayor diversidad de ubiquitinacion (cadenas de poliubiquitina o

monoubiquitinacién) en relacién a las otras dos fases.

Las proteinas identificadas por MS correspondieron principalmente a moléculas relacionadas al
metabolismo de dacidos nucleicos (uridina fosforilasa, hipoxantina-guanina-xantina fosforibosil
transferasa, inosina-5’-monofosfato deshidrogenasa), seguido por proteinas relacionadas a la
glucdlisis (piruvato cinasa, fosfoglicerato cinasa, hexocinasa), plegamiento de proteinas (Hsp70,
complejo T) y biosintesis de proteinas (factor de alargamiento 1A y el factor de iniciacion
eucaurionte 42) (Tabla 2 y Figura 33). De éstas proteinas, la E1 y E9 se seleccionaron para
identificar el sitio de ubiquitinacién. Para el punto E1 se identificaron dos proteinas de choque
térmico de la familia de las la Hsp70 (con pesos moléculares tedricos de 72 y 73 kDa) con un
residuo ubiquitinado en la posicidon 437 (HSP70 de 74 kDa) y en la posicidon 222 (HSP70 de 73 kDa).
Para el punto E9 se identificé a la proteina uridina fosforilasa que presentaba ubiquitina en las

posiciones 101y 211 (Tabla 3).

Dado que la poliubiquitinacion en Lys-48 marca a las proteinas para su degradaciéon por medio del
complejo del proteasoma, se comprobd si alguna de las proteinas identificadas disminuia en
concentracién debido a la ubiquitinacion y posterior degradacion. Se tomé como modelo a la
proteina Hsp70. Para ello se realizd un gel al 8% que se tomd como base para determinar que las
proteinas en cada carril tenian la misma concentracién proteica (Figura 37A) y se realizo la
inmunodeteccion con un anticuerpo anti-Hsp70 de T. vaginalis. Se observé que durante el ciclo

intraeritrocitico de P. chabaudi, la Hsp70 es mas abundante durante la fase de trofozoito y ésta
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disminuye en la fase de esquizonte (Figura 37B) lo que sugiere que la proteina durante la fase de
esquizonte podria disminuir debido a su ubiquitinacion y posterior degradacién por medio del

complejo del proteasoma.

A) B)
Extracto Total Extracto Total

R ET LT ES LS R ET LT ES LS

3:F-- .-'4-170
|”_~—~ pq<-120
75—

o . — <+ 60/65

a-mono-/poliubiquitina

Figura 28. Proteinas ubiquitinadas en el ciclo intraeritrocitico de P. chabaudi. Proteinas totales
de parasitos enriquecidos en las distintas fases del ciclo se resolvieron por PAGE-SDS al 10%, se
transfirieron a membranas de NCy la Ub se detecté con un anticuerpo anti mono- y poliubiquitina.
A) Proteinas totales de diferentes fases del ciclo intraeritrocitico tefiidas con azul de Coommassie
G-250 B) Proteinas ubiquitinadas a lo largo del ciclo intraeritrocitico. A- Anillos (6am); ET-
Trofozoitos tempranos (12:00 pm); LT- Trofozoitos tardios (3:00 pm); ES. Esquizontes tempranos
(3:00pm); LS. Esquizontes tardios (12:00 pm).
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Figura 29. Comparacion de las proteinas de las fases del ciclo intraeritrocitico de P. chabaudi. Se
muestra un gel representativo de tres replicas bioldgicas (150 ug de proteina). La primera
dimension se corrid en un rango de pl de 3-10 NL y la segunda dimensidn en PAGE-SDS al 10%. Los
geles fueron tefiidos con azul de Commassie G-250. A) Anillos; B) Trofozoitos; C) Esquizontes. Las
proteinas con diferencias entre cada estadio se indican con flechas y recuadro negro.
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Figura 30. Deteccidn de proteinas ubiquitinadas en la fase de anillo de P. chabaudi. A) Deteccién de las proteinas mono y poliubiquitinadas en la fase de
anillos; B) Deteccion de las proteinas Lys-48 poliubiquitinadas en la fase de anillo C) Localizacién de las proteinas en 2DE al 10%, tefiido con azul de Coommasie
G-250. Las flechas en rojo sefialan la localizacion de las proteinas Lys-48 poliubiquitinadas y en blanco se sefialan estas mismas en el gel 2D. Con letras (A1-A3)
se muestran las proteinas identificadas por MS.
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Figura 31. Deteccidn de proteinas ubiquitinadas en la fase de trofozoito de P. chabaudi. A) Deteccion de las proteinas mono y poliubiquitinadas en la fase de
trofozoito; B) Deteccidn de las proteinas Lys-48 poliubiquitinadas en la fase de trofozoito C) Localizacidn de las proteinas en 2DE al 10%, tefiido con azul de
Coommasie G-250. Las flechas en rojo sefialan la localizacién de las proteinas Lys-48 poliubiquitinadas y en blanco se sefialan estas mismas en el gel 2D. Con
letras (T1-T5) se muestran las proteinas identificadas por MS.
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Figura 32. Deteccidn de proteinas ubiquitinadas en la fase de esquizonte de P. chabaudi. A) Deteccion de las proteinas mono y poliubiquitinadas en la fase de
esquizonte; B) Deteccion de las proteinas Lys-48 poliubiquitinadas en la fase de trofozoito C) Localizacién de las proteinas en 2DE al 10%, tefiido con azul de
Coommasie G-250. Las flechas en rojo sefialan la localizacién de las proteinas Lys-48 poliubiquitinadas y en blanco se sefialan estas mismas en el gel 2D. Con
letras (E1-E20) se muestran las proteinas identificadas por MS.
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Tabla 2. Identificacidon de proteinas ubiquitinadas en la fase de anillo (A), trofozoito (T) y esquizonte (E) por espectrometria de masas

e

Id de la
Secuencia

PM Teérico/ pl
Teérico”

Unused‘/
Scored/

Cédigo Numero de Descripcion de la Proteina Funcion % Cov.

Acceso(NCBI) Exp

Conteo de
Espectro®

Al Q47113 gi|635576196 Cadena A, cristal de la Componente principal del 41.9/40 5/5 3¢ 50.9
Estructura de la Actina | de citoesqueleto
Plasmodium berghei con loop-D
de actina de musculo
A2 KeuuT1 gi|457872484 Factor de alargamiento 1 alfa Unién dependiente de GTP de tRNA- 48.9/60 9.6/6 2° 10.1
[P. cynomolgi cepa B] aminoacil al sitio A de ribosomas
durante la biosintesis de proteinas
A3 W7FNQO gi|579329115 Proteina hipotética Desconocida 168.8/28 6.6/7.8 1.7°¢ 8.8
PFAG_04685 [P. falciparum
Santa Lucia]
T1 W7FQB6 gi| 887563 Proteina cinasa de Proteina cinasa 90.8/28 10.2/7.8 2°¢ 8.9
serina/treonina [P. falciparum]
T2 Q4YRX2 gi| 68067511 Gliceraldehido-3-fosfato Glucdlisis 36.6/29 7.9/8 4° 6.5
deshidrogenasa [P. berghei
ANKA]
T3 AOAO77T gi|675222525 Gliceraldehido-3-fosfato Glucdlisis 36.6/33 7.7/8.5 6.9° 21.7
NY1 deshidrogenasa, hipotético [P.
chabaudi chabaudi]
T3 Q4Z3W6 gi| 68067918 proteina hipotética [P. berghei Desconocida 79.7/33 8.5/8.5 1.95°¢ 2.5
ANKA]
T4 AOA077X gi|675227456 Factor de alargamiento 1 alfa Unién dependiente de GTP de tRNA- 48.9/45 9.6/9.6 12.8¢ 24.6
DU3 [P. berghei ANKA] aminoacil al sitio A de ribosomas
durante la biosintesis de proteinas
T4 Ke6UX10 gi|457875124 proteina hipotética Desconocida 80.3/45 9.8/9.6 2°¢ 1.7
PCYB_131280, parcial [P.
cynomolgi cepa B]
T5 KUUT1 gi|457872484 Factor de Elongacidn 1 alfa [P. Unidn dependiente de GTP de tRNA- 48/49 9.6/9.6 35.7°¢ 61.1
cynomolgi cepa B] aminoacil al sitio A de ribosomas
durante la biosintesis de proteinas
El Q25681 gi|675219991 Proteina de Choque Térmico, Plegamiento de proteinas, respuesta 74/ 75 5.3 538° 54
Hipotética [P. chabaudi] al estrés
El Q5UAHO gi| 70936729 Proteina disulfuro-isomerasa Cell redox homeostasis 55/75 5.5 93¢ 58
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[P. chabaudi chabaudi]

El QAXNH6 gi|675220798 Proteina de Choque Térmico Plegamiento de proteinas, respuesta 73/75 6.55 41° 49
70, Hipotética [P. chabaudi] al estrés
El Q4xL82 gi| 70945333 Proteina Hipotética, parcial [P. Desconocida 141/75 10.48 6° 1.8
chabaudi]
E2 W7FRF9 gi| 124806845 Actina-1 [P. falciparum] Componente principal del 42/45 5.21 547° 58
citoesqueleto
E3 AOAO77TR  gi| 70943364 Complejo T proteina 1 Unién ATP. Plegamiento de 59/56 5.5 10° 18.5
D4 subunidad epsilon, parcial [P. proteinas. Chaperona.
chabaudi chabaudi)
E4 Q4YWP9 gi| 68071207 Complejo T subunidad beta [P. Unién ATP. Plegamiento de 59/53 6.4 5.7°¢ 8.1
berghei ANKA] proteinas. Chaperona.
E5 AOA024V)  gi|574965696 Factor de iniciacion eucarionte Helicasa 45.3/43 5.4 23.23°¢ 41.9
M9 4A [P. falciparum FCH/4]
E6 AOAO77TR  gi|675222593 Factor de iniciacion eucarionte Helicasa 45.3/43 5.8 23.63°¢ 45.3
61 4A, Hipotética [P. chabaudi
chabaudi)
E7 AOAO77TP  gi|675220481 Proteina fam-a [P. chabaudi Proteina rica en triptofano, inductor 32.3/30 6.2 28.15°¢ 74
c7 chabaudi] de la respuesta inmune
E8 Q4Y6D0 gi| 70951782 Uridina fosforilasa [P. Actividad catalitica. Metabolismo de 27/26 5.8 70.8° 89
chabaudi) nucledsidos.
E8 W7AYM5 gi| 577150680 Proteina hipotética YYG_00822  Desconocida 29/26 5.6 15.5° 28.5
[P. vinckei]
E8 QAXX86 gi| 70945775 Gas4l [P. chabaudi chabaudi] Regulacién de la transcripcion 26/26 8.1 8.9° 39
E8 AOAQ77T gi| 70946556 Proteosoma subunidad alfa Actividad de endopeptidasa tipo 28/26 5.9 6.86° 26
QA0 tipo 1 [P. chabaudi chabaudi] treonina. Proceso catalitico
dependiente de ubiquitina
E8 AOAO77TP  gi|70951412 Proteasoma subunidad beta [P.  Actividad de endopeptidasa tipo 30/26 6.2 6.7° 26
K1 chabaudi chabaudi) treonina. Protedlisis involucrada en
proceso catabdlico
E9 Q4Y6D0 gi| 70951782 Uridina fosforilasa [P. Actividad catabdlica. Metabolismo de  27/26 5.8 534° 52
chabaudi) nucledsidos
E9 Q4Y5V0 gi| 70946825 Proteina relacionada a ciclina Subunidades regulatorias de cinasas 25/26 4.8 110°¢ 56

[P. chabaudi]

dependientes de ciclina
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E9 Q5UAHO gi| 70936729 Disulfuro isomerasa [P. Homeostasis de estrés oxidativo 55/26 5.5 28° 32
chabaudi chabaudi)
E9 Q4Y142 gi| 70946556 Proteasoma subunidad alfa tipo  Proceso catabdlico dependiente de 29/26 5.9 22° 35
1 [P. chabaudi] ubiquitina.
E9 AOAO77TP  gi|70951412 Proteasoma subunidad beta [P.  Actividad endopeptidasa tipo 30/26 6.2 11°¢ 21%
K1 chabaudi chabaudi) treonina. Protedlisis involucrado en
el proceso catabdlico de proteinas
E10 Q4Y6D0 gi| 70951782 Uridina fosforilasa [P. Actividad catabdlica. 27/26 5.8 76.01° 95
chabaudi] Metabolismo de nucleésidos
E10 Q4Y5V0 gi| 70946825 Proteina relacionada a ciclina Subunidades regulatorias de cinasas 25/26 4.8 50.9° 72
[P. chabaudi] dependientes de ciclina.
E10 AOAQ77T gi| 70946556 Proteasoma subunidad alfa tipo  Proceso catabdlico dependiente de 29/26 5.9 29.2° 70
QA0 1 [P. chabaudi] ubiquitina.
E10 AOAO77TR  gi|675221881 Hipoxantina-guanina-xantina- Actividad de guanine 27/26 6.2 24.9° 63
Qa3 fosforibosiltransferasa fosforibosiltransferasa. Via de
[P. chabaudi] salvamento de ribonucledsidos de
purina.
E10 W7ARB9 gi|577150919 Subunidad regulatoria 9 del Complejo del proteasome 26/26 5.6 9.5° 48
proteasome 26S no-ATPasa [P
vinckei]
E10 W7AXR5 gi| 657009514 Subunidad alfa 4 del Actividad de endopeptidasa de tipo 27/26 6.4 8.8° 48
proteasome 20S [P. vinckei treonina. Proceso catabdlico
vinckei] dependiente de ubiquitina
E11 P07833 gi| 123500 Hipoxantina-guanina-xantina- Actividad de guanina 27/25 7.6 86° 18
fosforibosiltransferasa fosforibosiltransferasa. Via de
[P. falciparum] salvamento de ribonucledsidos de
purina.
E12 AOAO077XC  gi|675220823 Receptor para la cinasa c Actividad de cinasa 36/30 6.3 54.2° 75
D5 activada (RACK) [P. chabaudi)
E12 AOAO077YG  gi| 70938933 Nucleasa p1/s1, hipotético [P. Actividad de endonuclease. Proceso 38/30 6.2 40.5° 72
98 chabaudi chabaudi) catabdlico de DNA.
E12 W7AR89 gi|577147954 Factor de iniciacién de la Actividad de factor de iniciacion dela  37/30 6.3 24.3° 49
traduccién 3 subunidad | [P. traduccién. Formacién del complejo
vinckei petteri] de preinicio de la traduccién.
E12 AOAO77TR  gi|675221881 Hipoxantina-guanina-xantina- Actividad de guanina 27/30 6.2 16.7° 54
Q3 fosforibosiltransferasa fosforibosiltransferasa. Via de
[P. chabaudi chabaudi] salvamento de ribonucledsidos de
purina.
E12 AOAO77TK  gi| 70944474 Enzima biosintética de Actividad catalitica. Procesos de 33/30 7 8.5° 27
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S4 piridoxina pdx1 biosintesis de biosintesis de piridoxal
[P. chabaudi chabaudi] fosfato.
E12 AOAO77TT  gi| 70951959 L-lactato deshidrogenasa [P. Proceso metabdlico de 34/30 7.7 6.7° 29
H5 chabaudi chabaudi) carbohidratos.
E13 W7FJH4 gi| 124506998 Fosfoglicerato cinasa OS [P. Cinasa.Unidn a ATP. Proceso 46/43 7.6 170° 18
falciparum] glucolitico.
E14 Q02155 gi| 400025 Hexocinasa OS [P. falciparum] Cinasa.Unidn a ATP. Proceso 56/50 7 127° 31
glucolitico.
E15 AOAQ77T gi| 70951516 Piruvato cinasa [P. chabaudi Degradacién de carbohidratos. 56/50 6.8 61.9° 73
N68 chabaudi) Glucdlisis.
E15 AOAQ77T gi| 70946810 Factor del porcesamiento del Actividad de transferasa de 57/50 6.8 23¢ 41
M33 Pre-mRNA-processing 19, ubiquitina. Ligasa
hipotético [P. chabaudi
chabaudi)
E15 Q47454 gi| 68072367 Factor de elongacioén 2 [P. Unidén a GTP binding. Biosintesis de 93/50 6.7 9.9° 11
berghei ANKA] proteinas.
E15 W7AL8 gi|577149624 Proteina similar a RuvB- 1 Desenrrollamiento del DNA duplex. 53/50 6.7 7.4° 18
(pontina 52) [P. vinckei petteri] Unidn a nucleétidos. Actividad de
helicase de DNA.
E15 W7AHMO  gi|577149871 Proteina ribosomal 4cida 60S Ribonucleoproteina. Constituyente 35/50 7.7 4.9° 22
PO [P. vinckei petteri] estructural del ribosoma
El6 AOAO077T)  gi| 70953202 Inosina-5'-monofosfato Oxidoreductasa. Proceso de 56/50 7.5 48.4° 67
u2 deshidrogenasa [P. chabaudi bisointesis de nucléotidos purina.
chabaudi)
El6 V7PVES gi| 83317699 Gliceraldehido-3-fosfato Unién a NAD. Oxidoreductase 37/50 7.7 8.1° 30
deshidrogenasa [P. yoelii yoelii activity. Glucdlisis.
17XNL]
El6 V7PMAG6 gi| 82539835 Factor del inicio de la Actividad de GTPase activity. 51/50 8.0 5.4° 15.3
traduccién E1F2 Biosintesis de proteinas.
[P. yoelii yoelii 17XNL]
El6 AOAO77TR  gi| 70924553 Enolasa [P. chabaudi chabaudi]  Liasa. Proceso glucolitico. 49/50 6.5 4° 21
ua
El6 AOAQ77T gi| 70951516 Piruvato cinasa [P. chabaudi Degradacién de carbohidratos. 56/50 6.8 4.5° 15.5
N68 chabaudi) Glucdlisis.
E17 AOAO77YF  gi|70952713 Proteina de organizacién Liase. Glucdlisis. 66/70 7.5 93¢ 79
P9 Hsp70/Hsp90, hipotético [P.
chabaudi chabaudi)
E17 Q4YRX2 gi| 68067511 Gliceraldehido-3-fosfato Unién a NAD. Oxidoreductase 37/50 7.9 14.3° 52

deshidrogenasa [P. berghei

activity. Glucdlisis.
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(cepa Anka)]

E17 AOAO077TH  gi| 70947139 Complejo -T proteina 1 [P. Unidn a ATP. Plegamiento de 60/50 7.4 11.3° 15
N3 chabaudi chabaudi] proteinas. Chaperona.
E17 V7PNI4 gi| 81177589 Factor de Elongacién 1 alfa [P. Actividad de GTPasa. Biosintesis de 49/50 9.6 3.2° 5
yoelii yoelii 17XNL] proteinas.
E18 Q00080 gi|119153 Elongation factor 1-alpha OS [P.  Actividad de GTPasa. Biosintesis de 49/49 9.3 287° 47
falciparum] proteinas.
E19 AOAO77YH gi|675221037 Proteina asociada a la Hidrolasa. 42.5/43 8.2 5.73¢ 18.8
S5 proliferacién 2g4, hipotético [P.
chabaudi chabaudi)
E20 A5KC68 gi| 148801687 proteina hipotética, conserved Desconocida 233.7/32 7.6 1.7°¢ 7.6
[P. vivax]
E20 AOAO77TL  gi|675221551 acetil-CoA sintetasa, hipotético Proceso metabdlico, actividad 102.3/32 8.1 1.7°¢ 7.4
N8 [P. chabaudi chabaudi] catalitica

Los puntos escindidos del gel fueron identificados por LC-MS/MS en nano ESI gQTOF (ABSCIEX) o en Q Exactive Orbitrap (ThermoScientific)

? Masa Tedrica/Experimental
b pl Tedrico reportado en Expasy (www.expasy.org)
¢ score de LC-MS/MS de proteinas identificadas por Protein Pilot. Las porteinas que muestran un unused score >1.3 se identificaron con una confianza > 95%
4score de LC-MS/MS de proteinas identificadas por Mascot. Scores superiores a 70 son significativos (p<0.05).
€ score LC-MS/MS de proteinas identificadas por Scaffold. La identificacidn peptidica fue aceptada si se podia establecer una probabilidad superior al 91% para lograr una Tasa de
Descubrimiento de Falsos positivos (FDR) menor al 1% por el algoritmo FDR Local de Scaffold. La identificacion de proteinas se aceptd si se podia establecer una probabilidad
superior al 52% para lograr una FDR menor al 5.0% y que contenga al menos 2 péptidos identificados.

f . . . . e . .r . . , . . p
Cobertura de la secuencia: porcentaje de aminoacidos de péptidos identificados en relacién con la secuencia completa para cada proteina identificada.
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Figura 33. Funciones de las proteinas identificadas por MS en las tres fases del ciclo
intraeritrocitico de P. chabaudi La funcion biolégica de las proteinas se determiné con base en lo
anotado en la base de datos Uniprot. Los resultados se expresan como porcentajes respecto al
total de 28 proteinas identificadas.

Tabla 3. Secuencias de péptidos donde se identifico el sitio de ubiquitinacion

Nombre de la proteina Secuencia’ X!-Tandem” Sitio de Ubq®

Proteina de choque térmico, (K)KSQIFTTYADNQPGVLIQVYEGER(A) 4.09 437
hipotética [P. chabaudi]

Proteina de choque térmico (R)IINEPTAAALAFGLEKSDGK(V) 3.32 222
70, hipotética [P. chabaudi]

Uridina fosforilasa [P. (R)AGSCGSLQPGYIKR(G) 2.35 101
chabaudi] (K)TGGIFIVDGCPLKWKEGDFDEV(E) 9.32 211

®Secuencia peptidica obtenida a partir de los espectros masa carga. En rojo se muestra la lisina modificada
por diglicina.

® a identificacién peptidica fue aceptada si se podia establecer una probabilidad superior al 91% para lograr
una Tasa de Descubrimiento de Falsos Positivos (FDR) menor al 1% por el algoritmo FDR Local de Scaffold.
Las identificaciones con X!Tandem requirieron al menos scores —Log(Score Esperado) superiores a 1.5.

“Sitio que ocupa la lisina (K) modificada por diglicina dentro de la proteina.
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Figura 34. Identificacion por MS/MS del sitio de ubiquitinaciéon de HSP70-1 (E1). Después de la digestion
con tripsina, el péptido que contiene la modificacién postraduccional tiene un remanente de diglicina (GG)
unido de manera covalente al residuo de lisina en el extremo N-terminal del péptido que es resistente a la
protedlisis con tripsina (sefialado con asterisco). Se muestra la secuencia del péptido producido por la
protedlisis con tripsina con las masas de los iones (iones tipo b y tipo y) con la modificaciéon de diglicina.
Ademas, se muestra el patron de fragmentacion (espectro MS/MS) adquirido para la construccion de la
secuencia peptidica.
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Figura 35. Identificacion por MS/MS del sitio de ubiquitinacion de HSP70-11l (E1). Después de la digestidn
con tripsina, el péptido que contiene la modificacién postraduccional tiene un remanente de diglicina (GG)
unido de manera covalente al residuo de lisina que es resistente a la protedlisis con tripsina (sefialado con
asterisco). Se muestra la secuencia del péptido producido por la protedlisis con tripsina con las masas de los
iones (iones tipo b y tipo y) con la modificacion de diglicina. Ademas, se muestra el patrén de fragmentacidn
(espectro MS/MS) adquirido para la construccion de la secuencia peptidica.
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Figura 36. Identificacion por MS/MS del sitio de ubiquitinacion de Uridina Fosforilasa (E9). A-B) Después
de la digestidn con tripsina, el péptido que contiene la modificaciéon postraduccional tiene un remanente de
diglicina (GG) unido de manera covalente al residuo de lisina que es resistente a la protedlisis con tripsina
(sefialados con asterisco). Se muestra la secuencia del péptido producido por la protedlisis con tripsina con
las masas de los iones (iones tipo b y tipo y) con la modificacion de diglicina. Ademas, se muestra el patrdn

de fragmentacidn (espectro MS/MS) adquirido para la construccién de la secuencia peptidica.
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Figura 37. Abundancia de Hsp70 en el ciclo intraeritrocitico de P. chabaudi. Las proteinas
totales de anillos, trofozoitos y esquizontes de P. chabaudi se separaron por SDS-PAGE al 8%. A)
Para visualizar las proteinas totales el gel se tifid con azul de Coomassie G-250. B) Para detectar la
proteina Hsp70 durante el ciclo intraeritrocitico las proteinas separadas por SDS-PAGE se
transfirieron a una membrana de NCy se hizo WB con un anticuerpo anti Hsp70 de T. vaginalis. El
maximo de expresidon se observé en los trofozoitos. A. Anillos; T. Trofozoitos; E. Esquizontes; C+.
Proteinas de T. vaginalis como control.
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11.5 Analisis del complejo de ubiquitinacion similar a SCF en P. chabaudi
Los posibles componentes del complejo de ubiquitinacién SCF en P. chabaudi se identificaron y

estudiaron.

11.5.1 E3 Ligasa de tipo RING en P. chabaudi

Por andlisis in silico se predijo que P. chabaudi posee 36 genes relacionados a E3 ligasas de tipo
RING en comparacion a P. falciparum que posee 42 (Ponts N, et al., 2008). En este trabajo se
realizé psi-Blast (blast.ncbi.nlm.nih.gov) para identificar en P. chabaudi una E3 ligasa homologa a
la Rbx1 de humano (P62877). La secuencia con mayor identidad (E-score mas bajo) tuvo el nimero
de acceso gi|70948880. Esta secuencia se identificé en plasmodb con el nimero de acceso
PCHAS _080650. Este gen similar a Rbx tiene una longitud de 324 bp, no presenta intrones (Figura

38) y se predice que codifica para una proteina de 12.5 kDa.

El gen se clond en el vector pPGEM®-T easy y se secuencid. El resultado obtenido fue 100% idéntico
al reportado en las bases de datos. Con base en esto se disefiaron iniciadores especificos para su
analisis de expresion mediante qRT-PCR que amplificaron un producto de 114 bp (Tabla 4). Los

valores de expresion se normalizaron con respecto a la expresién del gen ribosomal 18S.

5 -

Figura 38. Esquema del gen PcRbx1. El gen tiene una longitud de 324 bp. En azul se muestra la
region clonada y secuenciada. En rojo se muestra la regiéon amplificada para la qRT-PCR.

Tabla 4. Iniciadores para la qRT-PCR del gen PcRbx-1 de P. chabaudi

Sentido Antisentido Posicion en el Tamafio del

mRNA Amplificado

PcRbx1 ATGATTAATAATACACGATCTGA TTAGGTTGTTGCCTTTTGGAAT 1-324 324 bases
TGGGGTGTGTGTAATCATGC AGGGCAAACTTGTCTTGCTT 211-324 114 bases
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En cuanto a la proteina, la secuencia posee una identidad de 61% con la secuencia de la proteina
del humano y de 96% con la secuencia de la proteina de P. berghei. En la Figura 40A se muestran
los aminoacidos que se han identificado en la proteina del humano como necesarios para llevar a
cabo la interaccién con la proteina Cullina que se sabe sirve de andamio (Scaffold) para la
formacion del complejo de ubiquitinacién activo (Zheng et al., 2002). En general, la mayor parte de

estos aminoacidos necesarios se encuentran conservados entre las diferentes especies analizadas.

Para identificar los dominios estructurales de la proteina, lo que permitié apoyar que se trata de

una proteina E3 ligasa se realizo el andlisis in silico (http://www.ebi.ac.uk/interpro/) lo que resultd

en la identificacion de la secuencia candnica de la familia de E3 ligasas de tipo RING (Cys-X2-Cys-
X(9-39)-Cys-X(1-3)-HisX(2-3)-Cys-X2-Cys-X(4-48)-Cys-X2-Cys) (Figura 40A y B). En el caso del
humano, este dominio va del aminoacido 53 al 98 y en el caso de P. chabaudi, del aminoacido 47-
97 (Figura 40B). Finalmente, para determinar si la proteina presentaba las mismas caracteristicas
en la estructura tridimensional que las del humano, se realizé el modelamiento en el programa I-
Tasser (C-Score -0.34) y se realizd una superposicién con la proteina del humano. Para este
analisis se utilizaron como plantilla dos estructuras, una con la E3 ligasa sola (pdb 2LGV; Figura
41A) y la otra considerando la asociacion de E3 ligasa y la Cullina 1 (pdb 1LDJ; Figura 41B). En la
primera asociacion (Figura 41A) se observd que el dominio RING esta conservado
estructuralmente y es posible visualizar una superposicion entre el humano (azul) y el parasito
(rosa); sin embargo, en el extremo N-terminal, las dos estructuras tendieron a disociarse (Figura
41A). Cuando se utilizé el modelo en complejo con Cullina-1 (verde), se observd que ambas E3
ligasas presentan superposicion en el dominio RING, pero en el extremo N-terminal no existe

superposicion de las estructuras (Figura 41B).
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Figura 39. Expresion Relativa del gen similar a rbx-1 en P. chabaudi. La expresion del mensajero
del gen PcRbx-1 (PCHAS 080650) se midid6 mediante qPCR en seis muestras de parasitos
colectadas a diferentes tiempos del ciclo intraeritrocitico. Los experimentos se realizaron por
triplicado con muestras bioldgicas independientes. La expresion disminuye de la fase de anillo a la
fase de trofozoito temprano, al final de esta fase la expresidon aumenta y alcanza un maximo en la
fase de esquizonte.
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Figura 40. Alineamiento de la secuencia de la E3 ligasa tipo RING Rbx1 de P. chabaudi con la de
diferentes especies A) Alineamiento (Clustal Omega) de la E3 ligasa Rbxl de diferentes
organismos evolutivamente divergentes y entre varias especies de Plasmodium: H. sapiens
(P26877), R. norvegicus (Q498D8), D. melanogaster (QOWS5E1), A. thaliana (Q940X7), P. falciparum
(077367), P. vivax (A5K7N6), P. berghei (Q4YZAO0), P. chabaudi (Q4Y429). Al final de cada secuencia
se muestra el numero de aminoacidos de la proteina por especie y se presenta el porcentaje de
identidad entre cada especie y P. chabaudi. En amarillo se muestran los aminoacidos necesarios
para la interaccion con la proteina Cullina-1 y en verde aquellos que en esta misma region, no
fueron conservados. B) Estructura primaria de la E3 ligasa de tipo RING de humano (HsRbx1) y de
P. chabaudi (PcRbx1). En el recuadro rosa se esquematiza el dominio RING de la E3 ligasa que sirve
de unidn al zinc, estabilizando a la molécula.
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Figura 41. Estructura terciaria y superposicion de la enzima E3 ligasa de P. chabaudi. A)
Estructura terciaria de la enzima E3 ligasa Rbx1 de H. sapiens (en azul, cédigo PDB 2LGV) y P.
chabaudi (en rosa, modelo creado en I-TASSER, C-score=-0.34). Ambas estructuras adoptan la
estructura candnica del dominio RING, el cual se estabiliza por dos moléculas de zinc (Zn). Ambas
secuencias estructuralmente son semejantes en este dominio logrando superponerse, sin
embargo, en la region N-terminal no se observa esta superposicion (PyMOL v.1.74). B) Estructura
terciaria de la enzima E3 ligasa Rbx1 de H. sapiens en asociacion con la proteina Cullina-1 (en azul
Rbx 1y en verde Cul-1, codigo PDB 1LDJ) y P. chabaudi (en rosa, modelo creado en I-TASSER, C-
score=-0.34). Como en el caso anterior, ambas estructuras adoptan la estructura candnica del
dominio RING, logrando superponerse, sin embargo, en la regién N-terminal no se observa esta
superposicion.
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11.5.2 Proteinas similares a Cullina de P. chabaudi

En el genoma de P. chabaudi se reportan por anotacién automatica dos genes que codifican para
proteinas similares a cullina, el gen PCHAS 112810 y PCHAS_ 142830, en adelante denominados
cull y cul2, respectivamente. Estos genes se localizan en los cromosomas 11 y 14,
respectivamente. El gen cull, presenta un intron cercano al extremo 5’ de 351 bp y el gen
completo tiene una longitud de 3282 bp; el mensajero maduro tiene una longitud de 2931 bases.
En el caso de cul2, se presenta un intrén en el extremo 3’ de 306 bp y el gen tiene una longitud de
2841 bp; el mensajero maduro en este caso tiene una longitud de 2535 bases. Entre secuencias

presentan una identidad de la secuencia codificante del 44.4%.

Inicialmente, para conocer experimentalmente la secuencia del gen y compararlo con la secuencia
accesible en la base de datos, se disefiaron iniciadores para amplificar 809 bp del gen cull
(posicion 1655-2439) y 560 bp del gen Cul-2 (posicion 1873-2434). Ambos amplificados fueron
clonados en el vector pCR 2.1. y secuenciados. La secuencia obtenida fue 100% idéntica a la
anotada en la base de datos plasmodb. Con base en estos resultados, se disefaron juegos de
iniciadores adecuados para obtener un amplificado de 77 bp para el gen PcCull y de 104 bp para
el gen PcCul2 (Tabla 5), los cuales fueron adecuados para realizar la gqRT-PCR de las diferentes
fases del ciclo intraeritrocitico (Anillos, Trofozoitos y Esquizontes) de P. chabaudi. Los valores de
expresién de las Cullinas se normalizaron a los niveles de abundancia del RNA del gen ribosomal

18S (Figura 43 y 44).
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Figura 42. Esquema de dos genes similares a Cullina en P. chabaudi. Los genes PcCull y PcCul2
presentan una longitud de 3282 bp y 2841 bp, respectivamente. Ambos genes presentan un intrén
aunque localizado en diferentes regiones del gen. En azul se muestra la regiéon clonada vy
secuenciada. En rojo se muestra la region amplificada para la qRT-PCR.
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Tabla 5. Iniciadores para la gRT-PCR del los dos genes similares a cullina de P. chabaudi

Sentido Antisentido Posicién en el Tamafio del

mRNA Amplificado
PcCull AGGGGGATCAAGAATCTGGGGCT GCAAAGCGCTTGCATAATGGTTACA 1655-2439 809 bases
TTGCCTCTATTTGGGTTATGC TGCCATCGTGCATATTCTTT 2247-2323 77 bases

PcCul2 TGGCCTGCTTTGGAAAAGACTTCG TCAATAGCCTGGTTGGATGGGGA 1873-2432 560 bases
CGAGGCAGCTATTGTTCG GGATGGGGAAAAAGTGGA 2344-2446 104 bases

En el analisis por qPCR, se observé que ambos genes tienen un comportamiento similar. Los anillos
presentaron una expresién inicial que disminuyd durante la fase de trofozoito y posteriormente la
expresién aumentod al final del ciclo durante la fase de esquizonte (Figura 43 y 44). Lo anterior,

muestra un comportamiento similar a los otros componentes del complejo de ubiquitinacion.

Para determinar los dominios presentes en la proteina, se realizd un analisis in silico

(http://www.ebi.ac.uk/interpro/) lo que resulté en la identificacion del dominio de repetidos

similares a Cullina (cuatro repetidos de alfa hélices) que en el caso de PcCull va de la posicion 280
a 472 y para PcCul2 de la posicion 9 a la 405; el dominio de homologia a cullina (conjunto de
cuatro alfa hélices con 5 laminas 3) se identificé en PcCul en las posiciones 611 a 762 y en PcCul2
de la posicion 511 a la 674. En el caso de PcCul2, se presenta el sitio de neddylacién, en la posicion

773-839 en relacién a PcCull donde no fue identificado (Figura 46).

Al analizar los genes de cullina en diferentes especies de Plasmodium se observd que todas ellas
presentan dos genes relacionados a cullina. En P. chabaudi, las dos proteinas presentan una
identidad del 17.2% entre ellas. Ambas secuencias de aminodacidos fueron alineadas con las
secuencias de cullina de otras especies y se obtuvo un arbol filogenético para determinar cual de
ellas puede ser la proteina ortéloga a la cullina-1 de otros organismos y proponer su papel como

componente del complejo SCF.
Se observo que todas las proteinas de Plasmodium ortdlogas a PcCul2 forman un cluster separado

de las ortdlogas a PcCul-1, el cual se separa por completo de las cullinas de otros organismos

(Figura 45). Entre los miembros del género Plasmodium, PcCull presenta un porcentaje de
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identidad de hasta el 90% con la de P. bergheiy del 51% con P. falciparum. En relacién con PcCul2,
esta proteina presenta una identidad del 99% con la de P. berghei y de hasta el 65% con P.
falciparum. En comparacion con otros organismos, la mayor identidad de PcCull fue con las
Cullinas-4 de H. sapiens (19%) y A. thaliana (20%), mientras que para PcCul2 fue con la Cullina-1 de
H. sapiens (21%) y A. thaliana (25.2%) (Figura 45). Razdn por la cual, se realizé el modelamiento de

la proteina Cul2.

Con lo anterior, se determind si estructuralmente la proteina PcCul2 presentaba las mismas
caracteristicas que la cullina-1 de otros organismos. Se realizé el modelamiento en I-Tasser (C-
Score=0.01) y se realizd una superposicion con la proteina del humano. Es importante mencionar
que el cristal disponible para hacer el comparativo es la cullina-1 del humano (pdb 1LDJ). En este
caso se observd que hay una superposicion completa de toda la molécula, con algunas diferencias
en el tercer repetido de alfa hélices, en donde se observan dos alfa hélices mas y un N-terminal en

coiled-coil un poco mayor, en relaciéon a la estructura cristalizada (Figura 47).
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Figura 43. Expresion Relativa del gen similar a cu/l en P. chabaudi. La expresidon del mensajero
del gen Pccull (PCHAS_112810) se midié mediante gPCR en parasitos colectados a diferentes
tiempos a lo largo del ciclo intraeritrocitico. Los experimientos se realizaron por triplicado con
muestras biolégicas independientes. Le expresion disminuye a partir de la fase de anillo y aumenta
conforme inicia y progresa la esquizogonia.
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Figura 44. Expresion Relativa del gen similar a cul2 en P. chabaudi. La expresidon del mensajero
del gen Pccul2 (PCHAS_142830) se midié mediante gPCR en parasitos colectados a diferentes
tiempos a lo largo del ciclo intraeritrocitico. Los experimientos se realizaron por triplicado con
muestras biolégicas independientes. La expresion disminuye a partir de la fase de anillo y aumenta
conforme inicia y progresa la esquizogonia.
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Figura 45. Arbol filogenético de las dos proteinas similares a Cullina en P. chabaudi. Se construyé un érbol
filogenético utilizando el software “one click” accesible en la pagina phylogeny.fr. El software se basa en un
estandar de méaxima probabilidad (ML). En rojo se muestra la tasa de probabilidad (Likelihood Rate Test)
para cada rama. Se observa que la proteina PcCull y PcCul2 estan separadas en dos grupos. La proteina
PcCul2, es la que se encuentra mas relacionada con la Cullina 1 de A. thaliana y en general, con las cullinas
de otros organismos. H. sapiens (Cull- gi|32307161; Cul2- gi|1923243; Cul3- gi|4503165; CuldA-
gi|57165424; Cul4B- gi| 759172900; Cul5- gi|40254446; Cul7- gi|41872646); A. thaliana (Cull- gi|18411983;
Cul2-gi|22329305; Cul3A- gi|15223361; Cul3B - gi|186494184; Cul4- gb|AAM14063.1) S. cerevisiae
(CullinaB -gi| 151943290; Cullina8 - gi|151945039); D. melanogaster ( Cull- gi|17647593; Cul2- gi| 19921636;
Cul3- gi|17737421; Cul4 - gi|24586500; Cul5-gi|24650935); T. gondii (Cul- gi|237831065; Cul3-
gi|237836351); C. hominis (Cul- gi|67624711) P. falciparum (Cull- gi|86171792; Cul2- gi|296004993) P.
vivax (Cull- gi|156101225; Cul2- gi|156103029); P. berghei (Cull-gi|675227408; Cul2- gi|68073739); P.
chabaudi (Cull- gi|675221572; Cul2-gi|675223224) T. brucei (Cul-gi| 72393101)
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Figura 46. Dominios funcionales en las dos proteinas similares a Cullina en P. chabaudi.
Comparativo de los dominios funcionales entre la Cullina-1 de humano y las dos anotadas en el
parasito. En azul se muestra el dominio de repetidos de cullina, que son 3 repetidos de 4 alfa
hélices; en negro se muestra el dominio de homologia a cullina, que se compone de una region
globular compuesta de a hélices y laminas 3 y es la regidn de interaccién con la E3 ligasa; en rojo
se muestra el dominio de neddylacién de las cullinas.

H. sapiens P. chabaudi
Complejo Rbx1-Cull PcCul2

Superposicion

Figura 47. Estructura terciaria y superposicion de la proteina similar a Cullina PcCul2 de P. chabaudi.
Estructura terciaria de la proteina Cullina 1 (Cul-1) en H. sapiens (verde, cédigo PDB 1LDJ) en asociacion
con la enzima E3 ligasa Rbx1 (azul claro) y la proteina modelada PcCul2 de P. chabaudi (en azul, modelo
creado en |-TASSER, C-score=0.01).Se observa que ambas moléculas se superponen, con una diferencia
en el tercer repetido de a hélices, el cual posee dos hélices extras en el caso de la proteina de P.
chabaudi
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11.5.3 Gen de P. chabaudi que codifica una molécula similar a la proteina de asociacién a cinasa
de fase S-1 (SKP-1)

Al igual que con las dos moléculas anteriores (Rbx-1y Cull y Cul2), se buscé un gen que presentara
una alta identidad con la molécula SKP-1 de H. sapiens. Se realizé psi-Blast (blast.ncbi.nlm.nih.gov)
de la secuencia de H. sapiens con la base de datos de Plasmodium para identificar la secuencia con
mayor identidad (E-score mds bajo o cercano a cero) y se identificé el gen anotado con el
gi| 70953797. Con esta secuencia se realizé la bdsqueda en plasmodb y se encontré la secuencia
nombrada PCHAS 114240 (en adelante PcSkp-1). Este gen se encuentra localizado en el
cromosoma 11, presenta 4 intrones y tiene una longitud de 991 bp. En su forma madura, el mRNA
presenta una longitud de 489 bases (Figura 48). El cDNA fue clonado (489 pb) en el vector pGEM®-
T easy y secuenciado. Al igual que en los casos anteriores, la secuencia fue idéntica a la anotada
en plasmodb.org. A continuacion se disefié un juego de iniciadores para realizar la qRT-PCR del
gen PcSkp-1, que amplificd un fragmento de 82 bp (Tabla 6). Los valores de expresién de este gen
se normalizaron a los niveles del gen ribosomal 18S. Los resultados presentaron la misma
tendencia observada con el gen PcRbx1 donde se observa una mayor expresion en la fase de anillo
en relacion con la fase de trofozoito temprano y un aumento progresivo desde el trofozoito tardio

a la fase de esquizonte (Figura 49).
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Figura 48. Esquema del mRNA de PcSkp1. El mRNA de PcSkp1 tiene una longitud de 489 bp. En
azul se muestra la region clonada y secuenciada. En rojo se muestra la region amplificada para la
qRT-PCR.

Tabla 6. Iniciadores para la qRT-PCR del gene similar a SKP-1 de P. chabaudi

PcSkp1 ATGATTAATAATACACGATCTGA TTAGGTTGTTGCCTTTTGGAAT 1-489 489 bases

TGGACATAAAGCCACTCTTGG GCTCGAATTTCTTCCGTTGT 325-407 82 bases

Con base en los datos gendmicos de la molécula PcSkpl se predijo una proteina de 162

aminoacidos, con un peso molecular de 19 kDa y un pl de 4.3. La secuencia presentd homologia de
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45% con la proteina de humano y del 99% con la de P. berghei. En el humano se conoce que para
la formacion del complejo Rbx-Cull-Skpl, en Skpl hay tres aminoacidos esenciales para la
interaccion con la cullina, los cuales identificamos en la secuencia de la proteina del parasito: la
asparagina (N) 49 que en parasito ocupa la posicidén 47, asparagina (N) 108 que en el parasito es la
106 vy la tirosina (Y) 109 que en el parasito corresponde a la posicion 107 (Figura 50A). Al igual que
en el humano, la molécula presenta una un dominio BTB/POZ (dominio para interaccién con otras
proteinasen el extremo N-terminal, y un dominio SKP-1 de dimerizacién en el dominio C-terminal

(Figura 508B).

Para PcSkp1l se modeld la estructura terciaria usando |-Tasser (C-Score=0.60), y se comparé con la
del humano (pdb 2AST). Es importante mencionar que este caso, la estructura de Skpl de humano
estd en complejo con Skp2-Cksl (cadenas azul y rosa, respectivamente). Las moléculas Skp1l del
humano y del parasito tuvieron una superposicién completa, lo que apoya la hipdtesis de que en el

parasito se forme un complejo SCF (Figura 51).
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Figura 49. Expresion Relativa del gen similar a Skp1 en P. chabaudi. La expresién del mensajero
del gen PcSkpl (PCHAS_114240) se midié mediante gPCR en parasitos colectados a diferentes
tiempos a lo largo del ciclo intraeritrocitico. Los experimientos se realizaron por triplicado con
muestras biolédgicas independientes. La expresion disminuye a partir de la fase de anillo y aumenta
conforme inicia y progresa la esquizogonia.
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B. sapiens

--=-MPSIXLQSSDGEIPEVDVEIAKQSVT IKTNLEDLGNDDEG - - DDDPVPLPNVNAAILXKVIQWCTEEKDDPE

R. norvegicus =M P IKLQSSDCEIFEVDVEIARKQS VT IKTMLEDLGNDDEG -~ DODPVPLPNVEAAILKXVIONCTHHXDDP R
D. melanogaster ~ee-MPSIKLOSSDEEIFDTDIQIARCSCTIKTNLEDCGNEDD - ~~ENAIVPLPNVNSTILRKVLTNARYRKDDPQ
A. thaliana TRPCOREKVRLTSSDCETFEVERDVIALSTTLNTNMMDLGLONAD - AEMDAVPLONVAGPILRKVLLNCTSHEKDDPR
C. elegans  wwww= -~ 1K IS SSDNEIFLVPRNVIRLSNTINTLLMDLGLDDEEGTNAEPIPVONVTASILXKVISNCNEHHSDPT
P. falciparu= ~=MEKNDKIXKLVSFEGDEFIVDENTASNSTVIMNILEVMTAREDT ~ v v nm IPLPNIKTPILEKKIIEYMEYHINNPA
P. vivax -=MENDKIKLVSFEGDEFIVDKY TASNSTVILNILEVMTAEEDT »mwm == IPLPNIKTPILXKKIIEYMEYHINNPA
P. berghei -=MEKNDKIKLVSPEGDEF IVDKYTASNSTVIFNILEVMTSEEDT e uuua IPLPNIKTQILXKKVIEYMEYHIENPP
P. chabaudi ~=MEKNDKIXLVSPECOEFIVDRY TASNSTVIPNILEVMTSEREDT v v v e IPLPNIKTQILXKIIRYMEYNINNDPD
§ t e sty bt pei e oY .1t (] ] 1%y &3 hded 34§ 3 | a4
H. sapiens -PPEDDENKERRTDOI PVWDOEFLKVDOCTLFELILAARYLDIKGLLOVTCEKTVANMIKGKTPEEIRKTFNIKNDH

R. norvegicus
O. melanogaster
A. thaliana

C. elegans

P. falciparus

~PPEDDENKEXRTDOI PVWDQEF LKVDQCTLFELILAARY LD IKGLLOVTCKTVANMIKCEKTPEEIRKTFNIKNDE
~PTEDDESKEXRTDOI ISWDADFLEVDOCTLFELILAARY LD IKGLLELTCRTVANMIKGKTPEEIRKTFNIKKDF
~SADD-DNREXRT DI PSWDVEF LXVDOQCTLPELILAARY LD IKCLLOVTCRTVANMIKCKTPEREIRRTFNIKNDY
-STEDSDNREXRTDOICSWDVEFLKVDQGTLFELILAARYLDIKGLLDVTCKTVANMIKGKSPEEIRRTFNIKNDF
DEIPKPLITSNLODVVSSWDPDFVNTDRETLYELIEASKYLDIKPLLOLTCGKIASMNRDKTTEEIRAEFDIVNDH

P. vivax BRI PP LITSNLODVV S SWDY D VN T ORET LY ELIEASRY LOIKPLLOLTCCRIASMNRDKTTEEIRAEFDIVNDY
P. berghei DEIPKPLITSNLODVVSVWDY DFVNTDRETLYELIEASKYLDIKPLLDOLTCCKIASMNRDKTTEEIRAEFDIVNDH
P. chabaudi DRI PP LI TSN LDV SV DY OV N T DR T LY L I EASRY LOIKPLLOLTCOR IASMNEDRTTERIRARFDIVND
.l DR L i i S R bl i e e e e L L B
No. a.a. Score
R. sapions Gutuovnnxoucux 163 45
R. norvegicus [TEEEEAQVRKENQWCEEK 163 4
D. melanogaster SPAEEEQVRKENEWCEEX 162 42
A. thaliana TPEEEEQIRRENANCED - 166 41
C. elegans ITPEEEEQIRKENANCED- 161 42
P. falciparu= ITREEEXQIREENRWCEDI 162 924
P. vivax TREEEXQIREENRWCEDI 162 94
P. berghei ITREEEMQIREENKWCEDT 162 99
P. chabaudi ITREEENQIREENKWCEDI 162
TR R e R e
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Figura 50. Analisis de la secuencia y dominios de Skp1 en P. chabaudi. A) Alineamiento en Clustal
Omega de la proteina SKP1 en diferentes organismos evolutivamente divergentes: H. sapiens
(P63208), R. norvegicus (Q6PEC4), D. melanogaster (077430), A. thaliana (Q9C5T5), C. elegans
(Q8WSZ9), P. falciparum (Q8ID38), P. vivax (A5K2S5), P. berghei (Q4YBEO), P. chabaudi (Q4XNP6).
En amarillo, se muestran los aminodcidos conservados que interactian con la proteina Cullina-1.
B) Modelo de la estructura primaria de la proteina SKP1 en humanos (Hs Skp1) y en P. chabaudi
(Pc Skp1). La longitud de la proteina de 163 y 162 aminoacidos para el humano y P. chabaudi,
respectivamente. En verde se muestra el dominio BTB/POZ y en azul se muestra el dominio que
corresponde al componente SKP1 (region de interaccién con proteinas de caja F).

113



H. sapiens P. chabaudi
Skp1-Skp2-Cksl PcSkpl

Superposicion

Figura 51. Estructura terciaria y superposicion de la proteina similar a Skp1 en P. chabaudi. Estructura
terciaria de la proteina Skpl en H. sapiens (verde, cédigo PDB 2AST) en asociacion con las proteinas
Skp2 (azul) y Cksl (rosa) y la proteina modelada PcSkpl de P. chabaudi (en naranja, I-TASSER, C-
score=0.60). Se observa superposicién de toda la molécula PcSKpl (naranja) con la proteina del
humano (verde).
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11.5.4 Docking molecular entre las proteinas del complejo SCF en P. chabaudi

Debido a que no se tienen las moléculas cristalizadas, el docking molecular es una herramienta util
para tratar de establecer si las proteinas en un complejo podrian establecer interacciones. Para
realizar este estudio, se utilizé el programa ClusPro en colaboracién con el Dr. Fernando Favela,
Departamento de Fisica, Cinvestav. El filtro de las estructuras involucra el uso de métodos de
evaluacion empirica de energia libre que seleccionan las conformaciones con la desolvatacion y
energias electrostaticas mas bajas y por ende mas estables. Los algoritmos de la interaccion
molecular evaluaron millones de complejos hipotéticos, reteniendo un niumero determinado con
complementarios favorecidos por los resultados. El programa filtra a este conjunto de estructuras,
seleccionando aquéllas con valores de energia electrostatica y de desolvataciéon dptimos. Los

complejos finales se visualizaron usando MacPyMOL v1.7.4.4.

De manera inicial, se modeld el acoplamiento de la cullina (PcCul2) como proteina receptora con
rbx (PcRbx) como proteina ligando. En general los cuatro tipo de interacciones moleculares
(Balanceada, favoreciendo fuerzas electrostaticas, hidrofdbicas y van der Waals) se obtuvieron y
se observé que el complejo Cul-Rbx no se forma como se ha mostrado en el humano (Zheng et al.,
2002) En el caso de P. chabaudi, la E3 ligasa Rbx1 ocupa la lamina  en el N-terminal para
interactuar y establece enlaces de tipo van der Waals con tres cadenas a—hélice (S1-S3) en el C-

terminal de la cullina 1 (Figura 52 A-C).

Los resultados anteriores fueron inesperados y crearon la interrogante de saber si la molécula
candidato a ser la Rbx del parasito podia ser funcional y se decidié probar si ésta podia establecer
una interaccion con la cullina del humano y al contrario, si la cullina del parasito y la Rbx del
humano podrian ensamblarse. De manera interesante, en este sistema in silico ambas
combinaciones de moléculas establecieron interaccién en los sitios esperados, esto es, el N-
terminal de Rbx-1 de humano entra e interactia con el dominio C-terminal de la cullina del

parasito y la Rbx-1 del parasito con la cullina del humano (Figura 53 A-B).

En el caso del acoplamiento de la cullina -Skp-1 del parasito se observé que con tres tipos de

energia (Balanceada y favoreciendo la energia electrostatica e hidrofdbica) la proteina interactia

con el N-terminal de la cullina como sucede en el humano (Figura 54).
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A)

PcCul2-PcRbx1
Hidrofébica

B)

PcCul2-PcRbx1
Electrostatica

)

PcCul2-PcRbx1
VdW-Electrostatica

Figura 52. Acoplamiento de las proteinas Cullina (PcCul2) y Rbx1(PcRbx1l) de P. chabaudi.
Modelos de interacciones moleculares con la menor energia utilizando a la Cullina (en azul) como
proteina receptora y PcRbx1 (en rosa) como proteina ligando. El modelo balanceado fue igual al
encontrado con las fuerzas hidrofébicas favorecidas (Modelo con menor energia=-1004.8) A) Se
muestra el modelo de acoplamiento con fuerzas hidrofdbicas favorecidas (Menor energia = -
1501.4) B) Se muestra el modelo de acoplamiento con fuerzas electrostaticas favorecidas (Modelo
con menor energia= -1135.9) C) Se muestra el modelo de acoplamiento con fuerzas tipo van der
Waals favorecidas (Modelo con menor energia=-217.1).
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A)

PcCul2 - HsRbx1
Balanceado

B)

HsCull-PcRbx1
Balanceado

Figura 53. Acoplamiento de las proteinas Cullina y Rbx1 de P. chabaudiy H. sapiens. Modelos de
interacciones moleculares con la menor energia utilizando a la Cullina como proteina receptora
(en azul para PcCul2 y en verde para HsCull) y Rbx1 (en cian para HsRbx1 y en rosa para PcRbx1)
como proteina ligando. El modelo balanceado se utilizé como base A) Se muestra el modelo de
acoplamiento balanceado entre PcCul2 y HsRbx1l. B) Se muestra el modelo de acoplamiento
balanceado entre HsCull y PcRbx1.
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Figura 54. Acoplamiento de las proteinas Cul2 (PcCul2) y Skp1 (PcCull) de P. chabaudi. Modelos
de interacciones moleculares con la menor energia utilizando a la Cullina como proteina receptora
(en azul para PcCul2) y Skpl (en naranja para PcSkpl) como proteina ligando. El modelo
balanceado se utilizd como base (modelo con menor energia=-1044.1); sin embargo, con las
energias electrostatica (modelo con menor energia=-1069.1) e hidrofébica (modelo con menor
energia=-1452.0) se presenta el mismo modelo de acoplamiento.
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11.6 Deteccidn de la proteina similar a ubiquitina- Nedd8 durante el ciclo intraeritrocitico

Los anticuerpos disponibles comercialmente no fueron utiles para la identificacion de las proteinas
similares a cullina en el parasito, por lo que se utilizé la estrategia de identificar a la proteina
similar a ubiquitina, Nedd8. Se tiene identificado que Nedd8 modifica principalmente a las cullinas
por medio de un enlace covalente en un residuo de lisina conservado en el dominio de homologia
a cullina en el extremo C-terminal (Pan et al., 2004). La Neddylacidn facilita el reclutamiento de las

enzimas conjugadoras E2 cargadas con ubiquitina en el complejo proteico (Figura 7).

De manera inicial se identific6 Nedd8 en el parasito con el nimero de acceso PCHAS 141330
(gi| 70926539). La proteina sin procesar tiene una longitud de 78 aminoacidos y una vez procesada
es de 76 aminoacidos, terminando al igual que la ubiquitina, con una secuencia Gly-Gly que es la
gue se une de manera covalente con sus proteinas blanco. Entre Nedd8 y la ubiquitina de P.
chabaudi existe una identidad del 51%. Al realizar un comparativo de la secuencia de Nedd8 del
pardsito con la de otros organismos, ésta presentd identidad del 51% con la proteina del humano y
del 95% y 100% con las secuencias de P. falciparum y P. berghei, respectivamente (Figura 55A y

55B).

Para estos experimentos, las proteinas fueron obtenidas en presencia de inhibidores de proteasas,
fosfatasas y lactacistina, el cual es un inhibidor que se une de manera covalente a los grupos
hidroxilo de las treonina endopeptidasas de la subunidad [ del proteasoma. Los experimentos se
realizaron por triplicado usando réplicas bioldgicas independientes. Para la inmunodeteccion se
utilizdé un anticuerpo monoclonal que detecta a Nedd8 unido a las cullinas, asi como Nedd8 libre.
Se analizaron las proteinas de anillos, trofozoitos y esquizontes y como control positivo del

anticuerpo se usaron proteinas de células de pulmén de ratén.

En experimentos de Western-blot en geles de una dimensién, en el control positivo (células de
pulmoén de ratén) se observd una proteina de aproximadamente 90 kDa, lo que corresponde al
peso molecular esperado para la cullina neddylada y en el caso del parasito se observaron dos

bandas en las tres fases del ciclo, una de aproximadamente 50 kDa y otra de 40 kDa (Figura 56).
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Para realizar un andlisis mas fino de la proteina identificada se realizaron geles bidimensionales
para identificar por medio de western-blot la proteina con la modificacidon postraduccional. En las
tres fases (anillos, trofozoitos y esquizontes) se detectd una proteina de 55 kDa con un pl cercano
a 10 (Figura 57). Este punto se escindid del gel y se analizd por espectrometria de masas. La
proteina correspondié al factor de alargamiento 1 alfa (EF-1a) como Unica proteina presente en el
punto (Tabla 7). Ademas, se identificé que la proteina presenta la modificacidn postraduccional en
siete sitios (Tabla 8). La identificacidon de estos sitios se presenta con los espectros masa carga de

cada péptido con la modificacién postraduccional (Figura 58A-G)

A)
No.a.a. Score
Neddd MO ILVETLTCRROS PP EPSSSVLO I KMAIEERECI DAXQ IRL IP SCXQMEDDMKLSDYRVI POSTIHM I LYLRCC 76 51
Ubiquitina MOIFVETLICET I TLONEPSDTIENVKAKIQDKEGI PPDOQRLIPACKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLVLALRGG 76
ﬁ‘iTrrl‘lTrlT.-.o‘!: 11 LSRR AATL L L L L L L D L L L A AT AR A AL

B) No.a.a Score
H. sapiens ML IXVETLTGKE IEIDE EPTOKVER I KERVEEKEG I PPOOORLI YSGKOMNDEXTAADYK ILGGSVLHLVLALRGG] 76 51
R. norvegicus ML IXVKTLTGKEIEIDI EPTDKVERI KERVEEKEGI PPQQORLI YSGKQMNDEKTAADYKILGGSVLULVLALRGG| 76 5
D. melanogaster |[MLIKVETLTGKEIEIDIEPTDKVDRIKERVEEKEGIPPQQORLIFSGKQMNDDXTAADYKVQGGSVLHLVLALRGG 76 55
C. elegans ML IXVEKTLTGKEIELDI EPNDRVERI KEXVEEKEGI PPPQORLI FAGKQMNDDX TAADYKVLGGSVLULVLALRGG 76 54
A. thaliana M- IKVETLTGKEIEIDEEPTDTIDRIKERVEEKEGI PPVOQRLI YAGKQLADDKTAKDYNIEGGSVLHLVLALRGG 75 4
P. falciparum MO ILVETLIGKROSINFEPSSSVFQIKMAIEEREGI DAKQIRLI YSGKOMUDDMKLSDYRVVPGSTVEMILQLRGG| 76 95
P. vivax MO ILVETLIGKROS FNFEPSSSVPQIXMAIEEXEGI DAKQIRL] YSGKQMHDDMKLSDYRVVPGSTINMILQLRGG 76 95
P. berghei MO ILVKTLTGKROSFNFEPSSSVLOIXKMATEEREGIDAKQIRLI FSGKQMEDDMKLSDYRVIPGSTIHMILQLRGG 76 100
P. chabaudi MO ILVETLIGCKROS FNFEPSSSVLOIKMAIEEREGIDAKQIRLI FSCKQMEDDMKLSDYRVIPGSTIHMILQLRGG] 76
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Figura 55. Alineamiento de la proteina similar a Ubiquitina Nedd8. A) Comparacién de la
secuencia de aminoacidos de Nedd8 y Ubiquitina en P. chabaudi. Entre estas secuencias existe un
51% de identidad. B) Comparacidn de la secuencia de aminodcidos de un rango evolutivo
divergente de Nedd8. La identidad se muestra como porcentaje después del nimero de
aminoacidos. Con asteriscos se muestran los residuos idénticos entre las secuencias; con dos
puntos, aminoacidos con propiedades muy similares; con un punto se indican los aminoacidos con
una baja similitud y las posiciones divergentes se indican con la ausencia de simbolos. En la caja
verde se encierra el area reconocida por el anticuerpo (16 aminoacidos) y en la caja roja se
muestra la terminacién conservada (LRGG) en el C-terminal con la que se establecen los enlaces
covalentes con los residuos de lisina. H. sapiens (Q15843); R. norvegicus (Q71UE8); D.
melanogaster (Q9VI33); A. thaliana (Q9SHE7); P.falciparum (Q8IEI4); P. vivax (A5JZB9);P. berghei
(Q4Z22J6); P. chabaudi (Q4XJ22)
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Figura 56. Presencia de Need8 en las fases intraeritrociticas de P. chabaudi. A) PAGE-SDS al 12%
con 30 ug de muestra. El gel se tifid con azul de Coommasie G-250 y una réplica técnica se
transfirio para realizar la inmunodeteccion. B) Se observa una banda de aproximadamente 50 kDa
y otra de aproximadamente 40 kDa en los carriles 1, 2 y 3 y en el caso del carril C se observa una
banda de aproximadamente 90 kDa. Carriles: A. Anillos; T. Trofozoitos; E. Esquizontes; C+. Control,
células de pulmon de ratén.
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Figura 57. Presencia de una proteina neddylada a lo largo del ciclo intraeritrocitico de P.
chabaudi. Se realizaron geles bidimensionales con 125 ug de muestra, en un rango de pl 3-10 NLy
la segunda dimensidn se realizé al 10%. Los geles fueron tefidos con azul de Coommasie G-250
(panel del lado izquierdo) y una réplica técnica se transfirié para realizar la inmunodeteccion
(panel del lado derecho). Se identificd una proteina de aproximadamente 55 kDa con un pl
cercano a 10 en A) Anillos; B) Trofozoitos; C) Esquizontes.

122



Tabla 7. Identificacién por LC-MS/MS de la proteina de 55 kDa y pl 10 Neddylada aislada de

esquizontes de P. chabaudi

ID Nudmero de Proteina Funcién PM Pl % Conteo
Proteina Acceso Teériio/ Tedrico” Covertura® de
Exp
(NCBI) Péptidos
Unico
Total
Q4Y7S9 | gi|70951273 Factor de Biosintesis de 49/55 9.6
Elongacién 1 proteinas 51 32
alfa (226/443)

® Masa Tedrica/Experimental

b pl Tedrico reportado en Expasy (wWww.expasy.org)

“Covertura de la secuencia: porcentaje de aminoacidos de péptidos identificados en relacién con la
secuencia completa para cada proteina identificada.

4 La identificacion peptidica fue aceptada si se podia establecer una probabilidad superior al 91% para lograr
una Tasa de Descubrimiento Falsa (FDR) menor al 1% por el algoritmo FDR Local de Scaffold. Las
identificaciones de proteinas se aceptaron si se podia establecer una probabilidad superior al 52% para
lograr una FDR menor al 5.0% y que contenga al menos 2 péptidos identificados.

Tabla 8. Secuencias de péptidos donde se identifico el sitio de neddylacién

Secuencia® X!-Tandem® Posicién
“ (K)STTTGHIYKLGGIDR(R) 10.19 30
“ (K)YSEDRYEEIKK(E) 4.09 169
(K)EVKDYLKK(V) 1.77 173
“ (K)RPYDKPLR(I) 4.28 230
- (R)IPLQGVYKIGGIGTVPVGR(V) 15.0 241
- (K)AIKSGDSALVTLEPK(K) 3.77 381
n (K)SVEKKEPGAVSAK(A) 10.77 429

®Secuencia peptidica obtenida a partir de los espectros masa carga

® a identificacién peptidica fue aceptada si se podia establecer una probabilidad superior al 91% para lograr
una Tasa de Descubrimiento Falsa (FDR) menor al 1% por el algoritmo FDR Local de Scaffold. Las
identificaciones con X!Tandem requirieron al menos scores —Log(Scores Esperados) superiores a 1.5
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Figura 58. Identificacion por LC- MS/MS del sitio de neddylacién por de la proteina de 55kDa
aislada de esquizontes de P. chabaudi. A-G) Al igual que la ubiquitina, después de la digestion con
tripsina, el péptido que contiene la modificacién postraduccional tiene un remanente de diglicina
unido de manera covalente al residuo de lisina que es resistente a la protedlisis con tripsina. En
cada figura se muestra la secuencia del péptido producido por la protedlisis con tripsina con las
masas de los iones (iones tipo b y tipo y) con la modificacidn de diglicina. Ademas, se muestra el
patron de fragmentacidén (espectro MS/MS) adquirido para la construccion de la secuencia
peptidica.
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XIl. Discusion

12.1 Ubiquitina

La ubiquitinacién es un mecanismo importante para regular muchos aspectos de la fisiologia
celular. Las proteinas sustrato pueden ser modificadas con una sola ubiquitina en uno
(monoubiquitinacidon) o multiples sitios (multi-monoubiquitinacidn). En otros casos, a los sustratos
se les afiade una cadena de mondmeros de ubiquitina (poliubiquitinacién) unidos entre si a través
de uno de los siete residuos de lisina deuna ubiquitina y el amino terminal de otra ubiquitina

(Figura 9) (Ye and Rape, 2009).

La ubiquitina se sintetiza tipicamente como una proteina de fusibn que se procesa
cotraduccionalmente en su forma madura (Kerscher et al., 2006). En mamiferos, la ubiquitina se
obtiene a partir de cuatro genes, dos de éstos contienen repetidos en tandem (genes de
poliubiquitina) o una sola copia que se conjuga a una extensién en el carboxilo terminal de
proteinas ribosomales (genes de fusién). En general, en el genoma de un organismo eucarionte
tipico se codifican los dos genes de fusion de ubiquitina y al menos uno de poliubiquitina. En
Plasmodium sp. se identific6 que, entre las especies del parasito cuyos genomas estan
secuenciados, se presentan tres genes de ubiquitina, uno de poliubiquitina y dos fusionados a

proteinas ribosomales (S27a y L40).

El gen de poliubiquitina en Plasmodium presenta caracteristicas similares al gen de poliubiquitina
UbC en humanos. Estructuralmente, el gen UbC presenta un intron en el extremo 5’, no existen
secuencias espaciadoras entre cada repetido de ubiquitina y su expresién se induce en respuesta a
varios estimulos celulares, principalmente estrés (Radici, 2013). En el caso de Plasmodium sp.
existen dos exones codificantes, a diferencia del humano o plantas donde existe un primer exon
no codificante en la regién no traducida del extremo 5’ (5’-UTR). Este primer exén en Plasmodium
sp. es bastante conservado y en todos los casos presenta una longitud de 28 bp, la regién intrdnica

Ill

en todos los casos tiene un tamafio variable y los sitios donador y aceptor para el “splicing” son
conservados en las distintas especies del parasito. El hecho de que el intron en el gen de la
poliubiquitina este conservado en esa posicion en diferentes especies se podria relacionar con el
aumento en su expresiéon mediante un mecanismo denominado potenciamiento mediado por

intron “intron-mediated enhacement” (IME) (Gallegos and Rose, 2015). Las dos vias principales
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propuestas para que los intrones aumenten los niveles de transcripcion son: actuar como
potenciadores transcripcionales o como promotores alternativos, dependiendo de los elementos
en cis que se encuentren localizados dentro de la secuencia que abarca el intréon. En el caso de la
ubiqutina, se ha identificado que la region del intron en el gen de poliubiquitina UbC del humano
tiene elementos en cis cruciales para la transcripcion del gen y que algunos de estos sitios
corresponden a secuencias para la unién del factor de transcripcion YY1 (Bianchi et al., 2013,

Bianchi et al., 2009).

Por otra parte, el nUmero de repetidos en el gen de la poliubiquitina varia entre las especies de
Plasmodium, va de tres para P. berghei y hasta cinco en el caso de P. falciparum. En comparacion,
en los primates los genes de poliubiquitina UbB presentan un nimero de repetidos constante
(tres) mientras que el gen UbC presenta heterogeneidad entre las especies. Lo anterior podria
estar relacionado con el hecho de que el aumento en la cantidad de ubiquitina producida
pareceria ser ventajoso, especialmente en condiciones de estrés, dado que se podria producir

mayor cantidad de ubiquitina (Tachikui et al., 2003).

Nosotros identificamos en P. chabaudi que el proceso de ubiquitinacidon esta presente a lo largo
del ciclo intraeritrocitico con una mayor abundancia durante la fase de esquizonte. Estudios de
Northern-blot realizados en P. falciparum mostraron que el gen se expresa a lo largo del ciclo
intraeritrocitico y aumenta la cantidad de transcritos de manera importante al final de la fase de
trofozoito hasta el esquizonte temprano. También se observé que el gen no sélo se regula en el
desarrollo del parasito sino que también es inducible por estrés térmico (Horrocks and Newbold,
2000). Durante el choque térmico, los niveles del polipéptido aumentan dramaticamente sin un
aumento significativo en el estado estacionario de los niveles de transcrito. Estas dos
observaciones sugieren que mientras la regulacién en el desarrollo se mantiene principalemente a
nivel transcripcional, la respuesta a choque térmico parece estar mantenida a nivel traduccional

(Horrocks and Newbold, 2000).

La secuencia peptidica de los mondmeros de ubiquitina es altamemte conservada con la de otros
organismos, en hasta el 98% con la secuencia de H. sapiens y entre las especies de Plasmodium
hay una identidad de hasta el 100% entre P. berghei y P. falciparum. La secuencia de la ubiquitina

presenta siete lisinas, en las posiciones 6, 11, 27, 29, 33 48 y 63 similar a lo que se observa en
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otros organismos, por lo que se predice que podrian ser utilizadas para formar cadenas de
ubiquitina. Igualmente, a nivel de estructura terciaria, esta molécula presenta la estructura tipica
de las ubiquitinas, con un pliegue compacto de ldminas  y un carboxilo terminal de seis residuos
(Figura 6) de tal manera que su imagen se superpone a la del humano incluyendo la localizacion
de las siete lisinas responsables para la formacién de cadenas de poliubiquitina por lo que los
anticuerpos disponibles comercialmente se probaron para la identificacion de las ubiquitinas
(mono y poliubiquitina) y aquélla que forma cadenas utilizando a la lisina 48 (Lys-48). La
poliubiquitinacién homotipica (con un solo tipo de enlace, es decir, enlace a una lisina en la misma
posicion) Lys-48 es una de las mas estudiadas en los sistemas eucariontes debido a su abundancia
y su relacion con la degradacion por medio del complejo 26S proteasoma (degradacion

dependiente de ubiquitina) (Kulathu and Komander, 2012) .

En Plasmodium sp. el estudiar la ubiquitina y ubiquitinacion es particularmente importante
debido, por una parte a que dado el aumento de la resistencia a los antimaldricos existentes este
proceso puede proponerse como un blanco farmacolégico y, por otra, a que se ha demostrado
gue los farmacos antimalaricos mas recientemente desarrollados como la curcumina y artemisina,
interfieren con el sistema de degradacién via proteasoma (Hamilton et al., 2014, Neto et al.,
2013). En este trabajo, se describe el comportamiento de la ubiquitina durante el ciclo
intraeritrocitico de P. chabaudi y se observd un aumento conforme el parasito se desarrolla de
forma similar al Unico antecedente reportado para P. falciparum (Horrocks and Newbold, 2000).
Con los resultados obtenidos para identificar a proteinas mono- y poliubiquitinadas, asi como las
proteinas Lys-48 poliubiquitinadas mediante ensayos de citometria de flujo como de microscopia
confocal, se confirmd que la ubiquitina esta presente durante todo el ciclo intraeritrocitico y que
ésta presenta una tendencia de aumento conforme el ciclo intraeritrocitico progresd. Este
comportamiento en la expresién de la ubiquitina es diferente con respecto a la de otros
organismos, ya que tipicamente las células mantienen una expresién constitutiva y en condiciones
de estrés, como acidosis metabdlica, cancer, sepsis o diabetes aguda, las células tienden a
aumentar tanto la expresion del gen de poliubiquitina como la conjugacidon a proteinas (Price,
2003, Shang and Taylor, 2011). En el caso del parasito, el aumento progresivo de la ubiquitina
podria estar relacionado con los cambios en su metabolismo y la disminucidn de las principales

macromoléculas al final del ciclo.
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12.2 Proteinas Ubiquitinadas

En este trabajo también se identificaron mediante las técnicas de electroforesis (en una y dos
dimensiones) e inmunodeteccidon por medio de Western-blot las proteinas que se modifican con
mono y poliubiquitina y las modificadas con poliubiquitina en Lys-48. Las proteinas se obtuvieron
en presencia de los inhibidores de desubiquitinasas (DUBs) N-etilmaleimida (NEM) y lactacistina
para preservar la modificacion con ubiquitina. Las DUBs tienen un residuo de cisteina en su sitio
activo que es esencial para su actividad catalitica y puede ser bloqueda por NEM que es un agente
alquilante de sulfhidrilo. La lactacistina es un inhibidor de la subunidad {3 del proteasoma, el cual
es uno de los inhibidores de proteasoma mas especificos y en P. falciparum vy P. berghei se habia
probado que inhibe el desarrollo durante los ciclo intra- y exoeritrocitico (esporozoitos) (Gantt et
al., 1998, Aminake et al., 2012). Lo anterior aseguro la identificacion de proteinas ubiquitinadas en

las diferentes fases del ciclo.

Al analizar las proteinas totales de los parasitos por PAGE-SDS, el patron electroforético fue similar
entre las diferentes fases sin embargo, al analizar por WB con un anticuerpo que reconoce
proteinas mono y poliubiquitinadas, se observaron algunas diferencias. En todos los casos se
observaron 7 bandas (30, 40, 50, 60, 65, 120 y 170 kDa) pero las bandas de 120, 50 y 40 kDa
presentaron diferencias entre los estadios. La banda de 120 kDa aumentd su intensidad en el
esquizonte temprano y disminuyd en la de esquizonte tardio. En el caso de la banda de 50 kDa,
presentd una intensidad basal en los trofozoitos que aumentd en el esquizonte temprano e
incrementd aun mas en el esquizonte tardio. Finalmente, la banda de 40 kDa disminuyd su
intensidad en el esquizonte tardio. Lo anterior sugiere que el parasito presenta diferencias de

ubiquitinacion a lo largo del ciclo intraeritrocitico.

Dado que las fases de anillo, trofozoito temprano y esquizonte tardio presentaron las diferencias
mas marcadas en ubiquitinacién, éstas se analizaron por WB en geles bidimensionales con un
rango de pH de 3 a 10. La mayor cantidad de proteinas se encontrd entre 100 y 25 kDa en todos
los casos y se observaron diferencias en abundancia de algunas proteinas sobre 30 y 70 kDa. Para
la inmunodeteccidon se utilizd un anticuerpo monoclonal que reconoce proteinas mono y
poliubiquitinadas (Lys®®, Lys®®, Lys®) y un anticuerpo monoclonal que reconoce sélo proteinas
poliubiquitinadas en Lys-48 (Figura 9) los cuales fueron utilizados por separado. El realizar el

Western-blot con dos anticuerpos que reconocen proteinas ubiquitinadas con diferentes tipos de
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cadena o diferentes tipos de ubiquitinacion nos permitié, por una parte, tener un panorama
general de las proteinas ubiquitinadas a lo largo del ciclo (mono y poliubiquitinacién) y por otra,
identificar aquellas que son destruidas por medio del complejo del proteasoma (poliubiquitinacién

en Lys-48).

Tanto en anillos, trofozoitos y esquizontes se identificaron proteinas mono y poliubiquitinadas y
en acuerdo con los experimentos anteriores, fueron menos abundantes en la fase de anillos (19
proteinas), seguida por la de trofozoitos (22 proteinas) y considerablemente mas abundantes en la
fase de esquizonte (35 proteinas). De esta poblacién de proteinas mono o poliubiquitinadas (que
incluye a las ubiquitinadas en Lys-48), las que presentaron poliubiquitinacién en Lys-48 tuvieron
este mismo comportamiento, se identificaron para los anillos 7 proteinas, para los trofozoitos 9 y
para los esquizontes 30 proteinas. El nUmero (abundancia), proteina y tipo de ubiquitinacién, en
general, fue diferente a lo largo del ciclo, aunque hubo proteinas que se identificaron como
ubiquitinadas en mds de una fase. Lo anterior, nuevamente sugiere que durante la fase de
esquizonte es en donde se encuentra una mayor ubiquitinacién relacionada a la degradacion de

proteinas.

Durante las fases de anillo y trofozoito encontramos que hay mas proteinas ubiquitinadas que no
corresponden a un tipo de ubiquitinacion homotipica en Lys-48, es decir, las proteinas que se
identifican con mono- y poliubiquitina son mas que las identificadas exclusivamente con el
anticuerpo anti- Lys-48. El hecho de que se presenten otros tipos de ubiquitinacidon en las fases
iniciales del ciclo estaria relacionado con el crecimiento y desarrollo del parasito en el eritrocito, lo
gue es mas evidente en la fase de trofozoito donde se observan mas proteinas con diferente tipo
de ubiquitinacion a la de Lys-48. En otros sistemas, otros tipos de ubiquitinacion estdn
relacionados con la expresién génica, reparacion del DNA, endocitosis, transduccidén de sefiales,
activacion de cinasas, entre otras. En todos los organismos estudiados hasta la fecha, la
ubiquitinacion en Lys-48 estd intimamente relacionada a la degradacion, principalmente por el

complejo del 26S proteasoma (Sadowski et al., 2012).

En el caso del esquizonte, la mayor parte de las proteinas identificadas presenta poliubiquitinacién

en Lys-48, lo que podria significar que estas proteinas tienen que ser degradadas debido a que el

parasito por una parte, disminuye considerable su metabolismo y por otra tiene que prepararse
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para salir de la célula hospedera. Esto es comparable con los estudios del ciclo intraeritrocitico en
P. falciparum, donde en las fases de anillo y trofozoito hay un aumento paulatino en la abundancia
de proteinas, RNA e inicia la replicacion del DNA, para la fase de esquizonte estas tres principales
macromoléculas disminuyen en abundancia antes de la liberacion de merozoitos (Arnot and Gull,

1998, van Dooren et al., 2005).

Las proteinas identificadas por espectrometria de masas fueron aquellas que presentaron
reconocimiento por el anticuerpo anti- poliubiquitinacién en Lys-48 durante el ciclo
intraeritrocitico (anillos, trofozoitos y esquizontes). Esta seleccion se hizo debido a que la
ubiquitinqacion en Lys-48es el tipo de poliubiquitinacién candnico, mas abundante y mas
estudiado en otros sistemas y existe clara evidencia de su relacion con la degradacién via complejo
26S proteasoma (Trempe, 2011, Kravtsova-lvantsiv et al., 2013). Ademas, en P. falciparum y P.
berghei, los trabajos con inhibidores de proteasoma, ha mostrado la importancia de la actividad de
éste para el progreso del ciclo intraeritrocitico y exoeritrocitico (Gantt et al., 1998, Lindenthal et

al., 2005).

En la fase de anillo se identificaron por espectrometria de masas Unicamente tres proteinas
(actina, factor de alargamiento 1 alfa y una proteina hipotética). Para la fase de trofozoito se
identificaron cinco proteinas (cinasa de ser/thr, dos correspondieron a gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa y dos a factor de alargamiento 1 alfa). En el caso del esquizonte, se lograron
identificar por espectrometria de masas 20 proteinas, donde siete estuvieron relacionados al
metabolismo y plegamiento de proteinas (proteinas de choque térmico, factor de alargamiento 1
alfa, complejo T, factor de iniciacién eucarionte 4A), seis con el metabolismo y replicacion de
acidos nucleicos (uridina fosforilasa, hipoxantina guanina xantina fosforibolsitransferasa, inosina-
5-monofosfato deshidrogenasa) y tres con glucdlisis (piruvato cinasa, hexocinasa, fosfoglicerato

cinasa).

La actina puede sufrir diferentes modificaciones postraduccionales tales como fosforilaciéon
metilacién, oxidacién y ubiquitinacién, entre otras. La actina puede mono o poliubiquitinarse. En
el caso de mamiferos se ha identificado que la actina puede ser ubiquitinada por ligasas
especificas como MuRF1, UbcH5 y Trim32 y este tipo de ubiquitinacion esta relacionada con la

disminucién en los niveles de actina en musculo en remodelaciéon y atrofia (Terman and Kashina,

132



2013). Ademas, otras modificaciones postraduccionales de la actina, como la arginilacién (la
adicion de arginina al N-terminal de las proteinas mediante una arginiltransferasa) estan
relacionadas con la degradacién de la actina via proteasoma (Zhang et al., 2010). En Plasmodium
se han descrito dos genes de actina, la actina-1l que se presenta solo en las fases sexuales (Hliscs et
al., 2015) y actina-l que se transcribe durante todo el ciclo de vida del parasito y en dos trabajos se
ha reportado ubiquitinada tanto durante la fase de merozoitos (Field et al., 1993) y como durante
todo el ciclo intraeritrocitico (Ponts et al., 2008). Nosotros encontramos la actina-l ubiquitinada
durantes las fases de anillo y esquizonte. La ubiquitinacion en estas dos fases podria deberse a que
en la primera ocurre la invasidon y restructuracion del citoesqueleto al tiempo que el parasito entra
al eritrocito y en la segunda, a que durante la maduracién se restructura el citoesqueleto para la

formacion de nuevas células y liberacién de nuevas formas infectivas.

Otra proteina que se identificd6 en este trabajo en varias fases del ciclo fue el factor de
alargamiento 1 alfa (eEF1A). El eEF1A se ha reconocido como una proteina moonlighting ya que
presenta varias funciones como la entrega de aa-tRNAs al sitio A del ribosoma, exportacién de
tRNAs de nucleo a citoplasma, media el plegamiento de proteinas (chaperona), dirige a proteinas
dafadas o mal plegadas del ribosoma al proteasoma y tiene funciones pro- y anti-apoptéticas
dependiendo del contexto celular (Sasikumar et al., 2012). En P. knowlesi y P. berghei, los dos
genes que codifican esta proteina se expresan en todas las fases asexuales excepto en el
esquizonte tardio (Vinkenoog et al., 1998). Nosotros encontramos al eEF1A durante las fases de
anillo, trofozoito y esquizonte, pero con diferente peso molecular y punto isoeléctrico en la fase
de anillo con respecto al trofozoito y esquizonte, lo que sugiere que podria presentar diferentes
tipos de modificaciones postraduccionales. Esta observacion es similar a lo observado en en el
humano, donde existen dos isoformas de esta proteina que se expresan dependiendo del contexto
celular (Sasikumar et al., 2012), por lo que es probable que en el parasito suceda un proceso
similar, con diferentes isoformas presentando funciones diferentes, incluso opuestas. Ademas, en
células eucariontes tipicas, se ha observado que ésta aumenta su expresién en células en
crecimiento y disminute su expresiéon cuando la célula se encuentra en reposo para reducir los
niveles de traduccion de proteinas. Un dato interesante es la relacion de eEF1A con el proteasoma
al llevar a proteinas mal plegadas o dafiadas para ser degradadas o bien, ella misma ser
degradada para prevenir o evitar la traduccion (Gonen et al., 1994, Koiwai et al., 2008, Chuang et

al., 2005). Por tanto, en el caso de P. chabaudi durante el ciclo intraeritrocitico esta proteina
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podria estar cumpliendo las funciones en la sintesis de proteina y de chaperona en las fases de
anillo y trofozoito, y su degradacion al final del ciclo podria estar directamente relacionado con la

disminucién del metabolismo del parasito.

En trofozoitos, identificamos ubiquitinada en Lys-48 a una proteina cinasa de actividad dual
(ser/thr) homédloga a proteina cinasa dependiente de calcio/calmodulina en humanos (CaMK)
(Doerig et al., 2008). El perfil de expresion durante el ciclo intraeritrocitico de P. falciparum
muestran que el mRNA aumenta su expresion durante las fases de merozoito y anillo y esta
expresion disminuye durante la fase de trofozoito. Lo anterior podria sugerir que esta proteina
podria ser regulada tanto transcripcional como traduccionalmente durante las primeras etapas de

desarrollo del parasito.

La replicacion del DNA en las fases sanguineas se lleva a cabo durante la fase de trofozoito para lo
que el parasito requiere purinas y pirimidinas para la sintesis de DNA/RNA para su multiplicacién y
debido a que Plasmodium sp. es un auxotrofo de purina, los precursores de RNA y DNA deben ser
obtenidos de la célula hospedera (Cassera et al., 2011). Nosotros identificamos tres proteinas
ubiquitinadas en la fase de esquizonte relacionadas con la via de salvamento de las purinas, la
hipoxantina-guanina-xantina-fosforibosiltransferasa, la inosina-5"-monofosfato deshidrogenasa y
una proteina anotada como uridina fosforilasa. La primera es una proteina clave para la
produccion de nucledtidos monofosforilados y pirofosfato inorganico. La inosina 5°-monofosfato
deshidrogenasa, es la enzima encargada de convertir inosina monofosfato (IMP) en xantina
monofosfato (XMP) para obtener guanilato (Downie et al., 2008, Cassera et al., 2011). Finalmente,
en el caso de la proteina uridina fosforilasa, identificamos tres isoformas poliubiquitinadas. Al
realizar el analisis de la secuencia encontramos que en realidad esta proteina esta relacionada a la
purina nucledsido fosforilasa (PNP). Esta enzima es responsable de la fosfordlisis de nucledsidos
en las nucleobases correspondientes y ribosa-1-fosfato (Pugmire and Ealick, 2002). En Plasmodium
sp., esta proteina es una enzima clave que cataliza la fosfordlisis, principalmente de inosina, para
producir hipoxantina y ribosa-1-fosfato (Chaikuad and Brady, 2009). Al analizar en las bases de
datos el comportamiento de los transcritos de estos genes y otros genes relacionados a la sintesis
de nucleétidos durante el ciclo intraeritrocitico de P. falciparum encontramos que el mRNA tiene
un pico de expresidon durante la fase de trofozoito (de las 18-22 horas post-infeccién) y pasado

este tiempo, los transcritos disminuyen de manera rdpida (Bozdech et al., 2003). Otra de las
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proteinas identificadas fue el factor de iniciacion eucarionte 4A (elF-4A). Esta proteina es una
helicasa dual (DNA y RNA) dependiente de ATP que posee dominios conservados de la familia
DEAD-box. En P. falciparum, esta proteina se expresa a lo largo del ciclo intraeritrocitico, pero los
picos de expresion tanto del mMRNA como de la proteina se encontraron asociados a las fases de
trofozoito temprano y maduro y disminuyen en la fase de esquizonte (Pradhan and Tuteja, 2007).
Estos datos, en conjunto con nuestras observaciones sugieren que las proteinas implicadas en la
produccidon y manejo de precursores de DNA disminuyen por destruccion mediada por ubiquitina
en el esquizonte, al final del ciclo, cuando la sintesis de DNA ya no es necesaria y el parasito se
prepara para ruptura del eritrocito con la liberacion de merozoitos y la invasién de la siguiente

célula huesped.

Lo mismo sucede con las proteinas relacionadas con la glucdlisis que encontramos ubiquitinadas
en la fase de esquizonte: la hexocinasa, la fosfoglicerato cinasa y la piruvato cinasa. En
Plasmodium durante las fases intraeritrociticas la fuente principal de energia es la glucosa y las
enzimas relacionadas aumentan alrededor de 70 veces durante la fase de trofozoito (Preuss et al.,
2012). Después de este punto, el metabolismo del parasito decae durante el desarrollo de
merozoitos en la célula hospedera por lo que la evidencia de que estas moléculas presenten
poliubiquitinacién Lys-48 sugiere fuertemente que estas disminuyen por destruccion via

proteasoma.

Resulta interesante haber encontrado que en esquizontes un grupo de proteinas relacionadas con
el plegamiento de proteinas estaba ubiquitinado; entre éstas se incluye a la proteina de choque
térmico Hsp70 (dentro del mismo spot dos proteinas de choque térmico, la Hsp70-I y la Hsp70-111),
a dos subunidades del complejo Ty la co-chaperona HOP (proteina de organizacién Hsp70/Hsp90).
A la fecha, se le han asignado diferentes papeles a las proteinas de choque térmico ademas de su
papel en el plegamiento de proteinas. En particular, las proteinas de choque térmico 70 tienen un
papel en el ensamble o desensamble de complejos multiproteicos, translocacién, degradacion y
transduccién de sefiales. Por tanto, las Hsp70 tienen un papel crucial en el control de calidad y
disminucién de proteinas durante condiciones normales y de estrés (Bozaykut et al., 2014). En
Plasmodium, las chaperonas han sido ampliamente estudiadas y se ha encontrado que son
fundamentales para el crecimiento y desarrollo del parasito. En particular, en P. falciparum la

Hsp70 se ha encontrado expresada de manera abundante en las fases asexuales a 37°C y también
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se induce y se transloca al ndcleo en estrés térmico a 41°C (Acharya et al., 2007). Al menos seis
homdlogos de Hsp70 se han identificado en el parasito, todas presentando diferentes papeles
dentro de la célula (Shonhai et al., 2007). La Hsp70-I se localiza principalmente en el citoplasmay
nucleo del parasito; sin embargo, esta proteina ha tenido mucha atencion debido a su papel en la
translocacion de aproximadamente 500 proteinas nucleares al apicoplasto (Misra and
Ramachandran, 2009) y se le ha encontrado en la vacuola parasitéfora y en los cuerpos de Maurer
(Shonhai et al., 2007). Las otras Hsp70 han sido poco estudiadas, sin embargo se sabe que la
Hsp70-Il y la Hsp70-y se encuentran en reticulo endopldsmico (ref), la Hsp70-x es una de las que
presentd mayor identidad con la Hsp70-1 y es citoplasmatica al igual que la Hsp70-z y la Hsp70-IlI

se sabe que se encuentra en la mitocondria.

La Hsp70 forma complejos con otras chaperonas, en particular, el complejo que forma con Hsp90
esta mediado por la proteina de organizacion Hsp70/Hsp90 (HOP). Este complejo se forma gracias
a los motivos EEVD en el carboxilo terminal de ambas chaperonas que interactian con los
dominios TPR (dominios de repetidos de tetratricopéptidos importantes para la interaccion
proteina-proteina) de HOP (ref). La interaccién de ambas Hsp70/Hsp90 es importante para
determinar si una proteina mal plegada puede ser reparada o, si no es reparable, deberd ser
eliminada por medio del sistema del proteasoma. En cancer y en células en crecimiento, se eleva
la expresién de ésta co-chaperona debido a la funcion de pro-plegamiento de proteinas a
diferencia de otras co-chaperonas como CHIP (Muller et al., 2013). En P. falciparum se encontrd
esta proteina en la fase de trofozoito y se encuentra en interacciéon con Hsp70 y Hsp90
probablemente facilitando el plegamiento de proteinas (Gitau et al., 2012). Debido a que el
trofozoito es la fase mas activa, desde el punto de vista metabdlico, se espera que presente el pico
de actividad de esta molécula y que posteriormente disminuya al final del ciclo intraeritrocitico,
por lo que la evidencia de su ubiquitinacién sugiere que ésta es regulada postraduccionalmente

por medio de ubiquitinacién y su posterior degradacién via proteasoma.

Finalmente, se encontraron ubiquitinadas proteinas componentes del complejo T. El complejo T,
también denominado complejo de anillo TCP1 (TRiC) consiste de dos anillos idénticos apilados,
cada uno con ocho proteinas (a, 3, 9, €, T, M, 6 en mamiferos). Las proteinas mal plegadas entran
a la cavidad central del complejo y son plegadas de manera dependiente de ATP. El complejo

pliega varias proteinas, incluyendo a la actina y tubulina (Yebenes et al., 2011). En Plasmodium, se
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desconoce su funcién y en nuestro grupo de trabajo esta proteina se encontré fosforilada en
tirosina en la fase de gametocitos (Alonso-Morales et al., 2015a). Nosotros, en este trabajo
encontramos las subunidades beta y épsilon, lo que demostré que este complejo se forma tanto
durante las fases sexuales como en las asexuales y es probable que al final del ciclo también se

regule mediante poliubiquitinacién y posterior degradacidn via proteasoma.

En conjunto, las proteinas identificadas en la fase de esquizonte se espera disminuyan su
abundancia y que esto correlacione con que el parasito en esta etapa disminuye al maximo la
sintesis de proteinas y acidos nucleicos. Varias de las proteinas que nosotros identificamos como
Lys-48 poliubiquitinadas fueron identificadas con cambios en abundancia tanto en el transcrito
como a nivel de proteina a diferentes tiempos durante la fase de esquizonte de P. falciparum.
Estas proteinas fueron la uridina fosforilasa, Hsp70 (I y 1ll), Actina y elF4A (Foth et al., 2008). Estos
datos en conjunto indican que estas proteinas disminuyen su abundancia debido a Ia
poliubiquitinacién y posterior degradacién en proteasoma. Esta hipdtesis se apoyo al detectar la
Hsp70 con un anticuerpo especifico y se observd que la proteina disminuyd en la fase de

esquizonte.

12.3 Identificacidn del sitio de ubiquitinacion

En un estudio previo en P. falciparum, se encontré que la Hsp70 y la uridina fosforilasa disminuian
en concentracion en la fase de esquizonte (Foth et. al., 2008) y en este trabajo las mismas
proteinas se encontraron poliubiquitinadas, lo que sugiere que estas proteinas se modifican para
ser reguladas postraduccionalmente y asi disminuir su abundancia; por lo que fueron interesantes

para identificar el sitio especifico de ubiquitinacidn.

En Plasmodium sp., los recursos bioinformaticos que predicen los sitios de ubiquitinacién tales
como UbPred 6 UbiProber, no han sido muy eficaces por la poca informacién disponible que existe
sobre esta modificacién postraduccional en el parasito. Ademas, es importante mencionar que el
segundo aminoacido mas abundante en el parasito es la lisina, por lo que el analisis con estos
programas pueden producir falsos positivos y tal vez las “reglas” de ubiquitinacién difieran en el
parasito con respecto a otros tipos celulares. La busqueda en estos sitios se realizd para las

proteinas identificadas dando resultados variables y no confiables.
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La identificacion de los sitios especificos de ubiquitinacion en Hsp70 y uridina fosforilasa se realizé
por medio de espectrometria de masas después de la digestidn con tripsina, ya que se sabe que el
corte con esta enzima libera a la ubiquitina dejando un remanente de diglicina (GG) con una masa
monoisotropica de 114.03 Da unido de manera covalente a su lisina blanco. Con base en esto, la
modificacién en los sitios es identificada por su espectro MS/MS Unico de los péptidos GG durante

la busqueda en las bases de datos (Peng, 2008).

Los residuos ubiquitinados fueron para la Hsp70-1 correspondié al 437, para la Hsp70-1ll fue el 222
y para la uridina fosforilasa, se identificaron 2, el 101 y el 211. Ninguno de estos sitios ha sido
reportado experimentalmente por ningun grupo de investigacion en Plasmodium y los programas
disponibles para la deteccion de residuos ubiquitinados no pudieron predecir los residuos
identificados experimentalmente. La Hsp70 se identificd por MS como ubiquitinada en el estudio
del ubiquitoma por LeRoch et. al. (2011) pero sin la descripcién del residuo modificado ni el tipo

de ubiquitinacion que presenta la molécula.

12.4 Complejo de Ubiquitinacién similar a SCF

Las ligasas de ubiquitina (E3) son los componentes basicos del sistema de ubiquitinacion. Estas
enzimas son numerosas y es un grupo altamente diverso de enzimas que transfieren ubiquitina a
las proteinas blanco. Se ha observado que varias E3 trabajan solas y otras por medio de complejos
multiproteicos (Weissman, 2001). Las E3 ligasas que trabajan en complejos lo hacen asociadas con
proteinas de andamiaje denominadas cullinas y a estos complejos de proteinas se les conoce como
Cullina-Ligasas Ring (CRLs) (Marin, 2009). Las E3 ligasas de tipo RING son responsables de al menos

el 20% de la degradacion de proteinas dependiente de ubiquitina (Soucy et al., 2009).

Los complejos SCF (Skp1-Cullina- proteina de caja F) y los similares a SCF son los complejos mas
grandes de ligasas de ubiquitina y poliubiquitinan en Lys-48 a un amplio nimero de proteinas que
estan involucradas en la progresiéon del ciclo celular, transduccién de sefiales y transcripcion

(zheng et al., 2002).

En cuanto al ciclo celular, se sabe que los complejos SCF tienen un papel importante en la

regulacién al controlar la entrada a la fase S y la entrada a la mitosis por medio de Ia

ubiquitinacion de inhibidores de CDKs, ciclinas de fase G1 y S e inhibidores de la mitosis (Teixeira
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and Reed, 2013). En Plasmodium, se desconoce cdmo estos complejos podrian participar en el
ciclo intraeritrocitico y si éstos se componen de las mismas proteinas. Nosotros identificamos in
silico los probables componentes del complejo SCF en P. chabaudi, encontrando una E3 ligasa
similar a Rbx1 con una identidad del 61% en la secuencia de proteina con la Rbx1 de mamiferos y
del 62% con la de plantas; dos genes relacionados a Cullina con identidades a la Cullina 1 (21% con
la proteina del humano) y Cullina 4 (19% de identidad con la proteina de humano) y una proteina
similar a Skpl con una identidad del 45% con la proteina del humano. Los genes estudiados in
silico presentaron la misma secuencia a la anotada en las bases de datos. Los resultados de
expresién demostraron que los genes se expresan a lo largo del ciclo intraeritrocitico, con una

mayor expresion en todos los casos en la fase de esquizonte.

En Plasmodium, se sabe que los genes relacionados al proteasoma se expresan de manera mas
abundante durante la fase de esquizonte (Aminake et al., 2012). Nuestros resultados muestran
qgue la fase de esquizonte es en donde se identificaron la mayor cantidad de proteinas
poliubiquitinadas en Lys-48y es donde se encuentra una mayor expresién de los componentes del
complejo SCF. En conjunto, los datos sugieren que complejos como el SCF podrian ser los

encargados de ubiquitinar a las proteinas para su destruccion via proteasoma.

Para conocer si proteinas similares a Rbx, Cul y Skp podrian formar un complejo similar a SCF en
Plasmodium, se realizd el analisis estructural (estructura tridimensional) de cada una de las
proteinas y se realizd el empalme molecular con las moléculas ortélogas a las del humano. En el
caso de PcRbx1 se observé que la secuencia presenta un 61% de identidad con la Rbx1 de humano,
conserva el dominio RING con una insercién de nueve aminodacidos. En cuanto a su estructura
tridimensional se observa que la Rbx1 del humano y del parasito logran empalmarse en el dominio
RING in silico; sin embargo, en el extremo N-terminal no se empalman. Esta diferencia estructural
podria repercutir en como la Rbx1 podria interactuar con la cullina dado que requiere una lamina

[ para establecer contacto con la cullina (Calabrese et al., 2011).

En el genoma de P. chabaudi, se encuentran dos genes que codifican para proteinas tipo Cullina
gue al comparar sus secuencias presentan una identidad del 17.2%. Las dos proteinas presentan
los dominios de repetidos de cullina (tres repetidos de cinco alfa hélices) y el dominio de

homologia a cullina (sitio de interaccidn con la E3 ligasa). Una diferencia importante entre las dos
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secuencias es el dominio de neddylacién que sélo se encuentra en la PcCul2 y que en otros
sistemas se ha identificado su importancia para la funcion del complejo (Calabrese et al., 2011,
Zheng et al., 2002). Al realizar el alineamiento de las secuencias peptidicas encontramos que la
PcCul2 era la proteina que presentaba una mayor identidad a la Cull de otros organismos. Debido
a que el complejo SCF se encuentra conformado por la Cull se eligié a PcCul2 para realizar el
analisis in silico. Se realizd el modelaje de la proteina y éste fue comparado con el cristal disponible
de Cull que fue el del humano. En este caso ambas moléculas presentaron una superposicion
completa de la toda la molécula, con algunas diferencias en el ultimo repetido de alfa hélice de
PcCul2, el cual presenta dos alfa hélices adicionales. Lo anterior sugiere que estructuralmente la

cullina del parasito podria formar un complejo similar al del humano.

En el caso de la proteina PcSkpl, la secuencia presenta tres aminoacidos conservados para la
interaccion con la Cullina (Asn47, Asn107, Tyr108), un dominio BTB/POZ en el extremo N-terminal
gue le permite la formacion de homodimeros y un dominio Skp1 de dimerizacién en el dominio C-
terminal. Estos dominios conservados le permiten a Skp1 interactuar con la Cull y con la molécula
de reconocimiento al sustrato, denominada proteina de Caja Fokp2 (Zheng et al., 2002). De todas
las moléculas modeladas con I-Tasser, PcSkpl fue la que presentd el score mas alto a pesar de
presentar una menor identidad en secuencia peptidica con sus ortélogas, lo que significa que
existe una mayor probabilidad de que la estructura modelada sea similar a la estructura de la

molécula in vivo.

Finalmente, se realizd el “docking” o acomplamiento molecular. Este método predice la
conformacion preferida de una molécula, al estar unida a otra, con el fin de formar un complejo
estable. El acoplamiento se realizé con las estructuras terciarias de las tres proteinas que podrian
formar el complejo SCF en el parasito. En el humano, en el complejo Cull-Rbx1 las interacciones se
establecen entre el dominio C-terminal de Cull y el N-terminal de Rbx1 mediante contactos tipo
van der Waals. Por el contrario, las moléculas del parasito PcCull-PcRbx1 no se acoplan aun
modificando las variables y los tipo de interaccion (balanceada, fuerzas electrostaticas,
hidrofébicas y van der Waals) que se pueden manipular en el programa simulador Cluspro. Incluso,
la molécula parecio tener mayor afinidad por el extremo N-terminal que por el C-terminal, como

sucede en otros organismos (Calabrese et al., 2011, Lydeard et al., 2013).
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Para determinar si este resultado se debia al modelo tridimensional obtenido en I-Tasser para
estas proteinas se realizo el docking molecular heterdlogo entre PcRbx1 con la Cull del humano y
la combinacién inversa, la Rbx1 del humano con la PcCul2. De manera interesante con ambas
combinaciones se obtuvo acoplamiento entre las Rbx con el dominio CTD de la Cullinas lo que
podria explicarse sugiriendo que en el parasito: 1) exista otra E3 ligasa que interactue con la cullina
para formar este complejo; 2) la PcRbx1 (E3 ligasa) y la PcCull interactuan de forma diferente en
relacion con lo reportado para los complejos (Rbx-Cul) de otros organismos; 3) el parasito emplea

la E3 ligasa de su hospedero.

Para la interaccién molecular de PcCul2-PcSkp1 observamos que con todos los tipos de fuerzas de
interaccion, estas dos moléculas se acoplaban a través del extremo N-terminal del primer repetido

de alfa hélice de la cullina, como se ha reportado para otros complejos (Zheng et al., 2002).

12.5 Neddylacion

Nedd8 es una proteina similar a ubiquitina. Hasta el momento, la secuencia de Nedd8 en el
humano es la que presenta la mayor identidad con la secuencia de la Ub (58%) (van der Veen and
Ploegh, 2012). La via de conjugacién de Nedd8 es similar a la de ubiquitina, requiriendo
procesamiento de la molécula por DUBs y tres enzimas (activadora, conjugadora y ligasa de
Nedd8). Los principales sustratos de Nedd8 son los miembros de la familia de las Cullinas (ref). La
neddylacién de las cullinas modula la actividad de ligasa de ubiquitina del complejo SCF, lo que
resulta en un aumento de la ubiquitinacién y degradacidon por proteasoma de los sustratos
(Xirodimas, 2008). Dado que se han descrito pocos sustratos para Nedd8 y dada la importancia
para nuestro trabajo de identicar a la(s) Cullinas se usé como estrategia la inmunodeteccién de

Nedd8 utilizando un anticuerpo monoclonal durante el ciclo intraeritrocitico de P. chabaudi.

En P. chabaudi, la secuencia de Nedd8 presenta una identidad del 51% con la secuencia de la
ubiquitina. En relacidon con la secuencia de otros organismos, Nedd8 presenta una identidad de
hasta el 51% con la secuencia del humano y de hasta el 95% con la secuencia de otras especies de
Plasmodium(ref). La regidon que reconoce el anticuerpo corresponde a los primeros 16
aminoacidos en el extremo N-terminal.Cuando los experimentos se realizaron en geles SDS-PAGE
al 12% con proteinas de anillos, trofozoitos y esquizontes se observd, reproduciblemente en las

tres fases, una banda muy evidente de aproximadamente 50 kDa y una mas tenue de
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aproximadamente 40 kDa. Como control positivo, se utilizé un extracto proteico de células de

pulman de ratén que presentd una banda en el peso esperado para las cullinas de 80 kDa.

Para un andlisis mas fino se realizd la inmunodeteccion sobre proteinas resueltas por
electroforesis bidimensional, y en las tres fases del ciclo (anillos, trofozoitos y esquizontes) se
observo reproduciblemente un punto en aproximadamente 50 kDa con un pl cercano a 10. Este
punto fue analizado por espectrometria de masas a partir de la muestra en la fase de esquizonte y

se identificd una sola proteina, el factor de alargamiento 1 alfa (EF1a).

Otros sustratos para neddylacion se han descrito en Drosophila, C. elegans, células de
osteosarcoma (U20S) e incluyen a las proteinas pVHL, MDM2, la proteina supresora de tumores
p53 y su homdélogo p73, la proteina Hippel-Lindau, el receptor de crecimiento epidermal y la
proteina asociada a cancer de mama 3 (Stickle et al., 2004, Xirodimas et al., 2004, Oved et al.,
2006). En otro trabajo se identificaron, en células Hela, 75 proteinas Neddyladas, entre las que se

encontré al factor de alargamiento 1 alfa (Xirodimas et al., 2008).

Como ya se menciond, Nedd8 en el humano presenta una secuencia muy similar a la de ubiquitina
(58% de identidad) y cinco de sus nueve lisinas estan conservadas con la ubiquitina (Enchev et al.,
2015). En el caso de Plasmodium, entre la Ub y Nedd8 existe una identidad del 51%. Nedd8 sdlo
presenta 6 lisinas a diferencia de la ubiquitina que presenta siete y, de éstas, cuatro estdn
conservadas en la misma posicién que la ubiquitina. Lo anterior sugiere que, al igual que la
ubiquitina, Nedd8 podria formar cadenas y que éstas podrian representar diferentes destinos y
funciones en las proteinas blanco. Lo que se sabe al respecto de los diferentes tipos de
neddylacién es que proteinas como las cullinas y pVHL tienen un sélo residuo de lisina como sitio
aceptor de Nedd8, es decir, mononeddylacion. Por el contrario, para p53 y EGFR parece ser que
multiples lisinas estan involucradas en la neddylacion. Ademas, las cullinas in vitro pueden
hiperneddylarse y se ha encontrado que Nedd8 puede formar cadenas a través de las lisinas 11,
22, 27, 48, 54 y 60 pero se desconoce la funcién de estas estructuras (Enchev et al., 2015, Jeram

etal., 2010).

Nosotros identificamos con alto grado de confianza siete sitios de neddylacién para EF1A de P.

chabaudi. Al realizar un anadlisis minucioso de las proteinas identificadas previamente con
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poliubiquitinacién en Lys-48 encontramos que en la fase de esquizonte el factor de alargamiento
fue reconocido Unicamente con este anticuerpo (anti- Lys-48) y no con el que reconocia a la mono-
y poliubiquitinacidon por lo que nos sugiere que en el factor de alargamiento es probable que se
formen cadenas (polineddylacidon) en Lys-48 o bien, que como se ha visto en los diferentes
estudios protedmicos de Nedd8, la proteina presente los dos tipos de modificacion
postraduccional y que estas dos vias operen para el control de la funciéon de la proteina

(Xirodimas, 2008).

En Plasmodium poco se sabe acerca de la neddylacidn, incluyendo las proteinas blanco y la via de
adicion de Nedd8, aunque se conoce la presencia experimental de una enzima hidrolasa de tipo
desubiquitinasa de actividad dual (ubiquitina y Nedd8) similar a la UCHL3 de mamiferos que podria
tener un papel central en la fisiologia del pardsito (Artavanis-Tsakonas et al., 2010). La
neddylacién del factor de alargamiento 1 alfa neddylado podria ser importante en el metabolismo
de proteinas, y presumiblemente en las otras funciones que esta proteina lleva a cabo, por lo que

sera importante estudiar el papel de la neddylacién de esta proteina.
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Xlll.  Conclusiones

En Plasmodium existen tres genes de ubiquitina, dos contienen una sola copia, mientras que el
tercero presenta cuatro repetidos en tandem (gen de poliubiquitina).

El gen de poliubiquitina en Plasmodium presenta un primer exén de 28 bp, un intrén de tamafio
variable entre las diferentes especies y un numero variable de repetidos en tdndem de ubiquitina.

La ubiquitina en P. chabaudi presenta un alto grado de conservacién evolutiva. La proteina
presenta las siete lisinas en posicidn para la formacién de cadenas de poliubiquitina.

A lo largo del ciclo intraeritrocitico de P. chabaudi la proporcién de proteinas mono vy
poliubiquitinadas aumenta conforme el ciclo progresa, siendo mas abundante durante la fase de
esquizonte.

La fase que presentd proteinas con una ubiquitinacion diferente a la poliubiquitinacién en Lys-48
fue la de trofozoito y la que presentd una mayor poliubiquitinacién en Lys-48 fue la de esquizonte.

Las proteinas Lys-48 poliubiquitindas identificadas en la fase de anillo correspondieron a la actinay
al factor de alargamiento 1 alfa.

Las proteinas Lys-48 poliubiquitindas identificadas en la fase de trofozoito correspondieron a
factor de alargamiento 1 alfa, gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa y una cinasa de ser/thr.

Las proteinas Lys-48 poliubiquitindas identificadas en la fase de esquizonte estuvieron
relacionadas principalmente con el metabolismo de proteinas y acidos nucleicos.

Se identificaron moléculas como Hsp70 que disminuyen en abundancia al final del ciclo
intraeritrocitico por degradacién mediada por poliubiquitinacién.

Se identificaron los sitios de ubiquitinacién para tres proteinas, Hsp70-1 (437), Hsp70-Ill (222) y
Uridina fosforilasa (101 y 211).

Se identificaron in silico los probables componentes del complejo SCF de P. chabaudi: PcRbx1
(PCHAS_080650), PcCull (PCHAS_112810), PcCul2 (PCHAS_142830) y PcSkp1 (PCHAS_114240).

Los genes de los posibles miembros del complejo SCF se expresan de manera ciclica y presentan
una expresiéon maxima en la fase de esquizonte.

El gen de PcCul2 en P. chabaudi es el que presentd mayor identidad, en sus dominios y sitio de
neddylacién con la Cullina 1 del humano.

La estructura terciaria de PcCul2 y PcSkpl pudo empalmarse con la de sus proteinas ortélogas en
el humano.

Se observd Unicamente acoplamiento molecular de Rbx1 de humano con PcCul2 y PcRbx1 con

HsCull. Entre las moléculas del pardsito no se logra formar el acoplamiento segln lo reportado
para el complejo Rbx-Cull de humano.
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Se establecié que la asociacidén entre PcCul2 y PcSKP1 ocurre por medio del dominio N-terminal de
la cullina y el dominio BTB/POZ de Skp.

Se identificé que el factor de alargamiento 1 alfa en P. chabaudi se encuentra neddylado y se
identificaron siete sitios de neddylacion en la fase de esquizonte.

Con base en los resultados obtenidos se concluye que el parasito P. chabaudi posee la
maquinaria necesaria para llevar a cabo los procesos de ubiquitinacion de proteinas a lo largo
del ciclo intraeritrocitico. El tipo de ubiquitinacion encontrada (poliubiquitinacion en Lys48)
sugiere que durante la fase de esquizonte el parasito degrada proteinas mediante el sistema de
proteasoma dependiente de ubiquitina.
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XIV. Perspectivas

Realizar el fraccionamiento celular de cada fase del parasito para realizar un analisis mas
cuantitativo de la ubiquitinacién.

Analizar la region promotora del gen de poliubiquitina e identificar la probable relevancia de la
region intronica en la expresion.

Identificar por EMSA (ensayo de cambio de mobilidad electroforética) posibles factores de
transcripcion que regulen la expresion del gen de poliubiquitina.

Identificar por espectrometria de masas aquellas proteinas que aumentaron o disminuyeron su
abundancia a lo largo del ciclo intraeritrocitico.

Identificar los sitios de ubiquitinacién para todas las moléculas encontradas por espectrometria de
masas para poder analizar la funcién de esta modificacién dentro del ciclo del parasito.

Producir las proteinas del complejo SCF recombinantes de P. chabaudi para realizar ensayos de
pull-down- GST para evidenciar la interaccion entre los componentes de dicho complejo.

Realizar ensayos de SAXS (Dispersién de Rayos-X de Angulo Pequefio) para obtener la estructura
terciaria de cada una de las moléculas que componen al complejo SCF.

Obtener anticuerpos para la localizacidon e inmunoprecipitacion de los complejos de ubiquitinacién
a lo largo del ciclo intraeritrocitico.

Validar la neddylacion del factor de alargamiento y estudiar su presencia y efectos a lo largo del
ciclo intraeritrocitico
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