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ABSTRACT

It is increasingly accepted that single-celled organisms, such as Leishmania
parasites, are able to undergo a cell death process that resembles apoptosis in
metazoans and is induced by a variety of stimuli. However, the molecular
mechanisms that participate and regulate this death process are still very poorly
described, and very few of the participating molecules have been identified.
Because DNA degradation is probably the most frequently characterized event
during programmed cell death in Leishmania parasites, we have focused on
identifying a candidate nuclease responsible for this effect during the cell death
process. The results presented in this thesis demonstrate that Lezshmania infantum
promastigotes express a nuclease similar to the Endonuclease G of higher
eukaryotes which, according to its predicted structure, belongs to the BBo-metal
superfamily of nucleases. Its optimal pH and its cation dependence resembles that
of EndoGs present in other organisms and, similarly to them, it is inhibited by
moderate concentrations of K+, Na+ and Ca*2. Moreover, L. mnfantum nuclease
processes each DNA strand independently, as described for other Endonucleases
G, and shows, like yeast Nuclp, endo-exonuclease activity. The activity of the
recombinant protein can be inhibited by addition of the general nuclease inhibitor
aurintricarboxylic acid (ATA) or the reducing agent B-mercaptoethanol. This
latter result is probably due to the presence of a disulfide bound between Cys100
and Cys116 that appears to be crucial for the nuclease activity. This activity can
also be inhibited by the synthetic thymidine analogue LEI-49, which also shows
higher anti-Leishmania activity against wild-type parasites than against parasites
overexpressing EndoG.

L. infantum EndoG contains a signal peptide that causes its translocation to the
mitochondrion where it is maintained under normal growth conditions. However,
under the pressure of a death stimulus such as edelfosine or miltefosine treatment,
L. infantum EndoG is released from the single mitochondrion and translocates to

the nucleus, where it is thought to participate in the process of DNA degradation
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that is associated with an apoptotic process. Our results also demonstrate that
overexpression of the nuclease in edelfosine- and miltefosine-treated
promastigotes causes a significant increase in the percentage of TUNEL-positive
parasites, whilst this overexpression has no effect on the normal growth of the
parasites. On the other hand, parasites expressing low levels of the protein grow
at a lower rate than do wild-type parasites under healthy growth conditions, and
show a higher resistance to death than wild-type parasites under a cell-death
stimulus, as revealed by the decrease in the percentage of TUNEL-positive
parasites treated with edelfosine.

Mutation analysis reveals that the amino acids present in the catalytic center of
the nuclease are not equally relevant for the nuclease activity. Thus, His214 and
Arg212 are crucial because they are involved in the catalytic mechanism and in
substrate recognition, respectively, whereas Ser211 is not.

Finally, we have identified a putative inhibitory domain in L. infantum EndoG that
could be playing a regulatory role in the catalytic activity of this important

enzyme.
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Introduccion

“What a good thing Adam had. When he said a good thing, he
knew nobody had said it before”.

Mark Twain
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INTRODUCCION

Origen e historia de la leishmaniasis

La leishmaniasis es una enfermedad causada por un protozoo intracelular del
género Leishmania que se transmite al hospedador mamifero por medio de un
vector invertebrado. Si el vector pertenece al género Phlebotomus, se hace
referencia a la denominada leishmaniasis del Viejo Mundo (que afecta a Europa,
Africa y Asia), mientras que si pertenece al género Lutzomya, hace referencia a la
leishmaniasis del Nuevo Mundo (América) (2). Por lo tanto, y desde un punto de
vista histérico, parece 16gico comenzar considerando la forma del Viejo Mundo,

también conocida tradicionalmente como “dolor oriental”.

Las primeras referencias que hacen alusién a la leishmaniasis del Viejo Mundo
datan del siglo VII AC. Se trata de unos grabados en tabla procedentes de la
biblioteca del rey Ashurbanipal, en los cuales se describen las lesiones tipicas que
caracterizan a esta enfermedad. Se piensa que algunos de estos grabados podrian
derivar incluso de textos mas antiguos (1500-2000 AC). En el siglo X DC, fisicos
arabes realizaron descripciones ampliamente detalladas sobre lo que todavia hoy
se sigue denominando “dolor de Balkh” en el norte de Afganistdn, y que hace
alusién a lo que nosotros conocemos como leishmaniasis. A mediados del siglo
XVIII DC, en la India, los médicos acunaron el término “kala-azar” procedente del
sanscrito (“fiebre negra”) para referirse a una enfermedad que cursaba con
pigmentacién de la piel, fiebre y esplenomegalia. Estos sintomas llevaron
repetidamente a la confusién de esta enfermedad con una forma muy virulenta de
malaria, y a ser tratada ineficazmente con quinina. Existe bastante controversia en
cuanto a quien fue el descubridor del parésito causante de la forma cutanea de la
enfermedad en el Viejo Mundo. Parece que el sargento de la armada india David
Cunningham fue el primero en detectar el parasito en 1885 pero no lo relacioné

directamente con la enfermedad. En 1898, Peter Borovsky, un sargento militar
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ruso que investigaba la etiologfa del “dolor oriental” realiz6 la primera descripcién
del agente causante de la enfermedad y se refiri6 acertadamente a él como un
protozoo. Debido a que sus resultados fueron publicados en una revista rusa, no
tuvieron repercusién internacional y su descubrimiento no fue reconocido hasta
después de su muerte. S{ parece més claro quiénes fueron los descubridores del
parasito causante de la forma visceral de la enfermedad. En 1901, el doctor de la
armada escocesa William Leishman aislé a los parésitos del bazo de un paciente
con fiebre de “dum dum”, aunque pensé erréneamente que se trataban de
Trypanosomas. Unos meses mas tarde, el capitdn Charles Donovan confirmé el
hallazgo de unos parasitos a los que denominé cuerpos de Leishman Donovan en
un paciente del hospital de Madras. Finalmente, fue Ronald Ross el que propuso
que los cuerpos Leishman-Donovan eran la forma intracelular de un nuevo tipo de
protozoo  parasito, al cual denominé  Leishmania  donovani  (8),

(http://www.who.int/leishmaniasis/en/).

William Leishman

En el Nuevo Mundo, las primeras referencias acerca de las formas cutdnea y
mucocutdnea de la enfermedad datan de los anos 400-900 AC. Se trata de unas
vasijas de origen Inca procedentes de Pert, Colombia y Ecuador, en las cuales se

observan representaciones graficas de lesiones de piel y deformaciones faciales.

19



Vasijas Incas presentando lesiones tipicas de leishmaniasis.

Muchos afios después, durante los siglos XV y XVI DC, los conquistadores
espafioles dejaron constancia escrita de las lesiones ulcerosas que observaron en
agricultores indigenas que volvian de los Andes y extendieron el término de
“enfermedad del valle” o “enfermedad andina”. Posteriormente, la desfiguracién de
la nariz y la boca pasé a conocerse como “lepra blanca”, aludiendo a lo que hoy

conocemos  como  forma  mucocutinea de la  enfermedad  (4),

(http://www.who.int/leishmaniasis/en/).

En un principio se pensé que la leishmaniasis del Viejo Mundo y la del Nuevo
Mundo eran exactamente la misma enfermedad, pero en 1911 Gaspar Vianna
describié que existian diferencias entre los parasitos encontrados en América con
respecto a los de Africa, Asia y Europa. En 1922, se descubri6 que el vector
responsable de la transmision de la enfermedad en América, Lutzomya, diferia del
género Phlebotomus. Este tltimo, habfa sido demostrado ser el responsable de la
transmisién a humanos en el Viejo Mundo por los hermanos Sergent mediante un
experimento realizado con personas que se ofrecieron voluntarias para ser

mordidas por el mosquito (3).
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El género Leishmania

Leishmania pertenece a la familia de los pardsitos protozoos Trypanosomatidae,
ubicada dentro del orden Kinetoplastida. Dicho orden recibe su nombre por la
presencia de una sola mitocondria que se extiende a lo largo del parasito, cuyo
ADN crea una estructura Unica situada préxima al cuerpo basal del flagelo
denominada kinetoplasto (5). La familia Trypanosomatidae engloba varios
géneros de pardsitos de entre los cuales cabe destacar a Trypanosoma'y Leishmanaa,
responsables de diversas manifestaciones clinicas que incluyen la conocida
“enfermedad del suefo”, causada por Trypanosoma brucei (6), la “enfermedad de
Chagas”, causada por Tryapanosoma cruzi (7) y la leishmaniasis, producida por

parasitos del género Leishmania (8).

En 1903, Ross realizé una clasificacién basada en la morfologia de los distintos
parasitos del género Leishmania, pero el incremento desde entonces en el nimero
de nuevas especies descubiertas ha llevado a la consideracién de otros criterios
taxonémicos mas apropiados. En un principio se consideraron criterios
extrinsecos como la clinica, la biogeografia (por ejemplo: L. guyanensis, aislada en
Guyana) o las caracteristicas biolégicas; pero a partir de 1970 comenzaron a
considerarse criterios intrinsecos como la inmunologia, la bioquimica y la genética
(1). En 1990, Rioux y Lanotte utilizaron el analisis de isoenzimas para definir las
distintas especies de cada subgénero (9). Los avances derivados del uso de diversas
técnicas moleculares llevaron a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) a la
publicacién de un nuevo esquema taxonémico (10). Nuevos métodos de deteccidn,
aislamiento y estudios genéticos han incrementado masivamente el nimero de
especies de Lezshmania conocidas (hasta 30), de las cuales 20 son patégenas para
los humanos. Por lo tanto, la validacién del esquema taxondémico ha sido
cuestionada en sucesivas ocasiones, y existen continuas revisiones con el objetivo
de encontrar una clasificacién taxonémica que se ajuste mejor a la realidad del
parasito, como son los casos de, por ejemplo, Lukes et al (2007) (11) o Smith,

Peacock et al. (2007) (12).

21



BI] 1
.F%.Q&E\ 1 uvap 1
sy T s
179014U2 ] ssopuistio
1Sap1SIAvT opuny oaamN
OPUNJAT 002NN B —
SN.NN@HNM H‘N 119403 T TUIIIvaA0] T
%&eﬁa W »wviv ;~\ SISUpoNZIUIE ]
) - OpUnJA olarf ounfiq T .
opunpy ol souvuny vivd k : wN uvaouop 1
souvuny v.avd moys T souaSomd ong buporrow "1 wnpfir BIREN!
souasppd oN sisuouv(ns 7y DuDIaniaq T DU ] vordo.g T BSOSO ] odsy
wosuIv] T offiou 1 SISUGWOUD]G 7] SISUAIZDAQ T SISUFUOZVUD ' pyrdorypon T dolbue T oy T e §

E i) EZEE 2 B
|

vrypIL) 0J2U9N)

wnuvdtuopuzy §  svuouordy g vwosouvdii ] W viuvwysiajoinvg viprypoopsvjy W svuoutorpdaapy SOUOWOIJIT

erjrure g

uapIQ

ourIqng

*(T) eINIeII] B 9P SAUOIIIPE
102 SINO [ 1od opearqnd ewanbsa [ us opeseq ‘SePLUOIISIND OPIS ULY 0 UOS SEPRARINS SIS SBT DIupuiysia Sp eIWOUOXE ] ‘T ewanbsy

22



Ciclo de vida de Leishmania

Leishmania es un parasito dimérfico que presenta un ciclo de vida complejo en el
cual intervienen dos hospedadores, uno invertebrado y otro mamifero. Como ya
hemos comentado anteriormente, el hospedador invertebrado es un mosquito
perteneciente al género Phlebotomus o Lutzomya (10). En cuanto al hospedador
mamifero, el perro constituye uno de los principales reservorios de esta
enfermedad, jugando un papel clave en la transmisién al humano (18,14); pero
existen diversos ordenes afectados por este parésito ademas de los cénidos y los
humanos: roedores, marsupiales, ungulados primitivos, primates, edentados y

prociénidos (1).

El ciclo comienza cuando un mosquito se alimenta de la sangre de un hospedador
mamifero infectado, ingiriendo a los pardsitos en su forma de amastigote, los
cuales se encuentran alojados en el interior de las células fagociticas de la piel. En
la parte posterior del tracto intestinal del mosquito los amastigotes se enfrentan a
unas condiciones de pH y temperatura completamente distintas a las del
hospedador mamifero, diferencidndose a parasitos flagelados (aunque todavia con
poca motilidad) y con alta capacidad de replicacién, a los cuales se les denomina
promastigotes prociclicos. Tras un perfodo de una a dos semanas los parasitos
comienzan el proceso de metaciclogénesis, durante el cual pasan por dos estadios
intermedios. EI primero conlleva la diferenciacién a promastigotes nectomonados,
mas alargados y con alta capacidad de movimiento, lo que les permite migrar a la
parte anterior del tracto digestivo del mosquito, en donde se transformardn en
promastigotes leptomonados. Estos ultimos son los responsables de la secrecién
de un gel que desemperia un importante papel en la transmisién del pardsito, pues
provoca que el mosquito regurgite el alimento durante la ingesta de sangre,
inoculando los pardsitos en el hospedador mamifero. Finalmente, algunos de los
promastigotes leptomonados se transforman en promastigotes metaciclicos, los
cuales presentan una alta capacidad infecciosa y serdn inoculados en el hospedador

mamifero durante la siguiente ingesta de sangre por parte del mosquito (15).
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Dentro del hospedador mamifero, Lezshmania es un patégeno intracelular obligado
que tiene la necesidad de vivir en el interior de las células fagociticas, para lo cual
ha desarrollado diferentes estrategias con el fin de evadir la respuesta inflamatoria
del sistema inmune del hospedador. Se sabe que Leishmania presenta dos
moléculas de superficie que juegan un importante papel a este respecto: el
lipofostoglicano (LPG) y la glicoproteina 63 (gp63). Ambas acttian bloqueando la
lisis mediada por el complemento (16,17). Concretamente, gp63 acttia procesando
a la proteina del complemento C3b, dando lugar a una forma inactiva, iC3b,
incapaz de llevar a cabo la lisis pero que conserva la capacidad de opsonizar a los
parasitos, marcandolos como diana para las células fagociticas y favoreciendo su
internalizacién en sus células hospedadoras (18). Por otra parte, se ha demostrado
que la presencia de promastigotes apoptéticos es necesaria para que la infeccién
concluya con éxito (19). Se sabe desde hace tiempo que la exposicién de fosfatidil-
serina (PS) en la cara externa por parte de una célula apoptdtica conlleva su
internalizacién en los fagocitos para su limpieza (20). Ademds, la PS estimula la
produccién del factor TGFP por parte de los macrétagos, citoquina que actia
inhibiendo la respuesta inflamatoria (21). Los parasitos apoptéticos imitan este
mecanismo evitando asf una respuesta inflamatoria que favorece la supervivencia

de otros promastigotes no apoptéticos fagocitados por la misma célula.

Los granulocitos polimorfonucleares (PMN) son los primeros en fagocitar a los
promastigotes y sirven como células hospedadoras intermediarias en las cuales los
promastigotes permanecen sin replicarse (22). Posteriormente, Lezshmania utiliza
a los PMN como caballo de Troya para entrar silenciosamente en sus células
hospedadoras definitivas, los macréfagos, los cuales reconocen la exposicién de PS
por parte de los PMN que han entrado en apoptosis tras fagocitar al pardsito (23).
Una vez dentro del macréfago, los promastigotes se ubican en el interior del
fagolisosoma, donde existen unas condiciones muy distintas a las presentes en el
tracto intestinal del mosquito, con un pH écido de 4,5-5,5 y una temperatura que
oscila entre 83 y 37°C (dependiendo de si trata de una infeccién cutdnea o visceral,

respectivamente) y, por tanto, superior a los 26°C existentes en el mosquito (24).
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Estos cambios provocan la diferenciacién de promastigotes a amastigotes, de tal
forma que el cuerpo del parésito se redondea y pierde la motilidad. En el interior
del fagolisosoma los amastigotes se dividen y tras varios dias desde el inicio de la
infeccién, el fagolisosoma se sitta en la periferia de la célula y se produce la
liberacién de los amastigotes al exterior, en un proceso mediado por la maquinaria
exocitica celular (25,26). Los amastigotes necesitan ser incorporados por nuevas
células fagociticas para extender la infeccién, y para ello también de disponen de
ciertos mecanismos de evasién del sistema inmune. Se ha demostrado que los
amastigotes opsonizados son fagocitados gracias a su adaptacién a reacciones de
inmuno-adherencia (27). También se sabe que, al igual que sucede con los
promastigotes, existen amastigotes apoptéticos que favorecen la internalizacién

en los macréfagos (28).

Finalmente, cuando un mosquito se alimenta de la sangre de un hospedador
mamifero infectado, se lleva consigo los amastigotes alojados en los fagocitos de la

piel, cerrandose asi el ciclo de vida de este parasito.

Debido a que se conocen algunos de los factores implicados en el proceso de
metaciclogénesis y en la diferenciacién de promastigotes metaciclicos a
amastigotes, es posible reproducir estos procesos de diferenciacién n vitro. Por
ejemplo, la disminucién del pH, la ausencia de oxigeno y la deplecién de
tetrahidrobiopterina en el medio de cultivo, pueden iniciar la metaciclogénesis.
Por otra parte, también es posible reproducir iz vitro las condiciones que existen
en el interior del fagolisosoma utilizando un medio de cultivo con un pH écido,
elevando la temperatura (en funcién de la especie de Leishmania) y aumentando la
concentracién de CO2 para obtener diferenciacién de promastigotes a amastigotes

(29).

25



4

/\/\/\ PROMASTIGOTE
/ METACICLICO

FAGOCITOSIS

(v PROLIFER ACION

>
’J

& Lo
PROMASTIGOTE
PROCICLICO FAGOLISOSOMA
[
AMASTIGOTE .

AMASTIGOTE
INTRACELULAR

/

“—

PROLIFERACION

LISIS DEL MACROFAGO

Esquema 2. Representacion esquematica de los principales pasos en el ciclo de vida de Leishmania:

Cuando un mosquito pica a un hospedador mamifero infectado con Leishmania, ingiere los parasitos
en su forma de amastigote. Los amastigotes se diferencian a promastigotes prociclicos, los cuales se
replican y por un proceso denominado metaciclogénesis se diferenciaran finalmente a promastigotes
metaciclicos. Estos tltimos son transmitidos al hospedador mamifero durante una nueva ingesta de
sangre por parte del mosquito y alli seran fagocitados en altima instancia por los macrofagos, donde
seran incorporados al interior de un fagolisosoma para diferenciarse a amastigotes. Los amastigotes se
dividen y finalmente son liberados al exterior del macrofago para ser nuevamente fagocitados por
otros fagocitos y continuar asi el proceso infeccioso. Cuando un mosquito se alimenta de la sangre de
un hospedador infectado, se lleva consigo los amastigotes presentes en fagocitos de la piel, cerrando

asi el ciclo.



Biologia del parasito Leishmania

Mortolégicamente, los promastigotes son células alargadas de un tamafio
comprendido entre 5-20 x 1-4um y un flagelo anterior de 20um de longitud. Los
amastigotes son células redondas de unos 2 x 4um. Ambos representan una
adaptacién a las condiciones ambientales con las que el parasito se encuentra al
alojarse en cada uno de sus distintos hospedadores (invertebrado y mamifero).
Durante la transicién entre cada uno de estos ambientes, el parasito hace frente a
cambios tales como la disponibilidad de nutrientes, el oxigeno, el pH y la
temperatura. La diferenciacién de Leishmania estd marcada por cambios en la
morfologia asi como cambios en la funcién de los organulos que participan en las
vias secretora y endocitica. La via endocitica de los promastigotes consiste en una
red de endosomas tubulares, cuerpos multi-vesiculares y un inusual tdbulo
multivesicular lisosomal (TMV-lisosoma), que actia como compartimento

terminal (30,31).

Flagelo

Bolsillo flagelar
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‘ Mitocondria Endosemn
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Esquema 3. Representacion grafica de las organelas presentes en los promastigotes y amastigotes de

Leishmania. Adaptado de Besteiro y Williams et al. (2007) (32).
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El flagelo emerge desde una estructura denominada bolsillo flagelar. En

amastigotes el flagelo se encuentra practicamente embebido en el interior del

bolsillo, de modo que solo se puede observar mediante microscopfa electrénica

(33). Tanto el proceso de endocitosis como el de exocitosis tienen lugar en el

reservorio del bolsillo flagelar de promastigotes y amastigotes (34). Para adquirir

moléculas del exterior celular, Leishmania también utiliza transportadores

presentes en su membrana, asf como la fusién de vesiculas autofagicas (35).

En cuanto al metabolismo de Leishmania, se puede resumir en los siguientes

apartados (36):

a)

Metabolismo de los carbohidratos:

Todos los estadios de Leishmania expresan las enzimas necesarias para
llevar a cabo la glucolisis y la ruta de las pentosas fosfato. Muchas de estas
enzimas se encuentran parcial o completamente secuestradas en el interior
del glicosoma. Se pueden encontrar de 10 a 100 glicosomas por parasito,
los cuales se caracterizan por tener un didmetro de 0.2-0.3 pm y estar
rodeados por una membrana Unica bastante impermeable, por lo que las
reservas de ATP y NADH™ glicosomales deben ser regeneradas en el

interior del propio organulo.
Ciclo de los acidos tricarboxilicos y respiracién mitocondrial:

La dependencia del ciclo de los acidos tricarboxilicos es mayor en
amastigotes, pues estdn expuestos a niveles bajos de glucosa, pero

relativamente altos de aminodcidos y lipidos.

Por otra parte, la mitocondria de Lezshmania contiene todos los
componentes necesarios para una cadena respiratoria funcional, los cuales

estan codificados tanto por genes nucleares como mitocondriales.
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c)

Formas de almacenamiento de energfa:

Leishmania acumula un tipo de carbohidrato de reserva tnico, el manén,
compuesto de cadenas lineares de 1,2-manosa. El manan constituye la
alternativa al gluc6geno presente en eucariotas superiores y es sintetizado
en el citoplasma y catabolizado cuando las fuentes de carbono son
limitantes. Al igual que en otros protistas y en metazoos, el
almacenamiento a largo plazo de carbono reducido implica la participacién

de lipidos.
Biosintesis de lipidos:

El genoma de tripanosométidos codifica para la maquinaria de la 4cido
graso sintasa de tipo II, pero la ruta predominante para la sintesis de novo
de los 4cidos grasos se debe a un sistema denominado elongasa, llevado a

cabo por una familia de B-ketoacil-CoA sintasas.
Metabolismo de los aminoécidos:

Tanto los promastigotes como los amastigotes pueden utilizar los
aminodcidos como fuente principal o unica de carbono en ausencia de
carbohidratos. Recientes estudios han sugerido que la captacién de
aminodcidos asi como su catabolismo podria ser importante para la

proliferacién de los amastigotes en el interior del fagolisosoma.
Recuperacién y sintesis de nucleétidos:

Leishmania carece de las enzimas necesarias para realizar la sintesis de
novo de purinas. Los promastigotes expresan nucleotidasas, nucleasas y
transportadores de membrana que median la degradacién de nucleétidos
extracelulares y acidos nucleicos, asf como la incorporacién de nucleésidos
de purina y pirimidina. Se cree que los amastigotes expresan

transportadores alternativos a los de promastigotes. Ademds de poder
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importarlas gracias a los transportadores de membrana, Leishmania si

puede sintetizar pirimidinas de novo.
g) Sistema redox:

Los tripanosomdtidos sintetizan cuatro tioles de bajo peso molecular:
glutatién,  glutationil-espermidina,  tripanotién 'y ovotiol, que

conjuntamente forman un sistema redox tnico de tripanosomatidos.
h) Metabolismo de los fosfatos:

Al igual que otros protistas y algunos procariotas, los tripanosométidos
acumulan pirofosfatos y polifostatos en vacuolas acidas especializadas
denominadas acidocalcisomas, quizds como una forma alternativa de

almacenamiento de energia y como proteccién contra el estrés osmético.

Como comentamos anteriormente, una de las caracteristicas mas significativas del
Orden Kinetoplastida es la presencia de una mitocondria tinica que se extiende a lo
largo del cuerpo del parédsito y cuyo ADN se concentra en una zona préxima al
cuerpo basal del flagelo, que recibe el nombre de kinetoplasto. E1 ADN del
kinetoplasto (ADNKk) representa el 30% del total del ADN celular. E1 ADNk esta
formado por moléculas circulares relajadas y concatenadas entre si formado una
red. Existen dos tipos de anillos: los maxicirculos y los minicirculos. Hay miles de
minicirculos en una sola mitocondria, y su tamafio oscila entre los 0,5 y los 2,5kb
(dependiendo de la especie); sin embargo, solo hay unas pocas docenas de
maxicirculos, con un tamaro de entre 20 y 40kb. Los maxicirculos son estructural
y funcionalmente andlogos al ADN mitocondrial (ADNmt) de eucariotas
superiores y codifican para ARNs ribosomales (ARNT) y subunidades del complejo
respiratorio mitocondrial. Los minicirculos codifican para ARNs gufas

responsables de la modificacién de los transcritos de los maxicirculos por
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insercién o delecién de multiples uridinas, en un proceso conocido como edicién

del ARN (7).

El genoma de Leishmania se encuentra distribuido en 384 y 36 pares de
cromosomas en especies del Nuevo Mundo y del Viejo Mundo, respectivamente
(38,39). Solo se han encontrado dos genes codificantes que posean intrones: el gen
de la poliA polimerasa y el de la ARN helicasa (40,41). Los genes codificantes
estan dispuestos en largos grupos policistrénicos (de decenas a centenas de genes)
en la misma cadena de ADN, y, en los cromosomas en los que ha podido ser
estudiada, se ha comprobado que la transcripcién se origina bidireccionalmente
entre dos grupos policistrénicos divergentes (42-44). La ARN-polimerasa II es la
responsable de la transcripcién de los ARN mensajeros (ARNm), y experimentos
con plasmidos episomales han demostrado que es capaz de iniciarla en ausencia de
un promotor especifico (45). Como resultado de este tipo de transcripcién se
obtienen ARNm policistrénicos. Por lo tanto, el control de la expresién génica en
Lezshmania es mayoritariamente post-transcripcional. Dentro de este control cabe
destacar los procesos de 5’trans-splicing (en el cual se afiade al extremo 5" del
ARN una secuencia de 39 nucleétidos denominada mini-exén) y poliadenilacién en
8" (adicién de una cola de poli-A en el extremo 3’) que dan lugar a los ARNm
individuales y maduros. En los altimos afios se ha empezado hablar también de un
importante papel de la epigenética en la regulaciéon de la expresién en
tripanosomdtidos (46). A pesar de que se han encontrado algunos ejemplos de
transcripcién antisentido, en Lezshmania no se ha encontrado una maquinaria de
ARN de interferencia (ARN1) y las técnicas de ARNI1 para silenciar sus genes
funcionan pobremente, al contrario de lo que ocurre en T. brucer, parésito de la

misma familia que si dispone de dicha maquinaria (47-49).
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Epidemiologia, manifestaciones clinicas y tratamiento de la leishmaniasis

La leishmaniasis es una enfermedad endémica en 88 paises distribuidos entre el
sur de Europa, norte de Africa, Oriente Medio, Centro América, Sudamérica e
India, con 850 millones de personas en riesgo y una prevalencia de 12 millones de
personas. De estos pafses, 72 estdn en vias de desarrollo y 13 de ellos
subdesarrollados (50). La leishmaniasis puede manifestarse principalmente de tres
formas: visceral, cutdnea y mucocutédnea. El tipo de enfermedad que pueda llegar a
desarrollarse depende tanto de la especie de Lezshmania, como de su zimodema
(patrén electroforético de isoenzimas expresado por el pardsito). Asi, parasitos de
una misma especie pueden causar leishmaniasis visceral o cutdnea, en funciéon del
zimodema que presenten (51). Las principales especies causantes de las distintas

manifestaciones de la enfermedad se resumen en el siguiente cuadro:

Enfermedad Especies del Viejo Mundo Especies del Nuevo Mundo

Leishmaniasis visceral L. donovani (India, Kenia), L. infantum L. chagast, L. amazonensts
(Sur de Europa y Norte de Africa)

Leishmaniasis  dérmica ORI

post-kala azar

Complejo L. mexicana: L. mexicana,

L. amazonensits, L. venezuelensts,
Leishmaniasis cutinea L. tropica, L. major, L. aethiopica, Subgénero Viannia: L. (V) braziliensis,

L. infantum, L. donovani L. (V) panamensis, L. (V) guyanensis,
L. (V) peruviana; L. major, L. chagasi

Leishmaniasis Subgénero Viannia: L.(¥V) braziliensis,
mucocutanea L. (V) panamensis, L. (V) guyanensis,

L. amazonensts

Leishmaniasis  cutinea [WONCT711/o Complejo L. mexicana

difusa

Esquema 4. Patron de enfermedades y las especies de Leishmania causantes de las mismas en distintas

localizaciones geograficas. Adaptado de Piscopo y Azzopardi (8).
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Caracteristicas de las manifestaciones clinicas:

Leishmaniasis visceral (LLV)

Presenta una incidencia de 500.000 casos al ano, de los cuales el 90% se dan en
zonas rurales pobres y dreas suburbanas de 5 paises: Bangladesh, India, Nepal,
Sudan y Brasil. (50). El periodo de incubacién de esta enfermedad puede variar
generalmente entre los 3 y los 8 meses. Los sintomas incluyen fiebre intermitente,
pérdida de peso, hepatoesplenomegalia, linfoadenopatia, pancitopenia e
hipergammaglobulinemia. A veces puede producir pigmentacién de la piel. Puede
ser asintomatica y resolverse sin mayores problemas, pero generalmente cursa de
modo crénico y puede ser fatal sin tratamiento y, en ocasiones, incluso con
tratamiento. Existen casos atipicos que pueden afectar a los pulmones, la mucosa
oral, eséfago, estémago, intestino delgado, piel y médula oésea (8,52). Es
importante destacar que un gran porcentaje de pacientes con leishmaniasis
visceral en los paises mediterrdneos estdn ademads infectados con el virus de la
inmunodeficiencia humana (HIV). Este tipo de co-infeccién se puede encontrar
también en el norte de Africa, Brasil, Sud4n, Kenia, Etiopfa, Burkina Faso y la
India. Los sintomas caracteristicos son fiebre, hepatoesplenomegalia, pérdida de

peso y pancitopenia, asf como dolencias géstricas (53).

La LV presenta una variacién conocida como leishmaniasis dérmica post-kala
azar, que se desarrolla una vez que la leishmaniasis visceral ha remitido y que
ocurre en un pequefio porcentaje de pacientes de India y Africa. Generalmente se
debe al complejo L. donovani. Se trata de una dermatosis crénica que a veces afecta
a las mucosas y que cursa con lesiones en la piel que pueden ser de tipo macular,
maculopapular o nodular, que se extienden frecuentemente desde la zona perioral

a otras zonas del cuerpo (8,54).
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Leishmaniasis visceral (a) y post-kala azar (b) (55).

Leishmaniasis cutdnea (LLC)

Presenta una incidencia anual de 1-1,5 millones de casos de los cuales el 90% se
dan en 7 paises: Afganistan, Argelia, Brasil, Iran, Pert, Arabia Saudi y Siria (50).
El periodo de incubacién va desde 2 semanas hasta varios meses e incluso a veces
afios. Comienza con una pédpula en el lugar de la picadura del mosquito que
generalmente crece de tamafio y termina ulcerdndose. En el 90% de los casos

acaba por curarse, aunque puede costar entre 3 y 18 meses.

También existen variaciones de la enfermedad como la leishmaniasis cutidnea

difusa, con lesiones diseminadas en cara, pies y manos (8,56).

Leishmaniasis cutanea (a) y leishmaniasis cutanea difusa (b) (55).
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Leishmaniasis mucocutanea (LMC)

El periodo de incubacién es de entre 1 y 8 meses aunque la enfermedad puede
producirse varios afios después de que la primera tlcera haya sanado. Afecta a la
mucosa de la nariz, cavidad oral y faringe, produciendo dificultades para comer y
elevando el riesgo de una infeccién secundaria, lo que implica en muchos casos la

muerte del paciente (8,56).

Leishmaniasis mucocutanea (55).

En cuanto a los tratamientos disponibles para la leishmaniasis, los antimoniales
pentavalentes (SbV) fueron usados durante mucho tiempo como tratamiento
estdndar para la leishmaniasis, y ain hoy en dfa constituyen la primera linea de
tratamiento en muchos lugares. E1 SbV es el pro-tirmaco y debe reducirse a SbIII
para presentar actividad leishmanicida. Aunque no se conoce el mecanismo exacto
de accidén, se ha descrito que podria interferir con el mecanismo energético del
parasito. También se sabe que el SbIII inhibe a la tripanotién reductasa in vitro, lo
que conlleva una pérdida de tioles intracelulares y a la acumulacién de especies
reactivas de oxigeno. El principal problema de este tirmaco es que han aparecido
numerosos casos de resistencia en la India, una regién gravemente afectada por

LV, asf como en otros lugares (57,58).

Desde 1960, la anfotericina B se ha utilizado como segunda linea de tratamiento
para la leishmaniasis ofreciendo muy buenos porcentajes de curacién en pacientes

de la India. En otros lugares, sin embargo, no ofrece ventajas sobre los
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antimoniales pentavalentes. El tiempo de administracién es muy prolongado y
presenta diversos efectos adversos como por ejemplo fiebre, nefrotoxicidad o
hipokalemia, lo cual implica su administracién continuada en un hospital. Sin
embargo, las formulaciones lipidicas de esta droga han mejorado ampliamente su
perfil, pues son selectivamente incorporadas por el sistema reticulo endotelial del
hospedador, ofreciendo asi una accién leishmanicida localizada y potente. La
formulacién liposomal de la anfotericina B suele ser la primera eleccién como
tratamiento en los paises endémicos del sur de Europa asi como en otros paises
desarrollados gracias a su rdpida tasa de curacién. Sin embargo, su coste es
prohibitivo para paises pobres, en donde la eleccién del tratamiento se convierte
mas en una cuestiéon de coste que de efectividad o toxicidad para el paciente

(58,59).

La miltefosina es la primera droga leishmanicida de administracién oral. Posee un
alto indice de eficacia incluso en aquellos casos en donde los SbV fallan. Presenta
ciertos efectos adversos como toxicidad gastrointestinal y elevacién de la
creatinina y transaminasas hepaticas, pero sus mayores desventajas son su
potencial teratogenicidad asi como su elevada vida media (alrededor de 150 horas),
lo cual puede favorecer la aparicién de resistencias. De hecho, se han detectado
resistencias en cepas de laboratorio. Su mecanismo de accién concreto se
desconoce, aunque parece depender en gran medida de su acumulacién

intracelular y de su interaccién con el metabolismo lipidico (58,60).

La paramomicina es un aminoglucésido con actividad leishmanicida que ha
ofrecido buenos porcentajes de curacién aunque sin superar a la anfotericina B.
Aunque no muy costosa, presenta diversos efectos adversos como elevacién de
transaminasas y dolor en el lugar de administracién (requiere inyecciones
intramusculares durante 21 dfas). Al tratarse de un aminoglucésido es muy
probable la aparicién de resistencias, por lo que en general se prueba combinada

con otras drogas (58,61).
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El alopurinol es otro compuesto con actividad leishmanicida de administracién
oral. Su mecanismo de accién consiste en inhibir la xantina oxidasa, lo que
conduce a la sintesis de un andlogo de la inosina que bloquea la sintesis proteica al
incorporarse en el ARN. Se ha usado experimentalmente para el tratamiento en

humanos y es el tratamiento estdndar para la leishmaniasis canina (62).

En el siguiente cuadro se resumen los distintos tratamientos aplicados por lo

general para cada una de las distintas manifestaciones clinicas de la leishmaniasis:

Enfermedad Farmaco Dosis

Miltefosina (2,5mg/kg/dia, oral, 1 o 2 veces al dfa) x 28 dias
Leishmaniasis  Anfotericina B liposomal (2mg/kg/dia intavenosa) x 5 dfas
visceral

Antimoniales pentavalentes (20mg/kg/dia intramuscular o intravenosa) x 28 dias

Simultanea a visceral:

Anfotericina B (1mg/kg intravenoso) x 20 o 30 dosis

Como tnica manifestacion:
Leishmaniasis Antimoniales pentavalentes (20mg/kg/dia intramuscular o intravenosa) x 20 dfas
mucocutinea (x10 dfas en L. major, L. tropica y L. mexicana)

Fluconazol 200mg, oral, 1 vez al dia

Ketoconazol (600mg, oral, 1 vez al dia)x 28 dias

Miltefosina (2,5mg/kg/dia, oral, 1 vez al dia) x 28 dias
Leishmaniasis Antimoniales pentavalentes (1ml/lesién, en el interior de la lesién) x 8-15 dosis
cutanea

Pentamidina (2-4mg/kg 1 vez al dia o cada 2 dfas, intravenosa) x 15

dosis
Paramomicina Toépico, 2 veces al dia

Esquema 5. Sumario de los tratamientos disponibles para las distintas manifestaciones de la

leishmaniasis. Adaptado de Piscopo y Azzopardi (8).
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En cuanto a la inmunoterapia existente para esta enfermedad, hasta hace poco solo
se habfan llegado a utilizar 2 vacunas en humanos (una con pardasitos vivos y la
otra con muertos), y una para profilaxis en perros. Sin embargo, en las dos tltimas
décadas la inmunoterapia se estd abriendo paso como tratamiento adicional de la
leishmaniasis bien sola, o bien combinada con quimioterapia con el fin de acelerar
la respuesta inmunolégica en pacientes con inmunidad intacta o para producir una
reaccién efectiva en pacientes inmunodeprimidos. En concreto, se busca inducir
selectivamente una respuesta de tipo Th1, considerada esencial para la resistencia
a la leishmaniasis. La inmunizacién mediante promastigotes muertos por calor ha
dado resultados contradictorios, por lo que los estudios mas recientes se centran
en la purificacién de antigenos recombinantes asf como la obtencién de vacunas de

ADN, y de su aplicacién combinada con diversos agentes quimioterapéuticos (63).

Mecanismos de muerte celular

Los diferentes tipos de muerte celular estdn definidos generalmente por criterios
morfolégicos, sin una clara referencia a los mecanismos bioquimicos especificos
que los caracterizan. Debido a este motivo los editores de la revista Cell Death
and Differentiation (una revista del grupo Nature especializada en el proceso de
muerte celular) decidieron crear el Comité de Nomenclatura de Muerte Celular
(NCCD). El objetivo era unificar los criterios utilizados para la definicién de
muerte celular y los diferentes tipos de mecanismos mediante los cuales puede
operar, asi como mantener dichas definiciones en continua revisién y actualizadas.
En primer lugar, es importante destacar la discriminacién que debe hacerse entre
una célula que se estd muriendo (como proceso) y una célula que ya esta muerta (la
muerte como punto final). Por lo tanto, se sugirié considerar a una célula como
muerta cuando presenta algunos de los siguientes criterios moleculares: la célula
ha perdido la integridad de la membrana plasmatica (lo cual se puede determinar
in vitro mediante el uso de colorantes vitales), la célula y su ntcleo se han

fragmentado completamente en cuerpos discretos (los denominados “cuerpos
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apoptoticos”) y/o ha sido englobada por una célula adyacente iz vivo. El proceso
de muerte puede ser llevado a cabo por miultiples mecanismos, cada uno de ellos
caracterizado por unos criterios especificos, aunque no todos deben estar
necesariamente presentes para satisfacer la definicién. Dichos criterios se resumen

a continuacién (adaptado de Kroemer et al. (2009) (64)).
a) Apoptosis:

La apoptosis es un tipo de muerte celular que viene acompafiada por el
redondeamiento de la célula, la retraccién de pseuddépodos, reduccién del
volumen celular (piknosis), condensacién de la cromatina, fragmentacién
del ntcleo (kariorexis), pequefia o inexistente modificacién
ultraestructural de las organelas citoplasmaticas, formacién de cuerpos
apoptéticos y mantenimiento de la integridad de la membrana plasmatica
hasta los altimos estadios del proceso. La fragmentacién oligonucleosomal
del ADN as{ como la activacién de caspasas no deben utilizarse para
definir a la apoptosis, pues se ha demostrado que estos cambios no son
estrictamente necesarios para que se lleve a cabo el programa de muerte
celular, aunque si son muy dutiles para identificar a un determinado

proceso como “apoptosis”.

Fotografia de microscopia electronica
de wuna célula epitelial humana
sufriendo  apoptosis inducida por
radiacion: destaca la condensacion de
la cromatina (flecha roja) y Ila
integridad  de  la  membrana
mitocondrial (flecha blanca).
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b) Muerte por autofagia:

La muerte por autofagia se podria definir como un tipo de muerte celular
que cursa sin condensacién de la cromatina, acompaiiada por un proceso
masivo de vacuolizacién autofagica del citoplasma. Dichas vacuolas
presentan por definicién una doble membrana y contienen en su interior
los restos del citosol y de las organelas, por lo que pueden diferenciarse de
endosomas, lisosomas y cuerpos apoptéticos. Otro marcador destacado es
la localizaciéon de la proteina I.C3 en el interior de las vesiculas. Es
importante diferenciar el proceso de muerte por autofagia del proceso de
autofagia; es decir, la autofagia es un proceso que puede ocurrir de forma
habitual en la célula sin conllevar su muerte, pero la muerte por autofagia
es un tipo de muerte que implica rasgos fenotipicos tipicos del proceso de

autofagia.

(a) Cé¢lula epitelial humana
sufriendo formacion de vacuolas
autofagicas tras tratamiento con
tamoxifeno: destaca la dilatacion
del reticulo endoplasmico
perinuclear y la formacion de
vesiculas de doble membrana (b,
flecha negra).

c) Necrosis:

La necrosis se suele considerar mediante una definicién negativa, como un
proceso de muerte celular que cursa sin apoptosis y sin autofagia. Su
morfologia se caracteriza por un citoplasma disgregado, rotura de la
membrana plasmadtica, dilatacién de las organelas citoplasmaticas y
condensacién moderada de la cromatina. Ha sido considerada durante

mucho tiempo como una muerte accidental, pero empiezan a descubrirse
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evidencias de que podrfa existir una regulacién en la cual estarfan
implicadas diversas vias de sefializacién y reacciones catabdlicas. De todas
formas, los mecanismos que desencadenan el proceso de necrosis n vivo
necesitan conocerse mejor, con el fin de poder establecer una definicién

mas precisa.

Célula epitelial humana sufriendo necrosis
tras estrés oxidativo: destaca la ruptura de
la membrana plasmatica, la formacion de
vesiculas intracelulares y la pérdida de la
ultraestructura  mitocondrial  (flechas
negras).

d) Catéstrofe mitdtica:

Este tipo de muerte celular ocurre durante o justo después de un fallo en
el proceso mitético. Puede ir acompafiada de alteraciones morfolégicas
como la aparicién de microntcleos y multinucleacién, aunque no existe un

consenso estricto en el uso de este término.
Anoikis:

El uso de este término se encuentra muy extendido y por eso se conserva,
pero no deja de ser un tipo de apoptosis inducida por pérdida de

adherencia al sustrato o a otras células.
Excitotoxicidad:

Es un tipo de muerte que ocurre en las neuronas cuando aminoécidos

excitadores como el glutamato provocan la apertura de una canal de calcio
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que implica el incremento del calcio intracelular y por lo tanto la muerte

de la célula.
Degeneracion Walleriana:

Se utiliza para definir la muerte de las células nerviosas por degeneracién

de parte del axdn, sin afectar al cuerpo celular principal.
Cornificacion:

Es un tipo especifico de muerte que ocurre en la epidermis y que conlleva
la formacién de una envuelta cornificada, en donde el queratinocito
muerto contiene un conjunto de proteinas y de lipidos especificos

necesarios para el mantenimiento de la envuelta.
Paraptosis:

Este término se acufi para definir un tipo de muerte celular programada
morfolégica y bioquimicamente distinta de la apoptosis, e inducida
mayoritariamente por expresién del receptor del factor I de crecimiento
similar a insulina. Se caracteriza por la vacuolizacién del citoplasma y la
hinchazén de la mitocondria, pero sin que se halle presente otra marca de
apoptosis. Sus manifestaciones no pueden ser prevenidas por inhibidores
de caspasas ni por sobre-expresién de proteinas de la familia Bcl-2, de

cuyo papel en la apoptosis hablaremos mas adelante.
Pyroptosis:

Se describi6 por primera vez en macréfagos infectados por Salmonella
typhimurium, si bien se ha observado en otro tipo de infecciones que
presentan distintas rutas de activacién. Estd caracterizada por la
activaciéon de la caspasa-1 sin activacién de la caspasa-3. Los macréfagos
que sufren pyroptosis no solo muestran caracteristicas tipicas de

apoptosis, sino también de necrosis.
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k) Pyronecrosis:

Muerte similar a necrosis observada en macréfagos infectados por

Salmonella flexneri, que estd asociada con la liberacion de HMGB-1,

caspasa-1 e IL-1P.
1) Entosis:

Se describié originalmente como un “canibalismo celular” observado en
linfocitos de pacientes con la enfermedad de Huntington, de forma que
una célula engulle a las células vecinas. Las células que la llevan a cabo de
modo mas eficaz son las células de cincer de mama MCF-7, que son
relativamente incapaces de llevar a cabo un proceso de apoptosis o

autofagia por carecer de caspasa-3 y beclina-1.

Muerte celular programada (MCP) y apoptosis en organismos multicelulares

Durante la segunda mitad del siglo XX diversos avances experimentales
sugirieron la idea de que las células de los organismos multicelulares tienen la
capacidad de activar un programa de auto-destruccién regulado por sefiales
procedentes de otras células (65), asf como de la propia célula (por dafio en el
material genético (66), plegamiento anormal de las proteinas (67) o alteraciones en
la actividad mitocondrial (68)). De este modo, la MCP juega un importante papel
tanto en el desarrollo de los organismos multicelulares regulando procesos de
morfogénesis y de diferenciacién sexual, como en la vida adulta de los mismos,
permitiendo la homeostasis de los tejidos, la eliminacién de células danadas o
anormales y como defensa contra las infecciones. Es importante destacar que,
aunque la apoptosis es el fenotipo més frecuente y tipico de entre los procesos de
MCP, los términos MCP y apoptosis no son sinénimos y no deben usarse como

equivalentes, pues la MCP puede operar mediante otros mecanismos como por
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ejemplo, la autofagia (69,70). Debido a su relevancia para esta tesis, durante esta

introduccién nos centraremos en la explicacién del mecanismo apoptético.

Aunque el fenotipo apoptético fue descrito por primera vez por Kerr, Wyllie y
Currie en 1972 (71), la primera evidencia de la existencia de informacién genética
especifica para el control de la muerte celular la proporcionaron Horvitz et al.
(1999) mediante estudios en el nematodo Caenorhabditis elegans. Para el desarrollo
del gusano adulto se generan 1090 células somaticas de las cuales 131 sufren
apoptosis en distintos puntos del desarrollo, el cual es esencialmente invariable
para estos animales demostrando que se trata de un fenémeno controlado. La
investigacién mediante la obtencién de diversos mutantes genéticos ha desvelado
que la supervivencia o muerte de la mayoria de las células durante el desarrollo de
este gusano depende de la presencia y expresién de solo 4 genes: ced-3, ced-+, ced-9
y egl-1 (72,73). Ced-3 es una cistein-proteasa con especificidad por residuos de
aspartato y sintetizada como una pro-enzima inactiva que requiere ser procesada
para activarse y actuar como un ejecutor de la muerte celular; es decir, una
caspasa. Ced-4 es una protefna adaptadora que se une a Ced-3 y promueve su
auto-procesamiento y activacién. Ced-9 es un represor de muerte celular que al
unirse a Ced-4 evita la activacién de Ced-3. Finalmente, Egl-1 es un antagonista
de Ced-9, a la cual se une para evitar su efecto protector y permitir la activacién
de Ced-3. Ademds, existen otros genes que estan implicados en la digestién rapida

de las células apoptéticas de este gusano por células adyacentes (72).

Egl-1

0\)

O \/ Ced-9
Auto-procesamiento i MCP

Ced-4 de Ced-3
Ced-3

Ced-3

Esquema 6. MCP en C. elegans: Ced-4 se une a Ced-3 permitiendo su auto-procesamiento y activacion
para que pueda cumplir con su funcion ejecutora en el proceso de MCP del nematodo. Ced-4 puede

ser inhibida por Ced-9, que a su vez puede ser inhibida por Egl-1.
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Durante los ultimos afios se han encontrado homoélogos para estos genes de
C. elegans en esponjas (Hydra wvulgaris), insectos (Drosophila melanogaster), pez
cebra, ratones y humanos, entre otros. En humanos existen alrededor de 20
homoélogos al represor Ced-9 y su antagonista Egl-1, que se agrupan dentro de la
familia Bcl2. Esta familia engloba tanto a represores de muerte como Bcl-2 o Bcl-
XL, como a pro-apoptéticos como Bax, Bak o Bid. También existen homdlogos
para el ejecutor Ced-3 conocidos como la familia de las caspasas, dentro de la cual
podemos diferenciar entre caspasas iniciadoras, 2, 8, 9 y 10, y ejecutoras, 3, 6 y 7.
Ademads, existe al menos un homélogo de Ced-4, conocido como Apat-1 (proteasa
apoptotica activadora del factor 1). La creencia general es que la familia Bcl2/Bax
ejerce su papel antagonista en la supervivencia/muerte celular a través del control
que ejercen sobre la permeabilidad mitocondrial, bien reprimiendo (Bcl2) o bien
induciendo (Bax) la salida al citosol de diversos factores presentes en el espacio
intermembrana de la mitocondria. Algunos de estos factores, como el citocromo c,
Smac/Diablo y Omi/HtrA2 estdn relacionados con vias ejecutoras dependientes
de caspasas, mientras que otros factores como AIF (factor inductor de la
apoptosis) o EndoG, estan relacionados generalmente con vias ejecutoras

independientes de caspasas (69,74).

Para entender mejor estos procesos hablaremos de las distintas vias de
sefializacién en apoptosis. Hasta la fecha parece evidente que existen dos vias
principales: la extrinseca o mediada por receptores de muerte, y la intrinseca o
mitocondrial. Sin embargo, existen evidencias de que ambas estdn ligadas y que
las moléculas de una u otra pueden influenciarse mutuamente (75). Ademds, existe
una via adicional que implica citotoxicidad mediada por células T y que conlleva
muerte celular dependiente del diéo granzima-perforina, que puede ser via
granzima A, o via granzima B. Las vias intrinseca, extrinseca y la mediada por la
granzima B, pueden converger en una misma via terminal o ejecutora que, con
intervencién de caspasas, da lugar a la fragmentacién del ADN, degradacién del
citoesqueleto y proteinas nucleares, entrecruzamiento de protefnas, formacién de

cuerpos apoptéticos, expresion de ligandos que puedan ser reconocidos por células
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fagociticas y, finalmente, fagocitacién de las células apoptéticas. Sin embargo, en
ocasiones estas vias pueden desembocar en vias ejecutoras alternativas que operan
de forma independiente de caspasas como describiremos mads adelante, y que
pueden dar lugar a un fenotipo “similar a apoptosis” (70). Por otra parte, la via
mediada por la granzima A activa un mecanismo paralelo y también independiente
de caspasas mediante dafio en el ADN de cadena sencilla (76). Nos centraremos en

las vias extrinseca e intrinseca por ser las de mayor relevancia:

» Via intrinseca:

Este mecanismo implica que la apoptosis se inicie por una serie de
estimulos no mediados por receptor que producen una serie de sefales
intracelulares que repercuten en la mitocondria. Estos estimulos pueden
ser negativos, como la ausencia de ciertos factores de crecimiento,
hormonas y citoquinas, o bien positivos, como la radiacién, la presencia de
toxinas, hipoxia, hipertermia, infecciones virales y radicales libres. Todos
estos estimulos producen cambios en la membrana mitocondrial que
provocan la apertura del poro de transicion de la permeabilidad
mitocondrial (MPT), la pérdida del potencial de membrana mitocondrial y
la liberacién de dos grupos principales de proteinas pro-apoptéticas desde
el espacio intermembrana al citosol. El primer grupo lo constituyen el
citocromo ¢, Smac/DIABLO (segundo activador de caspasa derivado de la
mitocondria/proteina de unién directa a IAP de bajo PI) y la serin
proteasa HtrA2/Omi (proteina A2 con requerimiento de alta
temperatura), que promoveran la via mitocondrial dependiente de
caspasas (76). El citocromo c al liberarse forma un complejo con Apaf-1y
la procaspasa-9, conocido como apoptosoma, que conduce a la activaciéon
de la caspasa-9 (77). Smac/DIABLO y HtrA2/Omi han sido descritos
como factores pro-apoptdticos, pues inhiben la actividad de IAP

(inhibidores de la apoptosis) (78,79), que a su vez actian en la célula
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inhibiendo la actividad de las caspasas. El segundo grupo lo constituyen
otras protefnas apoptéticas como AIF y la Endonucleasa G (Endo G),
liberadas ya en la fase terminal de la apoptosis. Ambas, junto con la
nucleasa citosélica CAD, se translocan al nacleo donde intervienen en la
degradacién del ADN y en la condensacién de la cromatina, con la
diferencia fundamental de que CAD interviene exclusivamente en
procesos dependientes de caspasas (80), mientras que EndoG y AIF
participan también en procesos independientes de caspasas (81,82). De

estas nucleasas hablaremos en detalle més adelante.

Como ya comentamos, el control y la regulaciéon de los eventos
apoptoticos relacionados con la mitocondria estan regulados por la familia
de protefnas Bcl-2, formada por miembros pro-apoptéticos (Bcl-10, Bax,
Bak, Bid, Bad, Bim, Bik y Blk) y anti-apoptéticos (Bcl-2, Bcl-x, Bel-XL,
Bcl-XS, Bel-w y BAG) (83).

Via extrinseca:

Implica la participacién de receptores transmembrana pertenecientes a la
familia del receptor TNF (factor de necrosis tumoral), los cuales presentan
un dominio intracelular de unos 80 aminoacidos conocido como “dominio
de muerte”. Los mejor caracterizados junto con sus respectivos ligandos
son FasL/FasR y TNF-a/TNFR1. La unién de estos ligandos a sus
receptores conlleva finalmente el reclutamiento de la proteina citosélica
adaptadora FADD. La asociacién de FADD con la procaspasa-8 conlleva
la formacién de DISC (complejo inducido por sefales de muerte), que
resulta en la activacién auto-catalitica de la procaspasa-8. Esta sera la
responsable de la activacién de la procaspasa-3 y otras caspasas ejecutoras

(76).
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Un ejemplo de la convergencia entre los mecanismos extrinseco e intrinseco es el
hecho de que por medio de la via Fas, se puede inducir dafio mitocondrial debido
al procesamiento de Bid (miembreo pro-apoptético de la familia Bcl-2) llevado a
cabo por la caspasa-8, lo cual da lugar a la permeabilizacién de la membrana
externa mitocondrial y a la salida de los diversos factores mitocondriales
implicados en el proceso apoptético (84). También se ha descrito que la caspasa-2
puede interaccionar con la membrana externa mitocondrial y producir la

liberacién del citocromo-c (85).
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Esquema 7. Principales componentes de las vias intrinseca y extrinseca, asi como sus interacciones.

Adaptado de Hengartner (2000) (86).
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Como hemos mencionado, los mecanismos extrinseco e intrinseco pueden
compartir el mecanismo final de ejecuciéon. En procesos dependientes de caspasas,
las caspasas 3, 6 y 7 funcionan como caspasas “ejecutoras”’ procesando diversos
sustratos entre los cuales destacan PARP (poliADP-ribosa polimerasa) y la
gelsolina (87). La caspasa-3 se considera la caspasa ejecutora méas importante y
puede ser activada por las caspasas 8, 9 y 10. Concretamente, es la encargada de
activar a la endonucleasa CAD al separarla de su inhibidor ICAD (88), y de
inducir la reorganizacién y desintegracion de la célula en cuerpos apoptéticos (89).
Sin embargo, y como hemos mencionado, el proceso apoptético puede
desarrollarse de forma independiente de caspasas. Esto incluye tanto mecanismos
en los que las caspasas no intervienen, como mecanismos en los que existe
activacion de caspasas, pero la muerte no opera a través de ellas. En estos casos, la
muerte puede operar mediante fenotipos que pueden ser desde “similares a
apoptosis” (parecida a la apoptosis pero que puede carecer de un alto grado de
condensaciéon de la cromatina, kariorrexis, fragmentaciéon oligonucleosomal y/o
formacién de cuerpos apoptéticos), a un fenotipo autofagico e incluso necrético,

como se resume en el siguiente esquema:

MUERTE A TRAVES DE LA ACTIVACION

SUPERVIVENCIA
APOPTOSIS

B Efecto de inhibidores de caspasas MUERTE SIMILAR A MUERTE CON NECROSIS
, APOPTOSIS AUTOFAGIA
- Via que opera por defecto

Esquema 7. Representacion esquematica de los diversos procesos de muerte que pueden tener lugar

D ASPASA

MUERTE INDEPENDIENTE DE CASPASAS

en funcion de la intervencion de las caspasas. Adaptado de Kroemer et al. (2005) (70).
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Cabe decir que existen todavia muchos interrogantes acerca de cémo las células
mueren en ausencia de caspasas, y que este mecanismo esta todavia definido con

términos muy indirectos (70).

MCP y apoptosis en organismos unicelulares

Se han descrito varios tipos de MCP en distintas especies de eucariotas
unicelulares, algunas de las cuales divergieron hard uno o dos billones de afios.
Entre ellas estdn organismos tan diversos como Ductyostelium discoideum,
Tetrahymena thermophila, Peridinium gatunense, Saccharomyces cerevisiae, Toxoplasma
gondii, Blastocystis hominis, Giardia intestinalis, Trichomonas foetus, Trichomonas
vaginalis, Plasmodium bergher, Plasmodium falciparum y varias especies de
tripanosomdtidos como Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei, Leishmania
amazonensts, Leishmania major, Leishmania donovani y Leishmania infantum. Los
tripanosométidos se consideran los eucariotas mas primitivos, y por lo tanto los
primeros en divergir (90). En los organismos unicelulares, al igual que en los
pluricelulares, la MCP puede ser regulada por sefales extracelulares. Por ejemplo,
tanto en 7. thermophila como en T. cruzi se ha documentado la existencia de un
control social de la supervivencia celular que opera a nivel de células individuales
(91,92). En el caso de los pardsitos tripanosomdtidos, se ha visto como sefales
producidas por el hospedador tales como la temperatura, las lectinas, o factores
del sistema inmune como las citoquinas o el complemento pueden regular dichos
procesos de MCP (91,93). Este programa de destruccién podria aportar diversos
beneficios a los organismos unicelulares como por ejemplo la selecciéon de los
individuos més aptos para la supervivencia, la adaptacién del nimero de
organismos al ambiente y los recursos derivados del mismo, la regulacién del ciclo
celular y diferenciacién en respuesta a cambios ambientales, y la evasién del
sistema inmune en el caso de organismos pardsitos (69). A partir de ahora nos
centraremos en los estudios realizados en tripanosomadtidos, y en especial, en

Leishmania, por ser de especial relevancia para esta tesis.
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Existen diversos estudios que demuestran la capacidad de los tripanosomatidos
para morir manifestando un fenotipo autofagico (94,95). La autofagia juega un
importante papel en la remodelacién y diferenciacién de los parésitos a lo largo de
su ciclo de vida, y varios de los genes implicados en este proceso han sido

identificados (96-98)

Por otro lado, también se han descrito procesos de muerte similar a apoptosis en
esta familia de pardsitos. Existen etapas en el ciclo de transmisién de la infeccién
por Leishmania en las cuales el proceso apoptético podria desempenar un
importante papel. Por ejemplo, cuando los promastigotes prociclicos se dividen en
el sistema digestivo del mosquito, debe existir un mecanismo de control que
regule el nimero de parasitos de tal manera que no se comprometa la
supervivencia del hospedador. Asi mismo, para que los amastigotes presentes en
el hospedador mamifero puedan ser incorporados por un nuevo mosquito en
busqueda de alimento, es necesario que la carga parasitaria en el hospedador
vertebrado no sea demasiado elevada y pueda desembocar en la muerte del
hospedador. Ambos procesos podrian estar regulados por un proceso apoptético.
Por otro lado, la apoptosis podria ayudar a la eliminacién de células con menor
capacidad de supervivencia (99). Ademads, y como hemos comentado cuando
describimos el ciclo de vida de Lezshmania, la presencia de pardsitos PS positivos
es importante para que el proceso de infeccién concluya con éxito (19). La
presentaciéon de PS en la cara externa de la membrana de pardsitos apoptéticos
estimula la produccién del factor TGEF por parte de los macrétagos, citoquina
que actta inhibiendo la respuesta inflamatoria, favoreciendo la supervivencia de

otros promastigotes no apoptéticos tagocitados por la misma célula (21).

Se ha descrito que diversas drogas con actividad leishmanicida pueden provocar
fenotipos similares a apoptosis en estos pardsitos: estaurosporina (100),
Pentostam®, anfotericina B (101), antimicina A (102), miltefosina (103), edelfosina
(104), novobiocina (105) o camptotecina (106), entre otras. Lo mismo ocurre con
ciertos estimulos fisiol6gicos como el peréxido de hidrégeno (107), el 6xido

nitrico (108), o el choque térmico (93,109). En el fenotipo expresado por el
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parésito tras el tratamiento con estos estimulos se han observado muchas de las
caracteristicas que definen al proceso apoptético en eucariotas superiores y entre
las cuales se encuentra la degradacién del ADN gendémico. De hecho, la
degradacién oligonucleosomal del ADN ha sido observada en todos los
organismos unicelulares mencionados anteriormente susceptibles de sufrir muerte
similar a apoptosis, con la excepcién de Ductyostelium discoideum (69). Se conoce
muy poco sobre las vias y las protefnas implicadas en los procesos similares a
apoptosis que tienen lugar en organismos unicelulares, y solo recientemente se
han descubierto algunos de los factores implicados en el proceso. Por ejemplo, se
ha observado que la muerte inducida por ROS (especies reactivas de oxigeno) en
T. brucet es dependiente de Ca*2 (110). Por otro lado, mediante electroforesis de
acrilamida-SDS-ADN, Zangger et al. (2002) detectaron actividad nucleasa en
lisados de promastigotes estacionarios y amastigotes de distintas especies de
Leishmania, sugiriendo que alguna de ellas podrfa ser la responsable de la
degradacién observada durante el proceso similar a apoptosis. Ademads, estos
promastigotes estacionarios resultaron ser positivos en el ensayo de TUNEL,
técnica que permite detectar la presencia de multiples extremos 3’OH derivados
de la rotura de enlaces fosfodiéster (111). En mamiferos, las caspasas juegan un
papel clave en la activacién de CAD y por lo tanto en la degradacién del ADN.
Aunque se ha detectado actividad similar a caspasas en tripanosomatidos
(101,107), la idea predominante es que en estos pardsitos el proceso apoptético
transcurre de forma independiente de caspasas, pues no se han encontrado genes
homoélogos a los que codifican para estas cistein-proteasas en el genoma de ningtn
tripanosomdtido. Sin embargo, sf se ha observado que la respuesta celular de este
parésito a diversos estimulos de muerte puede ser modulada por la presencia de
inhibidores de caspasas. Asi, se ha demostrado que un pre-tratamiento con el
inhibidor de caspasas zVAD-fmk, reduce el nimero de parasitos que muestran
signos de apoptosis tras el tratamiento con H,O. (107), novobiocina (105) o
camptotecina (106). En este sentido, se ha demostrado su capacidad para prevenir
la degradacién del ADN y, en algunos casos, el procesamiento de la proteina

apoptotica similar a PARP presente en tripanosométidos. A pesar de la aparente
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ausencia de caspasas, en muchos de estos protozoos se ha confirmado la presencia
de metacaspasas, aunque éstas no parecen estar directamente relacionadas con la
actividad similar a caspasas previamente mencionada (112-114). Sin embargo, si se
ha descrito que la metacaspasa de L. major es capaz de reemplazar a la
metacaspasa YCA1 en mutantes nulos de esta protefna en levaduras, restaurando
el fenotipo apoptético al que da lugar YCA1 en condiciones de estrés oxidativo
(118). También se ha demostrado que pardsitos de L. donovani que sobre-expresan
las dos metacaspasas descritas en esta especie, son mas sensible al proceso
apoptético inducido por H.O, (114). Otros marcadores apoptéticos como el
descenso en el potencial de membrana mitocondrial o la exposiciéon de PS en la
cara externa de la membrana también han sido observados (100-102). Es
importante mencionar el hecho de que no se hayan encontrado proteinas de la
familia Bcl-2 en tripanosomatidos. Sin embargo, la expresiéon de Bcl-2 humano
tiene un efecto protector en L. infantum tras el tratamiento con el firmaco

edelfosina (104).

Principales nucleasas implicadas en la degradacion del ADN durante el

proceso apoptdtico

Como hemos mencionado, la degradacién del ADN genémico es uno de los
procesos celulares que habitualmente caracterizan la muerte por apoptosis.

Actualmente, se conocen dos nucleasas principales que estan implicadas en dicha

degradacién: CAD y EndoG.

CAD

En 1980, Wjyllie observé que el tratamiento de timocitos de rata con
glucocorticoides induce una degradaciéon del ADN gendémico en fragmentos

nucleosomales de doble cadena (115). Desde entonces muchos grupos trataron de
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buscar a la nucleasa responsable de esta actividad. Fue después del descubrimiento
de las caspasas cuando Liu ef al. (1997) observaron que al tratar extractos
citosélicos de células en proliferacién con caspasas, éstos podian inducir
fragmentacién del ADN en nicleos aislados (116). El factor responsable de esta
actividad fue designado como DFF (factor de fragmentacién del ADN), y
posteriormente pasarfa a recibir el nombre de CAD (ADNasa activada por
caspasas). CAD forma un complejo con ICAD, su inhibidor, el cual debe ser
procesado por la caspasa-3 para que CAD se active. Con el fin de digerir el ADN
durante el proceso apoptético, CAD debe dirigirse al niicleo y para ello cuenta con
la presencia de una sefial de localizacién nuclear en su extremo C-terminal; sin
embargo, en condiciones normales de proliferacién existen resultados
contradictorios acerca de su localizacién, habiéndose detectado la presencia de
CAD/ICAD tanto en el citosol como en el nicleo dependiendo del tipo de célula

observada (117,118).

En principio, parece claro que CAD es la mdxima responsable de la degradacién
de ADN observada durante los procesos apoptéticos dependientes de caspasas. Sin
embargo, algunos resultados ponen en duda que sea un elemento indispensable
para la degradacion del ADN durante la apoptosis. Como comentamos
anteriormente, bajo determinados estimulos apoptéticos, se pueden liberar
diversos factores desde el interior de la mitocondria, entre ellos, AIF y EndoG.
AIF no tiene actividad nucleasa por si mismo, y aunque se ha publicado su
participacién en la degradacién de ADN a gran escala (119), su papel en la
degradacién del ADN durante la apoptosis no estd muy claro y en caso de que
active a alguna nucleasa, ésta no ha sido identificada todavia (118). Sf parece mas
clara su implicacién en la condensacién de la cromatina (120). Sin embargo,
EndoG sf interviene en la degradaciéon del ADN genémico que tiene lugar en

determinados procesos apoptéticos.
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EndoG

En 1994, Gerschenson et al. (1995) demostraron que la nucleasa conocida como
EndoG observada en el nicleo de células de mamifero era la misma nucleasa que
habfa sido descrita como la “ADNasa principal de la mitocondria”. Estas
demostraciones estdn basadas tanto en la identidad de secuencia entre ambas,
como en sus propiedades bioquimicas y especificidad a la hora de atacar una
secuencia de nucleétidos (121). Los primeros experimentos que hacen alusién a
esta nucleasa se remontan a los afios 60, donde se detecté una actividad
endonucleasa en preparaciones de mitocondria aisladas de higado de rata (122-
124). En 2001, Li et al (2001) demostraron que EndoG es capaz de inducir
fragmentaciéon nucleosomal del ADN bajo un estimulo apoptético mediante su
translocacién desde la mitocondria hasta el nucleo en fibroblastos de ratones
transgénicos que carecen de CAD (o bien del sitio de procesamiento de ICAD
mediante el cual CAD es activada por la caspasa-3). Resultados similares se
observaron de forma independiente en C. elegans (125). La persistencia de la
fragmentacién del ADN inducida por radiacién ultravioleta en presencia de
inhibidores de caspasas observada por Li et al. (2001) sugiere que dicha
fragmentacién se puede producir de forma independiente de caspasas. Esto fue
demostrado de forma mas evidente mediante un experimento en el que se empled
Bim recombinante fusionado a glutatién S-transferasa (GST). Bim es una protefna
pro-apoptética de la familia Bel-2 capaz de producir una salida de citocromo ¢ de
la mitocondria no mediada por caspasas. Lo que observaron fue que en células
deficientes en CAD, Bim era capaz de inducir la degradacién del ADN; sin
embargo, cuando estas mismas células eran tratadas con la proteina anti-
apoptotica Bel-XL (demostrando que se trataba de un proceso apoptético) o el
anticuerpo 0-EndoG, se bloqueaba dicha degradaciéon (82), lo que sugiere que
EndoG es responsable de la degradacién observada. Por otra parte, y
contrariamente a los resultados que acabamos de exponer, Arnoult et al. (2003)
analizaron por inmuno-blot extractos mitocondriales tratados con el pro-

apoptoético Bax y observaron que la adicién del inhibidor de caspasas zVAD-fmk
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impide la liberacién de EndoG y de AIF de la mitocondria, sugiriendo que dicha
liberacién también se puede producir de forma dependiente de caspasas (126). Sus
resultados también muestran que tanto la liberacién de EndoG como de AIF al
citosol es posterior a la liberacién de citocromo ¢, Smac/Diablo y HtrA2/Omi.
Segin la interpretacién de estos autores, la salida del citocromo ¢ al citosol
promoveria la activacién de las caspasas, y éstas serfan las responsables de la

liberacion de otros factores mitocondriales, entre ellos, EndoG.

Se cree que EndoG no esté sola durante el proceso de degradacién del ADN que
lleva a cabo durante la apoptosis. Experimentos de caracterizacién de la actividad
de esta nucleasa muestran que tanto la exonucleasa como la ADNsal podrian estar
cooperando con ella, pues el patrén de degradacién observado en el proceso
apoptético se corresponde con el que pueden generar el conjunto de estas
nucleasas. (127). Por otra parte, en C. elegans se ha sugerido que la proteina
nuclear CRN-1 (homdloga a la proteina de reparacién FEN-1 humana) podria
colaborar con EndoG en las tareas de degradacién durante el proceso apoptético

(128).

Como EndoG es de especial relevancia para esta tesis, vamos a profundizar en
otros aspectos conocidos hasta la fecha relacionados con la caracterizacién de esta

nucleasa.

® [Estructura, caracterizacién enzimdtica y mecanismo de accién de EndoG:

EndoG ha sido identificada en todos los genomas completos que existen
de eucariotas, incluyendo Homo sapiens, Mus musculus, Rattus norvegicus,
Xenopus laevis, Drosophila melanogaster, C. elegans'y Saccharomyces cerevisiae,
entre otros. Pero también nucleasas pertenecientes a bacterias como
Serratia marcescens 'y Anabaena sp. contienen un gen codificante para una
nucleasa que muestra un 42 y un 28% de identidad respectivamente con la

secuencia de la EndoG bovina, lo cual apoya la teorfa endosimbionte del
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origen de la mitocondria. Ambas nucleasas bacterianas son secretadas al
exterior y presentan preferencia por atacar regiones (dG), . (dC).. Es
interesante destacar que la nucleasa de Anabaena forma un complejo con
otra enzima que previene la toxicidad de la nucleasa en el interior de la

bacteria (129).

EndoG recibe su nombre porque también presenta preferencia por digerir
sitios (dG)y . (dC)n, con mayor especificidad por la hebra G. Su actividad es
dependiente de la presencia de ciertos cationes divalentes como el Mg+2, el
Mn+2 o el Co*? y se inhibe en presencia de cationes monovalentes como el
K+ o el Na* (180,1381). Los primeros estudios con proteina recombinante
nativa purificada de nucleos de timo bovino demostraron que EndoG se
comportaba como un dimero (132), aunque estudios posteriores matizaron
que existe un equilibrio entre la forma dimérica y la monomérica de la
proteina recombinante (131). EndoG pertenece a la super-familia de las
nucleasas no especificas con motivo Bpa de unién al metal, las cuales se
encuentran en un amplio nimero de organismos tanto procariotas como
eucariotas, y de las que cabe destacar a la nucleasa extracelular de Serratia
marcescens, por ser la que mds se ha estudiado y por lo tanto la que mejor
se conoce. Esta familia de nucleasas se caracteriza por presentar un
motivo DRGH que contiene diversos residuos importantes para la
catélisis y entre los cuales destaca la histidina, que se comporta como una
base general activando una de las aguas que hidratan al catién metalico
situado en el centro activo, llevandose as{ a cabo el ataque nucleofilo sobre
el 4tomo de tésforo del ADN (131). Aunque los residuos del motivo
DRGH han sido el principal objetivo de diversos estudios mutacionales,
otra serie de mutaciones han permitido conocer otros residuos relevantes
tanto durante el proceso catalitico (como es el caso de la Asn catalitica
situada en el centro activo), como en la especificidad por una determinada
secuencia de nucleétidos o en la unién a sustrato, en la cual estdn

especialmente involucrados varios residuos de Arg (131,133).
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Al igual que otros componentes de la familia de nucleasas no especificas
con motivo BPa de unién al metal, EndoG es activa tanto frente a ARN,
como frente a hibridos de ADN/ARN, y frente a ADN de cadena doble y
sencilla, con preferencia por este tltimo. Con ADN de doble cadena como

sustrato, EndoG genera primero cortes de cadena sencilla (121,184,185).

En los altimos afios, se han obtenido los cristales tanto de la EndoG de
ratén (186), como de la EndoG de Drosophila (137). Esta ultima ha sido
cristalizada en presencia de su inhibidor, EndoGlI, el cual consiste en una
proteina con dos dominios que se unen a los sitios activos de cada uno de
los monémeros que forman EndoG, quedando ésta englobada en su
interior, a modo de sandwich. EndoGI se localiza en el ntcleo y se ha
sugerido que podria actuar como un “seguro de vida” en caso de que parte
de EndoG pudiese quedar en el nicleo por un fallo en el sistema de

transporte a la mitocondria (1387).
Localizacién:

Otro aspecto muy importante a destacar, pues es algo muy caracteristico
de EndoG, es su localizacién mitocondrial. Al igual que otras protefnas
mitocondriales, esta nucleasa esta codificada por un gen nuclear y
presenta en su secuencia una regién que codifica para un péptido sefial en
su extremo amino terminal, que es responsable de su localizacién.
Concretamente, se ha determinado que EndoG estd principalmente
localizada en el espacio intermembrana mitocondrial (188,189). El hecho
de que esta nucleasa esté contenida en la mitocondria es muy importante,
pues la expresiéon ectdpica extra-mitocondrial de EndoG activa puede
inducir la muerte celular (131). Como ya hemos mencionado, la
localizacién de la proteina cambia durante el proceso apoptético, y EndoG
se transloca de la mitocondria al nicleo para ejercer su acciéon degradativa

sobre el ADN gendémico (82).
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Funcion:

Durante el transcurso de esta introduccién hemos destacado el importante
papel que EndoG desemperfia durante el proceso apoptético, interviniendo
en la degradaciéon del ADN gendémico. Sin embargo, también se ha
descrito la presencia de un papel pro-vida para esta nucleasa en células en
proliferacién. Esto tltimo parece claro al menos en levaduras y en el
nematodo C. elegans (125). La delecién de NUCI1, nucleasa equivalente a
EndoG en levaduras, conduce a un incremento de la muerte necrética en
condiciones de fermentacién, cuando la fosforilaciébn oxidativa esté
reprimida (140). La reduccién en los niveles de cps-6 en C. elegans
mediante ARN de interferencia (ARNi), implica un retraso en el
crecimiento celular durante el desarrollo del nematodo. Sin embargo, en
mamiferos este papel pro-vida no parece ser tan evidente, pues existen
resultados contradictorios acerca de la supervivencia de ratones
deficientes en EndoG. Cabe mencionar que en ratones, el gen de EndoG se
encuentra solapado con otro gen de funcién desconocida. Los grupos de
investigacién que no han conseguido ver ninguna clase de fenotipo en los
ratones, se limitan a eliminar solamente el gen que codifica para EndoG;
por el contrario, en el trabajo en el cual se describe la muerte de los
ratones por efecto de la supresién de EndoG, ambos genes han sido
eliminados (141-143). Por otra parte, la gran mayoria de los experimentos
que adjudican a esta nucleasa un papel pro-vida han sido realizados n
vitro, y consisten en demostrar cémo EndoG podria estar involucrada en
procesos de recombinacién, reparacién y replicaciéon del ADNm. En
cuanto a los trabajos acerca de su posible participacién en la
recombinacién del ADNmt, destacan los realizados en levaduras (144) y
Neurospora (145), en los que se demuestra que ambas nucleasas presentan
ademds de la actividad endonucleasa, una actividad 5" exonucleasa capaz
de crear regiones de cadena sencilla requeridas para que se pueda producir

la recombinacién homdloga. La EndoG de mamiferos, por su parte, carece
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de esta actividad exonucleasa, y su papel en recombinacién permanece
todavia poco claro, si bien es cierto que existen ciertos trabajos que
sugieren su involucracién en este proceso. Por un lado, Huang et al. (2002)
han demostrado que EndoG es la Gnica enzima celular aislada de células
Hela capaz de producir cortes de doble cadena en la secuencia de
recombinacién a del virus HSV-1, secuencia responsable de la inversion
que se produce durante la replicaciéon del ADN de este virus (146).
Ademds, han observado que la reduccién de los niveles celulares de
EndoG por ARNI causa un defecto en la proliferacién celular que recuerda
a una detencién del ciclo celular en la fase G. (135). Por otro lado,
Cymerman et al. (2008) han descubierto recientemente la presencia en
mamiferos de EXOG, una endo-exonucleasa mitocondrial que no parece
desempeniar ningin papel durante el proceso apoptético, pero que si
podria estar implicada en recombinacién del ADNm, ofreciendo una
alternativa a EndoG. EXOG surge de la duplicacién de un gen ancestral
que generd las subfamilias pardlogas EndoG y EXOG en eucariotas
superiores; de esta manera EndoG y EXOG podrian tener funciones
complementarias y anélogas a las que en eucariotas inferiores estin

desempenadas por una sola endo/exonucleasa (14:7).

Como hemos mencionado, también existen trabajos que sugieren que
EndoG podria estar interviniendo en la reparacién del ADNmt. En
Drosophila, se ha descrito que la presencia de la mutacién mus308 (que se
corresponde con un defecto en EndoG) implica una deficiencia tanto en la
reparacién de determinados ADNs como en la actividad de la nucleasa
vitro (148,149). En el caso de mamiferos, se ha observado que los niveles
de EndoG cuantificados en extractos mitocondriales iz vitro varfan hasta
en mas de 200 érdenes de magnitud entre distintos tejidos de rata, y su
actividad especifica parece correlacionar con la tasa de oxigeno
consumido y, por lo tanto, la tasa de dafio oxidativo del ADNmt (150).

Otro estudio muestra como la EndoG bovina parcialmente purificada
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presenta gran afinidad por ADN dafiado debido al tratamiento con 4cido
ascorbico-L, peplomicina y cis-diaminodicloroplatino (III), sugiriendo que
EndoG podria reorganizar y participar en la reparacién de las distintas
distorsiones locales del ADN que dichos agentes pueden causar (151).
También se ha descrito, tanto en C. elegans (128) como en humanos (152)
la asociacion de EndoG con FEN-1, una endonucleasa especifica de
estructura que retira extremos 5 generados durante la reparacién,
replicacién y recombinacién del ADN (153). Sin embargo, y aun
considerando todos estos experimentos in witro, los factores que
prevendrian la accién de EndoG sobre el ADN intacto no han sido
identificados, ni los factores que podrian activarla en caso de dafio
oxidativo del ADN, por lo que su papel en reparacién sigue estando en

entredicho (129).

También hemos mencionado la posible participacién de EndoG en la
replicaci6on del ADNmt. A este respecto, Cote y Carrillo (1993)
describieron cémo EndoG es capaz de generar oligonucle6tidos de ARN
in vitro gracias a su actividad ARNasa H (actividad que permite degradar
el ARN en los dimeros ADN:ARN), los cuales podrian ser utilizados por la
ADN polimerasa durante la replicacién del ADNmt (1388). Sin embargo, la
capacidad de EndoG para comportarse como una ARNasa H es incierta
pues a pesar de que puede degradar el ARN en dimeros ADN:ARN, no

presenta especificidad por éste, cualidad tipica de las ARNssas H (129).
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Hipotesis

El parasito protozoo Leishmania infantum presenta en su genoma un gen que
codifica para una proteina con secuencia, estructura, funcién y localizacién

subcelular similares a las EndoGs de otros organismos.
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Materiales y Métodos

“If you are not part of the solution, you are part of the precipitate.”
Henry J. Tillman
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MATERIALES Y METODOS

Materiales y reactivos utilizados en los procedimientos generales de

biologia molecular

A excepcién de algunos reactivos que se especifican en el texto, todos los reactivos

fueron obtenidos de Sigma-Aldrich.

Las enzimas de restriccién, ADN polimerasas, T4 ADN ligasa, ADNasal,
exonucleasa T7 y fosfatasa alcalina fueron compradas a Takara, Fermentas,
Ecogen, Roche y New England Biolabs. Los kits utilizados para la purificaciéon de
reacciones enzimaticas, purificacién de geles de agarosa y purificaciones
preparativas fueron comprados a Qiagen. Para los procesos de clonaje se
utilizaron bacterias E. coli DH5a. Para obtener bacterias competentes se utilizé el

método Hanahan (Molecular Cloning).

Cultivos celulares

Para el desarrollo de esta tesis doctoral se utiliz6 la cepa de Leishmania infantum
M/CAN/ES/96/BCN150 MON-1, aislada de un perro en Barcelona, que fue
generosamente cedida a nuestro laboratorio por el Dr. Carlos Alonso Bedate, del
Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa de la Universidad Auténoma de
Madrid. Los parésitos, en su forma de promastigote, se mantuvieron en pase en
medio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) suplementado con Suero Bovino Fetal (SBF)
(Gibco BRL® Life Technologies) al 10%, penicilina 100U/mL (Gibco BRL® Life
Technologies), estreptomicina 100ug/mL (Gibco BRL® Life Technologies) y
HEPES 25mM, a una T de 26°C. Todos los ensayos fueron realizados con
promastigotes en fase logarftmica no excediendo una concentracién de 4x10°
parésitos/mL y en medio fresco. Los ensayos de induccién de muerte similar a

apoptosis fueron realizados afladiendo edelfosina 30-40uM o miltefosina 50-70uM
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al medio de cultivo e incubando los promastigotes en presencia de estas drogas
durante 24h. La edelfosina fue generosamente cedida por el Dr. Faustino
Mollinedo, del Centro de Investigacién del Cancer del Instituto de Biologia
Molecular y Celular del Cancer (CSIC - Universidad de Salamanca), y la
miltefosina, por el Dr. Luis Rivas del Departamento de Biologfa Fisica-Quimica

del Centro de Investigaciones Biolégicas (CIB-CSIC).

Clonacién y disefio de construcciones

La regién codificante para la putativa EndoG de Leishmania infantum (LiEndoG)
fue amplificada a partir de ADN genémico, clonada en los sitios de restriccién
BamHI y Xhol del plasmido pBluescript KS y secuenciada. Posteriormente, dicha
regién fue subclonada en el vector de expresién en bacterias pRSET mediante
ligacién, después de haber digerido con las enzimas de restriccion BamHI y Xhol.
Estas mismas enzimas fueron utilizadas para su posterior subclonacién en los
sitios BgllIl (que genera extremos compatibles con BamHI) y Xhol del vector
integrativo para transfecciones en Lezshmania, pIRmcs3(-), que confiere resistencia
a nourseotricina. La secuencia codificante para eGFP (enhanced Green
Fluorescent Protein) fue amplificada por PCR a partir de la construccién p6.5-
eGFP, generosamente cedida por el Dr. K.P. Chang del Chicago Medical School
(Rosalind Flanklin University, North Chicago). Dicho producto de PCR fue
purificado y digerido con las enzimas de restriccién Ndel y Bglll, al igual que el
vector pIRmcs3(-), en el cual se procedié a su ligacién. Las construcciones
quiméricas formadas por la fusién de eGFP a los péptidos sefial de LiEndoG y de
la ARNasa HIIC se obtuvieron clonando la regién codificante para los primeros
40 aminoacidos de dichos genes en el extremo 5" de la regién codificante de eGFP,
utilizando el sitio de restriccién de BglIl. La construccién quimérica de LiIEndoG
completa fusionada a eGFP se obtuvo por amplificacién de la regién codificante de
LiEndoG y posterior clonacién de la misma en el sitio de restriccién para BglII de

la construccién pIRmcs3(-)eGF'P. Para la obtencién de pardsitos con uno de los
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alelos de LiEndoG delecionados, se clonaron en el plasmido pUC19 los extremos
5UTR (digerido con EcoRI y Kpnl) y 3'UTR (digerido con BamHI y PstI) del
gen de LiEndoG, y en medio de ambos se subcloné el gen de resistencia a
puromicina (que habfa sido clonado previamente en otro vector en el laboratorio)
para lo cual se digiri6 con Kpnl y BamHI. Para el intento de obtencién de
parésitos con los dos alelos de LiEndoG delecionados se utiliz6, ademés de la
construcciéon en pUC19 previamente descrita, una nueva construccién realizada
del mismo modo y en el mismo vector, pero conteniendo el gen de resistencia a

neomicina.

Para eliminar la secuencia correspondiente al putativo dominio de autoinhibicién
del gen de LiEndoG, se llevé a cabo una primera reaccién de PCR en la que se
amplificé la regién de la secuencia codificante para LiEndoG desde su inicio hasta
los nucleétidos anteriores al posible dominio de autoinhibicién. Por otro lado, se
realiz6 otra reaccién de PCR en la que se amplificé la regién de la secuencia de
LiEndoG desde los nucleétidos posteriores al posible dominio de autoinhibicién
hasta el final de la secuencia. Uno de los oligonucleétidos utilizados para cada una
de las reacciones contenfa la secuencia codificante para los 5 aminoacidos de la
EndoG de Drosophila que querfamos incluir en el clonaje, asi como una serie de
nucleétidos solapantes de los dos fragmentos a amplificar, correspondientes a las
regiones flanqueantes al posible dominio de autoinhibicién. Ambos productos de
PCR se utilizaron para realizar una PCR de fusién, de tal manera que el
fragmento final resultante de esta ultima PCR contuviese la secuencia de
LiEndoG con la regién del posible dominio de autoinhibicién sustituida por la
secuencia codificante para 5 aminodcidos de la EndoG de Drosophila. Los
oligonucleétidoss utilizados para esta Gltima reaccién contenfan las dianas de
restriccién de BamHI y de Xhol para poder realizar el clonaje tanto en los sitios
BamHI y Xhol del vector pRSET, como en los sitios el vector BglII y Xhol del
vector pIRmces3(-).

Con la mezcla de ligacién correspondiente a cada una de las distintas

construcciones mencionadas, se transformaron bacterias DHba, se realizé6 un
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cribado por digestién con enzimas de restriccién para la seleccién de colonias

positivas, y se llevé a cabo una purificacién preparativa.

Los oligonucleétidos empleados para las distintas clonaciones y subclonaciones

fueron los siguientes:

pBluescriptKSLiendoG

5’GGGGGATCCATCCATGAGTTCCAGCGCGATGATCY

5 GGGCTCGAGTCAGCGTCGCTCTGCs

pIlRmcss(-)eGF'P

5GGGAGATCTATGGTGAGCAAGGGCGAGGAS’

5GGGCATATGTTACTTGTACAGCTCGTCCAS’

pIlRmcs8(-)LzendoG ..::eGF'P

5 CCCAGATCTATGAGTGCCAGTGCGGCGAS’

5’CCCAGATCTCTGCACCACAAGCTGTGTGY

pIlRmcs8(-YARNasaHIIC. ...:eGF'P

5 CCCAGATCTATGCTCCACGCATGGCGCTTCs

5’CCCAGATCTTGGCCTGAAAGGGGAATAGY

pIlRmcss(-)LzendoG:eGFP

5’CCCAGATCTATGAGTGCCAGTGCGGCGAS’

5’CCCAGATCTGCGTCGCTCTGCCTGGTCs
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pUC195’UTRLiendoG:puroy pUC195"UTRLendoG:neo

5'GGGGAATTCTGAACATCACAGTGTGGAGS

5'CTCATGGGTACCTGATGAATCGTTTCGCGCAS’

pUC195’UTRLiendoG:puro:3’'UTRLiendoG

y pUC195°UTRLiendoG:neo:3°"UTRLiendoG

5'GGGCTGCAGCTTGTCGCGGTTTTGGS

5'GGGGGATCCTTGGGGTTGCCCTCGTTGC S

pIRmcs3(-)LiendoGA144-180 y pPRSETLiendoGA144-180

5’GGGGGATCCATCCATGAGTTCCAGCGCGATGATCY

5GCTGCGGTTGCGCGAGACCGCGTCGTTTTTCGCGAGCTTGCGGTAGTCAA
CCACY¥

5’GACTACCGCAAGCTCGCGAAAAACGACGCGGTCTCGCGCAACCGCAGCAACY

5 GGGCTCGAGTCAGCGTCGCTCTGCs

Transfeccién y mantenimiento de promastigotes recombinantes

Para cada transfeccién, se centrifugaron 24x106 parasitos en fase logaritmica a
1000xg durante 5 minutos y se lavaron en el mismo volumen original con tampén
de electroporaciéon (NaCl 132mM, KCl smM, Na,HPO, 8mM, KH.PO, 1,5mM,
MgOAc. 0,5mM, CaOAc, 90uM, pH 7,0 con 4cido acético, esterilizado por
filtracién). Posteriormente los parasitos fueron nuevamente centrifugados y tras
aspirar el sobrenadante, se resuspendieron en 400ul de tampén de electroporaciéon
a una concentracién de 6x107 parasitos/mL. Dicha suspension se transfirié a una

cubeta de electroporacién de 2mm de ancho junto con 3ug de ADN previamente
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linearizado con la enzima de restriccién Smil (en el caso las construcciones hechas
en pIRmcs3(-)), o Scal (para las construcciones hechas en pUC19); o bien sin
ADN, en el caso del control negativo de la transfeccién. La electroporacién se
llevé a cabo en un electroporador ELECTRO CELL MANIPULATOR 600
(BTX) utilizando las siguientes condiciones: T= 2.5 KV, R2 (240Ohms), S = 1.5KV.
Posteriormente los parasitos fueron transferidos a 10mL de medio suplementado
con un 20% de SBF. Transcurridas 24 horas tras la transteccién se procedié a la
adici6én al medio de cultivo de nourseotricina a 100ug/mL para aquellos parasitos
transfectados con las construcciones hechas en pIRmcs3(-), y de G418 a 3oug/mL
o bien puromicina a 20ug/mL para los parasitos transfectados con las
construcciones hechas en pUC19, dependiendo de si la construccién contenfa el
gen de resistencia a neomicina o a puromicina, respectivamente. Se obtuvieron
poblaciones positivas después de un proceso de seleccién de unos 7-10 dias.
Finalmente, se procedié al aislamiento clonal de cada poblacién siguiendo un
método adaptado de Quijada ef al(2003) (154), en el cual los parasitos se siembran
sobre una placa de agar/sangre semisélido (agar al 0.7%, NaCl al 0.6%, sangre de
conejo inactivada al 6%, RPMI 0.5X) y se incuban a 26°C durante 7 dias.
Transcurridos los 7 dias, se procedié a seleccionar entre 10-20 colonias, las cuales
se crecieron en 200 pL. de RPMI11640/20% SBF en placas de 96 pocillos con fondo
en U, para finalmente pasar los parasitos a un volumen de cultivo mayor (10mL) y

crecerlos con el fin de testar los niveles de expresién de la proteina deseada.

Curva de crecimiento de parasitos

Para comparar el crecimiento de los parasitos con bajos niveles de expresion de
LiEndoG con respecto a los parasitos silvestres, se contaron los parasitos con la
cdmara de Neubauer (Marienfeld) y se dejaron en un volumen de 2mL, a una
concentraciéon de 500.000 parasitos/mL en placas de 24 pocillos, por triplicados.
En los dfas sucesivos se fueron contando cada uno de los pocillos, y cuando la

concentracion excedfa los 5x10¢ parasitos/mL, se dilufa el pocillo correspondiente
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en medio RPMI suplementado, en una proporcién 1:5. Para la elaboracién de la
curva de crecimiento se tuvieron en consideracién dichas diluciones, y

posteriormente se le aplic6 el log2 a los valores obtenidos para cada pocillo, cada

dia.

Expresion y purificacion de LiEndoG recombinante (rLiEndoG)

Se utiliz6 la construccién pRSET LiendoG para transformar bacterias de la cepa de
expresiéon de E. coli BL21(DES3). Posteriormente, las bacterias se crecieron en
medio LB liquido en presencia de los antibidticos ampicilina (200pg/mL) y
kanamicina (50pg/mL) hasta alcanzar una densidad 6ptica de 0,6 (A = 600nm),
momento en el cual se indujo la expresién de rLiEndoG por adiciéon de IPTG
ImM a 87°C durante 30 minutos. Debido a que la mayor parte de la proteina
expresada se encontraba en la fraccién no soluble, las bacterias fueron lisadas en
presencia de GuHCI 6M. El sobrenadante de la lisis fue cargado en una columna
con resina de Ni-NTA (Qiagen) para realizar la purificacién en condiciones
desnaturalizantes siguiendo las instrucciones del protocolo QIAexpressionist
(Qiagen). Para la obtencién de protefna nativa, una vez cargado el lisado en la
columna, se realiz6 un proceso de renaturalizacién de la proteina anclada a la
resina mediante un gradiente decreciente de urea (6M-1M), y, finalmente, se eluyé

en imidazol 250mM.

Obtencién de anticuerpos policlonal y monoclonal antiEndoG

Para la obtencién de suero policlonal a-rLiEndoG se inocularon tres conejos cada
15 dfas con 500ug de rLiEndoG en PBS1X, mezclada en proporcién 1:1 con
Adyuvante completo de Freund en el caso de la primera inoculacién, y con
Adyuvante incompleto de Freund en los sucesivos in6culos. Tras la titulacién del

suero por ELISA se escogié uno de los conejos y se sacrificé a las 8 semanas
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obteniendo un suero con un tftulo aproximado de 1:50000. Para la obtencién del
anticuerpo monoclonal se siguié el protocolo estdndar descrito por Yokoyama et

al. (2006) (155).

Inmuno-blot

Para cada muestra se lisaron 40x106 parasitos en 100uL de tampén Laemmli (Tris
187.5 mM pH 6,8, SDS al 6%, glicerol al 30%, Azul de Bromotfenol al 0,01%,
2-mercaptoetanol al 15%), y 20pl. de cada muestra fueron sometidos a
electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% para ser después transferidos a
membranas de nitrocelulosa, las cuales fueron bloqueadas durante 1 hora con
leche al 5% en TBS-T (Tris 20 mM, NaCl 500 mM, Tween 20 al 0,1% (v/v), pH
7,4). Posteriormente, las membranas se incubaron 2 horas en leche al 5% con los
anticuerpos primarios o-rLiEndoG policlonal 1:50000, sobrenadante a-rLiEndoG
monoclonal sin diluir, a-Hsp70 1:5000, a-Hsp60 1:2500, a-Hsp90 1:2500 o
a-H2A 1:100, generosamente cedido por el Dr. Jose Marfa Requena, del Centro de
Biologfa Molecular Severo Ochoa (CSIC - Universidad Auténoma de Madrid). Los
anticuerpos contra las proteinas de choque térmico fueron generosamente cedidos
por el Dr. Joachim Clos, del Bernhard Nocht Institute for Tropical Medicine de
Hamburgo. Finalmente, las membranas se incubaron durante 1 hora en leche al
5% con los anticuerpos secundarios a-ratén 1:5000, &-conejo 1:2000 o o-gallina
1:5000 (Santa Cruz Biotechnology). Para la detecciéon de la sefal

quimioluminiscente se usé el Kit de ECL (Pierce).

Fraccionamiento celular

Se centrifugaron 20x10¢ parésitos en fase logaritmica y se procesaron siguiendo
las instrucciones del fabricante (ProteoExtract Subcellular Proteome extraction

kit; Calbiochem) para finalmente realizar un inmuno-blot con el anticuerpo
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policlonal a-rLiEndoG. Los anticuerpos a-Hsp60, a-Hsp90 y a-H2A se utilizaron
como controles para demostrar que cada proteina es especialmente abundante en
cada una de las fracciones celulares obtenidas (Hsp60 en la mitocondria, Hsp90 en

el citosol y H2A en el nicleo).

Microscopia confocal

Todas las preparaciones fueron realizadas partiendo de 20x10% parasitos
logaritmicos y observadas mediante un microscopio Leica TCS SL (Leica
Microsystems GmbH) dotado de dos LASER de excitacién (Arg 488nm y He-Ne

543nm).

Para los experimentos de co-localizacién los pardsitos fueron centrifugados,
resuspendidos en RPMI en presencia de la sonda Mito-Tracker Red CMXRos
(Molecular Probes) a 40nM, e incubados durante 45 minutos a 26°C.
Posteriormente, se realizé un lavado de media hora en RPMI a 26°C. La fijacién
de los pardsitos se realiz6é en paraformaldehido al 4% durante 10 minutos y para
permeabilizar se utilizé el reactivo de permeabilizacién (solucién A) del Kit
IntraStain for Flow Cytometry (DakoCytomation) durante 15 minutos; en ambos
casos las incubaciones se realizaron a temperatura ambiente. Los nucleos fueron
tenidos durante 5 minutos con 2,5ug/mL de ioduro de propidio (IP) tras una
incubacién de 30 minutos a 37°C con ARNasa a 100pug/mL. Para los ensayos de
inmuno-localizacién, los parasitos fijados y permeabilizados fueron bloqueados
con BSA al 1% en PBS1X, incubados durante 1 hora con el anticuerpo monoclonal

a-rLiEndoG en una proporcién 1:1 con BSA al 1% en PBS1X, y posteriormente

incubados 1 hora con a-ratén 1:2000 unido a Alexa Fluor 488 (Molecular Probes)
en BSA al 1%; ambas incubaciones con los anticuerpos fueron realizadas a 37°C.
Finalmente, los parésitos fueron centrifugados y se procedié al montaje sobre los
portaobjetos. Las preparaciones se dejaron secar durante 24 horas en oscuridad

antes de ser observadas en el microscopio.
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Ensayos in vitro de la actividad nucleasa de rLiEndoG
- Deteccién mediante gel de agarosa

Se digiri6 1ug de los vectores pRSET o pTRACER en un volumen final
de 20uL con 1,68ug de rLiEndoG nativa para el control de digestién y
0,21ug para los ensayos con distintos iones: Mg?+, Mn?* y Co?*. Para el
Ca?+ se realiz6é un ensayo de competicién frente a una concentraciéon de
Mg?+ 1mM. Los ensayos de inhibicién para el estudio del efecto de Na+ y
K+ se hicieron en presencia de Mg?+ 6,25uM. Tras 1h de digestién, se
corrieron los productos en un gel de agarosa al 1% peso/volumen tefiido
con bromuro de etidio y se visualizaron bajo luz ultravioleta. Para la
deteccién de la actividad nucleasa de las distintas mutantes de rLiEndoG
se procedié del mismo modo que para la proteina silvestre. Para
determinar el efecto del pH sobre la actividad, la digestién se realizé en
presencia de tampén AcNa 10mM, Mes 10mM y Tris 20mM a distintos
pHs (4,5-10). Para determinar el efecto de los compuestos
B-mercaptoetanol (B-ME) y 4acido aurintricarboxilico (ATA) sobre la
actividad de rLiEndoG, se afiadieron concentraciones crecientes de los
mismos a la digestién. Para determinar si LiEndoG produce cortes
preferencialmente en una de las hebras de ADN o bien corta ambas hebras
simultdneamente en el mismo lugar, se procedié a la desnaturalizacién de
las muestras (una vez digeridas con concentraciones crecientes de
rLiEndoG). Para desnaturalizarlas se afladieron 0,1 volimenes de NaOH
1M, se calentaron durante 2 minutos a 55°C, se neutralizaron con 0,2
volimenes de TrisHCl 1M pH 4, se enfriaron en hielo y finalmente se
diluyeron en agua miliQ (evitando asf los efectos de la concentracién de

sales en el desplazamiento durante la electroforesis).
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Deteccién mediante geles de poliacrilamida-SDS-ADN

Para detectar actividad nucleasa de modo directo tanto para la proteina
silvestre como para los mutantes, se utiliz6 el anélisis por electroforesis en
gel de poliacrilamida-SDS-ADN basado en el protocolo descrito por
Navin et al. (2007) (156). Para ello, 4ug de proteina fueron sometidos a
electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% conteniendo 1mg/mL de
ADN de esperma de salmén. Posteriormente, y con el fin de eliminar el
SDS presente en el gel, se hicieron dos lavados rapidos del gel en agua
destilada, un lavado en tampén TEM (Tris-HCl 50mM, EDTA 1mM,
MgCl, 2mM) durante 1 hora en agitacién a temperatura ambiente, un
nuevo lavado con agua destilada y finalmente un lavado en TEM durante
toda la noche a 37°C para favorecer el plegamiento de la proteina y la
actividad nucleasa. Por ultimo, se procedié a la tincién del gel en TEM
con 0,25mg/mL de bromuro de etidio durante 30 minutos y se visualizé
bajo luz ultravioleta. Paralelamente, se realiz6 una electroforesis con las
mismas muestras y en las mismas condiciones, pero en este caso tifiendo el
gel con Azul de Coomassie para tener un control del tamafio de la

proteina gracias a la presencia de un marcador de peso molecular.

Deteccion por fluorimetria

Para el estudio de las caracteristicas cinéticas de rLiEndoG (silvestre y
mutantes) durante la degradacién de ADN de cadena simple, se digirieron
concentraciones creclentes (6nM-540nM) de la sonda
FAM5'CTGTCGCTACCTGTGGS TAMRA (Applied Biosystems) en
presencia de 1,26ug de rLiEndoG. Las digestiones se realizaron en
tampoén con TrisHCl 10mM y MgCl, 1mM, a pH 7,4. Para las digestiones
en presencia del compuesto LEI-49, se utiliz6 ADN de doble cadena
procedente de la hibridacién de la sonda
FAM5CTGTCGCTACCTGTGGS  con la  sonda reversa y
conplementaria 5’CCACAGGTAGCGACAG3 TAMRA. La hibridacién
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de las sondas se realiz6 en fosfato potasico 20mM (pH 7,5), realizando un
descenso gradual de la temperatura cada 45 segundos desde 95°C hasta
20°C en un termociclador. Las digestiones fueron monitorizadas en
tiempo real utilizando los fluorimetros Luminiscence Spectrometer LS 50
B (PerkinElmer) y Victor 1420 Multilabel Counter (Wallac). La longitud

de onda de excitacién para FAMS5’ es de 492nm y la de emisién, 517nm.

Ensayos de actividad exonucleasa

Se amplificé por PCR un fragmento de ADN genémico de 500 pares de
bases escogido al azar, utilizando uno de los oligonucle6tido marcado en
su extremo 5" con el fluoréforo FAM (Applied Biosystems). El ADN
amplificado y marcado fue purificado por columna (Qiagen) y se utilizé
para montar reacciones de digestién como las descritas en el apartado de
detecciéon de actividad mediante geles de agarosa, bien con rLiEndoG, o
bien la endonucleasa ADNasal o la exonucleasa T7. De los 20ul de
digestién, 15ul se utilizaron para ser sometidos a electroforesis en gel de
agarosa al 1% y 5pl fueron diluidos en proporcién 1:10 para ser sometidos
a una electroforesis capilar utilizando el secuenciador 8130 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). Los resultados de la electroforesis capilar

fueron analizados con el software Peak Scanner v1.0.

Citometria de flujo

Los ensayos de citometria de flujo se realizaron en los equipos Beckton Dickinson

FACScalibur (BD Biosciences) y Cytomics FC 500 MPL Flow Cytometry

(Beckman Coulter), ambos equipados con un laser de 488nm. Los resultados
obtenidos fueron analizados con los programas CELLQUEST V4.0 (BD
Biosciences) y MXP Software (Beckman Coulter).
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Viabilidad celular

Se utilizaron 400pL de cultivo de parasitos logaritmicos a los que se les
adicionaron 5ug/mL de ioduro de propidio (Molecular Probes), el cual se
incub6 con cada muestra durante 5 minutos a temperatura ambiente. El
patréon de fluorescencia de la poblaciéon fue analizado en el canal FL4

(A: 675nm).

Contaje relativo de parasitos

Para comparar el nimero de pardsitos que habfan crecido en cada frasco
tras el proceso de seleccion con antibidtico de las distintas
electroporaciones realizadas con la construccion
pIRmcs3(-)LiendoGA144-180, se tomaron 200 plL de cultivo y se les
adicion6 ioduro de propidio a 5ug/mL, el cual se incub6 con las muestras
durante 5 minutos a temperatura ambiente para poder distinguir a los
parésitos vivos de los muertos. Las muestras fueron analizadas por
citometrfa contando los eventos registrados durante un intervalo de 10
segundos. El nimero de paréasitos vivos registrados en los frascos de
parésitos transfectados con el vector vacio fue considerado como el 100%,
y a partir de ahf se calcularon los porcentajes relativos de parasitos vivos

presentes en las otras transfecciones.

Contenido de ADN (ciclo celular)

Para la determinacién del contenido relativo de ADN los parésitos fueron
centrifugados durante 5 minutos a 1000xg y resuspendidos en 100uL de
PBS1X. Posteriormente, se les afladi6 700ul de etanol al 70% a una
temperatura de -20°C, y se incubaron durante 30 minutos en hielo. Tras
esta incubacién, los pardsitos fueron centrifugados 5 minutos a 1500xg y
rehidratados en 1mL de PBS1X/EDTA 50mM. Se centrifugaron
nuevamente 5 minutos a 1500xg y se resuspendieron en 500pL. de PBS1X
con EDTA50mM, ARNasa 10pug/mL y ioduro de propidio 10ug/mL, para
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su incubacién a 37°C durante 30 minutos. Finalmente se analiz6 el patrén

de fluorescencia del ciclo celular en el canal FL4 O\,: 675nm).

- TUNEL
Se centrifugaron 10x10° promastigotes logaritmicos los cuales fueron
marcados utilizando el kit Fluorescein Frag-El ADN Fragmentation
Detection (Calbiochem), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Finalmente se analizé el patron de fluorescencia en el canal FLI1

(A: 520nm).

Analisis de secuencia y estructura

Para realizar los alineamientos de secuencias se utilizaron las bases de datos del
National Center for Biotechnology Information (NCBI) y el European Bioinformatic
Institute (EBI), utilizando el algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
(157). Como métodos de predicciéon de estructura secundaria y perfil de
plegamiento se utilizaron PsiPred (158) y mGenThreader (159), respectivamente.
El servidor Phyre v. 02 (160) utilizé esta informacién para identificar como
andlogos estructurales de LiEndoG, en su modo por defecto y con una confianza
del 100%, a la nucleasa NucA de Anabaena sp. (cédigo del Protein Data Bank
1ZM8) y a la endonucleasa de Serratia marcescens (c6digo PDB 1G8T), las cuales
sirvieron como plantillas para la construccién de un modelo por homologia de
LiEndoG. Sin embargo, la base de datos de este servidor no inclufa todavia la
estructura cristalografica de la Endonucleasa G de Drosophila melanogaster
(DmEndoG), que ha sido publicada recientemente (c6digo PDB 3ISM) (187). Por
esta razén procedimos a utilizar el modo avanzado de Phyre' y también el
servidor Swiss Model (161), (162), de modo que fuimos capaces de suministrar

nuestro propio alineamiento de secuencias y especificar como molde la estructura

! http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre/html/advanced.html
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tridimensional de DmEndoG. Como resultado obtuvimos un modelo adicional
para LiEndoG que pudimos superponer y comparar con el modelo obtenido
anteriormente. Esta superposicién sirvié para optimizar la disposicién de las
cadenas laterales de los aminoacidos no conservados entre la secuencia de la
proteina utilizada como molde y la de LiEndoG, mediante la seleccién de
rotdmeros implementada en el programa de graficos moleculares PyMOL
(DeLano, W. PyMOL, versién 0.99, DeLano Scientific LLC, South Francisco, CA.
(http://pymol.sourceforge.net/). Como en ninguna de estas enzimas cristalizadas
estd presente un fragmento de ADN que indique el modo de unién del sustrato,
recurrimos a la estructura de la nucleasa periplasmica de Vzbrio vulnificus, que si ha
sido co-cristalizada con un pequefio oligonucleétido de doble cadena por Hor et al.
(2003) (163) y Wang et al. (2007) (164). A pesar de que el grado de identidad de
secuencia y homologifa estructural con las nucleasas anteriores es bajo, el motivo
BBa de unién al cation metélico estd altamente conservado, por lo que fue posible
realizar una superposicién y asf disponer de una localizacién tentativa del ADN en

el sitio activo de LiIEndoG.

Mutagénesis dirigida

A la vista del modelo por homologifa consenso obtenido para LiEndoG, se decidié
realizar las siguientes mutaciones: S211A, S211D, H214A y R212A. El disefio de
los oligonucledtidos necesarios se llevé a cabo utilizando el servidor que ofrece la
casa Stratagene?. Las reacciones de mutagénesis se realizaron amplificando por
PCR la secuencia codificante para LiEndoG a partir de la construccién
pRSET LiendoG por medio del kit Quick Change XL-Site Directed Mutagenesis
(Cat#200516; Stratagene), especifico para provocar mutaciones de un solo
aminodcido, y siguiendo las instrucciones del fabricante. La presencia de las

mutaciones fue verificada por secuenciacién. Posteriormente, se procedié a

2 http://www.stratagene.com/sdmdesigner/default.aspx
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transformar bacterias E. coli BL21(DE3) con las distintas construcciones. Para la
expresién y purificaciéon de cada una de las enzimas mutantes se llevaron a cabo
los protocolos descritos previamente para la proteina silvestre. Por dltimo, y a
partir de una de las construcciones previamente mutadas (S211D), se llevé a cabo
una nueva reaccién de mutagénesis (A247R) siguiendo el mismo protocolo que se

acaba de describir.

Analisis estadistico

En los anélisis estadisticos se realizé una comparacién de medias con el T-test de

dos colas y no pareado con el software Excel (Microsoft).
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Resultados

“When you make the finding yourself — even if you're
the last person on Earth to see the light — you’ll never

Sforget 1t.”
Carl Sagan
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RESULTADOS

Identificacién de la secuencia codificante para la putativa EndoG de

Leishmania infantum (LiEndoG)

Muchos son los estimulos que han sido descritos como inductores de procesos
similares a apoptosis en Leishmania: estaurosporina (100), peréxido de hidrégeno
(107), 6xido nitrico (108), Pentostam®, anfotericina B (101), antimicina A (102),
choque térmico (93,109), miltefosina (103), edelfosina (104), novobiocina (105) o
camptotecina (106), entre otros. Como respuesta a estos estimulos se han
observado en el pardsito muchas de las caracteristicas que definen el proceso
apoptdtico en eucariotas superiores, entre ellas, de forma especialmente frecuente,
la degradacion del ADN gendémico. Ademds, mediante electroforesis de
poliacrilamida-SDS-ADN se ha detectado la presencia de proteinas con actividad
nucleasa en lisados de distintas especies de Leishmania, sugiriendo que alguna de
ellas podria ser la responsable de la degradacién del ADN observada durante el
proceso similar a apoptosis (111). Con objeto de localizar a la nucleasa responsable
de dicha actividad, decidimos buscar en el genoma del parasito alguna secuencia
con similitud a las secuencias de nucleasas conocidas implicadas en el proceso
apoptético en otros organismos. La principal nucleasa involucrada en la
degradacién del ADN durante la apoptosis de eucariotas superiores es CAD
(ADNasa activada por caspasas), llamada originariamente DFF (factor de
fragmentaciéon del ADN) (117). Asf mismo, la participacién de una nucleasa
mitocondrial denominada Endonucleasa G o EndoG ha sido demostrada incluso
en ciertos procesos independientes de caspasas (82,165). Al realizar un andlisis de
comparacién de secuencias de la proteina CAD humana con las proteinas
hipotéticamente codificadas por el genoma de distintas especies de Lezshmania
mediante el algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (157) del
NCBI (National Center for Biotechnology Information), no fue posible encontrar
ninguna secuencia con un grado de similitud significativo. Al repetir el

procedimiento utilizando la secuencia de la EndoG humana, encontramos que
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tanto L. infantum, como L. major y L. braziliensis (las tres especies de Leishmania
de las cuales se dispone del genoma completo secuenciado) contienen un gen que
codifica una protefna con similitud significativa a la EndoG humana, tal y como se

muestra en el alineamiento de la Figura 1.
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Figura 1. Alineamiento realizado por ClustalW de la secuencia de la EndoG humana (HsEdG)
con las secuencias de las EndoGs putativas de L. infantum (LiEdG), L. major (LmEdG) y L
braziliensis (LbEdG). “*” significa que los aminoacidos son idénticos en todas las secuencias del

w,»

alineamiento. “” significa que se ha producido una sustitucion conservativa de un aminoacido por
otro. “” significa que se ha producido una sustitucion semi-conservativa de un aminoacido por otro.
Codigo de colores: Magenta (residuo basico), azul (residuo acido), rojo (residuo hidrofobo) y verde

(residuo polar).
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Al analizar en detalle la secuencia de la putativa EndoG de Lezshmania (LiEndoG),
comprobamos que existe una regién que presenta una alta similitud con las
regiones correspondientes a los sitios cataliticos de las Endonucleasas G humana
(48%), bovina (43%), de levaduras (36%) y de Trypanosoma cruzi (59%) (Figura 2).
Dentro de esta regién se encuentra el motivo SRGH, localizado en una posicién
equivalente al motivo DRGH caracteristico de las Endonucleasas G de eucariotas
superiores. Resulta interesante destacar que el dacido aspartico (D) del
caracterfstico sitio DRGH, se encuentra reemplazado en tripanosométidos por una

serina (S) (Ser211 en el caso de LiEndoG).

BLEdG
HsEdG
ScEdG
LiEd&
TcEd&
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Figura 2. Alineamiento realizado por ClustalW de parte de la secuencias de EndoG humana

(HsEdG), bovina (BtEdG), de levaduras (ScEdG), de 7. cruzi (TcEdG) y de LiEndoG (LiEdG).

w,»

“* significa que los aminoacidos son idénticos en todas las secuencias del alineamiento. “” significa

«w »

que se ha producido una sustitucion conservativa de un aminoacido por otro. “.” significa que se ha
producido una sustitucion semi-conservativa de un aminoacido por otro. Codigo de colores: Magenta
(residuo basico), azul (residuo acido), rojo (residuo hidrofobo) y verde (residuo polar). El recuadro

verde engloba el caracteristico dominio (D/S)RGH.

Una nueva e interesante diferencia con respecto a otras EndoGs surge al realizar
una comparaciéon de la secuencia completa de la proteina, pues se observa que
LiEndoG es considerablemente més larga que cualquiera de las otras EndoGs de
eucariotas superiores, con un peso molecular estimado de 54kDa frente a los
87,2kDa de Saccharomyces cerevisiae, los 32,3kDa de Bos taurus o los 82,6kDa de

Homo sapiens (datos no mostrados).
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Modelado y analisis estructural de LiEndoG

Una vez que conocida la secuencia de LiEndoG, y a falta de cualquier otro
resultado experimental, nos propusimos construir un modelo tridimensional de
esta protefna con detalle atémico mediante el empleo de herramientas
bioinformaéticas que permiten predecir con un grado de fiabilidad aceptable tanto
su estructura secundaria, como su patrén global de plegamiento y la estructura
tridimensional de parte, o partes de la secuencia utilizando como molde o plantilla
una o mas estructuras determinadas experimentalmente y disponibles en el

Protein Data Bank® (166).

El servidor Phyre (160) determiné automéaticamente que tanto la endonucleasa de
Serratia marcescens (167,168) como la nucleasa A (NucA) de Anabaena sp. (169)
presentan un elevado porcentaje de identidad de secuencia con LiEndoG y un
patrén de plegamiento similar, lo que permiti6 construir un modelo
tridimensional (Figura 3.A) con un alto nivel de confianza (p<0,0001), pero en el
que no aparece el segmento comprendido entre los aminoécidos 145 y 185. Esto es
debido a que estos 40 aminoacidos constituyen una insercién en LiEndoG con

respecto a otras EndoGs caracterizadas.

Como consecuencia de la publicacién en 2009 de la estructura cristalografica de la
Endonucleasa G de Drosophila melanogaster (DmEndoG) en complejo con su
proteina inhibidora (137), y dado que esta nucleasa también presenta un alto
porcentaje de identidad de aminoacidos y un patrén de plegamiento similar a las
de S. marcescens y Anabaena, decidimos construir un nuevo modelo de LiEndoG
que utilizara como molde a DmEndoG. Sin embargo, los procedimientos
automatizados de Phyre no inclufan a esta proteina en su base de datos, por lo que
hubo que recurrir al modo avanzado de utilizacion de este servidor.
Adicionalmente, empleamos otro servidor de modelado de proteinas por
homologfa, el popular Swiss Model (161,162), con el mismo propdsito. De este

modo obtuvimos un nuevo modelo para LiEndoG (Figura 3.B), muy parecido al

> http://www.pdb.org
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obtenido anteriormente, pero con la ventaja afiadida de que proporcionaba
informacién estructural sobre algunos aminoéacidos no representados en el primer
modelo, si bien el grado de fiabilidad de estas regiones no era muy elevado. Sin
embargo, el aspecto novedoso mas importante fue que dispusimos de una
sugerencia para parte de un posible dominio de dimerizacién, asi como para un
posible dominio de autoinhibicién en el segmento comprendido entre los

aminodcidos 144 y 180, como se explicara més adelante.

A B

NucA Anabaena sp.
Endonucleasa S. marcescens

EndoG D. melanogaster

Figura 3. Modelos por homologia de LiEndoG. A) Superposicion de las estructuras
experimentalmente resueltas de la endonucleasa de S. marcescens, NucA de Anabacena sp. y el modelo
por homologia de LiEndoG realizado a partir de dichos cristales. B) Superposicion de la estructura
experimentalmente resuelta de DmEndoG y del modelo por homologia de LiEndoG realizado en base

a dicho cristal.

Al analizar estos modelos pudimos comprobar que el sitio activo de LiEndoG esté

optimizado para la unién de un catién divalente parcialmente hidratado, que

85



estarfa coordinado directamente a la proteina a través del grupo carbonilo de la
cadena lateral de la Asn246 (Figura 4), un aminoécido estrictamente conservado
en esta familia de nucleasas. Una de las moléculas de agua unidas al i6n metalico
estd, a su vez, fijada mediante un enlace de hidrégeno al ND1 del imidazol de la
His214 (Figura 4). Esto sugiere que esta histidina se comporta como una base
general para activar la molécula de agua que efectuard el ataque nucleofilo al
atomo de féstoro del ADN durante la reacciéon de hidrolisis del fosfato. La carga
positiva de la Arg212, por su parte, parece ser importante para establecer una

interaccién electrostética favorable con un grupo fosfato del sustrato (Figura 4).

Figura 4. Modelo por homologia de LiEndoG en complejo con un oligodesoxinucleotido y
detalle del centro activo de la nucleasa. Prediccion de la estructura de LiEndoG (basada en la
estructura de DmEndoG) formando complejo con un oligodesoxinucleotido. En el detalle mostrado a
la derecha de la figura aparecen destacados algunos de los residuos que forman parte del motivo

SRGH (Ser211, His214 y Arg212), asi como la Asn catalitica (Asn246).

El modelo también indica la posibilidad de la existencia de un enlace disulfuro
entre las cistefnas presentes en las posiciones 100 y 116. En relacién con esta
suposicién, es llamativo que, si bien no hay una homologfa estructural estricta,

este puente disulfuro aparecerfa en una regién esencialmente superponible a la que
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alberga uno muy similar en la estructura de la endonucleasa de S. marcescens,
préximo al extremo N-terminal, y que se sabe que es fundamental para la

actividad de la nucleasa bacteriana (Figura 5).

EndoG L. infantum

Endonucleasa 5. marcescens

Figura 5. Prediccion de la formacion de un puente disulfuro entre la Cysl00 y la Cysll6 de
LiEndoG. El puente disulfuro predicho para el modelo de LiEndoG es virtualmente superponible con

el puente disulfuro existente en la estructura cristalografica de la endonucleasa de S. marcescens.

Clonacioén y expresion de LiEndoG en E. coli

Con el fin de determinar si la secuencia de LiEndoG codifica para una nucleasa
con propiedades bioquimicas similares a aquellas que caracterizan a las
Endonucleasas G de otros organismos, dicha secuencia, después de su
amplificacién a partir de ADN gendémico, fue clonada en el plasmido de expresién
en bacterias pRSET. El vector pRSET contfiere a las proteinas una cola de 6
histidinas, las cuales se unen al niquel de la resina de purificacién permitiendo la
retencién de la proteina de interés. Los oligonucleétidos utilizados para el proceso
de clonacién fueron disefiados a partir de la secuencia de la cepa de referencia de

L. mfantum JPCM5 (XM_001463677) presente en GenBank. La secuencia
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obtenida tras la amplificacién a partir de nuestra cepa (M/CAN/ES/96/BCN150
MON-1), fue depositada en GenBank con el ntimero de acceso EU402956. La
construccién pRSET LiendoG se utiliz6 para transtormar bacterias de la cepa de
expresién E. coli BL21(DES3). Posteriormente, se realizé un ensayo de induccién
de la expresiéon con IPTG 1mM obteniéndose una induccién méxima de la
proteina recombinante (rLiEndoG) entre los 30 y los 60 minutos (Figura 6.A). Al
realizar un test para determinar la solubilidad de la proteina utilizando un tampén
para lisis en condiciones nativas, observamos que la proteina se encontraba
presente en la fracciéon no soluble (Figura 6.B). Debido a que los intentos
posteriores por tratar de obtener proteina nativa soluble utilizando distintas
condiciones de induccién fueron infructuosos, se procedié a la purificacién de la

proteina en condiciones desnaturalizantes.

A Post B PM Pre Post 1 2
PM Pre 15 30" 45 60
; 82,2kDa —
181,8kDa — 64,2kDa — <— rLiEndoG
115,5kDa — p.
82,2kDa __ — e Sy e
64,2kDa __ . e e S S _
s - - : <—rLiEndoG C
= = 5
- ... PM 1 2 3 4 Pre Post
T m— - 82,2kDa —

64,2kDa_— e —— — — e i% rLiEndoG

Figura 6. Expresion y solubilidad de rLiEndoG. A) Induccion de la expresion de rLiEndoG en E. coli
BL21 (DE3). PM: Marcador de peso molecular. Pre: Pre-induccion. Post: Post-induccion a los 15, 30,
45 y 60 minutos. B) Test de solubilidad de rLiEndoG en condiciones nativas. PM: Marcador de peso
molecular. Pre: Pre-induccion. Post: Post-induccion. 1: Fraccion no soluble. 2: Fraccion soluble.
C) Test de solubilidad de rLiEndoG en condiciones desnaturalizantes. PM: Marcador de peso
molecular. 1: Fraccion soluble con urea 8M. 2: Fraccion no soluble con urea 8M. 3: Fraccion soluble

con GuHCI 6M. 4: Fraccion no soluble con GuHCI 6M. Pre: Pre-induccion. Post: Post-induccion.

Tras un primer intento de lisar las bacterias en presencia de urea, y dado que no
se alcanzaba una adecuada solubilizacién de la protefna en estas condiciones

(Figura 6.C; carriles 1 y 2), se procedié a realizar la lisis en guanidina-4cido
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clorhidrico 6M (GuHCI), un agente desnaturalizante mas potente capaz de
solubilizar en mayor medida los cuerpos de inclusién, como se observa en la
Figura 6.C (carriles 8 y 4). El sobrenadante procedente de la lisis se incubé con
resina de Ni-NTA y el complejo proteina-resina se cargé y empaquetd en una
columna. Tras sucesivos lavados, se procedié a la purificacién de la proteina
(Figura 7.A) siguiendo el protocolo de QIAexpressionist (Qiagen). Dicha proteina
se utilizé posteriormente para la obtencién del anticuerpo policlonal a-rLiEndoG,

como se explicard en apartados posteriores.

La purificacién en condiciones desnaturalizantes no nos permitia realizar un
estudio de la actividad enzimatica de la proteina. Por ello, y con el fin de obtener
proteina nativa, tras la lisis en condiciones desnaturalizantes previamente
mencionada se llevé a cabo una renaturalizacién de la protefna anclada a la
columna mediante la adicién de un gradiente linear y decreciente de urea (6M-

1M). Finalmente se eluy6 la proteina en imidazol 250mM (Figura 7.B).

rLiEndoG presenta un peso molecular aparente de unos 64kDa. Este peso supone
5kDa mas de los 59kDa predichos para la secuencia de LiEndoG si consideramos
ademds de su secuencia de aminodcidos, la cola de histidinas y el lugar de
reconocimiento para la enzima enteroquinasa (ambos procedentes del vector
pRSET). Este extrafo patrén de migracién no se observa en los inmuno-blots
realizados frente a lisados de promastigotes cuando la secuencia codificante para
LiEndoG se utiliza para transfectar los parasitos (Figura 19), lo cual indica que la
presencia adicional de los aminoécidos aportados por el vector pRSET es
responsable del cambio de movilidad de rLikEndoG. La proteina recombinante
nativa obtenida se utiliz6 posteriormente para los ensayos de actividad nucleasa
asf como para la obtencién de un anticuerpo monoclonal o-rLiEndoG, como se

explica en apartados posteriores.
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Figura 7. Purificacion de rLiEndoG. A) Purificacion de rLiEndoG en condiciones desnaturalizantes.
MP: Marcador de peso molecular. Pre: Pre-induccion. Post: Post-induccion. El: Fraccion de elucion 1.
E2: Fraccion de elucion 2. E3: Fraccion de elucion 3. E4: Fraccion de elucion 4. E5: Fraccion de
elucion 5. B) Purificacion de rLiEndoG por renaturalizacion en la columna. MP: Marcador de peso
molecular. Pre: Pre-induccion. Post: Post-induccion, El: Fraccion de elucion 1. E2: Fraccion de elucion
2. E3: Fraccion de elucion 3. E4: Fraccion de elucion 4. E5: Fraccion de elucion 5. E6: Fraccion de

elucion 6.

rLiEndoG presenta actividad endonucleasa

Para determinar si rLLiIEndoG presenta actividad nucleasa, como cabria esperar en
caso de que realmente se tratase de la EndoG de L. nfantum, en primer lugar se
realiz6 un ensayo de actividad n vitro para comprobar la capacidad de la proteina
purificada para digerir un plasmido superenrollado. Como se observa en la
Figura 8.A, rLiEndoG presenta una actividad endonucleasa capaz de degradar un
plasmido, actividad que aumenta conforme se incrementa la cantidad de proteina

en la reaccién de digestion.

Con el propésito de confirmar que esta actividad se debe a rLiEndoG y no a algin
otro contaminante presente en el extracto proteico obtenido tras la elucién de la
proteina durante el proceso de purificacién, la proteina purificada se someti6 a
electroforesis en gel de poliacrilamida conteniendo SDS y ADN de esperma de

salmoén. Tras la electroforesis, se realizaron sucesivos lavados del gel en agua y en
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tampén TEM con el objetivo de eliminar el SDS que mantenia desnaturalizada a
la proteina, y un tltimo lavado en tampén TEM durante toda la noche a 37°C para
permitir el proceso de renaturalizacién y poder detectar la actividad nucleasa. Al
tefiir el gel con bromuro de etidio, el ADN presente en el gel puede visualizarse
mediante iluminacién con luz ultravioleta. La ausencia de fluorescencia en la
posicién ocupada por rLiEndoG es indicativa de la existencia de una actividad
nucleasa que causa la degradacién del ADN presente en esa posicién del gel
(Figura 8.B). Estos resultados confirman que la actividad nucleasa observada

previamente se debe a la protefna recombinante.

A B © ©
PM 0 1,7 0,2 rLEndoG (ug) ) < <

181,8kDa — m
115,5kDa — Toa
82,2kDa
64,2kDa — —

Figura 8. rLiEndoG presenta actividad endonucleasa. A) Digestion del plasmido pRSET con
rLiEndoG. 1pg de plasmido fue digerido durante 1h con 1,7pg y 0,2pg de rLiEndoG. Los productos de
la digestion fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 1% y visualizados bajo luz UV.
B) Electroforesis de rLiEndoG en gel de poliacrilamida-SDS-ADN. Izquierda: gel tefiido con Azul de
Coomassie como control de peso molecular. Derecha: gel incubado en tampon TEM a 37°C durante

16h, tenido con Img/ml de bromuro de etidio y visualizado bajo luz UV.

El 4cido aurintricarboxilico inhibe la actividad de rLiEndoG

El 4cido aurintricarboxilico (ATA) ha sido descrito como un inhibidor de

endonucleasas (170), pues se ha sugerido que compite con el 4cido nucleico por la
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unién al sitio activo de estas protefnas (171). Al afiadir ATA a la reaccién de
digestion de un plasmido con rLiEndoG, observamos cémo ya desde
concentraciones muy bajas del 4cido (0,1uM) la actividad de la nucleasa se

encuentra fuertemente inhibida (Figura 9).

01 0,5 ATA (uM)

Figura 9. Efecto del ATA sobre la actividad de rLiEndoG. 1Ipg de plasmido fue digerido en
presencia de 0,2pg de rLiEndoG y concentraciones crecientes de ATA. Como control (C) se utilizo
plasmido sin digerir. Los productos de la digestion fueron sometidos a una electroforesis en gel de

agarosa al 1% y visualizados bajo luz UV.

La actividad de rLiEndoG es dependiente de Mg?*, Mn?* o Co**, se inhibe

por la presencia de Na*, K+ y Ca** y tiene un pH optimo de 6,5

Las Endonucleasas G de otros organismos eucariotas requieren la presencia de
determinados iones divalentes como Mg?+, Mn?+* o Co?*, descritos como sus
principales cofactores necesarios para llevar a cabo la degradaciéon del ADN
(180,1381). De hecho, en el centro activo del cristal de la EndoG de D. melanogaster
hay situado un 4tomo de Mg?* y, en base a ello, ese 4tomo también aparece
incorporado en nuestro modelo de LiEndoG. Como es de esperar, al igual que
sucede para otras Endonucleasas G, nuestros resultados demuestran que la

actividad de rLiEndoG se incrementa al afadir a la reaccién de digestiéon

92



concentraciones crecientes de los iones divalentes Mg?+ (Figura 10.A), Mn?+
(Figura 10.B) o Co?* (Figura 10.C). Concretamente, la méaxima actividad se
observa en presencia del ibn Mn?*. Ademads, y también al igual que para otras
Endonucleasas G previamente caracterizadas (130,1381), la actividad de rLiEndoG
se inhibe en presencia de concentraciones moderadas de K+ (150mM) (Figura
10.D), concentraciones algo superiores de Na+ (800mM) (Figura 10.E) y Ca2*
(Figura 10.F).

A B o
PMC(-)C(+) 0 3 6 12 MgCl,(um) PMC(-)C(+)0 0,208 3 6 MnCl,(uM) PM C(-)C(+) O 0,2 3 12 CoCl, (uM)

D E F
PM C(-) C(+) O 75 150 300 KCI(mM) PM C(-) C(+) O 75 150 300 NaCl(mM) PM C(-)C(+) O 50 150 300 CaCl, (mM)

Figura 10. Modulacion de la actividad de rLiEndoG por la presencia de iones. 1pg de plasmido fue
digerido en presencia de 0,2pg de rLiEndoG y concentraciones crecientes de A) MgCIZ, B) MnClz, C)

CoCIz, D) KCl, E) NaCl, F) CaClz. Como controles se utilizaron plasmido sin digerir C(-) y digerido

C(+) con 1,7pg de rLiEndoG. Los productos de la digestion fueron sometidos a electroforesis en gel de

agarosa al 1% y visualizados bajo luz UV.

Para continuar con la caracterizacién de nuestra proteina, quisimos determinar la
influencia del pH en la actividad de rLiEndoG. Para ello, realizamos digestiones

en presencia de tampén AcNa 10mM, Mes 10mM y Tris 20mM a distintos pHs
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(4,5-10). Como se observa en la Figura 11, rLiEndoG tiene una actividad maxima
entorno a un pH de 6,5, similar a lo que se ha descrito para otras Endonucleasas G
(127,181), y se encuentra claramente inhibida a partir de pH<5,5 o bien pH>8

(Figura 11).

PM C() C+ 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10 pH

Figura 11. Efecto del pH sobre la actividad de rLiEndoG. Ipg de plasmido fue digerido en presencia
de 0,2pg de rLiEndoG en tampon AcNa 10mM, Mes 10mM y Tris 20mM a distintos pHs (4,5-10).
Como controles se utilizaron plasmido sin digerir C(-) y digerido C(+) con 0,2pg de rLiEndoG en
agua. Los productos de la digestion fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 1% y

visualizados bajo luz UV.

El B-mercaptoetanol afecta a la actividad de rLiEndoG

Se ha descrito la existencia de mecanismos de activacién basados en la formacién
de puentes disulfuro para las nucleasas extracelulares de S. marcescens (172) y
Vibrio wvulnificus (173). En estos casos se observa que la presencia de
B-mercaptoetanol (B-ME) puede conducir a la inactivacién de las nucleasas al
provocar la ruptura de dichos puentes. Dado que nuestro modelo predice la
formacién de un puente disulfuro entre las cisteinas presentes en las posiciones
100 y 116 en una localizacién espacial muy similar a la del puente disulfuro

fundamental para la actividad de la endonucleasa de Serratia, se realizaron
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digestiones con rLiEndoG en presencia de concentraciones crecientes de -ME.
Los resultados obtenidos (Figura 12) muestran que la presencia de este agente
tiene como resultado la pérdida de actividad nucleasa, lo que demuestra la

importancia de este puente disulfuro, que es el tnico existente en el modelo de

LiEndoG.

PM C 0 100 250 600 B-ME (mM)

Figura 12. Efecto del B-ME sobre la actividad de rLiEndoG. lpg de plasmido fue digerido en
presencia de 0,2pg de rLiEndoG y concentraciones crecientes de B-ME. Como control se utilizo
plasmido sin digerir. Los productos de la digestion fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa

al 1% y visualizados bajo luz UV.

rLiEndoG genera preferentemente cortes de cadena sencilla en la doble

hélice de ADN

Las nucleasas catalizan la rotura de enlaces fosfodiéster en el ADN. En ocasiones,
al digerir la doble hélice, estos cortes se producen en ambas cadenas en posiciones
idénticas o muy préximas, tal y como ocurre con las endonucleasas de restriccion,
que al cortar una molécula de ADN dan lugar a dos fragmentos, cada uno de ellos
de doble cadena. En otras ocasiones los cortes se generan de forma aleatoria en

distintas posiciones en cada una de las hebras. Estos cortes aleatorios, en caso de
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generarse con poca frecuencia, se manifiestan simplemente en forma de roturas de
cadena sencilla que permiten que las dos hebras de la doble hélice todavia se
mantengan unidas. Estas digestiones son facilmente detectables, pues provocan la
pérdida del superenrollamiento en los plasmidos, generando moléculas circulares
abiertas que presentan una movilidad electroforética claramente inferior a la de la
forma superenrollada. Al aumentar la frecuencia de estos cortes como
consecuencia de una exposicién prolongada a la actividad nucleasa, comienzan a
generarse pequefios olinucleétidos en los que las dos hebras que los componen
terminan por desaparearse. EEn este caso es ya posible detectar una clara
disminucién del peso molecular del ADN digerido, hecho que se manifiesta con la
aparicién de multiples bandas con distinta movilidad electroforética, siempre
mayor que la del fragmento de ADN sin digerir (tal y como se ha descrito para

DmEndoG (137)).

Para determinar si rLiEndoG es capaz de generar un corte en el mismo punto en
ambas hebras o si por el contrario realiza cortes en distintas posiciones de cada
una de ellas, se incub6 1 pg del plasmido pRSET con concentraciones crecientes
de rLiEndoG (Figura 13). Las distintas digestiones se realizaron por duplicado y
una de las réplicas fue desnaturalizada para observar las distintas formas del ADN
generadas tras la digestiéon en cada una de las hebras. Con objeto de asegurar que
cualquier posible degradaciéon observada sea debida a la presencia de la nucleasa y
no al tratamiento utilizado para desnaturalizar las muestras, en el ensayo se
incluyé un control negativo con nucleasa a la maxima concentracién empleada
pero previamente desnaturalizada por calor (Figura 13, 160ng rLiEndoG (PD)).
Como control de ADN lineal se traté el pldsmido con la enzima de restriccién
Bglll (Figura 13, Bglll), que presenta un tnico sitio de corte en el plasmido
pRSET. Como se observa en la Figura 13, rLiEndoG conduce preferentemente a
la aparicion de moléculas circulares abiertas que son el resultado de cortes
aleatorios en distintos puntos de las dos cadenas. Finalmente, y por acumulacién
de sucesivos cortes en la doble hebra, la molécula de ADN es fragmentada en

multitud de oligonucle6tidos que, al desaparear, migran como pequefios
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fragmentos de cadena sencilla no detectables en la tincién con bromuro de etidio.
Sin embargo, es importante destacar que una pequefia proporcién del plasmido
migra en la posicién de la forma lineal, probablemente como consecuencia de la

apariciéon por azar de dos cortes préximos, uno en cada hebra.

Por su parte, la digestiéon con BglIl da lugar a la aparicién de una molécula lineal
que refleja la existencia de un corte de las dos cadenas en posiciones muy
proximas. En las muestras desnaturalizadas se observa la presencia de dos bandas
con una elevada movilidad electroforética que presumiblemente corresponden a la
separacién de las dos cadenas del ADN circular abierto, una de ellas lineal (la que

tue digerida por rLiEndoG) y otra circular (la hebra no digerida).

rLiEndoG (ng)

pRSET 160 (PD) 20 40 80 160 Bglll

PM  ND D ND D ND D ND D ND D ND D ND D

— circular abierto

— lineal

— superenrrollado

— IineaI(Dz
— circular (D)

Figura 13. Analisis de los cortes producidos por rLiEndoG en ADN de cadena doble. Ipg de
plasmido fue digerido con cantidades crecientes de rLiEndoG y un control negativo con rLiEndoG
previamente desnaturalizada (PD). La enzima de restriccion BgllI se utilizo para obtener un control
de ADN linealizado. Las digestiones se realizaron por duplicados, siendo una de ellas posteriormente
desnaturalizada (D) y la otra no (ND). Los productos de la digestion fueron sometidos a

electroforesis en gel de agarosa al 1% y visualizados bajo luz UV.
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rLiEndoG presenta actividad endo-exonucleasa

Las Endonucleasas G de eucariotas superiores presentan Unicamente actividad
endonucleasa. Sin embargo, se sabe que la protefna Nuclp de S. cerevisiae
(equivalente a la Endonucleasa G de eucariotas superiores) presenta ademas
actividad exonucleasa 5 (174). Considerando que Lezshmania es un eucariota
inferior, nos planteamos la posibilidad de que LiEndoG presentase la actividad
exonucleasa descrita en levaduras. Para comprobarlo, se procedi6 a la digestién
con rLiEndoG de un fragmento de ADN de 500 pares de bases que habfa sido
marcado con el fluoréforo FAM en el extremo 5 de una de las dos hebras. Con el
fin de disponer de patrones de digestién caracteristicos de endonucleasas y
exonucleasas, distintas alicuotas del fragmento marcado se digirieron con la
endonucleasa ADNasal y con la exonucleasa T7 (que presenta actividad
exonucleasa 5° sobre ADN de doble cadena). Los productos de estas digestiones
fueron analizados paralelamente mediante electroforesis capilar y mediante
electroforesis en gel de agarosa. En la Figura 14 se puede observar como
concentraciones de rLiEndoG y ADNasal que generan un patrén similar de
degradacién en el gel de agarosa, caracterizado por la existencia de numerosos
fragmentos de distinto tamarfio (gel de la Figura 14.A: 0,1pg de rLiEndoG; gel de
la Figura 14.B: 0,01U de ADNasal), dan lugar a la apariciéon de un distinto patrén
cuando los fragmentos se analizan por electroforesis capilar. Mediante esta
técnica, la digestiéon con ADNasal da lugar a una distribucién homogénea de picos
correspondientes a fragmentos con una gran variedad de tamarios, que se pueden
detectar gracias a su marcaje con el fluoréforo FAM en su extremo 5’ (histograma
2 de la Figura 14.B: 0,01U de ADNasal). En el caso de la digestién con
rLiEndoG, aunque también se observa un patrén de picos dispersos que
corresponden a fragmentos de distinto tamarfo, existe una clara tendencia a la
acumulacién de la sefial fluorescente en unos pocos picos préximos al origen del
eje de abscisas, correspondientes a fragmentos de reducido tamano producto de
digestiones muy cercanas al extremo 5’ (histograma 4 de la Figura 14.A: 0,1ug de

rLiEndoG). La presencia mayoritaria de estos fragmentos de degradacién no
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puede ser atribuida a una digestién tan exhaustiva del ADN que termine por
generar tan solo fragmentos de pequefio tamaiio, ya que puede comprobarse en el
histograma la presencia de un pico, todavia mayoritario, correspondiente al
fragmento de 500 pares de bases sin degradar. Por tanto, el patrén de distribucién
de la sefal fluorescente obtenido es indicativo de una intensa actividad

exonucleasa acompaiiada de una moderada actividad endonucleasa.

El patrén obtenido en el gel de agarosa mediante la digestién con la exonucleasa
T7 es muy distinto al generado por las proteinas que tienen actividad
endonucleasa, pues la liberacién de mononucleétidos y oligonucle6tidos
correspondientes al extremo 5" (que debido a su pequefio tamafio no pueden ser
visualizados en este gel), conduce a una clara disminucién de la sefial fluorescente
correspondiente al plasmido sin degradar, sin que sea posible detectar pequefios
fragmentos de DNA (gel de la Figura 14.C: 20U de ExoT7). En los resultados
analizados por electroforesis capilar observamos que la actividad puramente
exonucleasa no deja un patrén homogéneo de picos de distinto tamarfio, si no que
genera preferentemente un uUnico pico préximo al inicio del eje de abscisas
(histograma 2 de la Figura 14.C: 20U de ExoT7). Considerando que la
exonucleasa T7 libera preferentemente mononucleétidos (175), nos llamé la
atencién que el pico mayoritario generado por la misma se encuentre tan alejado
del origen del eje de abscisas, lo que a priori parece incompatible con la liberacién
mayoritaria de mononucleétidos. Sin embargo, es necesario tener en cuenta que el
marcaje con FAM del mononucleétido situado en posicién 5° supone una adicién
de masa que no va acompafiada de un aumento en la carga. En definitiva, supone
una alteraciéon apreciable de la relacién carga/masa de este mononucleétido
respecto de la de los polinucleétidos marcados. Segtin nuestra interpretacion, esta
variacién de la relacién carga/masa es la responsable de la menor migracién del

mononucledtido marcado.

Los resultados obtenidos de la comparacién de las digestiones con ADNasa [ y
rLiEndoG indican que esta ultima tiene preferencia por atacar a los

polinucledtidos por su extremo 5°, aunque no nos demuestran si la digestién tiene
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lugar en el fosfodiéster del primer nucleétido o a cierta distancia del mismo.
Sabiendo que la ExoT7 digiere extremos 5 y libera de forma mayoritaria
mononucleétidos, procedimos a realizar una digestiéon secuencial con rLiEndoG y
con ExoT7. En el caso de que la digestiéon con rLiEndoG tuviera lugar a nivel del
primer nucleétido, el patrén de picos generado tras la digestién con rLiEndoG no
deberfa ser distinto del obtenido con la digestiéon secuencial rLiEndoG + ExoT?7.
Por el contrario, si la digestién con rLiEndoG tiene lugar a cierta distancia del
extremo 5, la posterior digestién con ExoT7 causarfa una reduccién en el tamafo
de los fragmentos que se veria reflejada en un desplazamiento de la posicién de los
picos. Los resultados obtenidos se ajustan a esta segunda descripciéon (comparar
histogramas 1 y 8 de la Figura 14.C), pues los picos generados en la digestién con
rLiEndoG sufren un desplazamiento hacia la derecha tras la subsecuente digestién
con ExoT7. Dado que la digestiéon con ExoT7 sélo puede conducir a una
reduccién en el tamafo de los fragmentos, podemos concluir que la actividad
exonucleasa de rLiEndoG genera cortes a una cierta distancia del extremo 5,
dando lugar a la aparicién de pequefios oligonucledtidos que son susceptibles de

ser posteriormente digeridos con ExoT7 para generar mononucleétidos.

Por lo tanto, y a la vista de los resultados, podemos afirmar que rLiEndoG
presenta actividad endo-exonucleasa, aunque su actividad exonucleasa parece
generar mayoritariamente oligonucleétidos cuyo tamariio exacto no ha podido ser
determinado al no disponer de un marcador de peso molecular suficientemente

pequerio.
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Figura 14. Actividad endo-exonucleasa de rLiEndoG. 500ng de un fragmento de PCR marcado en
5 con el fluoroforo FAM fueron digeridos con rLiEndoG, DNasal o ExoT7. Los productos de la
digestion fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 1% y a electroforesis capilar, tras lo
cual se analizaron los picos de fluorescencia obtenidos por este tltimo procedimiento mediante el
Software Peak Scanner (Applied Biosystems). A) Digestiones realizadas en presencia de rLiEndoG.

B) Digestiones realizadas en presencia de ADNasal. C) Digestiones realizadas en presencia de ExoT7

y/o rLiEndoG.
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Produccién de anticuerpos o-rLiEndoG

Para la obtencién de suero policlonal a-rLiEndoG se inocularon tres conejos con
la proteina obtenida tras un proceso de purificacion en condiciones
desnaturalizantes. En primer lugar, se extrajo una muestra de suero pre-inmune
de cada conejo y, posteriormente, se les inyectaron 500ug de proteina cada 15
dfas. Durante todo este periodo, y cada vez que se llevaba a cabo una inmunizacién
con la proteina, se realiz6 un seguimiento por ELISA de la presencia de
anticuerpos especificos frente a rLiEndoG en los sueros de los conejos inoculados.
Uno de los conejos produjo un suero de titulo 1:50.000 (Figura 15.A) capaz de
reconocer a LiEndoG mediante inmuno-blot tanto en lisados de bacterias que
expresan rLiEndoG (Figura 15.B.a), como en lisados de parasitos conteniendo
LiEndoG endégena (Figura 15.B.b). El patrén de expresién de esta proteina no

varfa con el estadio del parasito, logaritmico o estacionario (Figura 15.B.b).
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Figura 15. Obtencion de suero policlonal a-rLiEndoG. A) Titulacion por ELISA del suero policlonal
a-rLiEndoG tras incubacion de 1pg de rLiEndoG en presencia de distintas diluciones seriadas del
mismo. B) Inmuno-blot llevado a cabo con suero policlonal o-rLiEndoG: Se realiz6 un inmuno-blot
con a-rLiEndoG (1:50000) frente a rLiEndoG purificada y lisados de E. coli BL21(DE3) que expresaban
la proteina recombinante (a), y frente a lisados de promastigotes logaritmicos y estacionarios (b). El

suero a-Hsp70 (1:5000) se utilizo como control de carga de este altimo inmuno-blot (c).
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La obtencién de anticuerpos monoclonales se realiz6 en el Instituto Carlos III con
la colaboracién de la Dra. Diia. Mercedes Dominguez. Para ello, se inocularon 5
ratones con 20pug de rLiEndoG nativa cada 14 dfas siguiendo el protocolo habitual
descrito por Yokoyama et al. (2006) (155). Ese mismo protocolo fue el que se
sigui6 durante todas las etapas que llevaron a la obtencién del anticuerpo
monoclonal. Antes de proceder a realizar la fusién de las células B de ratén con las
células de mieloma, se realiz6 un ELISA con sueros procedentes de los 5 ratones,
se escogi6 aquel para el cual la sefial era mayor, y se realizé una primera prueba de
iInmuno-citometria con distintas diluciones del suero obteniéndose senal positiva,
aunque todavia débil (datos no mostrados). Tras el proceso de fusién y la
consecuente aparicién de los primeros hibridomas, cada uno de los sobrenadantes
tue analizado por ELISA e inmuno-citometria. Como control para comprobar que
el anticuerpo producido estaba reconociendo especificamente a nuestra protefna y
no a la cola de histidinas procedente de la clonacién en pRSET, se realizé también
un ELISA contra otra protefna con cola de histidinas purificada en nuestro
laboratorio (SelB humana), y asi poder corregir los valores obtenidos para
LiEndoG. La inmuno-citometria se realiz6 sobre promastigotes transtectados con
la construccién pIRmes3(-)LiendoG (de cuya obtencién hablaremos més adelante),
en los que se habfa comprobado previamente la sobre-expresiéon de LiendoG
mediante inmuno-blot utilizando el anticuerpo policlonal. Posteriormente se
procedié a la expansion de los 24 pocillos para los que se obtuvo una mejor senal,
y se continué con la dilucién clonal. Los sobrenadantes obtenidos tras la nueva
dilucién fueron testados por inmuno-blot (datos no mostrados) y los mejores
fueron seleccionados para continuar sucesivos procesos de clonacién y, finalmente,
la expansién de los clones elegidos. El clon 31.1.1 fue el elegido para realizar los
sucesivos experimentos de deteccién de LiEndoG presentados en esta tesis, debido
a su capacidad para reconocer tanto a la proteina recombinante rLiEndoG como a

la protefna endégena del pardsito con alta especificidad (Figura 16.a).
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Figura 16. Inmuno-blot utilizando el anticuerpo monoclonal e-rLiEndoG. (a) Inmuno-blot
utilizando el sobrenadante del clon 3111 frente a rLiEndoG purificada y lisados de promastigotes
logaritmicos y estacionarios. (b) El suero policlonal a-Hsp70 (1:5000) se utiliz6 como control de
carga. (c) Control negativo utilizando el anticuerpo monoclonal a-factor H frente a las mismas

muestras de rLiEndoG purificada y lisados de promastigotes logaritmicos y estacionarios.

LiEndoG contiene un péptido seiial que le dirige a la mitocondria

La principal caracteristica que diferencia a una Endonucleasa G de otras nucleasas
celulares es su localizacién mitocondrial. Del mismo modo que la gran mayoria de
las proteinas mitocondriales de eucariotas, las EndoGs descritas estan codificadas
por un gen nuclear y, tras su traduccién en el citoplasma, son dirigidas a la
mitocondria gracias a la presencia de un péptido sefial en su extremo amino
terminal (121). Con el objetivo de comprobar si este péptido sefal estd presente
también en LiEndoG, realizamos una primera aproximacién en la que se analizé
su secuencia utilizando el algoritmo de prediccién de sefiales de localizacién
mitocondrial del programa MITOPROT, que predijo la existencia de un posible
péptido sefial en los primeros 25 aminoacidos de la proteina. Una vez obtenida
esta informacién, procedimos a realizar la fusién de la secuencia codificante para

los primeros 40 aminodacidos de LiEndoG al extremo 5’ de la secuencia codificante
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para la proteina fluorescente verde (eGFP) en el pldsmido integrativo de
Leishmania pIRmcs3(-). EI hecho de escoger los primeros 40 aminoécidos en lugar
de solamente los 25 predichos por el algoritmo se debi6é Unicamente a razones
técnicas, pues es mucho mas cémodo trabajar con fragmentos de PCR mayores,
que pueden ser facilmente visualizados en geles de agarosa. En paralelo al clonaje
descrito, se realizé otra construccién que contenia la regiéon codificante para los
primeros 40 aminodcidos de la ARNasaH HIIC, proteina de conocida localizacién

mitocondrial en Lezshmania (176), también fusionada a eGFP.

Las dos  construcciones  resultantes,  pIRmcs3(-)LiendoGirw:eGFP y
pIRmcs3(-)ARNasaHIIC:-.«:eGFP, se utilizaron para transfectar promastigotes de
L. infantum. Como se observa en la Figura 17.A, los 40 primeros aminodacidos de
rLiEndoG, al igual que sus homoélogos de la ARNasaHIIC, son suficientes para
dirigir a la proteina eGFP al interior de la mitocondria del parésito, lo cual queda
demostrado debido a su clara co-localizacién con la fluorescencia asociada a la
sonda mitocondrial Mito-Tracker (Molecular Probes). En ausencia del péptido
sefial, eGFP se distribuye homogéneamente a lo largo del cuerpo del parésito

(Figura 17.A: pIRmcs3(-)eGFP).

Los resultados descritos indican que LiIEndoG contiene un péptido de sefializacién
mitocondrial. Con objeto de confirmar que, efectivamente, esta proteina se localiza
en la mitocondria, procedimos a fusionar su secuencia codificante completa con la
secuencia del gen de eGFP. Podemos comprobar que tal y como se muestra en la
Figura 17.B, esta nueva proteina de fusién también se encuentra localizada en la

mitocondria.

Como prueba definitiva de que la proteina endégena del parasito se localiza en la
mitocondria en condiciones normales de crecimiento, procedimos a fijar y
permeabilizar promastigotes de L. infantum para posteriormente incubarlos con el
anticuerpo monoclonal a-rLiEndoG. Al igual que lo mostrado anteriormente,
dicha proteina co-localiza claramente con la sefial fluorescente de la sonda Mito-

Tracker (Figura 17.C).
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DIC eGFP MITO-TRACKER SUPERPOSICION

pIRmcs3(-) LiendoG;. 45:¢GFP

pIRmcs3(-)ARNasaHIIC,. 45:eGFP

pIRmcs3(-)e GFP

pIRmcs3(-) LiendoG:eGFP

Figura 17. LiEndoG se encuentra localizada en la mitocondria de L. infantum. Imagenes de
microscopia confocal mostrando: A) Promastigotes marcados con eGFP y Mito-Tracker.
pIRmcs3(-)LiendoG, , :eGFP: Parasitos expresando los primeros 40 aminodcidos de LiEndoG
fusionados a eGFP. pIRmcs3(-)ARNasaHIIC , :eGFP: Parasitos expresando los primeros 40
aminoacidos de la ARNasaH de L. infantum fusionados a eGFP. pIRmcs3(-)eGFP: Parasitos expresando
eGFP. B) Promastigotes marcados con eGFP y Mito-Tracker. pIRmcs3(-)LiendoG:eGFP: Parasitos
expresando la fusion de LiEndoG completa a eGFP. C) Promastigotes marcados con el anticuerpo
monoclonal a-rLiEndoG y Mito-Tracker. DIC: Contraste de interferencia diferencial. eGFP:
Fluorescencia verde asociada a eGFP. Mito-Tracker: Fluorescencia roja asociada a la sonda Mito-
Tracker. ALEXA: Fluorescencia verde asociada a la fluorescencia del anticuerpo secundario Alexa-
Fluor, que esta unido a su vez al anticuerpo monoclonal a-rLiEndoG. Superposicion: Senales

fluorescentes superpuestas procedentes de eGFP y Mito-Tracker, o bien del anticuerpo Alexa-Fluory

la sonda Mito-Tracker.

106



La sobre-expresion de LiendoG produce un incremento en el nimero de
parasitos con el ADN degradado tras la induccion de muerte con un

estimulo apoptdtico

Con el fin de determinar si la sobre-expresiéon de LiendoG puede tener algin
efecto deletéreo en Lezshmania, se procedié a clonar la secuencia codificante para la
proteina en el plidsmido pIRmecs3(-). La construccién  resultante
pIRmcs3(-)LiendoG se utiliz6 para electroporar promastigotes de L. infantum.
Tras la electroporaciéon y el proceso de seleccién con el antibiético, se procedié a
la obtencién de clones aislados mediante la siembra de los parasitos en agar
sangre. Al cabo de 7 dias se obtuvieron varios clones de pardsitos que sobre-
expresaban claramente la protefna con respecto a los pardsitos control

transtectados con el vector vacio (Figura 19).
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Figura 19. Sobre-expresion de LiendoG en promastigotes de L. infantum. Inmuno-blot con el
anticuerpo monoclonal a-rLiEndoG frente a extractos celulares de promastigotes transfectados con el
vector pIRmcs3(-) y de clones obtenidos por plaqueo en agar sangre tras la transfeccion de parasitos

con la construccion pIRmes3(-)LiendoG. Control de carga con suero policlonal a-Hsp70 (1:5000).

Diversos grupos han demostrado la actividad leishmanicida de los analogos de
alkilfosfolipidos miltefosina y edelfosina (60,177,178). Paris et al. (2004) (103),
demostraron que el proceso de muerte provocado por miltefosina en Leishmania
cursa con caracteristicas similares a un proceso apoptético, y trabajos previos

realizados en nuestro grupo demuestran que ocurre lo mismo cuando se trata a los
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parasitos con edelfosina (104). Por lo tanto, decidimos usar estos firmacos para
determinar el posible efecto de la sobre-expresién de LiendoG en Leishmania bajo
un estimulo de caracter apoptético. Para ello, escogimos al azar dos clones de

parasitos (17 y 28) de los multiples obtenidos que sobre-expresan la proteina.

Tras el tratamiento de los promastigotes de L. infantum con edelfosina 40uM
durante 24h, pudimos comprobar que el porcentaje de pardsitos hipoploides es
significativamente superior en los pardsitos que sobre-expresan LiendoG respecto

de los parasitos transfectados con el vector vacio (Figura 20).
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Figura 20. Porcentaje de promastigotes hipoploides tras tratamiento con edelfosina. A) Inmuno-
blot con el anticuerpo monoclonal a-rliEndoG frente a extractos celulares de promastigotes
transfectados con el vector pI[Rmes3(-) y de los clones 17 y 28 obtenidos por plaqueo en agar sangre
tras la transfeccion de parasitos con la construccion pIRmes3(-)LiendoG. Control de carga con suero
policlonal a-Hsp70 (1:5000). B) Ciclo celular de promastigotes control (sin tratar) y tratados con

edelfosina 40pM.
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Con el fin de confirmar que las poblaciones de pardsitos que sobre-expresan
LiendoG presentan un mayor porcentaje de pardsitos con su ADN degradado en
respuesta al tratamiento con edelfosina, realizamos un experimento similar al
anterior, pero en el que la degradacién de ADN se determiné mediante TUNEL.
Esta técnica, que marca con un flouréforo los extremos 8OH generados durante
la degradacién del ADN, ha sido utilizada por numerosos grupos para caracterizar
el proceso apoptético (90,140,179-181). Como se observa en la Figura 21, la
sobre-expresiéon de LiendoG no causa ninguna alteracién en el patrén de
fluorescencia de los parasitos en condiciones normales de crecimiento

(histogramas vacios).
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Figura 21. Efecto de la sobre-expresion de LiendoG en promastigotes de L. infantum bajo un
estimulo apoptotico. A) Tincion con TUNEL de promastigotes no tratados (histograma vacio) y
tratados (histograma violeta) con edelfosina 30pM o miltefosina 50pM. B) (a) Inmuno-blot con el
anticuerpo monoclonal o-rLiEndoG frente a extractos celulares de promastigotes transfectados con el
vector pIRmcs3(-) y 2 clones transfectados con la construccion pIRmcs3(-)LiendoG. (b) Control de

carga con suero policlonal a-Hsp70 (1:5000).

109



Por el contrario, tras el tratamiento con edelfosina 30uM (histogramas violetas),
el porcentaje de pardsitos TUNEL positivos se incrementa significativamente en
los dos clones que sobre-expresan la proteina con respecto a los pardsitos control.
Los mismos resultados se obtienen cuando se realiza el tratamiento con

miltefosina 50uM (Figura 21).

La reduccion en los niveles de expresion de LiEndoG produce una
disminucion en el crecimiento de los promastigotes de L. infantum, pero los

hace mas resistentes a estimulos apoptdticos

Con el fin de observar si la disminucién de los niveles de LiEndoG endégena
podria tener algin tipo de efecto en el crecimiento de los promastigotes, y dado
que el gen que codifica para LiIEndoG es un gen de copia tnica, se procedi6 a
delecionar en primer lugar uno de los alelos correspondientes a dicho gen, y una
vez obtenida la delecién simple, se traté de realizar la delecién del segundo alelo
para eliminar completamente el gen del parésito. Para ello, y empezando por el
objetivo de eliminar el primer alelo, se clonaron en el plasmido pUC19 los
extremos 5" UTR y 8" UTR (regiones que no se traducen) del gen de LiEndoG y,
entre ambos, un gen de resistencia a puromicina
(pUC195°UTRLiendoG:puro:3’UTRLiendoG).  Asi, por un proceso de
recombinacién homologa de las regiones no codificantes del gen, se reemplaza uno
de los alelos de LiEndoG por el gen de resistencia al antibi6tico. La puromicina se
utilizé posteriormente para la seleccién de los parédsitos que hubiesen sufrido el

proceso de recombinacién.

Tras la transfeccién con la construccién cuya finalidad era delecionar el primer
alelo, la poblacién resistente al antibidtico no parecia presentar menor nivel de
proteina enddégena en comparacién con los pardsitos silvestres, por lo que

procedimos a realizar un proceso de selecciéon clonal. Tras el aislamiento en agar
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sangre se obtuvieron dos clones que presentaban niveles de expresién menores
para LiEndoG (Figura 22.A). Tal y como se observa en la Figura 22.B, ambos
clones crecen mas despacio que los parasitos silvestres en condiciones normales de
crecimiento, alcanzdndose en uno de ellos una tasa de division inferior a la mitad

de la de los controles.

Para realizar la delecién del otro alelo, se repitié6 el proceso de clonaje y de
transfeccién, pero con una construccién que presentaba un gen de resistencia para
el antibiético neomicina (pUC195°UTRLiendoG:neo:3’UTRLiendoG). Todos los
intentos realizados para delecionar la segunda copia del gen fueron infructuosos,
pues ningln parasito sobrevivié al proceso de seleccién con los dos antibiéticos

tras sucesivos intentos de transfeccién.
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Figura 22. Efecto de la reduccion de los niveles de expresion de LiEndoG en el crecimiento de
promastigotes de L. infantum. A) Inmuno-blot con el anticuerpo monoclonal a-rLiEndoG frente a
extractos celulares de promastigotes silvestres y de dos clones de promastigotes transfectados con la
construccion pUCI95UTRLiendoG:puro:3UTRLiendoG. Se realizd un control de carga con suero
policlonal a-Hsp70 (1:5000). B) Curva de crecimiento logaritmica de promastigotes silvestres y de 2
clones de promastigotes transfectados con la construccion pUCI95UTRLiendoG:puro:3UTRLiendoG.

Dicha curva esta expresada como el logaritmo en base 2 del namero de parasitos por mL.
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Al tratar con edelfosina los parasitos que presentan uno de los alelos de LiEndoG
delecionados, observamos que éstos son mas resistentes a la muerte por accién de
este farmaco que los parasitos silvestres, pues hay un menor porcentaje de
parasitos TUNEL positivos en los dos clones de parasitos que presentan bajos
niveles de expresiéon de la proteina (pUC195’UTRLiendoG:puro:3’UTRLiendoG (2)

y (6)), comparado con los pardsitos que presentan niveles normales de expresién

(Figura 23).
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Figura 23. Efecto de la reduccion de los niveles de expresion de LiEndoG en promastigotes de
L. infantum bajo un estimulo apoptotico. A) Tincion con TUNEL de promastigotes de L. infantum no
tratados (histograma vacio) y tratados con edelfosina 30pM (histograma violeta). B) Inmuno-blot con
el anticuerpo monoclonal a-rLiEndoG frente a extractos celulares de promastigotes silvestres y de 2
clones de promastigotes transfectados con la construccion pUCI95UTRLiendoG:puro:3UTRLiendoG.

Se realiz6 un control de carga con suero policlonal a-Hsp70 (1:5000).
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LiEndoG se transloca desde la mitocondria hasta el nacleo tras la induccion

de muerte con un estimulo apoptético

En los udltimos afios se ha demostrado que en otros organismos EndoG se
transloca desde la mitocondria hasta el ntcleo incluso durante ciertos procesos
apoptoticos independientes de caspasas, donde interviene en la degradacién del
ADN genémico que tiene lugar en las ultimas etapas del proceso de muerte
celular programada (82,140). Para comprobar si esto mismo le sucede a LiEndoG,
los parasitos que expresan la construccién pIRmcs3(-)LiendoG:¢eGFP se trataron
con la droga edelfosina durante un perfodo de 24 horas. Tal y como se ha
demostrado previamente (Figura 17.B), en ausencia de un estimulo de muerte la
proteina de fusién se encuentra localizada en la mitocondria (Figura 24 A,
Control). Sin embargo, el tratamiento con edelfosina 40uM provoca la salida de la
proteina desde la mitocondria al citosol, para pasar posteriormente al nucleo. La
localizacion nuclear de LiEndoG se deduce por el intenso color amarillo
observado en el 30% de los nicleos tefiidos con ioduro de propidio, como
consecuencia de la co-localizaciéon de la sefial roja de esta sonda intercalante del
ADN con la sefial verde de la fluorescencia asociada a eGFP (Figura 24.A,
edelfosina 40uM). Los nucleos de los parasitos no tratados solo presentan
coloracién roja. En la Figura 24.B se observa un detalle de la co-localizacién tanto
de la proteina de fusién (panel g) como de la proteina endégena incubada con el
anticuerpo monoclonal o-rLiEndoG (panel h) con el ioduro de propidio presente
en el nucleo, como resultado del tratamiento con edelfosina. Los mismos

resultados fueron obtenidos con el tratamiento con miltefosina (Figura 25).
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SUPERPOSICION

Control Edelfosina 40pM

Figura 24. LiEndoG se transloca desde la mitocondria hasta el nuacleo tras la induccion de
muerte con edelfosina. A) Imagen de microscopia confocal de promastigotes de L. infantum
expresando una proteina quimérica resultante de la fusion de LiEndoG a eGFP. DIC: Contraste de
interferencia diferencial. IP: Fluorescencia roja asociada a la sonda nuclear ioduro de propidio. eGFEP:
Fluorescencia verde asociada a la proteina de fusion LiEndoG:eGFP. Superposicion: Imagenes
superpuestas de eGFP e IP. Control: Parasitos no tratados. Edelfosina 40pM: Parasitos tratados con

edelfosina 40pM durante 24h. B) Detalle de imagenes de parasitos control y tratados con edelfosina
40pM. (a-d): Imagenes de DIC. (e y g): Promastigotes expresando la proteina de fusion
LiEndoG:eGFEP y tenidos con ioduro de propidio. (f y h): Promastigotes tenidos con anticuerpo

monoclonal a-rLiEndoG unido a ALEXA y ioduro de propidio.
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Figura 25. LiEndoG se transloca desde la mitocondria hasta el nucleo tras la induccion de
muerte con miltefosina. A) Imagen de microscopia confocal de promastigotes de L. infantum
expresando una proteina quimérica resultante de la fusion de LiEndoG a eGFP. DIC: Contraste de
interferencia diferencial. IP: Fluorescencia roja asociada a la sonda nuclear ioduro de propidio. eGEP:
Fluorescencia verde asociada a la proteina de fusion LiEndoG:eGFP. Superposicion: Imagenes
superpuestas de eGFP e IP. Control: Parasitos no tratados. Miltefosina 70pM: Parasitos tratados con
miltefosina 70pM durante 24h. B) Detalle de imagenes de parasitos control y tratados con miltefosina
70pM. (a-d): Imagenes de DIC. (e y g): Promastigotes expresando la proteina de fusion
LiEndoG:eGFP vy tenidos con ioduro de propidio. (f y h): Promastigotes tefiidos con anticuerpo

monoclonal a-rLiEndoG unido a ALEXA y ioduro de propidio.
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Con objeto de contrastar estos resultados con una segunda técnica, pardsitos
control y pardsitos tratados con edelfosina fueron sometidos a un fraccionamiento
sub-celular. Cada una de las fracciones obtenidas se analizé mediante
electroforesis y un posterior inmuno-blot. En la Figura 26.A se puede comprobar
que en los pardsitos no tratados con edelfosina (parasitos control: carriles C)
LiEndoG se encuentra mayoritariamente localizada en la mitocondria. También es
posible identificar una banda de baja intensidad que indica la presencia de la
proteina en la fraccién nuclear y, todavia con mucha menos intensidad, en el
citosol. Esta localizacién no mitocondrial en células control también fue observada
en el caso de la nucleasa NucA de levaduras por Buttner et al. (2007), que
atribuyen este hecho a las duras condiciones a las que se ven sometidas las células
durante el proceso de fraccionamiento (140). El andlisis de las mismas fracciones
en el caso de pardsitos tratados con edelfosina solo permite detectar la proteina en
la fraccién nuclear (Figura 26.A-carriles Edf), si bien hay que tener en cuenta que
la cantidad de protefna presente en las fracciones de los pardsitos tratados es
mucho menor como consecuencia del proceso de muerte celular masivo causado
por el fiarmaco. Por tanto, los resultados obtenidos tras la localizacién de la
proteina en las distintas fracciones celulares corroboran la migracién de LiEndoG
desde la mitocondria al nicleo de los parasitos tras un estimulo apoptético. Con
objeto de garantizar la calidad del fraccionamiento, las tres fracciones fueron
sometidas a un inmuno-blot con anticuerpos frente a protefnas caracteristicas de
cada una de ellas: H2A para la fraccién nuclear (182), Hsp90 para la fraccién

citosélica (183) y Hsp60 para la fraccién mitocondrial (184) (Figura 26.B).
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Figura 26. LiEndoG se transloca desde la mitocondria hasta el nucleo tras la induccion de
muerte con edelfosina. A) Inmuno-blot con el anticuerpo policlonal a-rLiEndoG frente a fracciones
citosolica, mitocondrial y nuclear de lisados de promastigotes control (C) y promastigotes tratados
con edelfosina 40pM (Edf). B) Inmuno-blots utilizando los anticuerpos a-H2A (control de fraccion
nuclear), a-Hsp90 (control de fraccion citosolica) y a-Hsp60 (control de fraccion mitocondrial)
frente a fracciones nuclear, citosolica y mitocondrial de lisados de promastigotes control (no

tratados) de L. infantum.

Analisis de la funcion de los residuos mas conservados en el centro activo de

LiEndoG

La inspeccién visual detallada del modelo estructural de LiEndoG nos permitié
postular las funciones de los distintos residuos que componen el caracteristico
motivo SRGH. Dado que, como hemos explicado previamente, la His214 presente
en este dominio parece jugar un papel fundamental en el ataque nucleotfilo,
realizamos la mutacién H214A esperando como resultado una proteina totalmente
inactiva. Igualmente, debido a que la Arg212 parece estar involucrada en la
interacciéon del centro activo con el ADN decidimos realizar la mutacién R212A,

esperando observar una bajada importante de la actividad nucleasa. Por otra parte,
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considerando que en la mayorfa de organismos encontramos un Asp en la posicién
equivalente a la Ser 211 de LiEndoG, pensamos en la posibilidad de que la
presencia de esta serina pudiera estar relacionada con un mecanismo de regulacién
por fostforilacién, ya que una serina fosforilada constituye un biomimético de un
aspartato (185). Por ello decidimos llevar a cabo la mutacién S211D, esperando un
incremento de la actividad nucleasa, asi como la mutacién S211A, con la cual

esperdbamos reducir significativamente esta actividad.

Las secuencias codificantes para cada una de las protefnas mutantes se generaron
mediante un proceso de mutagénesis dirigida sobre pRSET LiendoG. Las nuevas
construcciones se utilizaron para transformar bacterias E. coli BL21(DE3) y
posteriormente se realizaron los mismos protocolos de expresién y purificacién

aplicados para la obtencién de rLiEndoG silvestre nativa (Figura 28).
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Figura 28. Purificacion de las distintas mutantes de LiEndoG: rLiEndoG-S211A, rLiEndoG-
S211D, rLiEndoG-H214A y rLiEndoG-R212A por renaturalizacion en la columna. PM: Marcador
de peso molecular. Pre: Pre-induccion. Post: Post- induccion. L1: 1% lavado. 1.2: 2° lavado. El: Fraccion
de elucion 1. E2: Fraccion de elucion 2. E3: Fraccion de elucion 3. E4: Fraccion de elucion 4. E5:

Fraccion de elucion 5.
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Un primer anélisis de la actividad de las distintas mutantes mediante digestién de
ADN superenrrollado in wvitro y posterior andlisis de las muestras mediante
electroforesis en gel de agarosa revela que, tal y como cabia esperar, las mutantes
rLiEndoG-H214A y rLiEndoG-R212A son completamente inactivas (Figura
29.A; carriles H214A y R212A) dado el importante papel predicho para ambas:
como base general que ataca al agua durante el ataque nucleofilo (His214), y como
uno de los residuos responsables de interactuar con el ADN (Arg212). Por otro
lado, y sorprendentemente, considerando que la mayoria de las EndoG descritas
en la literatura presentan un dominio DRGH en lugar del SRGH caracteristico de
los tripanosomatidos, la mutacién S211D genera una proteina practicamente
inactiva (Figura 29.A; carril S211D). Por el contrario, la mutacién S211A tan sélo
genera una ligera pérdida de actividad, sin llegar a inactivar a la proteina por
completo (Figura 29.A; carril S211A). Como cabfa esperar, la adicién de Mg?*
(12,5uM) a la reaccién de digestiéon aumenta la actividad de la proteina silvestre,
efecto que también se observa en la mutante rLiEndoG-S211A (Figura 29.B;
silvestre y S211A), pero no en las mutantes S211D, H214A y R212A (Figura
29.B; S211D, H214A y R212A)

Resultados equivalentes se obtuvieron para el ensayo de actividad tras
electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS-ADN, donde solo se observa actividad
para la proteina silvestre y para la mutante rLiEndoG-S211A (Figura 29.C). El
hecho de que todas las versiones de la proteina tengan la posibilidad de
renaturalizar en el gel en las mismas condiciones permite descartar que las
distintas actividades observadas en los ensayos de digestion de ADN puedan ser
debidas a variaciones en las condiciones de renaturalizacién de las proteinas

durante su proceso de purificacién.
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+MgCl, (12,5uM)

Figura 29. Digestiones con rLiEndoG y las mutantes rLiEndoG-S211A, rLiEndoG-S211D,
rLiEndoG-H214A y rLiEndoG-R212A. A) Ipg de pRSET fue digerido durante 1h con 0,2pg de
rLiEndoG vy las distintas mutantes del dominio SRGH. Los productos de la digestion fueron
sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 1% y visualizados bajo luz UV. B) Ipg de pRSET fue
digerido durante 1h con 0,2pg de rLiEndoG y las distintas mutantes del dominio SRGH en presencia

de 12,5pM de MgCIz. Los productos de la digestion fueron sometidos a electroforesis en gel de

agarosa al 1% y visualizados bajo luz UV. C) Electroforesis de poliacrilamida-SDS-ADN: 4pg de cada
proteina fueron sometidos a electroforesis en gel de poliacrilamida conteniendo SDS y ADN de
esperma de salmon. El gel fue incubado en TEM a 37°C durante 16h, tefido con Img/ml de bromuro

de etidio y visualizado bajo luz UV.

Para comparar las propiedades cinéticas de cada una de las mutantes con respecto
a las de rLiEndoG silvestre, se realiz6 una monitorizacién en tiempo real de las
digestiones mediante un ensayo fluorimétrico. Como sustrato para la digestién se
utilizaron concentraciones crecientes de la sonda de cadena sencilla
FAMS'CTGTCGCTACCTGTGG3 TAMRA (Molecular Probes). En la sonda
intacta, el extremo 8 marcado con el fluoré6foro TAMRA actia bloqueando la
sefal emitida por el fluoréforo FAM, situado en el extremo 5’. Cuando rLiEndoG
produce un corte en la sonda, los fluoréforos se separan y la sefial de FAM queda
desbloqueada, de modo que podemos correlacionar el incremento de la sefial con la

degradacién producida por la nucleasa.
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Figura 30. Digestion de ADN de cadena sencilla con rLiEndoG visualizada en tiempo real
mediante fluorimetria. Se digirieron distintas cantidades (3pmoles, 10pmoles, 30pmoles, 90pmoles y

270pmoles) de la sonda de cadena sencilla FAMSCTGTCGCTACCTGTGG3TAMRA con 1,3pg de

rLiEndoG silvestre. Las digestiones fueron monitorizadas en tiempo real por fluorimetria.
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Con objeto de intentar determinar las constantes cinéticas tanto de la proteina
silvestre como de cada una de sus mutantes, se realizé un barrido de actividad con
6 concentraciones distintas de la sonda de ADN (6nM, 12nM, 20nM, 60nM,
180nM y 240nM) (Figura 31). La mutante rLiEndoG-H214A se excluy6 del
estudio dada su nula actividad. Por motivos similares, la actividad de
rLiEndoG-R212A se analiz6 tan solo a las tres concentraciones de sustrato mas
altas, mostrando una capacidad para degradar la sonda practicamente nula. Al
igual que lo observado en los geles de agarosa y poliacrilamida, la mutante
rLiEndoG-S211A presenta una actividad ligeramente menor que la protefna
silvestre, y la mutante rLiEndoG-5S211D, una caida de actividad muy pronunciada

(Figura 31).

Con los datos obtenidos pretendimos calcular las velocidades iniciales de reaccién
a cada una de las concentraciones de sustrato, y con ellas determinar las
constantes cinéticas de la protefna silvestre y de cada una de las mutantes
mediante el software Grafit6 (Erithacus). Para nuestra sorpresa, tanto los métodos
de regresion lineal como los de regresién no lineal fueron incapaces de ajustar los
datos obtenidos a la ecuacién de Michaelis Menten. La causa probable de ello
radica en el hecho de que nuestro método tan solo detecta el primero de los cortes
producidos por la nucleasa en el oligonucle6tido, aquel que causa la separacién
entre FAM y TAMRA. La actividad nucleasa sobre el resto de los enlaces
tfosfodiester del oligonucleétido no es detectada, por lo que un elevado porcentaje

de la actividad no es estimado, lo que imposibilita el ajuste.
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Figura 31. Digestion de ADN de cadena sencilla por rLiEndoG y las mutantes rLiEndoG-S211A,
rLiEndoG-S211D y rLiEndoG-R212A visualizada en tiempo real mediante fluorimetria. Se

utilizaron 13pg de rLiEndoG silvestre y de las distintas mutantes del dominio SRGH para la
digestion de la sonda de cadena sencilla FAMSCTGTCGCTACCTGTGG3TAMRA a una

concentracion de: A) 540nM. B) 180nM. C) 60nM. D) 20nM. E) 12nM. F) 6nM.
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Estudio del papel del residuo 211 en el motivo S/DRGH

En un principio, y debido al alto grado de conservacién en tripanosomatidos de la
Ser en el motivo SRGH (en lugar del motivo DRGH presente en la mayorfa de las
nucleasas de esta familia), pensamos que la Ser211 podria ser importante para la
catélisis, ofreciendo apoyo estructural a la cadena lateral de la Asn246. Por esta
razén llevamos a cabo la mutacién S211A, encontrando que esta sustitucién no
afecta practicamente a la actividad de la nucleasa. Este hallazgo parece descartar
un papel fundamental para la Ser211 en el mecanismo catalitico de esta enzima.
Por otra parte, considerando que el Asp es el aminoacido equivalente a la Ser que
estd presente en el centro activo de gran parte de las EndoGs de otros
organismos, realizamos también la mutacién S211D. Sorprendentemente este

cambio provocé una importante pérdida de actividad.

En un intento de comprender por qué la sustitucién S211D causa un efecto tan
drastico en la actividad de la nucleasa, iniciamos un estudio del posible papel del
residuo de Asp en el centro activo de DmEndoG. El analisis de la estructura de

esta protefna revela que dicho aspdrtico interacciona mediante dos enlaces de

hidrégeno con la Arg188, causando una deformacién en el extremo de la hélice o
que forma parte del sitio activo, que facilita el que este segmento de secuencia
aporte varios residuos a la esfera de coordinacién del cation Mg?*. Segiin nuestro
modelo, LiIEndoG presenta un residuo de Ala en el lugar de dicha Arg. Parece
evidente que esta Ala no presenta ninguna capacidad para interaccionar con el Asp
caracteristico del motivo DRGH, debido a su pequefio tamafio y a su caracter
apolar. Con el fin de intentar reproducir en LiEndoG-S211D la interaccién Arg—
Asp observada en el centro activo de la DmEndoG, procedimos a introducir en
esta enzima mutante una segunda sustitucién, concretamente incorporar una Arg
en la posicién de la Ala247 con el objetivo de recuperar la actividad nucleasa

(Figura 32).
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Figura 32. Base estructural para las mutaciones en las posiciones 211 y 247 de LiEndoG. A) Tipo
silvestre. B) Mutante S211D. C. Doble mutante S211D/A247R. Obsérvese la proximidad espacial de

estos dos ultimos residuos y la interaccion electrostatica favorable entre sus cadenas laterales. Las

mutaciones se realizaron sobre el modelo de LiEndoG utilizando el programa PyMol.

Tras la expresion y purificacién de esta nueva enzima mutante (LiEndoG-
S211D/A247R (Figura 83.A), observamos efectivamente un rescate de la
actividad nucleasa (Figuras 33.B y 33.C), confirmdndose asi por extrapolacién la
relevancia funcional de la interaccién entre estos dos residuos, al menos en
DmEndoG. Sin embargo, estos resultados, por si mismos, no nos permiten

explicar el efecto inactivante de LiEndoG por la mutaciéon S211D.
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Figura 33. Purificacion y actividad de la mutante rLiEndoG-S211D/A247R. A) Purificacion por
renaturalizacion de la mutante rLiEndoG-S211/A247R. PM: Marcador de peso molecular. Pre: Pre-
induccion. Post: Post-induccion. El: Fraccion de elucion 1. E2: Fraccion de elucion 2. E3: Fraccion de
elucion 3. E4: Fraccion de elucion 4. E5: Fraccion de elucion 5. E6: Fraccion de elucion 6. B) Analisis
de la actividad de la mutante rliEndoGS211D/A247R en comparacion con la proteina silvestre y
distintas mutantes del motivo SRGH mediante electroforesis en gel de agarosa. 1pg de pRSET fue
digerido durante 1h con 0,2pg de rLiEndoG y de las distintas mutantes. Se incluyo un control sin
digerir, C(-), y un control del plasmido en presencia del tampon de elucion utilizado en la
putificacion de las proteinas. C) Analisis de la actividad de la mutante rLiEndoGS211D/A247R por

fluorimetria en comparacion con la proteina silvestre y otras mutantes disponibles.

LiEndoG presenta un posible dominio de autoinhibicién

Como hemos comentado previamente, LiEndoG guarda alta identidad de

secuencia con su homoéloga en D. melanogaster (cristalizada recientemente en un
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complejo con su inhibidor EndoGI (1387)), lo que nos permiti6 actualizar nuestro
modelo por homologia. Al analizar en detalle dicho modelo nos percatamos de que
la regién correspondiente a los aminoacidos 144—180, que solo esta presente en la
proteina de Leishmania y que por lo tanto no guarda identidad con la de
Drosophila, se localiza practicamente en la misma regién espacial en la que se ubica
EndoGI para bloquear el sitio catalitico en la estructura experimentalmente
resuelta del complejo EndoG/EndoGI de DmEndoG (Figura 84, regiones en

ptrpura).

A o B

Figura 34. Comparacion de la localizacion espacial del posible dominio de autoinhibicion de
LiEndoG y la ubicacion del inhibidor EndoGI en el complejo que forma con DmEndoG. A)
Modelo de LiEndoG (verde) con los residuos que coinciden con la localizacion de EndoGI en

parpura. B) Estructura de DmEndoG (azul) y su inhibidor EndoGI (en puarpura).

Mas aln, resulta especialmente llamativo comprobar que este dominio (préximo
en la secuencia primaria al motivo SRGH de LikEndoG, Figura 35) esta constituido
por una regién presuntamente desordenada estructuralmente que es muy rica en
aminodcidos de cardcter acido y que serfa capaz de competir con el ADN por su
unién al centro activo de la nucleasa, de modo semejante a como lo hace el parche
cargado negativamente en la superficie molecular de los dominios 1 y 2 del

inhibidor EndoGI de Drosophila.
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Figura 35. Alineamiento realizado por Clustal W de las secuencias de las EndoG de L. infantum,
L. major, L. braziliensisy D. melanogaster. “*” significa que los aminoacidos son idénticos en todas

w,»

las secuencias del alineamiento. “” significa que se ha producido una sustitucion conservativa de un

w»

aminoacido por otro. “” significa que se ha producido una sustitucion semi-conservativa de un
aminoacido por otro. Codigo de colores: Magenta (residuo basico), azul (residuo acido), rojo (residuo
hidrofobo) y verde (residuo polar). El recuadro verde engloba el caracteristico dominio (D/S)RGH.
Los recuadros azules engloban los aminoacidos que forman parte del dominio de LiEndoG cuya
localizacion espacial se espera que coincida con la de EndoGI. Los recuadros rosados engloban los
aminoacidos de la secuencia de DmEndoG que fueron incluidos en la secuencia de LiEndoG durante

el proceso de mutagénesis.
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Es necesario sefialar que no ha sido posible modelar de forma fiable este dominio
ya que no guarda homologfa de secuencia con ninguna de las proteinas presentes
en el PDB y se predice como una regién intrinsecamente desordenada, lo cual
sugiere un papel regulador (186). Por las razones anteriores nos planteamos la
posibilidad de que esta regién pudiese estar desempefiando en LiEndoG una
funcién equivalente a la de EndoGI en Drosophila, es decir, que se tratara de un
dominio de autoinhibicién de la propia nucleasa (en determinadas circunstancias).
En consecuencia, procedimos a clonar en el plasmido integrativo pIRmcs3(-) la
secuencia de LiEndoG pero eliminando esta regién. En el caso de que realmente
esta secuencia desemperie un papel autoinhibidor, seria esperable que los parasitos
transfectados con esta construccién expresasen una protefna constitutivamente
activa que podria conducir a una degradacién no regulada de su ADN y a una

limitacién de su viabilidad.

Con el fin de expresar una proteina que careciera de este posible dominio

inhibidor (LiEndoGA144-180), los 86 residuos comprendidos entre las posiciones
144y 180 de LiEndoG (Figura 85, recuadros azules) fueron sustituidos por los 5
residuos comprendidos entre las posiciones 117 y 121 de la proteina homdloga
DmEndoG (Figura 85, recuadros rosados), en un intento de minimizar las
posibles alteraciones que esta delecién pudiera causar sobre el resto de la

estructura de la proteina.

La secuencia de nucleétidos correspondiente a LiEndoGA144-180 fue clonada en
primer lugar en el vector de expresién en bacterias pRSET, procediéndose a la
purificacién de la proteina mutada segun las condiciones ya descritas (Figura
86.A). Los resultados mostrados en la Figura 36.B demuestran que la nueva
version de la protefna presenta una actividad iz vitro similar a la de la proteina
silvestre, lo que demuestra que LiIEndoGA144-180 es capaz de plegarse de forma

correcta manteniendo su actividad enzimatica.
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Figura 36. rLiEndo GA144-180 presenta actividad nucleasa. A) Purificacion de rLiEndoGA144-180.
PM: Marcador de peso molecular. Pre: Pre-induccion. Post: Post-induccion. El: Fraccion de elucion 1.
E2: Fraccion de elucion 2. E3: Fraccion de elucion 3. E4: Fraccion de elucion 4. E5: Fraccion de

elucion 5. B) Digestion de 30pmoles de ADN de cadena sencilla con 13pg de rLiEndoG y

rLiEndoGA144-180, visualizada en tiempo real mediante fluorimetria.

Una vez comprobada la estabilidad de la proteina mutante, procedimos a intentar
evaluar su posible efecto sobre los pardsitos. Para ello se cloné su secuencia
codificante en el vector integrativo pIRmcs3(-), generdndose la construccién
pIRmcs3(-)LiendoGA144-180. E1 ADN de dicha construccién junto con los de la
construccién pIRmcs3(-)LiendoG y el vector vacio pIRmcs3(-) se utilizaron para
transfectar promastigotes silvestres de L. mfantum. Todas las transfecciones se
realizaron por triplicado. Tras completar el proceso de seleccién por antibidtico,

pudimos observar que el niimero de parasitos presentes en los tres triplicados que
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contenfan parasitos transfectados con la construccién pIRmcs3(-)LiendoGA144-
180 era significativamente menor al nimero de parasitos transfectados con la
construccién pIRmcs3(-)LiendoG o con el vector vacio (Figura 387). Nuestros
resultados indican que la expresién de LiendoGA144-180 en los promastigotes
tiene un efecto deletéreo. La toxicidad de esta versién de la proteina avala la
hipétesis de que la regién comprendida entre los residuos 144y 180 constituye un

dominio de autoinhibicidn.

% De promastigotes vivos tras 10 dias de seleccion con
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Figura 37. Porcentaje de promastigotes vivos transfectados con la construccion
pIRmcs3(-) LiendoGAI44-180 tras el proceso de seleccion con antibiotico. 40x10° parasitos
fueron electroporados con 3pg de de pIRmes3(-),pIRmcs3(-)LiendoG, pIRmcs3(-)LiendoGA144-180, asi
como en ausencia de ADN (Control -) y seleccionados con nourseotricina 150pM durante 10 dias. El
contaje de parasitos vivos se realizo de forma cualitativa mediante citometria de flujo, discriminando

los parasitos muertos por marcaje con ioduro de propidio.
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Los dominios de autoinhibicién presentes en las protefnas estdn habitualmente
sometidos a procesos de regulacién que modifican su estructura y permiten, de
esta manera, regular la actividad del enzima. Asf ocurre, por ejemplo, en el caso de
la glutatién—S-transferasa (187), cuya actividad se ve regulada mediante el efecto
que la variacién del pH tiene sobre su dominio de inhibicién. En este sentido, y
dada la relevancia de las cargas negativas asociadas a los residuos de aspértico de
la regién inhibidora, nos planteamos comparar la actividad de rLiEndoG y de
rLiEndoGA144-180 a lo largo de un rango de pH. En la Figura 88 podemos
observar cémo ambas proteinas son inactivas a pHs acidos, y presentan un pH
6ptimo de 6,5. Pero rLiEndoGA144-180 presenta también actividad 6ptima a pH
7,6 y mucha mayor actividad que la proteina silvestre a pH 8,5 y 9,5, demostrando
que efectivamente existen diferencias en la actividad de ambas versiones de la

nucleasa en funcién del pH.

Asumiendo que, tal y como se ha demostrado para otras proteinas, los pKa
aparentes de los residuos de aspartico pueden variar significativamente en funcién
del entorno proteico en que estén situados, podemos considerar que la inhibicién
de la proteina silvestre a pHs bdsicos es consecuencia del incremento de cargas
negativas en la regién inhibidora segin aumenta el pH. De esta forma, dicha
regién se estructurarfa bloqueando el acceso del ADN al centro activo. La
ausencia del dominio de inhibicién en LiEndoGA144-180 permitirfa a la nucleasa

mantener su actividad a pH basico.
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Figura 38. rLiEndoGAI144-180 y rLiEndoG presentan diferencias en su actividad en funcion del

pH. Ipg de plasmido fue digerido en presencia de 0,2pg de rLiEndoG o rLiEndoGA144-180 en tampon
AcNa 10mM, Mes I0mM y Tris 20mM a distintos pHs (4,5-9,5) durante 1h a 37°C. Como control se
utilizo plasmido sin digerir, C(-). Los productos de la digestion fueron sometidos a electroforesis en

gel de agarosa al 1% y visualizados bajo luz UV.

El compuesto LEI-49 inhibe la actividad de rLiEndoG

En los altimos afios nuestro laboratorio ha puesto a punto un protocolo de cribado
de compuestos procedentes de diversos laboratorios de sintesis, con el objetivo de
encontrar algin compuesto con actividad leishmanicida y baja citotoxicidad (bajos
efectos adversos en las células del hospedador mamifero). Para ello, se han testado
dichos compuestos tanto en la forma promastigote como en la forma amastigote
de Leishmania, en lineas celulares hospedadoras (estudios de citotoxicidad), y
estudios de actividad anti-Lezshmania en células hospedadoras infectadas con

amastigotes. Para determinar el porcentaje de muerte de los parasitos en cultivo,
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se realizaron ensayos de incorporacién de ioduro de propidio tras el tratamiento
con los distintos compuestos. Algunos de estos compuestos resultaron ser muy
eficaces, presentando un alto efecto leishmanicida y baja citotoxicidad. Es por ello
que nuestra curiosidad nos llevé a testar aquellos compuestos que eran mas
efectivos con algunas de las lineas transgénicas de L. infantum creadas en nuestro
laboratorio, y entre las cuales se encuentra la linea que sobre-expresa LiendoG.
Sorprendentemente, algunos de los compuestos resultaron ser menos eficaces a la
hora de matar a los parasitos que sobre-expresan LiendoG, en comparacién con los
resultados obtenidos al tratar los parasitos silvestres. Dichos compuestos son
andlogos de nucleésidos que habfan sido descritos con anterioridad como
inhibidores de la timidina-kinasa (188). Su actividad anti-Leishmania parece
requerir la presencia de un grupo tritilo en la posicién 5" del nucledésido y un
enlace éster en la posicién 3’, segin estudios de relacién estructura-actividad
realizados en nuestro laboratorio en colaboracién con el laboratorio de sintesis.
Un ejemplo de estos compuestos optimizados es el compuesto LEI-49, andlogo de

timidina cuya estructura se puede observar en el siguiente esquema:

Desoxirribosa

En la Figura 39 se demuestra que los pardsitos que sobre-expresan LiendoG son
mas resistentes a la muerte por accién de el compuesto LEI-49 que los parasitos
transfectados con el vector vacfo, segin se deduce del andlisis del ntimero de

parésitos que han incorporado ioduro de propidio.
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Figura 39. La sobre-expresion de LiendoG protege de la muerte inducida por el compuesto LEI-
49. A) 2x10° promastigotes transfectados con el vector vacio pIRmes3(-) y dos clones transfectados
con la construccion pIRmes3(-)LiendoG fueron tratados durante 24h con el compuesto LEI49 a una
concentracion de 4,5uM. El porcentaje de parasitos IP positivos fue medido mediante citometria de
flujo. B) Inmuno-blot de lisados de parasitos transfectados con el vector pIRmes3(-) y dos clones
transfectados con la construccion pIRmes3(-)LiendoG frente al anticuerpo monoclonal o-rLiEndoG.

Control de carga realizado con el anticuerpo policlonal Hsp70 (1:5000).

Este resultado nos llevé a pensar que esta clase de compuestos pudiesen estar
interfiriendo de alguna manera con la actividad de LiEndoG. Por ello, realizamos
un ensayo de actividad con rLiEndoG sobre ADN de cadena doble (ADNcd) en
presencia del compuesto LEI-49. Para obtener una sonda fluorescente de cadena
doble, hibridamos dos oligonucleétidos reversos y complementarios, marcando
uno de ellos en el extremo 5’ con el fluoréforo TAMRA, y el otro en el extremo 38’
con el fluoréforo FAM, de tal forma que al hibridar ambos oligos, TAMRA
bloquea la fluorescencia emitida por FAM. Cuando rLiEndoG digiere la doble
hebra, las cadenas se separan y TAMRA se distancia de FAM, dejando de

bloquear su fluorescencia, como se muestra en el siguiente esquema:
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Amortiguacion de la ﬁCTGTCGCTACCTGTGGs’
$GACAGCGATGGACACCS'

fluorescencia
b'(yM/
by

fluorescencia 3G GATGGACACCs

Amortiguacién de la ﬂC;%CTACCTGTGGB’

Al digerir el ADNcd con rLiEndoG en presencia de LEI-49, observamos que el
compuesto produce una inhibicién de la actividad nucleasa, que es inversamente
proporcional a la cantidad de ADN presente en la reaccién (Figura 40.A, ADN
150nM y 40.B, ADN 15nM). A la vista de estos resultados, nos preguntamos si el
compuesto LEI-49 serfa capaz de inhibir la actividad de otras nucleasas, y para
ello realizamos una digestién de la sonda de doble cadena con la endonucleasa
ADNasal en presencia del compuesto. Como se muestra en la Figura 40.C, el
compuesto LEI-49 no inhibe en absoluto la actividad de la ADNasal. Este
resultado confirma ademés que el compuesto no presenta ningtn tipo de actividad
amortiguadora de la sefial fluorescente que pudiera estar interfiriendo con el

ensayo.
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Figura 40. El compuesto LEI-49 inhibe la actividad de rLiEndoG pero no la de la ADNasal.
Deteccion mediante fluorimetria de: A) Digestion de ADNed (150nM) con 0,21pg de rLiEndoG en
presencia del compuesto LEI-49. B) Digestion de ADNcd (15nM) con 0,2lpg de rLiEndoG en
presencia del compuesto LEI-49. C) Digestion de ADNed (150nM) con 20U de ADNAasal en

presencia del compuesto LEI-49.
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Discusion

“He who asks s a fool for five minutes, but he who does not ask

remazins a_fool forever”.

Chinese Proverb
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DISCUSION

EndoG: la primera proteina efectora del proceso apoptdtico descrita en

tripanosomatidos

Como hemos comentado en la introduccién de esta tesis, la MCP en metazoos es
un proceso bien caracterizado que tiene una funcién clave tanto en el desarrollo
del organismo, regulando procesos de morfogénesis y diferenciacién sexual, como
en la vida adulta permitiendo la homeostasis de los tejidos, la eliminacién de
células danadas o anormales y como defensa contra las infecciones. Sin embargo,
la presencia de fenotipos que se corresponden con procesos de MCP en
organismos unicelulares ha sido motivo de controversia durante mucho tiempo, si
bien es cierto que el alto niimero de estudios realizados al respecto durante los
ultimos afos ha llevado a la aceptacién de su existencia y al reconocimiento de su
relevancia. De todos modos, todavia queda mucho camino para la completa
comprensién de este proceso y son pocos los factores involucrados en el mismo

que han sido descritos en organismos unicelulares.

Los avances en la secuenciacién completa de diversos genomas de protozoos han
permitido la btisqueda de secuencias de ADN que puedan codificar proteinas
similares a aquellas relacionadas con procesos de MCP en organismos superiores.
La busqueda de genes implicados en el proceso de autofagia en tripanosomatidos
ha sido fructifera y se han encontrado varios homoélogos a genes ATG (genes
relacionados con autofagia), si bien parece que el nimero de genes involucrados en
autofagia es mucho mds limitado en estos parasitos que, por ejemplo, en levaduras,
las cuales cuentan con hasta 31 genes ATG (97). Estos genes han sido objeto de
estudio durante los Gltimos afios y se ha comprobado su especial relevancia en la
diferenciacién y adaptacién a los cambios sufridos durante el ciclo de vida de
tripanosomdtidos. Estos parasitos, por otra parte, constituyen un modelo sencillo
que podria ayudarnos a la mejor comprensién del proceso autofigico en eucariotas

superiores (189-191).
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Por otra parte, durante la bisqueda de genes implicados en el proceso apoptético
en tripanosomatidos, no ha sido posible encontrar ningtin gen con secuencia
similar a aquellos que codifican para proteinas de la familia Bcl-2, que como hemos
comentado previamente son las principales reguladoras del proceso apoptético en
metazoos. Tampoco se han encontrado homélogos para los genes codificantes de
caspasas, otra familia de protefnas con un importante papel en la muerte por
apoptosis. Sin embargo, la demostracién de que promastigotes transtectados con
la secuencia codificante de la proteina Bcl-Xi humana son més resistentes a la
muerte por choque térmico (192) (estimulo fisiol6gico que cursa con un fenotipo
apoptético en Leishmania (93)), la deteccién de actividad proteasa similar a
caspasas (101,107) y el hecho de que los inhibidores de caspasas sean capaces de
modular la respuesta celular de este parasito a diversos estimulos de muerte
(105,107,198), sugiere que algunos de los factores implicados en los procesos
similares a apoptosis observados en Leishmania deben ser analogos a factores ya
descritos en otros organismos. De hecho, la comparacién de secuencias con un
amplio espectro de organismos ha permitido la identificacién en el genoma de
distintas especies de Lezshmania, de genes que muestran un alto grado de similitud
con los genes de metacaspasas. Los productos de estos genes interfieren con la
regulacién del ciclo celular (112), producen un incremento de la sensibilidad de los
parasitos a la muerte inducida por peréxido de hidrégeno (114) e incluso pueden
reemplazar a una metacaspasa de levaduras (113), pero no parecen estar
directamente relacionados con la actividad similar a caspasas previamente

mencionada.

Mientras que la btsqueda de genes implicados en la regulacién de la muerte
similar a apoptosis en el pardsito parece por el momento una tarea més
complicada, el andlisis de los genomas de protozoos si ha permitido la
identificacién de genes codificantes para putativas proteinas efectoras, basandose
en su similitud de secuencia con sus homdlogos en metazoos. Este es el caso de la
EndoG de L. infantum (LiEndoG), cuyo alto grado de similitud con las secuencias

de Endonucleasas G de otros organismos la convirtié en una gran candidata para
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el estudio de proteinas implicadas en los procesos similares a apoptosis observados

en el parasito.

LiEndoG se localiza en la mitocondria de los parasitos sanos, pero se

transloca al nicleo bajo un estimulo apoptdtico

Una de las principales caracteristicas de las Endonucleasas G es su localizacién en
el interior de la mitocondria, adonde son transportadas gracias a un péptido sefal
presente en su extremo amino terminal (138). Al analizar la secuencia de LiEndoG
utilizando el algoritmo de prediccién de sefiales de localizacién mitocondrial del
programa MITOPROT, se obtuvo una secuencia putativa correspondiente a 25
aminodcidos. Esta secuencia es completamente distinta a la del péptido senal de la
EndoG de mamiteros, y también distinta a la codificante para el péptido sefal de la
ARNasa HIIC de Leishmanza, proteina de conocida localizacién mitocondrial en el
parasito (176). A pesar de estas diferencias, los primeros 40 aminodcidos de
LiEndoG son suficientes para localizar a la proteina eGFP en la mitocondria del
parésito. Dicha localizaciéon se confirmé para la fusién de la secuencia codificante

completa de LiEndoG con eGFP, asf como para la proteina endégena.

La edelfosina y la miltefosina son derivados de alkil-fosfolipidos capaces de inducir
un proceso similar a apoptosis en Lezshmania (103,104). Por esa razén utilizamos
ambos firmacos para seguir los posibles cambios en la distribucién de LiEndoG
bajo un estimulo apoptético. Al igual que sucede con otras Endonucleasas G
descritas (82,140), nuestros resultados demuestran que LiEEndoG migra al nicleo
durante el proceso apoptético. El hecho de que, tras el tratamiento con edelfosina
y miltefosina, se observe un mayor ntmero de parasitos TUNEL positivos en los
parésitos que sobre-expresan LiendoG indica que la protefna participa en los
procesos de degradacién del ADN nuclear caracteristicos de la muerte similar
apoptosis que se produce en el parasito. Se trata por tanto de la primera protefna
efectora involucrada en el proceso similar a apoptosis observado en Leishmania

que se ha caracterizado hasta la fecha.
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La variacion en los niveles de expresion de LiEndoG afecta al crecimiento

celular y a la supervivencia de los promastigotes de L. infantum

Nuestros resultados indican que la sobre-expresiéon de LiendoG en los
promastigotes no parece tener ningun efecto sobre el crecimiento normal de los
parasitos. Sin embargo, como hemos mencionado en el apartado anterior, tras el
tratamiento con un estimulo de muerte el niimero de parasitos TUNEL positivos
es mayor en el caso de los pardsitos que sobre-expresan LiendoG que en los
parésitos transfectados con el vector vacio. En este mismo sentido, cuando
eliminamos una de las copias del gen que codifica LiEngoG y, en consecuencia,
reducimos la concentracién de dicha proteina en los parasitos, observamos que el
tratamiento con edelfosina da lugar a un menor nimero de parésitos TUNEL
positivos. Un resultado analogo ha sido descrito muy recientemente para la

EndoG de L. donovani tras tratamiento con peréxido de hidrégeno (194).

Nuestros resultados demuestran la existencia de un crecimiento mas lento en
condiciones normales de cultivo en aquellos clones en los que se ha producido la
delecién de uno de los alelos del gen de copia tnica de EndoG existente en
L. infantum. Nuestros intentos por tratar de obtener parasitos con ambas copias
del gen delecionadas fueron infructuosos dado que condujeron a la muerte de
todos los parasitos tras el tratamiento con los dos antibidticos empleados para
seleccionar los individuos portadores de la delecién. Estos resultados sugieren que
la eliminacién de LiEndoG en L. infantum es letal. Sin embargo, los resultados
mostrados por Gannavaram y colaboradores (194) mediante silenciamiento de la
expresion de EndoG por ARNI, no parecen indicar ningtn efecto en respuesta a la
reduccién de los niveles de EndoG en el crecimiento de Trypanosoma brucei,

parasito perteneciente a la misma familia que Lezshmania.

Por lo tanto, segtin nuestros resultados. LiEndoG estarfa interviniendo no solo
durante el proceso similar a apoptosis observado en el parasito, sino que también
podria estar jugando un papel pro-vida, de modo similar al descrito para su

homoéloga en levaduras, Nuclp (140). El efecto de la deplecion de EndoG sobre el
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crecimiento de los pardsitos, conjuntamente con los resultados mostrados
previamente acerca de su actividad endo-exonucleasa, sugieren la idea de su
posible implicacién en procesos de reparacién, replicacién y recombinacién del
ADNEk. Un posible papel en la recombinacién del ADN mitocondrial también ha
sido sugerido para explicar la ralentizacién (140) y la eliminacién selectiva de
células poliploides durante el crecimiento exponencial en levaduras causado por la
deleciéon de Nuclp (195). Asi mismo, también se le han atribuido funciones
relacionadas con reparacién, recombinacién o replicaciéon del ADN mitocondrial a
otras EndoGs presentes en organismos como Drosophila, C. elegans, y en
mamiferos, tras numerosos experimentos realizados iz vitro y de los cuales hemos
hecho un amplio resumen en la introduccién de esta tesis (128,138,146,148-152).
Sin embargo, estas funciones pro-vida de EndoG estin pendientes de una
confirmacién definitiva i wvivo, pues por ejemplo, los resultados acerca de la
importancia de la eliminacién de EndoG en la supervivencia de ratones son
contradictorios. Como mencionamos en la introduccién de esta tesis, es
importante mencionar que el gen de EndoG en ratones se encuentra solapado con
otro gen de funcién desconocida. Los grupos que no han conseguido ver ninguna
clase de fenotipo en estos animales, se limitan a eliminar solamente el gen que
codifica para EndoG (14:1,142); por el contrario, en el trabajo en el cual se describe
la muerte de los ratones por efecto de la supresién de EndoG, ambos genes han
sido eliminados (143). Este ultimo trabajo concuerda con los resultados que
indican que la disminucién de los niveles de EndoG por ARNi en células de
mamifero causa una defecto de la proliferacién celular (185). Por lo tanto, merece
la pena ahondar en el estudio del posible papel que EndoG estéd ejerciendo en la
mitocondria de Lezshmanzia, con el fin de explicar por qué parece ser una proteina
importante para el crecimiento del parasito en condiciones normales de cultivo y,

simultdneamente, para la muerte celular ante un estimulo apoptético.
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Caracterizacion molecular de LiEndoG

Construccién y anilisis de un modelo estructural para LiEndoG

Una vez conseguimos el producto del gen que codifica la supuesta LiEndoG, nos
dispusimos a construir un modelo tridimensional de la protefna para comprender
su estructura y caracterizar los principales residuos implicados en el mecanismo
catalitico. Las predicciones de los elementos de estructura secundaria y el patrén
de plegamiento global sugirieron de forma inequivoca que LiEndoG es
estructuralmente homoéloga a otras EndoGs previamente caracterizadas en
diversos organismos y forma parte de la superfamilia de nucleasas que presentan
un motivo BPa de unién a un catién metalico. Mds atn, fue posible obtener dos
modelos tridimensionales de LiEndoG tomando como moldes las estructuras
cristalogréficas de las nucleasas de Serratia marcescens y NucA de Anabaena sp., ast
como de la Endonucleasa G de Drosophila melanogaster (DmEndoG), cristalizada
mas recientemente. LiEndoG guarda una manifiesta homologfa general con estas
otras proteinas y comparte con ellas el caracteristico motivo DRGH, considerado
el principal responsable de la catélisis (133), con la salvedad de que el Asp (D) se
encuentra reemplazado en Leishmania por una Ser (S211 en L. infantum). Esta

sustitucién se encuentra conservada en todos los tripanosomatidos (194).

Una primera inspeccién visual de nuestro modelo con el fin de explicar el porqué
del reemplazamiento de un Asp tan conservado en otras especies por una Ser nos
llevé a pensar que el grupo hidroxilo de la S211 de LiEndoG podria estar
interviniendo en el apoyo estructural de la cadena lateral de la Asn catalitica
(Asn246), encargada de coordinar al catién metdlico. Sin embargo, cuando
realizamos la mutacién S211A, la proteina mutante mostré una actividad
préacticamente idéntica a la de la proteina silvestre. Considerando que, debido a su
pequefio tamafio y a su cardcter apolar, la cadena lateral de la Ala incorporada no
podria servir de soporte a la Asn246, los resultados parecen indicar que el papel de

la Ser211 en la actividad catalitica no es muy relevante. Por lo tanto, esa funcién
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de soporte a la Asn catalitica, si realmente existe, estarfa desempefada en

L. infantum por otros residuos de la proteina.

Con objeto de reconstituir el caracteristico motivo DRGH en LiEndoG, mutamos
la Ser211 a Asp (rLiEndoG-5211D). Sorprendentemente, esta enzima mutante
pierde gran parte de su actividad. Al analizar la estructura de aquellas EndoGs
que presentan el dominio DRGH, observamos que el Asp esté siendo reconocido o
bien por una Arg (como por ejemplo, en Drosophila melanogaster), o bien por una
Gln (sirva como ejemplo la endonucleasa de Serratia marcescens). Este
reconocimiento parece ser importante para que se produzca la distorsiéon de una
hélice que esta encargada de la correcta orientacién de la Asn catalitica y que debe
exponer al sitio activo un grupo carbonilo del esqueleto peptidico. Por tanto,
segin nuestra interpretacion, esta interaccién entre el Asp del dominio DRGH y
la Arg de la hélice que constituye una de las paredes del centro activo es esencial
para constituir la arquitectura 6ptima del sitio activo que permite efectuar la
catélisis en la EndoG de Drosophila melanogaster. Nuestro modelo predice una
organizacién global del centro activo de LiEndoG muy similar al de las otras
nucleasas de la superfamilia, si bien estd ausente la interaccion Asp/Arg descrita
anteriormente. Dada la aparente relevancia de la distorsién de la hélice que
contiene la Asn catalitica, postulamos que en el caso de LiEndoG existen una serie
de residuos apolares préximos al sitio catalitico que se encargan de forzar esta
conformacién activa. Esta interpretacién nos permite explicar el drastico efecto de
la introduccién de un grupo cargado negativamente como el Asp en sustitucién
del hidroxilo de la Ser en el motivo SRGH y se ve apoyada por el hecho de que sea
posible restaurar la actividad de la nucleasa tras una segunda mutacién de la
Ala247 por una Arg en el doble mutante LiEndoG-S211D/A247R. La aparente
ausencia de funcién de la Ser211 choca con su elevado grado de conservaciéon en
esta posicién en tripanosomadtidos. Vista la dréstica perdida de actividad tras su
sustitucién por un Asp, es posible hipotetizar que su conservacién en
tripanosométidos se asocie a su capacidad para poder ser fosforilada y, de esta

manera, comportarse de forma analoga a como lo hace el Asp en la versién
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mutante de la proteina, permitiéndose asf una inhibicién de la actividad enzimatica

por fosforilacién.

Por otro lado, el grupo guanidinio cargado positivamente de la Arg212 presente
en el motivo SRGH estd seguramente implicado en la unién directa a un grupo
fostato del sustrato oligonucleotidico, ya que rLiEndoG pierde su actividad
cuando sustituimos dicha Arg por una Ala. El andlisis de la estructura de

LiEndoG revela una funcién similar para la Arg185.

Por otra parte, la His214 del motivo (D/S)RGH también resulta clave para la
actividad nucleasa de LiEndoG debido a su unién mediante puente de hidrégeno a
una de las aguas que forman parte de la esfera de coordinacién del Mg?+ y que
podria, tras su activacién, estar directamente implicada en la ruptura del enlace
fostfodiéster. De hecho, tanto en el cristal de NucA de Anabaena sp. (169) como en
el de la endonucleasa de Serratia marcescens (168) aparece un i6n sulfato situado
entre la His catalitica equivalente y el catién metélico (Figura 41), lo cual nos
llevé a pensar que el lugar de ese sulfato podria ser ocupado por los grupos fostato
del oligonucledtido sustrato a degradar. Esta suposicién se confirma al observar la
estructura de la nucleasa Vvn de V. wulnificus, que fue cristalizada formando
complejo con una doble hebra de ADN (163). Como se muestra en la Figura 41,
los grupos sulfato de las nucleasas de Anabaena y S. marcescens se superponen

espacialmente con uno de los grupos fostato del oligonucleétido cristalizado con

Vvn.
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NucA Anabaena sp.
Endonucleasa $. marcescens

Figura 41. Detalle de la superposicion de las estructuras de las nucleasas de Anabaena sp.,
S. marcescens y V. vulnificus. Los grupos sulfato de las estructuras de las nucleasas de Anabacna sp. y
S. marcescens coinciden en el espacio y se ubican en el lugar ocupado por el fosfato del ADN
cristalizado con la nucleasa Vvn de V. vulnificus. Las histidinas cataliticas de las tres nucleasas también

coinciden en el espacio.

Posible mecanismo catalitico de LiIEndoG

Después del analisis de los principales residuos que forman parte del centro activo
de LiEndoG, y tras considerar los mecanismos de catalisis propuestos para la
endonucleasa de S. marcescens por Shlyapnikov et al. (2000) (168), Miller et al.
(1999) (167) y Friedhott et al. (2009) (196), y para la nucleasa NucA de
Anabaena sp. (169) podemos postular algunos detalles del mecanismo catalitico: la
His214 se comporta como una base general por medio del nitrégeno (ND1) de su
anillo de imidazol que abstrae un protén de una de las aguas de coordinacién del
i6n magnesio. El 4tomo de oxigeno del grupo HO- resultante es capaz de atacar y
formar un enlace con el fésforo del grupo fosfato que va ser hidrolizado, dando
lugar asi al estado de transicién de la reaccién, que es estabilizado por el
guanidinio de la Arg185 y evoluciona hacia los productos con extremos 5-fostato
y 8-OH. EIl posible mecanismo catalitico de LiEndoG queda resumido en la

Figura 42.
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Figura 42. Mecanismo propuesto para el ataque nucleofilo de LiEndoG sobre el ADN. En la
figura se muestran los aminoacidos esenciales de LiEndoG implicados en la catalisis. El agua de
coordinacion que acttia como agua catalitica tras ser activada por la His214 se encuentra destacada en

verde. El estado de transicion de la reaccion se encuentra representado entre corchetes | |.

Posible regulacién de LiEndoG por oxidacién/reduccién de sus

tioles/puentes disulfuro

El tratamiento con B-ME produce la inactivaciéon de LiEndoG. Se han descritos
resultados anédlogos para las nucleasas extracelulares de Serratia marcescens (172) y

Vibrio vulnificus (173). Ambas nucleasas bacterianas presentan mecanismos de
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activacién basados en la formacién de puentes disulfuro, y la ruptura de dichos
puentes puede conducir a su inactivaciéon. Cuando construimos el modelo de
LiEndoG basandonos en la estructura resuelta experimentalmente de DmEndoG,
observamos la posibilidad de formacién de un puente disulfuro entre la Cys100 y
la Cys116 de la nucleasa del pardsito. Como hemos mostrado en los resultados,
dicho puente se encuentra situado en una regién espacialmente equivalente a la
del puente disulfuro descrito como fundamental para la regulacién de la actividad
de la endonucleasa de S.marcescens. Por lo tanto, la reduccién de este puente
disulfuro en LiEndoG podria ser la responsable de la pérdida de actividad
observada cuando adicionamos B-ME a la reaccién de digestién llevada a cabo por
rLiEndoG. Esta posible regulacién de la actividad de LiEndoG en funcién del
estado de oxidacién de esta pareja de cisteinas podria permitir la adaptacién de la
actividad de la nucleasa a los niveles de estrés oxidativo presentes en la célula. De
hecho, en el caso de la EndoG humana, se ha podido demostrar que la actividad de
la enzima correlaciona directamente con los niveles de consumo de oxigeno por
las mitocondrias y, por tanto, presumiblemente con la tasa de dafio oxidativo en el

ADNmt. (150).

Caracterizacion de la actividad nucleasa de rLiEndoG

Una vez purificada, observamos que rLiEndoG presenta actividad endonucleasa,
tal y como se deduce de su capacidad para digerir un pldsmido superenrollado.
Ademas, la actividad nucleasa de rLiEndoG puede ser inhibida por accién del
ATA, 4cido que compite con el ADN por unirse al sitio activo de nucleasas (170),
(171). Asf mismo, la actividad de rLiEndoG depende de diversos factores, como

son la presencia de distintos iones y el pH:

® Jones:
Al igual que se ha descrito para las Endonucleasas G de otros
organismos (130,131) nuestros resultados demuestran que la actividad

de la LiEndoG depende de la presencia de cationes como Mg2+, Mn?+
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o Co?*, y se inhibe con concentraciones moderadas de K+ (150mM),
algo superiores de Na%* (300mM), asi como con Ca?*. Si tenemos en
cuenta que la concentracién de K+ existente en promastigotes sanos es
de 140mM (193), podemos postular que la actividad de LiEndoG debe
estar inhibida en condiciones normales de crecimiento. En el mismo
trabajo, Sen et al. (2004) describen también una caida de los niveles de
K+ a 60mM 3,5h después del tratamiento con camptotecina, farmaco
capaz de producir un fenotipo similar a apoptosis en los parasitos.
Considerando que, seglin nuestros resultados, la actividad de
LiEndoG estd solo débilmente inhibida a 75mM, se puede postular
que este cambio en la concentracién del K+ podria estar contribuyendo

a la activacién de la proteina durante el proceso similar a apoptosis.

pH:

Nuestros resultados demuestran que rLiEndoG presenta un pH
6ptimo de 6,5, similar al descrito para otras Endonucleasas G
(127,181). Sen et al. (2004) también describen una disminucién del pH
desde 7,4 a 6,8 en los pardasitos tras ser tratados con camptotecina. De
nuevo, cabe postular una posible regulacién de la actividad de la
nucleasa en funcién del pH celular, que alcanza valores muy cercanos

a los 6ptimos para LiEndoG durante el proceso de muerte descrito.

El andlisis de los patrones de digestion de rLiEndoG sobre plasmidos

superenrollados indica que su actividad inicial sobre los mismos consiste en la

relajacién de la forma superenrollada, dando lugar a la aparicién de moléculas

circulares abiertas. Solo en presencia de altas concentraciones de nucleasa es

posible detectar la aparicién de formas lineales. Nuestros resultados sugieren que

LiEndoG no es capaz de generar dos cortes préoximos en ambas hebras que

permitirfan la linearizacién del plasmido (como en el caso de la actividad de una

enzima de restriccién), sino que corta de forma aleatoria las dos cadenas y la
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linearizacién sélo ocurre cuando se han generado suficientes cortes independientes
en cada una de las cadenas como para que el apareamiento de bases ya no sea
suficiente para mantener la estructura de doble hélice. Nuestros resultados son
similares a los observados en el caso de DmEndoG (137). En el cristal de esta
proteina se observa que los dos sitios activos correspondientes a cada uno de los
mondémeros que la forman se disponen de tal modo que no serfan capaces de
procesar oligonucle6tidos de doble cadena de forma simultidnea sin que se
produjese una gran curvatura del ADN. Esta misma conclusién se extrae del
andlisis de nuestro modelo al representar LiEndoG como un dimero (Figura 43),
si bien todavia no ha sido demostrado que la nucleasa de Lezshmania esté en forma

dimérica.

Figura 43. Modelo de LiEndoG en forma dimérica. Si bien todavia no se ha demostrado que
LiEndoG sea un dimero, al representarla como tal en el modelo, cada uno de los monomeros de la

enzima (en verde y azul) procesaria distintas hebras de ADN de forma independiente.
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Si bien las EndoGs de metazoos presentan actividad exclusivamente
endonucleasa, se ha podido comprobar que su homéloga en levaduras (Nuclp)
muestra tanto actividad endonucleasa como exonucleasa (197). Nuestros
resultados indican que rLiEndoG muestra una clara preferencia en la generacién
de cortes cercanos al extremo 5 de una de las cadenas de una molécula lineal de
ADN, lo que demuestra la existencia de una actividad exonucleasa. Por tanto
rLiEndoG es una endo-exonucleasa. De la doble digestién con rLiEndoG y
ExoT7 se deduce que nuestra enzima libera de forma preferente oligonucleétidos

siendo aparentemente incapaz de liberar mononucleétidos.

Recientemente se ha caracterizado la presencia en humanos de EXOG, una endo-
exonucleasa mitocondrial. Estudios filogenéticos sugieren la generacién de una
duplicacién génica en la linea evolutiva que ha conducido a la aparicién de los
animales, una vez que éstos se separaron de la linea que ha generado los actuales
hongos. Esta duplicacién génica y posteriores mutaciones habrian permitido la
existencia de las dos enzimas en humanos. En mamiferos, EndoG solamente
presenta actividad endonucleasa, la cual es suficiente para intervenir en el proceso
de degradacién del ADN genémico durante la apoptosis. Teniendo en cuenta que
los resultados que implican a EndoG en un papel pro-vida en mamiferos son en
ocasiones contradictorios, como hemos comentado previamente (141-143), se ha
sugerido la posibilidad de que EXOG pudiera desempefiar aquellas funciones que
dependen de la actividad exonucleasa: recombinacién, replicaciéon y reparacién del
ADN mitocondrial (147). Es interesante sefialar que EXOG, al igual que
LiEndoG, presenta también una Ser en lugar del tipico Asp en el caracteristico
motivo S/DRGH. Ambas nucleasas presentan también un extremo C-terminal
unos 70 aminodcidos mas largo que el de la EndoG humana. Todas estas
similitudes, podrian apoyar la teorfa de que LiEndoG estuviese desempefiando en
Leishmania las funciones que en mamiferos estarfan repartidas entre EndoG y
EXOG, pero evidentemente, todavia queda mucho que investigar al respecto para

poder determinar si esto es as.
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LiEndoG presenta un posible dominio de autoinhibicién

Cuando eliminamos de la secuencia de LiEndoG una insercién rica en residuos de
cardcter 4cido que no estd presente en otras EndoGs de organismos mas
evolucionados, y que hemos hipotetizado que podria constituir un dominio de
autoinhibicién, comprobamos que a pHs basicos la nucleasa con este segmento
delecionado (rLiEndoGA144-180) es mas activa que la proteina silvestre. Este
cambio parece bastante significativo si consideramos que por el ensayo de
fluorimetria (el cual no se pudo utilizar para testar la actividad a distintos pHs
porque tanto los pHs acidos como los altos desestabilizaban la sonda de ADN a
digerir), tanto la nucleasa silvestre como rLiEndoGA144-180 presentan la misma
actividad. Estas diferencias podrian indicar que a pHs altos, los residuos acidos del
posible dominio de autoinhibicién estarfan desprotonados y, por lo tanto, dicha
regién podrfa interaccionar con el sitio activo, mimetizando a la cadena
polianidénica del oligonucleétido sustrato y bloqueando la actividad enzimatica. Al
bajar el pH, los residuos se irfan protonando y este segmento polipeptidico
cambiarfa su conformacién perdiendo afinidad por el sitio activo, que quedaria asf
accesible al sustrato polinucleotidico. En el caso de rLiEndoGA144-180, este
posible mecanismo de regulacién no ocurrirfa al no existir tal regién, por lo que el
centro activo podria interaccionar con el ADN y proceder a su digestién a pHs
mas elevados. Por lo tanto, cabe la posibilidad de que exista un mecanismo de
auto-regulacién que impedirfa a la nucleasa degradar el ADN del parasito en
condiciones normales. Al producirse un estimulo de muerte y con éste la bajada
del pH celular, la proteina podria ser activada, si bien probablemente existan
muchos otros factores implicados en este mecanismo de regulacién. La falta de
regulacién por ausencia de la posible regién de autoinhibicién explicaria por qué
una gran proporcién de los pardsitos electroporados con rLiEndoGA144-180
mueren al expresarla sin necesidad de la presencia de ningin estimulo de muerte;
el hecho de que tras el proceso de seleccién haya menos pardsitos con respecto a
los controles electroporados con el vector vacio o con la construccién que expresa

la proteina silvestre apoya esta afirmacion.
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El compuesto LEI-49 inhibe la actividad de LiEndoG

A la vista de los resultados presentados en esta tesis, podemos afirmar que
L. infantum presenta una protefna efectora andloga a las EndoGs descritas en
metazoos, que participa en el proceso de muerte similar a apoptosis que tiene
lugar en los pardsitos, y que también desempefia un rol pro-vida, aunque todavia
queda por determinar exactamente cudl es su funcién a este respecto. Este papel
dual podria convertir a LiEndoG en una interesante diana farmacolégica.
Nuestros resultados obtenidos para el andlogo de timidina LEI-49 demuestran su
capacidad para actuar como un inhibidor de LiEndoG sin inhibir a otras nucleasas
como la ADNasal, si bien todavia queda por definir cémo de especifica es su accién
sobre LiEndoG, y concretar el tipo de inhibicién que ejerce sobe ella. Ademas, y
en colaboraciéon con el laboratorio de sintesis de la Dra. Pérez-Pérez, seria
interesante estudiar la posibilidad de nuevos sustituyentes en la posicién 3" del
nucleésido, que pudiesen mejorar los resultados obtenidos hasta el momento, que

no dejan de ser preliminares.

Los resultados obtenidos durante la realizacién de la presente tesis revelan el
interés del estudio de éste y de otros efectores implicados en los procesos de
muerte similar a apoptosis que tiene lugar en estos pardsitos, asi como el estudio
de sus interacciones y de las diferencias existentes con las rutas de sefializacién
presentes en mamiferos. Recientemente, se ha descrito que la EndoG de
L. donovani forma un degradosoma con las nucleasas FEN-1 y TatD para
degradar el ADN durante el proceso apoptético inducido por bacaleina en estos

pardsitos (198).

El conocimiento de los mecanismos que regulan la supervivencia y la muerte de
este parasito puede ser de gran relevancia para el desarrollo de nuevas estrategias

dirigidas a tratar de erradicar la leishmaniasis.
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CONCLUSIONS

10.

11.

Leishmania infantum expresses a protein that shows high sequence
similarity with human, bovine and yeast Endonucleases G and contains
the same active site signature.

Based on the similarities between L. mnfantum EndoG and the nucleases
Nuc A from Anabaena sp., endonuclease from S.marcescens and DmEndoG
from Drosophila melanogaster, for which experimentally determined
structures are available, we have built a structural model for L. mnfantum

EndoG.

We have cloned, expressed and purified rLiEndoG. The recombinant
protein shows a molecular weight similar to that predicted for the
putative EndoG annotated in the GeneBank database.

The recombinant protein purified under denaturing conditions and
subsequently refolded on-column is able to digest circular supercoiled
plasmid DNA i wvitro and shares similar pH and cations requirements
with other EndoGs.

rLiEndoG shows endo-exonuclease activity.

rLiEndoG activity is inhibited by addition of the nuclease inhibitor ATA.

B-mercaptoethanol inactivates rLiEndoG, most likely by reduction of the
disulfide bond formed between Cys100 and Cys116.

rLiEndoG processes each DNA strand in the double helix independently.

L. infantum EndoG contains a signal peptide that localizes the protein in
the mitochondrion under normal growing conditions.

LiendoG overexpression does not have any effect on promastigotes under
normal growing conditions. Expression of reduced levels of endogenous
EndoG, on the other hand, decreases the parasite’s growth rate.

LiendoG overexpression increases the percentage of TUNEL-positive
promastigotes after induction of cell death. Reductions in the levels of the
endogenous protein show the opposite effect, and the parasites become
more resistant to death stimuli.
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12.

13.

14

15.

LiEndoG translocates from the mitochondrion to the nucleus after
induction of cell death.

The serine located within the SRGH motif of the protein does not seem to
be essential for the nuclease activity. Nevertheless, the arginine and
histidine residues from this same motif are indispensable for the nuclease
activity due to their role in substrate binding and catalysis, respectively.

LiEndoG may contain an auto-inhibitory domain spatially located close to
the catalytic site of the protein that would play a similar role to that of the
EndoGI inhibitor of Drosophila melanogaster on DmEndoG. Possible
structural changes associated to pH, and maybe other factors, could be
important for keeping the nuclease activity under control in healthy
growing parasites.

The synthetic compound LEI-49 is able to inhibit rLiEndoG but not
DNAsel nuclease activity. Parasites overexpressing LiEndoG are more
resistant to the death process induced by this compound than parasites
transfected with the empty vector.
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Itis increasingly accepted that single-celled organisms, such as Leishmania parasites, are able to undergo a
cell death process that resembles apoptosis in metazoans and is induced by a variety of stimuli. However,
the molecular mechanisms that participate and regulate this death process are still very poorly described,
and very few of the participating molecules have been identified. Because DNA degradation is probably
the most frequently characterized event during programmed cell death in Leishmania parasites, we have
focused on identifying a candidate nuclease responsible for this effect during the cell death process. The

fg;‘?:g:g;a results presented herein demonstrate that Leishmania infantum promastigotes express a nuclease similar
Endonuclease to the endonuclease G of higher eukaryotes which, according to its predicted structure, belongs to the
EndoG BPRa metal superfamily of nucleases. Its cation dependence resembles that of the EndoGs present in other
Programmed cell death organisms and, similarly to them, it is inhibited by moderate concentrations of K* or Na*. L. infantum EndoG
Apoptosis contains a signal peptide that causes its translocation to the mitochondrion where it is maintained under

normal growth conditions. However, under the pressure of a death stimulus such as edelfosine treatment,
L. infantum EndoG is released from the single mitochondrion and translocates to the nucleus, where it is
thought to participate in the process of DNA degradation that is associated with programmed cell death.
Our results also demonstrate that overexpression of the nuclease in edelfosine-treated promastigotes
causes a significant increase in the percentage of TUNEL-positive parasites.

© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Leishmania is a genus of protozoan parasites that belongs to Try-
panosomatidae, a family of organisms that includes several other
human-infecting parasites such as Trypanosoma cruzi, the causative
agent of Chagas disease, and Trypanosoma brucei, the causative
agent of sleeping sickness. These organisms present many bio-
chemical peculiarities that differentiate them from most of the

Abbreviations: CAD, caspase-activated DNase; eGFP, enhanced green fluorescent
protein; EndoG, mitochondrial endonuclease G; GuHCI, guanidine hydrochloride;
IPTG, isopropyl-beta-p-thiogalactopyranoside; NucA, nuclease A from Anabaena
sp.; rLiEndoG, Leishmania infantum recombinant EndoG; PCD, programmed cell
death; PI, propidium iodide; SDS, sodium dodecyl sulphate; TEM, 50 mM Tris/1 mM
EDTA/2 mM magnesium.

7 Note: The nucleotide sequence has been deposited in the GenBank Database
under accession number EU402956.
* Corresponding author. Tel.: +34 91 885 5109; fax: +34 91 885 4585.
E-mail address: antonio.jimenez@uah.es (A. Jiménez-Ruiz).

0166-6851/$ - see front matter © 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.molbiopara.2008.09.007

rest of the eukaryotes, which probably is a consequence of its
very ancient origin and their early divergence from the eukaryotic
phylogenetic tree. One of these peculiarities is the presence of a
single large mitochondrion that extends through most of the cel-
lular body of the parasite. Close to the basal body of the flagellum,
the mitochondrion concentrates a vast network of maxi and mini
circles of DNA in a structure named the kinetoplast, which can be
easily observed with DNA-staining techniques. This characteristic
organelle has been used to group the Bodonidae and Trypanosomati-
dae families into the order Kinetoplastida [1].

Leishmania species are the causative agent of leishmaniasis,
one of the most prevalent tropical diseases according to criteria
from the World Health Organization. It is endemic in 88 coun-
tries, and it is estimated that about 12 million people are currently
infected and 350 million more are at risk of contracting the disease
[2,3]. Depending on the Leishmania species, the disease leads to
cutaneous lesions [4], mucocutaneous lesions, or fatal, generalized
visceral infection [5]. The parasite is transmitted by sand flies of
the genus Lutzoymia or Phlebotomus [6]. The parasites proliferate

Please cite this article in press as: Rico E, et al. Leishmania infantum expresses a mitochondrial nuclease homologous to EndoG that migrates to
the nucleus in response to an apoptotic stimulus. Mol Biochem Parasitol (2008), doi:10.1016/j.molbiopara.2008.09.007
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as extracellular promastigotes within the gut of the sand fly vec-
tor and as intracellular amastigotes within the macrophages of the
mammalian host.

Apoptosis, one of the most important mechanisms of pro-
grammed cell death (PCD), is present in all multicellular organisms
and participates in processes such as development, aging, immu-
nity and tissue homeostasis [7-9]. It has been discovered that PCD
also plays a relevant role in unicellular organisms, in which it is
important to control population size, viral infections [10], and also,
in the case of parasitic protozoa, to facilitate host infection [11]. In
this regard, it has been demonstrated recently that progression of
leishmaniasis in the vertebrate host depends on the presence of
apoptotic promastigotes during the initial events of infection [11].
The apoptotic program in Leishmania has been repeatedly studied
and shown to be executed under a great variety of death stimuli:
serum deprivation, oxidative stress, heat shock, and drug treat-
ment, among others [12-14]. This death process is characterized by
changes in cell morphology, DNA degradation, phosphatidylserine
exposure, changes in mitochondrial membrane potential, activa-
tion of proteases and, finally, plasma membrane permeabilization.
Despite the great number of reports describing this cell death pro-
cess, the molecular basis is still largely unknown. The Leishmania
Genome Projects have not revealed any genes that might code for
proteins similar to those mainly involved in regulating apoptosis in
higher eukaryotes, e.g. members of the Bcl-2 family and caspases.
However, a metacaspase from L. major that is able to replace yeast
metacaspase in PCD has been recently characterized [15], and the
ectopic expression of the anti-apoptotic Bcl-X; protein has been
shown by our group to play a role in the protection against heat-
induced cell death in Leishmania infantum [16].

Most of the studies devoted to the analysis of the cell death pro-
cess in Leishmania indicate that the parasite quickly degrades its
DNA [17]. The analysis of the Leishmania genome does not reveal
the existence of a nuclease similar to mammalian caspase-activated
DNase (CAD), the nuclease mainly involved in DNA degradation dur-
ing apoptosis in mammals [18]. In addition to CAD, mammalian
cells possess a second nuclease activity, endonuclease G (EndoG),
a mitochondrial nuclease that translocates to the nucleus during
apoptosis to degrade chromatin DNA into nucleosomal fragments in
several caspase-independent cell death models [19,20]. This nucle-
ase is encoded in a nuclear gene and it is transported to the mito-
chondria where it serves diverse functions related to replication,
repair and degradation of mitochondrial DNA (mtDNA) [21]. EndoG
belongs to the BBa-metal superfamily of DNA/RNA non-specific
nucleases, requires Mg2* or other divalent cations for activity, and
it is inhibited by moderate salt concentrations (100-150 mM NaCl)
[21,22]. Orthologs of this protein have also been found to participate
in apoptosis in Caenorhabditis elegans [23], Saccharomyces cerevisiae
[24] and in T. brucei and Leishmania donovani [25].

In the present paper we show that L. infantum expresses a pro-
tein with structural and functional characteristics that strongly
resemble those of endonucleases G from higher eukaryotes, includ-
ing mitochondrial localization and migration to the nucleus in
response to a death stimulus. Moreover, overexpression of this
protein significantly increases the percentage of TUNEL-positive
promastigotes in response to the anti-Leishmania drug edelfosine.

2. Materials and methods
2.1. Cells and culture conditions
L. infantum promastigotes (M/CAN/ES/96/BCN150 MON-1),

kindly provided by Dr. Alonso (CBMSO-Universidad Auténoma
Madrid, Spain), were grown in RPMI-1640 medium (Gibco, Pais-

ley, UK) supplemented with 10% heat-inactivated foetal calf serum
(FCS), antibiotics, and 25 mM HEPES at 26 °C. Parasite death was
induced by addition of edelfosine to the culture medium. Edelfosine
was kindly provided by Dr. Mollinedo from Centro de Investi-
gacién del Cancer, Instituto de Biologia Molecular y Celular del
Cancer, Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (C.S.I.C.)-
Universidad de Salamanca.

2.2. EndoG expression and purification

E. coli BL21(DE3) pLys bacterial cells were transformed with
PRSET-endog. The expression of the rLiEndoG was then induced
during 30min with 1mM IPTG at 37°C. Because most of the
expressed protein was found in the non-soluble fraction, E. coli
cells were lysed in 6 M GuHCI and the cleared lysate was loaded in
a Ni-NTA resin to be purified under denaturing and refolding con-
ditions according to the manufacturer’s instructions (Qiagen). The
protein was used for monoclonal antibody production according
to standard protocols [26].

2.3. In vitro activity assays

One microgram of plasmid DNA (pRSETa) was digested in a final
volume of 20 pL with 0.2 pg rLiEndoG, 1 h at 37 °C. Inhibitory activ-
ity of K* and Na* was assayed in the presence of 6.25 puM MgCl,.
Digested DNA was resolved on agarose gels at 1.2% (w/v), stained
with ethidium bromide and visualized under UV light. Direct DNase
activity was measured by SDS-DNA-PAGE analysis as previously
described [27].

2.4. EndoG coding sequence cloning and construct design

The putative EndoG coding sequence was amplified from L.
infantum genomic DNA with the primers 5 GGGGGATCCATGAGTTC-
CAGCGCGATGATC3" and 5'GGGCTCGAGTCAGCGTCGCTCTGC3,
cloned into pBluescript KS and sequenced. The coding region was
subcloned into pRSETa with the restriction endonucleases BamHI
and Xhol. Subcloning into pIRmcs3(—) vector [28] was carried out
by digestion with the restriction endonucleases BamHI and Xhol
and ligation into the pIRmcs3(—) Bglll and Xhol restriction sites.
The coding sequence of eGFP was PCR-amplified from the p6.5-
eGFP construct kindly provided by Dr. K.P. Chang (Chicago Medical
School - Rosalind Franklin University, North Chicago, IL) with the
following primers: 5'GGGAGATCTATGGTGAGCAAGGGCGAGGA3'
and 5'GGGCATATGTTACTTGTACAGCTCGTCCA3'. The PCR product
was purified and doubly digested, as well as the vector pIRmcs3(-),
with the restriction endonucleases Ndel/Bglll. Chimeric constructs
of eGFP with the signal peptides of EndoG and RNase HIIC were
obtained by insertion of the region coding for the first 40 amino
acids of these genes into the 5’ end of the eGFP coding region, using
the restriction site Bglll. The signal peptide of EndoG was ampli-
fied with the primers-5'CCCAGATCTATGAGTGCCAGTGCGGCGA3'
and 5'CCCAGATCTCTGCACCACAAGCTGTGTG3'. The coding region
of the signal peptide of RNase HIIC was amplified with the
primers: 5 CCCAGATCTATGCTCCACGCATGGCGCTTC 3’ and 5
CCCAGATCTTGGCCTGAAAGGGGAATAG 3'. The chimeric con-
struct of the complete EndoG fused to the eGFP was obtained
after amplification of the EndoG coding sequence with the
primers 5 CCCAGATCTATGAGTGCCAGTGCGGCGA 3’ and 5
CCCAGATCTGCGTCGCTCTGCCTGGTC 3’ and cloning into the
Bglll site of the pIRmcs3-eGFP construct.

2.5. Promastigote transfection

The parasites were harvested in logarithmic growth phase and
transfected by electroporation as previously described [16]. Sta-
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ble transfected strains were selected at 100 p.g/mL nourseothricin
(Axxora cat# JBS-AB-101L) in RPMI/20%FCS. The pIRmcs3(—) con-
structs were linearized with the enzyme Swal and gel purified
(Illustra GFX gel purification kit, General Electric) prior to trans-
fection. Individual clones were isolated in agar plates [29].

2.6. Cell fractionation

Logarithmically growing promastigotes (20 x 10 cells) were
pelleted and processed according to manufacturer instructions
(ProteoExtract Subcellular Proteome extraction Kit; Calbiochem).
Anti-Hsp90, anti-Hsp60 and anti-H2A antibodies were used to
demonstrate that each marker protein is specifically enriched
within the appropriate fraction.

2.7. Confocal microscopy

All experiments were done starting with 20 million logarithmi-
cally growing promastigotes and visualized under a Leica TCS SL
confocal microscope. Mito-Tracker Red CMXRos (Molecular Probes)
was used for mitochondrial localization. Nuclei were labelled by
propidium iodide (PI) staining after parasite fixation with 4%
paraformaldehyde and subsequent permeabilization (IntraStain Kit
for Flow Cytometry; DakoCytomation).

2.8. TUNEL assay

Logarithmically growing promastigotes (10 x 106 cells) were
pelleted and labeled according to manufacturer’s instructions (Flu-
orescein Frag-El DNA Fragmentation Detection Kit; Calbiochem).
Parasites were analyzed using a FC500 MPL flow cytometer
(Beckman-Coulter).

2.9. Sequence and structure analysis

The PsiPred [30] and mGenThreader profile-based fold recogni-
tion [31] methods were used to calculate the putative secondary
structure of L. infantum endonuclease G and to identify possible
structural neighbors. A homology model for L. infantum EndoG
was then constructed using the protein fold recognition server
Phyre [32], which provided two confident structural matches for
the sequence encompassing residues 100-434 (except for a gap
between 145 and 185). Rotamer selection for replaced amino acids
was improved by visual inspection of individual residues using
the built-in facility available in PyMOL (DeLano, W. PyMOL ver-
sion 0.99, Delano Scientific LLC, South San Francisco, CA. URL:
http://pymol.sourceforge.net/). A Mg2* ion was incorporated into
the structure using the high-resolution structure of Serratia as a
template [33]. Finally, a short double-stranded oligonucleotide was
added to the model by molecular superimposition of the equivalent
BBa-metal-binding motif present in the structure of the related
periplasmic nuclease (DNase) from Vibrio vulnificus, which has been
co-crystallized with DNA [34,35].

3. Results
3.1. Identification of the sequence coding for L. infantum EndoG

Bioinformatic analysis of the genome of L. infantum, L. major and
L. braziliensis revealed that the three species contain a gene with
significant similarity to human EndoG. Moreover, a region could
be found in L. infantum EndoG protein (Fig. 1A) that showed high
sequence identity with regions encompassing the catalytic site in
human (43%), bovine (43%), yeast (36%), and T. cruzi (59%) endonu-
cleases G. Interestingly, the aspartic acid in the characteristic DRGH

Prosite motif (PDOC00821) is replaced in the trypanosomatides by
a serine (Ser211 in the L. infantum sequence). Besides, compari-
son of the full protein sequences (data not shown) reveals that
L. infantum EndoG is considerably larger than any of the other
three eukaryotic proteins, having a predicted molecular weight of
54 kDa compared to 37.2kDa (S. cerevisiae), 32.3 kDa (Bos taurus)
and 32.6 kDa (Homo sapiens). No significant similarity to other func-
tional sequence motifs was found for the additional amino acids
present in L. infantum EndoG.

3.2. Comparative molecular modeling of the core catalytic
domain of L. infantum EndoG

The experimentally solved structures of both the endonuclease
from Serratia marcescens [36] and nuclease A (NucA) from Anabaena
sp.[37] were predicted to be close structural homologues of L. infan-
tum endoG, with a very high confidence level (p-value <0.0001).
These two proteins are members of the BBa-metal superfam-
ily of nucleases, which comprises non-specific, structure-specific,
and sequence-specific enzymes that share a structurally conserved
active site scaffold and utilize a divalent metal ion. The deduced
overall similarity in amino acid arrangement, the inferred presence
of an equivalent multistranded B-sheet core and the finding of a
characteristic 33a-metal-binding motif (Fig. 1B) strongly indicate
that L. infantum EndoG employs the same mechanism of phospho-
diester bond hydrolysis as the related nucleases from Serratia and
Anabaena.

Thus, the active site appears to be optimized for binding a
hydrated divalent cation, which is co-ordinated directly to the pro-
tein only through the side chain carbonyl group of Asn246 (Fig. 1C).
One of the metal-bound water molecules is hydrogen-bonded to the
imidazole ND1 of His214, which behaves as a general base to acti-
vate the water for the nucleophilic in-line attack on the phosphorus
atom. A second metal-bound water molecule acts as a general acid
to provide a proton to the leaving oxygen group. On the other hand,
Arg185, which appears to occupy a position equivalent to that of
Arg57 in the Serratia nuclease, could be the residue responsible for
decelerating the reverse reaction through stabilization of the prod-
uct relative to the transition state (through a hydrogen bonding
interaction with the 5-phosphate).

In addition, two disulfide bonds were predicted with high con-
fidence by the DISULFIND server [38], one between Cys100 and
Cys116 and another between Cys434 and Cys439. The homology
model points to the feasibility of these connections although a
detailed structural analysis of the full protein is precluded at the
present time because of uncertainties in the structure of both N-
and C-terminal domains.

3.3. Nuclease activity of L. infantum EndoG

In order to determine whether the L. infantum sequence
described above encodes a nuclease with biochemical proper-
ties similar to those characteristics of Endonuclease G from other
organisms, the L. infantum EndoG coding sequence was cloned
in the pRSET prokaryotic expression vector (Invitrogen) after its
amplification from total genomic DNA. The oligonucleotides were
designed according to the sequence reported in GeneBank for the
L. infantum genome reference strain JPCM5 (XM_001463677). The
EndoG coding sequence was amplified from L. infantum strain
(M/CAN/ES/96/BCN150 MON-1) genomic DNA and its sequence
deposited at GenBank with the accession number EU402956. This
construct (pRSET-EndoG) was used to transfect E. coli BL21(DE3)
pLys cells, and protein expression was induced for 30 min with
1 mM IPTG. Because most of the expressed protein was found in
the non-soluble fraction, E. coli cells were lysed in 6 M GuHCl and
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Fig. 1. Sequence and predicted structure of Leishmania infantum EndoG. (A) Alignment of the amino acid sequences of the catalytic domains of endonucleases G from (Sc) S.
cerevisiae (NP_012327), (Bt) Bos Taurus (P38447), (Hs) Homo sapiens (Q14249), (Li) Leishmania infantum (ABY89724), and (Tc) Trypanosoma cruzi (EAN91160). Color code for
residues: black = non-similar; blue on cyan = consensus with occurrence greater than 50%; black on green = similar with occurrence greater than 50%; red on yellow = completely
conserved; green = weakly similar to consensus at a given position. (B) Comparison of the 33a-metal-binding motif present in (An) Anabaena sp. nuclease A (P38446), (Sm)
Serratia marcescens extracellular endonuclease (P13717), (Li) L. infantum EndoG (ABY89724), and (Vv) Vibrio vulnificus nuclease (Q7MHK3). The two 3-sheets and the a-helix
are indicated. The histidine that behaves as a general base is colored in blue and the asparagine necessary for metal binding is colored in red. (C) Predicted structure of L.
infantum EndoG (ribbon representation) in complex with a short DNA molecule (shown as sticks). Protein residues important for catalytic activity are also shown as sticks

and have been labeled.

the cleared lysate was loaded on a Ni-NTA resin. After washing,
the denatured EndoG was refolded while still bound to the Ni-NTA
matrix by using a linear 6-1 M urea gradient. Once the protein was
in the 1M urea buffer, it was eluted by the addition of 250 mM
imidazole (Fig. 2A). The recombinant protein (rLiEndoG) shows
an apparent molecular mass of more than 64 kDa, which is about
6 kDa higher than the 59 kDa expected for the L. infantum EndoG
amino acid sequence plus the His tag and the enterokinase recog-
nition sequence present in the pRSET vector. These abnormalities
in protein migration are not observed when the EndoG nucleotide
sequence is used to transfect L. infantum promastigotes, which indi-
cates that the additional amino acids incorporated in the protein
expressed in E. coli are responsible for the anomalous mobility.
Endonuclease activity of the purified refolded EndoG was
demonstrated by its ability to fully degrade circular, supercoiled
plasmid DNA (Fig. 2B). In order to confirm that this nuclease activity
was due to the purified protein and not to a contaminant present
in the protein extract, purified EndoG was electrophoresed in an
SDS-polyacrylamide gel containing denatured salmon sperm DNA.
After electrophoresis, the protein was refolded in situ by incubation
in TEM buffer for 24 h. Staining of the gel with ethidium bromide

revealed a stain-free band, due to DNA degradation, at the posi-
tion of the EndoG. This finding was taken as clear evidence for the
nuclease activity of the purified protein (Fig. 2C).

It has been described previously that other Endonucleases G iso-
lated from unicellular and multicellular eukaryotes require Mg2* or
Mn?2* to degrade DNA. The results presented in Fig. 3 also demon-
strate that L. infantum EndoG activity is dramatically enhanced
when MgZ* (Fig. 3A), Mn2* (Fig. 3B), or Co%* (Fig. 3C) ions are
present during DNA digestion. Moreover, as shown for several other
Endonucleases G, L. infantum EndoG activity is clearly inhibited by
moderate concentrations of K* (150 mM) (Fig. 3D) or higher con-
centrations of Na* (300 mM) (Fig. 3E).

As indicated above, two disulfide bonds are predicted in the
structure of L. infantum EndoG. Activation mechanisms based on
the formation of disulfide bonds have been described for extra-
cellular nucleases from S. marcescens [39] and V. vulnificus [40].
In order to test whether the nuclease activity of L. infantum
EndoG could depend on disulfide bond formation, its capacity
to degrade plasmid DNA was tested in the presence of increas-
ing concentrations of 3-mercaptoethanol. The results shown in
Fig. 3F clearly indicate that the progressive disruption of disulfide
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Fig. 2. rLiEndoG purification and nuclease activity. (A) SDS PAGE analysis of differ-
ent samples obtained during the purification process of rLiEndoG. 1. Lysate from
non-induced E. coli BL21(DE3) pLys transformed with pRSET-endog. 2. Lysate from
1 mM IPTG-induced bacteria. 3-9. Fractions obtained after washing with elution
buffer. Fractions 3 and 4 were selected for nuclease activity analysis. (B) Nuclease
activity of rLiEndoG. Agarose gel electrophoresis of 1 g of supercoiled plasmid DNA
incubated for 1h in the absence (control) or in the presence of 1.7 ug or 0.2 g of
rLiEndoG. (C) DNase activity by SDS-DNA-PAGE analysis (10% gel). Four micrograms
of purified rLiEndoG were electrophoresed in a SDS-DNA polyacrylamide gel. Left
lane: gel stained with Coomassie Blue. Right lane: gel incubated in TEM at 37°C
overnight, then stained with 1 mg/ml ethidium bromide and visualized under UV
light.

bonds associated with the presence of this agent results in enzyme
inactivation.

3.4. L. infantum EndoG contains a signal peptide that localizes
the protein into the mitochondrion

The main characteristic that differentiates EndoG from other cel-
lular nucleases is its mitochondrial localization. In a similar way to
the vast majority of mitochondrial proteins, EndoG in eukaryotes is
encoded in a nuclear gene and is imported into the organelle after
translation. This trafficking is facilitated by an N-terminal signal
peptide. In order to test whether such a signal peptide might exist
in L. infantum EndoG, we fused the sequence coding for the first 40
amino acids of this protein to the 5’ end of the eGFP coding sequence
and transfected L. infantum promastigotes with the resulting con-
struct, pIRmcs3(—)EndoGq_49::eGFP. The results presented in Fig. 4A
clearly demonstrate that the presence of the first 40 amino acids
of EndoG protein at the N-terminal region of this chimeric eGFP is
sufficient to translocate the protein to the parasite mitochondrion,
as demonstrated by its clear co-localization with the fluorescence
associated to the Mito-Tracker probe. A similar staining pattern is
obtained when eGFP is directed to the mitochondrion by means

of the first 40 amino acids of L. infantum RNase HIIC, a protein
that has already been shown to localize to this organelle [41]. As
expected, in the absence of this signal peptide, eGFP is almost
homogeneously distributed throughout the cytoplasm of the par-
asite (Fig. 4A, pIRmcs3(—)eGFP). Similarly to the results shown for
the fusion of the first 40 amino acids of LIEndoG with eGFP, the pro-
tein that results from the fusion of the entire EndoG with eGFP is
also clearly located inside the single mitochondrion of the parasite
(Fig. 4B).

To further confirm that L. infantum EndoG is located in the
parasite mitochondrion, L. infantum promastigotes were fixed, per-
meabilized and incubated with a mouse monoclonal antibody
raised against the recombinant EndoG protein purified from E.
coli (anti-rLiEndoG). As shown in Fig. 4C, colocalization of the
anti-rLiEndoG antibody and the Mito-Tracker probe was clearly
observed. The specificity of the monoclonal anti-rLiEndoG antibody
was demonstrated by its ability to detect a single band correspond-
ing to a protein of the expected size in western blots (Fig. 4D). This
protein is similarly expressed in logarithmic and stationary phase
promastigotes.

3.5. EndoG overexpression increases the percentage of
TUNEL-positive promastigotes after induction of cell death

In order to test whether overexpression of EndoG might have
a deleterious effect on Leishmania parasites, L. infantum pro-
mastigotes were stably transfected with a pIRmcs3(—) construct
containing the L. infantum EndoG-coding sequence. The results
shown in the western blots (Fig. 5A) demonstrate that two differ-
ent clones randomly selected after transfection with the described
plasmid construct express the EndoG protein at much higher
rates than do control parasites transfected with the empty vec-
tor (pIRmcs3(-)). Overexpression of this protein did not cause any
significant alteration in the pattern of TUNEL staining in the log-
arithmically growing populations (Fig. 5B), which indicates that
this protein does not have any deleterious effect on the parasites
under favorable growth conditions. However, after treatment with
the antileishmanial drug edelfosine, a highly significant increase in
the number of TUNEL-positive parasites was observed in the clones
that overexpress EndoG protein (Fig. 5B).

3.6. EndoG translocates from the mitochondrion to the nucleus
after cell death induction

To track the migration of EndoG within the cell in response
to a death stimulus, we expressed a chimeric protein consist-
ing of the full coding regions of EndoG and eGFP (EndoG-eGFP).
As shown above for the endogenous L. infantum EndoG and the
eGFP containing the EndoG mitochondrial localization signal, the
EndoG-eGFP fusion protein is also imported into the mitochon-
drion and is completely excluded from the nucleus in the parasites
under normal growth conditions (Fig. 6A). However, treatment with
40 wM edelfosine for 24 h causes the migration of EndoG-eGFP to
the nucleus, as revealed by the intense yellow color that can be
observed in 30% of the nuclei resulting from the co-localization of
the green (eGFP) and red (PI) fluorescence signals. Not a single yel-
low nucleus was detected in the untreated controls. Parasites at
a higher magnification showing the nuclear localization of either
the fusion protein or the endogenous protein stained with anti-
rLiEndoG after edelfosine treatment are shown in Fig. 6B (panels g
and h).

Detection of endogenous EndoG after cell fractionation (Fig. 6C)
confirms that, in the untreated controls, this protein is mainly
located in mitochondria even though it can also be observed in the
nucleus and, to a very minor extent, in the cytosol. Nuclear local-
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Fig. 3. Modulation of rLiEndoG nuclease activity by cations and 2-mercaptoethanol. One microgram plasmid DNA was digested with 0.2 wg rENDOG under increasing
concentrations of (A) MgCly, (B) MnCl, (C) CoCly, (D) KC, (E) NaCl, and (F) B-mercaptoethanol.

ization of the EndoG ortholog protein Nuc1p in the absence of any
stress has also been described in yeasts by Buttner et al., who con-
sidered it a consequence of the stressful conditions that cells have
to endure during fractionation [24]. Conversely, in the edelfosine-
treated parasites, even though the signal is much weaker because
less protein is present as a result of massive cell death, EndoG
can be detected only in the nuclear fraction. Anti-H2A, anti-Hsp90
and anti-Hsp60 antibodies were used to demonstrate that each
marker protein is specifically enriched within the appropriate frac-
tion (Fig. 6D).

Taken together, our results indicate that L. infantum EndoG, sim-
ilarly to the Endonucleases G from higher eukaryotes, is retained
in the mitochondrion during normal growth and migrates to the
nucleus during PCD.

4. Discussion

Apoptosis in metazoan cells is a well-characterized process nec-
essary for the correct development and maintenance of tissues and
organisms. The notion that a similar mechanism of PCD might exist
in single-celled organisms has been a matter of controversial dis-
cussion for a few years, although this idea is now widely accepted.
It has been repeatedly demonstrated that processes similar to those
observed in metazoan apoptosis exist in several protozoan species.
However, the mechanisms that regulate this process and the pro-
teins involved are still largely unknown.

The completion of several protozoan genome projects has
allowed a search for DNA sequences that code for proteins simi-
lar to those known to regulate apoptosis in higher eukaryotes. In
Leishmania, this search did not yield any proteins with sequences
similar to those of members of the Bcl-2 or caspase families, the two
major protein families involved in regulation of apoptosis in mam-
mals. However, the demonstration that transfection of L. infantum
promastigotes with the gene sequence coding for Bcl X; protects the
parasites from heat-induced cell death [16] and also that caspase
inhibitors are able to modify the cellular response of this parasite
to several death stimuli [13,42,43] clearly suggest that some of the

players in the mechanism that regulates PCD in Leishmania spp. may
be counterparts of those already described in mammalian cells.
Indeed, sequence comparisons performed with a broad spectrum
of organisms have allowed the identification of a gene in the Leish-
mania genome that shows significant similarity to metacaspase
genes. The product of this gene was shown to interfere with cell
cycle regulation [44] and to confer enhanced sensitivity to hydro-
gen peroxide-induced PCD [45] or to act as a surrogate of yeast
metacapase [15].

While the search for death-regulating genes still appears to be
a difficult task, analysis of the protozoan genomes has allowed
the identification of putative death effector proteins on the basis
of detected sequence similarities with their metazoan counter-
parts. This is the case for L. infantum EndoG, whose degree of
sequence similarity with Endonuclease G proteins from other
organisms made it a clear candidate in the search for molecules
involved in the apoptotic process in this primitive parasite. Further-
more, secondary structure prediction and profile-based structure
recognition methods strongly suggest that this protein is a close
structural homologue of NucA from Anabaena sp. and the extracel-
lular endonuclease from S. marcescens, for both of which an X-ray
crystal structure is available. This indicates that L. infantum EndoG
should also be included in the B a-metal superfamily of nucleases.

Despite this overall structural homology, the characteristic
DRGH motif present in most of the members of this superfamily
is modified in L. infantum EndoG because a serine residue (Ser211)
occupies the position of the aspartate (SRGH). This substitution is
strongly conserved in similar sequences from other Leishmania and
Trypanosoma species [25]. Since the role of the aspartate in this sig-
nature pattern appears to be providing structural support to the
side chain of the asparagine that participates in coordinating the
metal ion, it is likely that this role can be performed equally well by
the serine hydroxyl group. A more detailed analysis of the residues
putatively involved in the catalytic process further suggests that the
mechanism of phosphodiester bond hydrolysis in L. infantum EndoG
is similar to that observed in the related nucleases from Serratia
and Anabaena. Another structural similarity between L. Infantum
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Fig. 4. EndoG localizes in the mitochondrion in L. infantum. (A) Confocal microscopy images of eGFP-labeled and Mito-Tracker Red-labeled L. infantum promastigotes. DIC:
Differential interference contrast. eGFP: Green fluorescence associated to eGFP. Mito-Tracker: Red fluorescence associated to Mito-Tracker Red. Merge: eGFP and Mito-Tracker
Red combined images. pIRmcs3(—)EndoG;_49::eGFP: Parasites expressing the first 40 amino acids of L. infantum EndoG fused to eGFP. pIRmcs3(— )RNaseHIIC;_49::eGFP: Parasites
expressing the first 40 amino acids of L. infantum RNase HIIC fused to eGFP. pI[Rmcs3-eGFP. Parasites expressing eGFP without any signal peptide. (B) Confocal microscopy
images of L. infantum promastigotes expressing the entire LiEndoG fused to eGFP. (C) Confocal microscopy images of L. infantum parasites stained with the mouse monoclonal
anti-rLiEndoG antibody. ALEXA: Alexa-Fluor fluorescence associated to anti-rLiEndoG antibodies. Merge: anti-rLiEndoG antibodies and Mito-Tracker Red combined images.
(D) Immunoblot with (a) monoclonal a-rLiEndoG to detect endogenous EndoG, (b) polyclonal a-LiHSP70 to detect endogenous Hsp70, or (¢) monoclonal a-rabbit H-factor
antibody as a negative control. rLiEndoG: E. coli-purified recombinant LiEndoG. Log: Logarithmically growing L. infantum promastigotes. Stat: L. infantum promastigotes in the
stationary phase.

EndoG and the Serratia extracellular endonuclease seems to be the of L. infantum nuclease can be subjected to redox regulation in a

requirement of disulfide bonds for catalytic activity, as revealed by fashion similar to that postulated for the related extracellular
the inactivation of L. infantum EndoG by 2-mercaptoethanol treat- nucleases from S. marcescens [39] and V. vulnificus [40].
ment, an effect already described for the Serratia endonuclease It has been previously reported that expression of the EndoG

[46]. This result raises the interesting possibility that the activity protein from L. major was toxic in E. coli, which frustrated any
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Fig. 5. Effect of overexpressing EndoG in L. infantum promastigotes. (A) Immunoblot of cellular extracts from parasites transfected with an empty pIRmcs3(—) vector or
with pIRmcs3-endog construction. (a) Monoclonal a-rLiEndoG antibody. (b) Polyclonal a-HSP70 antibodies. pI[Rmcs3: Parasites transfected with an empty pIRmcs3(—)vector.
pIRmcs3-endoG(17): Isolated clone #17 from a pIRmcs3-endoG transfection. pIRmcs3-endoG(28): Isolated clone #28 from a pIRmcs3-endoG transfection. (B) TUNEL staining of
untreated (empty histogram) or 30 wM edelfosine-treated (filled histogram) L. infantum promastigotes.

attempts to purify this protein when expressed in bacteria [25]. The
results presented in this paper show that, under our experimental
conditions, L. infantum EndoG can be successfully expressed and
subsequently purified as a recombinant protein in E. coli. We have
observed that after induction of expression, this protein quickly
aggregates and precipitates, which might be the reason why it does
not cause any significant deleterious effects in the bacterial cells.
This is also the reason why the protein had to be denatured in GuHCI
in order to be purified on the Ni-NTA column.

Nuclease activity of the recombinant protein could be recovered
by matrix-assisted refolding using a linear 6-1M urea gradient.
In common with findings for other EndoGs from several unicel-
lular and multicellular eukaryotes [21], our results indicate that
the nuclease activity of L. infantum EndoG requires divalent cations
such as Mg2*, Mn2* or Co2*. By contrast, Na* and, most importantly,
K* ions show a strong inhibitory effect on the nuclease activity.
Thus, 150 mM K* completely inhibited the activity of the purified
rLiEndoG whereas, in order to achieve the same effect, Na* concen-
trations of 300 mM were required. According to Sen et al. [13], the
intracellular K* ion concentration in healthy growing promastig-
otes is 140 mM, which means that EndoG activity should be almost
completely repressed in these parasites. These authors also show
that the K* concentration drops to 60 mM 3.5 h after treatment with
camptothecin, a drug that induces PCD in Leishmania promastig-
otes. Our results demonstrate that EndoG nuclease activity is only
slightly inhibited at 75 mM K*, which means that the described
decrease in K* concentration in apoptotic parasites could contribute
to inducing the activation of the nuclease activity of EndoG during
apoptosis.

Endonuclease G is typically located in the mitochondrion of
metazoans as a consequence of the presence of a signal peptide
at its N-terminus. Analysis of the amino acid sequence of L. infan-
tum EndoG, using the mitochondrial targeting sequence prediction
algorithm implemented in the MITOPROT program, revealed a
putative targeting sequence of about 25 amino acids. No signif-

icant similarity was found between this sequence and the one
present in mammalian EndoGs, or between this sequence and the
mitochondrial targeting sequence present at the N-terminus of
L. infantum RNase HIIC, another well-characterized mitochondrial
protein present in this parasite. Despite these sequence differences,
but as predicted by the algorithm, the first 40 amino acid residues
could direct eGFP to the single mitochondrion of L. infantum.
Mitochondrial localization of the L. infantum EndoG was further
confirmed by immunostaining techniques, using the antibodies
raised against the recombinant protein expressed in E coli.

The chimeric protein EndoG-eGPF and anti-rLiEndoG antibodies
were used to track migration of the protein in response to treat-
ment with edelfosine, a drug that has been shown to cause PCD in
Leishmania promastigotes [47]. Under normal growth conditions,
EndoG is completely absent from the nucleus and clearly located
in the mitochondrion, an intracellular distribution that is reversed
as a consequence of drug treatment. The results obtained after cell
fractionation of control and edelfosine-treated parasites confirm
this migration. Similar observations showing nuclear localization
of L. donovani EndoG after treatment with the topoisomerase IB
inhibitor baicalein, and an association of EndoG with LdFEN-1
and LATATD-like nucleases during nuclear DNA degradation, has
been recently published [48]. All of these observations are con-
sistent with the expected role of EndoG during the PCD process
and reinforce the idea that Leishmania EndoGs are orthologous to
the EndoGs from higher eukaryotes. Mitochondrial localization and
translocation to the nucleus upon PCD induction have also been
described for the yeast EndoG ortholog Nuc1p [24].

Overexpression of EndoG in L. infantum promastigotes dramati-
cally increases the percentage of TUNEL-positive cells in response to
edelfosine treatment, strongly suggesting that EndoG participates
in the molecular events that lead to PCD. A decrease in survival
after sensitizing cells to apoptosis caused by low doses of H, 0, has
also been demonstrated for yeast cells overexpressing Nuc1p [24].
Conversely, protection against baicalein-induced PCD was achieved
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Fig. 6. EndoG translocates from the mitochondrion to the nucleus after cell death induction. (A) Confocal microscopy images of L. infantum promastigotes that express a
chimeric protein resulting from the fusion of the complete EndoG and eGFP proteins. DIC: Differential interference contrast. PI: Red fluorescence associated to propidium
iodide. eGFP: Green fluorescence associated to EndoG-eGFP fusion protein. Merge: EndoG-eGFP and PI combined images. Control: untreated control parasites. Treated:
parasites treated with 40 wM edelfosine for 24 h. (B) High-magnification images of control and edelfosine-treated parasites. (a-d) DIC images. (e-h) Combined fluorescence
images. (a and e) Untreated control promastigotes expressing EndoG-eGFP fusion protein (green signal) stained with PI (red signal). (b and f) Untreated control promastigotes
incubated with monoclonal a-rLiEndoG antibody (green) and stained with PI (red signal). (c and g) 40 uM edelfosine-treated promastigotes expressing EndoG-eGFP fusion
protein stained with PI. (d and h) 40 wM edelfosine-treated promastigotes incubated with monoclonal a-rLiEndoG antibody and stained with PI. The yellow signal in g and
h reveals co-localization of the green and red fluorescence as a consequence of EndoG migration to the nucleus. (C) Immunoblot of cytosolic (Cs), mitochondrial (Mt) and
nuclear (Nc) fractions of untreated (C) or 40 wM edelfosine-treated (Edf) L. infantum promastigotes. The blot was probed with the monoclonal a-rLiEndoG antibody. (D)
Immunoblot of cytosolic (Cs), mitochondrial (Mt) and nuclear (Nc) fractions of untreated control L. infantum promastigotes. The blot was probed with antibodies against
histone H2A (aH2A; nuclear fraction), or HSP90 [49] (a«HSP90; cytosolic fraction), or HSP60 [50] («¢HSP60; mitochondrial fraction).
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after conditional antisense knockdown of EndoG in L. donovani
[48].

In conclusion, the results presented in this paper demonstrate
that L. infantum EndoG is an endonuclease able to degrade DNA
in the presence of Mg2*, Mn2* or Co2* ions. Like the EndoGs form
higher eukaryotes, L. infantum EndoG is inhibited by moderate K*
concentrations and also by slightly higher concentrations of Na*.
Because of the existence of an N-terminal signal peptide, the protein
localizes to the single mitochondrion of the parasite under normal
growth conditions. However, in response to edelfosine treatment, L.
infantum EndoG migrates from the mitochondrion to the nucleus.
Furthermore, in the presence of this drug, overexpression of this
protein causes a highly significant increase in the percentage of
TUNEL-positive parasites. Our results, together with those pre-
sented by other authors [25,48], strongly support the conclusion
that Leishmania parasites express an ortholog of mammalian EndoG
that participates in the execution of the PCD process.
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