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Resumen y Abstract \Y

Resumen

Leishmaniasis es una enfermedad producida por un parasito protozoario denominado
Leishmania que presenta dos estadios: promastigote localizado en el intestino del
insecto vector sujeto a un pH 7,0-8,0 y amastigote que se desarrolla dentro de una
vacuola fagolisosomal del macréfago (pH 4,5-5,5). Para sobrevivir a estos ambientes los
parasitos utilizan H* ATPasas acoplados a canales anidnicos. A pesar de las
implicaciones funcionales de estas proteinas poco se conoce sobre su naturaleza.
Nuestro grupo de investigacion ha identificado corrientes de cloruro en ovocitos de
Xenopus laevis microinyectados con ARNm de L. (L.) amazonensis y L. (V) braziliensis;
que pueden ser el resultado de la expresién de canales de cloruro voltaje dependientes.
En este proyecto se identificd, clond y caracterizé la primera proteina tipo CLC
LbrM01_V2.0210 en L. (L) amazonensis L. (V) braziliensisy L (V.) panamensis localizada
en la membrana plasmatica, bolsillo flagelar y organelos endolisosomales cuya funcion

se asocia con transporte de aniones.

Palabras clave: Leishmaniasis, ATPasa H*, Corriente, Cloruro, Canal, Osmolaridad, pH

Abstract

Leishmaniasis is a disease produced by a protozoan parasite that presents two stages:
the promastigote located in the gut of the insect subject to a pH of 7.0-8.0 and the
amastigote that develops within a phagolisosomal vacuole inside the macrophage (pH
4.5-5.5). To survive in these environments the parasites use a H* ATPase coupled to
anionic channels. Despite of the functional implications of these proteins little is known
about their nature. Our research group has identified chloride currents in Xenopus laevis
oocytes microinjected with mRNA of L. (L.) amazonensis and L. (V) braziliensis; which
may be the result of a voltage chloride channel expression. In this project it was identified,
cloned and characterized the first protein type CLC LbrM01_V2.0210 in L. (L)



VI Resumen y Abstract

amazonensis L. (V) braziliensis and L (V.) panamensis. It is located in the plasmatic
membrane, flagellar pocket and endolysosomal organelles and its function is related with
anion transport.

Keywords: Leishmaniasis, H* ATPase, Current, Chloride, Channel, Osmolarity, pH
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Introduccion 1

Introduccion.

La leishmaniasis, producida por pardasitos protozoarios pertenecientes al género
Leishmania, es una enfermedad de distribucion mundial que afectan a millones de
personas. De acuerdo a la organizacion mundial de la salud se estima que anualmente
hay 12 millones de casos nuevos, con mas de 350 millones de personas en riesgo [1]. En
Colombia esta enfermedad es endémica y se encuentra en 91% del territorio ubicado
bajo los 1750 m sobre el nivel del mar, por lo que se estima que 10 millones de personas
se encuentran en riesgo [2]. En los Ultimos anos se ha reportado un incremento en el
niamero de casos notificados atribuido principalmente a factores ambientales [3] y de
orden publico lo que convierte a esta enfermedad en un problema de salud publica [4].

Durante el ciclo de vida Leishmania se adapta y prolifera en un ambiente donde las
condiciones ambientales son drasticas, mantiendo su pH intracelular y osmolaridad en
rangos fisiolégicos; para sobrevivir a las fluctuaciones de estos ambientes Leishmania
usa un gradiente electroquimico de protones, mantenido por una H* ATPasa acoplada a
canales aniénicos. Sin embargo, poco se conoce sobre los transportadores y la
naturaleza de los canales idnicos del parasito que regulan estos mecanismos. Los
estudios descritos hasta el momento demuestran la presencia de canales de cloruro CLC
asociados a la regulacién de pH intracelular y volumen celular en diferentes células
mamiferas[5;6], por lo tanto, se sugiere que Leishmania podria utilizar sistemas de
transporte i6nico para la regulacion de su homedéstasis idnica.

Recientemente el grupo de investigacion en Biofisica y biologia de membranas identificd
una corriente de cloruro en ovocitos del anfibio Xenopus laevis microinyectados con
ARNm de L. amazonensis y L. braziliensis. La corriente identificada presenta una cinética
y farmacologia diferente a las corrientes endégenas del ovocito, lo cual puede resultar de
la expresidn de proteinas del parasito que codifican para canales cloruro [7].



2 Introduccién

En este trabajo se presenta por primera vez evidencia de la expresion de canales de
cloruro tipo CIC-3 en L. amazonensis, L. braziliensisy L. panamensis. La homologia de
las secuencias encontradas con CIC endosomales y la ubicacion de estas proteinas en el
bolsillo flagelar y la membrana plasmatica de Leishmania permiten sugerir que este canal
podria estar asociado con procesos de acidificacion de compartimientos endolisosomales
indispensable en el trafico vesicular para la adquicisién de nutrientes desde el hospedero.



Introduccion 3

Problema de investigacion

Durante el ciclo de vida Leishmania debe sobrevivir a las fluctuaciones ambientales
ocasionadas por los diferentes ambientes celulares en los hospederos; en el intestino del
insecto tolera un pH entre 7,0 y 8,0 [4;8;9] y un gradiente de osmolaridad variable; en el
hospedero vertebrado soporta un pH entre 4,5 y 5,5 [10] con un gradiente de osmolaridad
bajo [11]. Para sobrevivir a las fluctuaciones de estos ambientes los parasitos usan una
H* ATPasa [8], acoplada a un canal anidnico [12;13] que puede corresponder a un canal
de cloruro; ademas, usan otros sistemas de transporte que permiten desechar productos
del metabolismo y controlar la osmolaridad [14].

En nuestro grupo se han identificado corrientes de cloruro en ovocitos del anfibio
Xenopus laevis microinyectados con ARNm de L. amazonensis y L. braziliensis, que
pueden resultar de la expresion de proteinas del pardsito. La elucidacién de estas
corrientes permitiria generar conocimiento sobre los canales idnicos del pardsito y su
relacion con la funcionalidad, fisiologia e infectividad, ademéas de su proyeccién como
posibles blancos de interés farmacolégico.

La pregunta que se quiere responder es: ¢Cual es la identidad de dicho canal y cual
podria ser su importancia en la fisiologia del parasito?
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Hipotesis

Las corrientes de cloruro detectadas por nuestro grupo luego de la inyeccion de ARN
mensajero de Leishmania en ovocitos de Xenopus Laevis son el resultado de la
expresion de canales cloruro del parasito.

Objetivos

Objetivo general

Estudiar un canal de cloruro de Leishmania e iniciar estudios para determinar su papel
funcional en la fisiologia del parasito.

Objetivo especifico

1. Analizar la expresién de potenciales canales de cloruro de Leishmania.
2. Clonar un canal de cloruro de Leishmania.
3. Caracterizar funcionalmente un canal de cloruro



5 Estudio de un canal de cloruro de Leishmaniay su importancia en la fisiologia del parasito

1. Marco teorico

1.1 Epidemiologia

La leishmaniasis hace parte de un grupo de enfermedades parasitarias transmitidas por
la picadura de insectos flebétomos infectados por protozoos del género Leishmania [15].
Se presenta con diversas formas clinicas que van desde Ulceras (leishmaniasis cutanea,
leishmaniasis mucocutanea) hasta formas diseminadas potencialmente fatales

(leishmaniasis visceral).

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la leishmaniasis presenta una
amplia distribucion mundial, siendo endémicas en 98 paises, con mas de 350 millones de
personas en riesgo. Se calcula una prevalencia mundial de 12 millones de casos, con
una incidencia de 2 millones de casos nuevos por ano; 1,5 millones corresponden a
leishmaniasis cutanea y 500.000 corresponden a leishmaniasis visceral [1]. Noventa por
ciento de los casos de leishmaniasis cutanea se localizan en Afganistan, Brasil, Iran,
Perl, Arabia Saudita y Siria; 90% de los casos de leishmaniasis mucocutanea se
registran en Bolivia, Brasil, Per( y mas de 90% de los casos de leishmaniasis visceral se

encuentran en Bangladesh, Brasil, India, Nepal y Sudan [16] (figura 1).
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A b B k-

Figura 1. Mapa de distribucion geografica de leishmaniasis. Las zonas en color gris representan
las regiones que reportan casos de leishmaniasis. A. Leishmaniasis mucocutanea. B.
Leishmaniasis visceral [17].

En Colombia, esta enfermedad se presenta de forma endémica, en focos naturales
localizados en su mayoria en zonas rurales que incluyen bosque seco y bosque himedo
tropical (aproximadamente 94% del territorio nacional) [18], con excepcidn de San Andrés
Islas, Atlantico y Bogota D.C., por lo que se estima que 10 millones de personas se
encuentran en riesgo [2].

En los ultimos anos se ha presentado un aumento de la incidencia de la leishmaniasis en
Colombia. En la década de los afios 90 se notificaron en promedio 6.500 casos por afo y
en los afos 2005 y 2006 aumentaron a 20.000 [2] (figura 2), incremento atribuido a
diversos factores como ampliacién en la urbanizacibn no planeada, deforestacion,
desarrollo de asentamientos humanos no planificados, migracién de poblaciéon de areas
rurales a urbanas [3], desplazamiento forzado, limitaciones en el suministro de
tratamientos asociado a la restriccion en el uso de medicamentos especificos,
diagnosticos inadecuados o tardios y mas recientemente la asociacién de la
leishmaniasis con la infeccién por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) [19].
Igualmente, el surgimiento de cepas resistentes a farmacos [20-23] y el lento desarrollo
de vacunas efectivas, han convertido a estas enfermedades en un problema de salud
publica de dimensiones globales [4].
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1.2 Formas clinicas

La leishmaniasis presenta dos principales formas clinicas: leishmaniasis cutanea y
leishmaniasis visceral, asociadas a la especie y al estado inmunolégico del individuo
infectado. La complicacion de mayor consideracion de la leishmaniasis cutanea es la

leishmaniasis mucosa que se presenta principalmente en el nuevo mundo [24;25].

Leishmaniasis visceral o kala-azar (fiebre negra), es producida por especies del complejo
Leishmania donovani, que incluye las especies L. donovani (Europa, norte de Africa y
Asia), L. infantum 'y L. chagasi (en América central y del sur) [16]. Esta enfermedad se
caracteriza por la presencia de fiebre prolongada, pérdida de peso, anemia,
hepatomegalia, esplenomegalia, hipergamaglobulinemia y pancitopenia; en estados
avanzados las infecciones son recurrentes, siendo mortal cuando no se administra

tratamiento oportuno [24;25].

Leishmaniasis cutanea (leishmaniasis tegumentaria americana, leishmaniasis cutédnea
del Viejo mundo o botén de Oriente) es producida por especies de los subgéneros
Leishmania y Viannia; se asocia con mayor frecuencia a L. (L) major, L. (L) trdpica, (en
regiones de Africa, Medio Oriente, India y Sudan), L. (L) chagasi, L. (L) amazonensis y L.
(L) mexicana (en América central y del sur). Tipicamente se presenta como una lesion
ulcerosa, de bordes bien definidos, redondeada, fondo limpio, de aspecto granular,
bordes hiperémicos y engrosados, indolora, habitualmente distribuida en cara y
extremidades en el lugar de la picadura del vector y en ocasiones, se presentan
infecciones bacterianas secundarias a la lesion. De acuerdo al estado inmunolégico del
individuo puede curarse de manera espontdnea o presentar una forma diseminada
denominada leishmaniasis cutanea difusa que afecta la mayor parte del cuerpo [24;25].

En la leishmaniasis mucosa (espundia), producida por L. (V.) braziliensis, L. (V.)
guyanensis y L (V.) panamensis (en América Central y del Sur), los primeros sintomas
son eritema y edema de mucosas nasofaringeas y posterior destruccion de mucosas y
tejido cartilaginoso. Estas lesiones suelen ser desfigurantes y no se curan
espontaneamente. Se producen infecciones bacterianas secundarias a la lesién vy

malnutricidén lo que puede causar la muerte [25].
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En Colombia se presentan todas las formas clinicas de la enfermedad, siendo la més
frecuente la leishmaniasis cutanea (98% de los casos), (Tabla No 1), principalmente en
los departamentos de Antioquia, Caqueta, Guaviare, Meta, Putumayo, Narifio y
Santander. Leishmaniasis mucosa (1% de los casos) en Antioquia, Meta, Guaviare,
Caqueta, Narifio, Putumayo y leishmaniasis visceral (menor al 1% de los casos
reportados) endémica en el valle del rio Magdalena principalmente en los departamentos
de Bolivar, Cérdoba, Sucre, Cundinamarca, Huila, Tolima y Santander [26].

Reporte de casos de Leishmaniasis
(1990-2010)
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Figura 2. Reporte de casos de leishmaniasis en Colombia correspondiente a los afios 1990 a
2010.

Tabla 1. Porcentaje de casos de las tres formas clinicas de leishmaniasis en Colombia
correspondiente a los afos 2005 a 2010.

2005 2006 2007 2008 2009 2010
L. cutanea 99,3 99,2 94,7 98,8 98,7 98,7
L. mucosa 0,3 0,5 0,6 0,9 0,8 1,0

L. visceral 0,4 0,3 0,4 0,3 0,5 0,3
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1.3 Agente etioldgico

Leishmania es un protozoario intracelular que pertenece a la familia Trypanosomatidae,
orden Trypanosomatida clase Kinetoplastida, filo Euglenozoa. Posee dos subgéneros
Leishmania y Viannia, cada uno con diferentes complejos y especies separados por
caracteristicas bioquimicas y moleculares (figura 3).

Trypanosomatidae

Leishmania
1
| 1
Leishmania Viannia
1 ——
I | | | 1
L. donovani L.tropica L.major L.aethiopica L. mexicana L.braziliensis L.guyanensis

L. donovani I_ L. killicki I_ ) I_ L L. amazonensis I_ L.braziliensis I_L. guyanensis
L. major L. aethiopica

L. chagasi L. tropica L.garnhami L.peruviensis L. panamensis
L. infantum L.mexicana
L.pifanoi

L.venezualensis

Figura 3. Clasificacién taxonémica de Leishmania. Adaptado de WHO Technical Report Series
[16].

Las caracteristicas morfolégicas de los protozoarios del género Leishmania corresponden
a dos principales formas parasitarias: amastigotes y promastigotes. Los amastigotes son
parasitos ovalados que miden de 2 a 5 um, no poseen flagelo y se localizan dentro de
una vacuola parasitéfora en macrofagos; los promastigotes son la forma flagelar que
mide de 10 a12 um y se encuentran en del tracto digestivo del insecto vector [24]; dentro
de esta morfologia se han descrito varias formas intermedias: promastigotes prociclicos
con forma ovoide, ligeramente moviles, con alta tasa de replicacién pero no infectivos;
promastigotes nectomonados con forma alargada, delgada; promastigotes leptomonados
cortos y anchos, alta tasa de replicacién, no infectivos y promastigotes metaciclicos:
pequenos, con un flagelo largo y con capacidad de migrar a la probodscide del insecto, y
son altamente infectivos [27].
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1.4 Ciclo de vida

La transmision de esta enfermedad ocurre via picadura de un insecto diptero del género
Lutzomia en el Nuevo mundo y Phlebotomus en el Viejo mundo. Este parasito tiene como
reservorios a animales domésticos, silvestres y al hombre [28]. El ciclo de vida inicia
cuando el insecto ingiere sangre que contiene macréfagos infectados con amastigotes,
los cuales son liberados en el intestino del insecto vector; en este ambiente el amastigote
se diferencia en promastigote, el cual se multiplica por fisién binaria migrando a la
proboscide del vector desde donde son inoculados a otro hospedero vertebrado. En el
interior del nuevo huésped los promastigotes son fagocitados por células mononucleares,
en donde se diferencian a nuevos amastigotes; finalmente se multiplican y salen a
reinvadir células dendriticas y fibroblastos al igual que macréfagos [29] (figura 4). Durante
su ciclo de vida Leishmania encuentra ambientes caracterizados por cambios en pH,
composicion idnica, entre otros, entornos que hacen necesario que el parasito exprese

mecanismos reguladores para sobrevivir [30].

ey

Figura 4. Ciclo de vida de Leishmania (tomado de The immunology of susceptibility and resistance
to Leishmania major in mice [31]).
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1.5 Organizacién gendmica de Leishmania

En la actualidad se conocen 5 secuencias genémicas de Leishmania: L. mexicana, cepa
MHOM/GT/2001/U1103, L major, cepa MHOM/IL/80/Friedlin, zymodeme MON-103; L
infantum, cepa MCAN/ES/98/LLM-877, L. donovani, referencia: BPK282A1 y L
braziliensis, cepa MHOM/BR/75M2904, (www.genedb.com); Estos genomas se

caracterizan por tener aproximadamente 8 mil genes distribuidos en 34 a 36 cromosomas
(tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas genémicas de Leishmania.

L. major L. infantum L. braziliensis L. mexicana L. donovani
No de cromosomas 36 36 35* 34 36
Tamaiio (pb) 32.816.678  32.134.935 32.005.207 32 32
Genes codificantes 8.298 8.154 8.153 ** *
Pseudogenes 97 41 161 ** **

*La reduccién en el nimero de cromosomas se debe a la fusién del cromosoma 20 y 34 [32].
** Datos no conocidos

A pesar de una divergencia evolutiva de 20 a 100 millones de afios de estas especies
[33], el estudio gendmico indica alta proximidad filogenética que se conserva en més de
99% de los genes. Las diferencias genomicas radican sbélo en 78 genes especie
especificos, 5 para L. major, 26 para L. infantum y 47 para L. braziliensis, con una
expresion diferencial dependiendo del estadio del parasito (amastigote-promastigote)
[32].

Leishmania se caracteriza por tener un organelo denominado cinetoplasto, ubicado cerca
al cuerpo basal del flagelo (figura 5), donde se ubica el ADN mitocondrial que se
encuentra organizado en maxicirculos (20-40 kb), que codifican para la mayoria de
proteinas y en minicirculos (0,65-2,5 kb), que codifican para diversos ARNs [34].
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Figura 5. Cinetoplasto de promastigote de L. braziliensis. A. Microscopia de luz de promastigote.
La flecha indica la ubicacién del cinetoplasto. B. Microscopia de fluorescencia marcacion de ADN
con el colorante Hoechst (1:10000). La barra representa 10 pm

El genoma esta organizado en estructuras denominadas policistrones que son genes
agrupados en unidades de transcripcion que codifican de 10 a cientos de proteinas
arreglados secuencialmente en la misma hebra [35]. El proceso de transcripcién se inicia
por activacién de regiones sobre cada cromosoma en ausencia de factores de iniciacién
de la transcripcidén. Este proceso se caracteriza por la utilizacion de ADN molde que no
posee intrones (secuencias no codificantes), el cual se transcribe a ARN por la
polimerasa Il. El ARN producido por la transcripciéon (transcrito primario) es un precursor
policistronico (pre ARNm) que requiere control postranscripcional de un proceso de trans-
empalme, (trans-splicing, corriente abajo) en el que se generan trascritos
monocistrénicos con metil guanosina (CAP) en la region 5' final y poliadenilacion con una
cola de poli A en la regién 3' final [36;37]. Debido a la ausencia de control transcripcional,
la regulacion en la expresion de genes estadio especifica involucra secuencias dentro de
las regiones 3'-no traducidas (3'-UTR) que determinan la abundancia de ARNm vy
estabilidad del transcrito [35].

1.6 Membrana plasmatica

La membrana plasmatica de Leishmania estd compuesta principalmente por:
lipofosfoglicanos (LPG), proteofosfoglicanos (PPG), glicoproteinas (GP63) y un grupo de
glicoinositolfosfolipidos (GIPLS; figura 6). Los LPG son glicolipidos compuestos de
unidades repetidas de disacéarido fosforilado que se han asociado a procesos de
adhesién al macrofago y al intestino del insecto vector [38], a resistencia a la accién del
complemento e hidrolasas extracelulares y alteracion de la maduracion del fagolisosoma
[39]. Debido a que los LPG se encuentran implicados en la inhibicion de la fusién
endosoma fagosoma en macréfagos [40] son ausentes en el estadio amastigote [41]. Los
PPG son proteinas altamente glicosiladas constituidas por un esqueleto polipeptidico y
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se encuentran implicadas en el proceso de infeccién e inmunomodulacién del macréfago
[42]. La proteina GP63 es la mas abundante en la superficie del promastigote y
amastigote, pertenece a la familia de las metaloproteasas con un tamafio de 63 kDa, se
encuentra implicada en procesos de inhibicion de lisis por complemento, facilita la unién
a receptores del macréofago y evita la activacion de factores de transcripcion implicados
en la respuesta inmune innata [43]. Los GIPLS estan presentes en el estadio amastigote
asociados a la reduccion de la actividad leishmanicida por parte del macréfago debido a

que inhiben la sintesis de 6xido nitrico [44].

La cara citoplasmatica de la membrana posee una red de microtubulos que determinan la
distribucion de proteinas de membrana y moléculas de esterol, esta red varia de acuerdo
a la forma del parasito y termina cerca del bolsillo flagelar, en donde toma lugar los
procesos de endocitosis y exocitosis [28].

LPG GFl-protan % GPI anchor aﬁmrﬂ-gtycan
@ free GPI & phosphoglycan
B 1 ) free GPI free GPI
ni¥nnHndnfn nnﬁn/nn - Bnfnfnnn¥nnndaifn
uududuuuuduuuuuuuul vuugulduuuuluuuuduul
promastigote amastigote

Figura 6. Membrana plasmatica de Leishmania. LPG lipofosfoglicanos; GPI —protein
Glicoproteinas; PPG proteofosfoglicanos; free GPI (moléculas intermediarias de la sintesis de
glicoproteinas y glicoinositolfosfolipidos). En el amastigote se observa disminucién en la expresion
de proteinas ancladas a GPI [41].

Otras proteinas ubicadas en la membrana de Leishmania incluyen transportadores de
glucosa, cuya funcion es permitir el ingreso glucosa, fructosa y manosa como fuente
metabdlica de energia; se encuentran ubicados en la membrana del bolsillo flagelar y en
la membrana plasmatica [45] [46]. El transportador mioinositol utiliza el gradiente
electroquimico de protones para permitir el ingreso de una molécula de mioinositol,
importante para la proliferacién de Leishmania [47]. El transportador biopterina (BT1) que
es una molécula precursora de folatos, importante para la proliferacion de Leishmania, se
ubica en la membrana del bolsillo flagelar y en la membrana plasmatica [48] y los
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transportadores de nucledsidos presentes en la membrana plasmatica y bolsillo flagelar,
incorporan bases nitrogenadas necesarias para los procesos de proliferacién celular [49].

1.7 Regulacion del pH intracelular (pH;) en Leishmania

Para muchas células eucariotas los mecanismos de regulacién de pH; involucran la
activacion selectiva de proteinas de membrana [50-52] (figura 7). Si el pH intracelular es
acido se activan transportadores de tipo antiporte Na*/H*, que permiten la salida de H* e
ingreso de iones Na’ y ademas se activa el intercambiador CI/HCO; dependiente de
Na*, que toma HCOj3 del medio extracelular y lo intercambia por CI intracelular. Si ocurre
una sobrecarga alcalina se activan mecanismos regulados por el ién HCO3', como el
intercambiador CI/HCOs independiente de Na®, el cual toma iones CI del medio
extracelular y saca iones HCOg', y el cotransportador simporte Na*”/HCOj3', el cual ingresa
Na*y HCOs'. Estos mecanismos van acoplados a ATPasas electrogénicas para equilibrar

y mantener la homeostasis de los iones intracelulares [13;53].

Figura 7. Principales mecanismos de transporte iénico en la membrana plasmatica de eucariotes.

Estos mecanismos de regulacién son aplicados por Leishmania debido al amplio rango
de cambios en pH (de 2 unidades) que debe tolerar [54]. El estadio promastigote ubicado
principalmente en el intestino del insecto vector soporta un pH entre 7,0 y 8,0 [8;9],
mientras que el amastigote, que sobrevive dentro de una vacuola parasitéfora del
macrofago, resiste pHs entre 4,5 y 5,5 [10]. Sin embargo, el parasito es capaz de
mantener su pH; cercano a la neutralidad [55]. En la membrana del parasito se ha
localizado una H* ATPasa tipo P [8;56;57] cuya funcion es excretar protones al medio
extracelular para mantener un pH intracelular cercano a la neutralidad [55], mantener el
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potencial de membrana y generar un gradiente electroquimico que permita el transporte
activo de sustratos como L-prolina y D- glucosa [55][58][12;59]. Se ha demostrado que
esta H" ATPasa regula el pH; en promastigotes de L. donovanni [55;60], en amastigotes y
promastigotes de L. major [12;13;55] y en promastigotes de L. mexicana amazonensis
[8]. La H* ATPasa se encuentra acoplada funcionalmente a un canal aniénico sensible a
4-4-diisothiocianostilbeno-2-2-acido disulfénico (DIDS; inhibidor de canales aniénicos) de
naturaleza desconocida, y cuya funcion seria disipar el potencial de membrana generado

por la activacion de la bomba [8;13;59].

Diversos estudios han demostrado que las variaciones ambientales a las que se
encuentra expuesto el parasito activa procesos de transporte de productos de desechos
originados durante el metabolismo [14]; asi como la expresion de genes que contribuyen
a la diferenciaciébn morfoldégica y expresion de proteinas estadio especificas. Un
aumento de pH incrementa la rata metabdlica y proliferacion celular; mientras que
disminucion en el pH incrementa el desacoplamiento entre actina y miosina reduciendo la

movilidad de Leishmania en el proceso de diferenciacion a amastigote [14;60-62].

1.8 Regulacion del volumen celular en Leishmania

Durante su ciclo de vida, Leishmania se enfrenta a factores de estrés fisioldgico
ocasionados por las variaciones en las condiciones osmoticas del tracto digestivo del
insecto vector y por los cambios en la composicion quimica presentes en la vacuola

parasitofora al interior del macréfago [63].

Los promastigotes de Leishmania se desplazan por el sistema digestivo del insecto a
través de un gradiente osmético (= 300 mOsm) que resulta de la ingesta de alimentos del
vector y de la seccién del tracto digestivo del mismo, lugar en el que se encuentra el
parasito [64]. En la vacuola parasitéfora la composicién interna es altamente variable
pero usualmente con una baja fuerza osmotica entre 150 y 250 mOsm [11]. Para
enfrentarse a estas fluctuaciones y mantener constante el volumen celular, los parasitos
activan un sistema regulador de volumen celular sensible a cambios osmoticos [65].
Frente a un medio hipotdnico presentan aumento del volumen celular regresando al
volumen original en un proceso denominado decremento del volumen regulado (RVD);
durante este proceso se presenta liberacién de una serie de solutos al medio intracelular,
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entre los que se encuentran iones Na*, K*, y CI" provenientes de acidocalcisomas [66] y
algunos aminoéacidos como glutamina, lisina, prolina y principalmente alanina [53;65].
Mientras que la exposicion del parasito a estrés hiperténico genera como respuesta
aumento en la sintesis de alanina [67]. Esta regulacién incluye la activacién de sistemas
de transporte entre los que se encuentran canales aniénicos [53], modulados por
proteina quinasa C (PKC), proteina quinasa A (PKA) y acido araquidénico [68].

1.9 Potencial de membrana (Vm) en Leishmania

El potencial de membrana aparece como consecuencia directa de las vias de transporte
ibnico usadas por la célula [12]. En condiciones normales el Vm en promastigotes de
Leishmania major es -113 £ 4 mV [12] a -116 £ 2 mV [69], mientras que en amastigotes
es -83mV [53], un potencial despolarizado con respecto al valor del promastigote; este
fendmeno se explica por la activacion de un canal aniénico acoplado a una H* ATPasa
tipo P [12]. La naturaleza del canal es desconocida; sin embargo, se ha reportado la
presencia de canales aniénicos sensibles a DIDS en L. major y L. amazonensis que
estan involucrados en ajuste de Vm y osmolaridad [8;12;13;53]. Asimismo, estudios
electrofisiolégicos en bicapas lipidicas han revelado la presencia de canales aniénicos
tipo cloruro en L. mexicana [70]. En promastigotes de Leishmania amazonensis se ha
demostrado la presencia de una corriente de cloruro voltaje dependiente [7] que sugiere
la presencia de canales cloruro tipo CLC en el parasito. Estos resultados indican que los
canales anionicos en Leishmania contribuyen de manera significativa a ajustar el Vm en
el parasito para la toma de nutrientes y acumulacién de aminoacidos requeridos para el

proceso de osmoregulacion [12;53;71].

1.10 Canales y transportadores de cloruro

Los canales y transportadores idnicos de cloruro son proteinas integrales de membrana
que median principalmente la traslocacién de iones CI” a través de la célula. Se clasifican
de acuerdo a su habilidad para hacer un transporte pasivo o activo: el transporte pasivo
mueve los solutos a favor de un gradiente electroquimico, mientras que el transporte
activo utiliza energia externa para mover solutos en contra de un gradiente. El transporte
pasivo se clasifican en tres tipos: uniportadores que transportan un tipo de molécula a
favor de su gradiente y los antiportadores y simportadores que acoplan el movimiento de
una molécula en contra de su gradiente electroquimico con el movimiento de otra
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molécula a favor de su gradiente. De igual forma, los canales iénicos proporcionan a los
iones un trayecto para que se transporten a una alta tasa sin gasto energético. En el
transporte activo se encuentran los transportadores primarios (bombas ATPasas) que
utilizan ATP para mover un soluto en contra del gradiente electroquimico [72].

La apertura de estas proteinas ocurre por un estimulo como el cambio de Vm, unidén de
un ligando, cambio en la temperatura o estrés en la membrana [73] y tienen como funcién
principal mantener el Vm, la homeostasis ionica, la regulacién de volumen, pH y

excitabilidad eléctrica [74].

Los canales de cloruro corresponden a tres categorias dependiendo de su estructura
molecular: receptores activados por ligando (receptor GABA: acido gama aminobutirico y
glicina), canales CFTR (proteina reguladora transmembrana de la fibrosis quistica) y

proteinas CLC (canal de cloruro) [74] .

1.10.1 Receptores activados por ligando

Los receptores GABA y glicina pertenecen a la familia de canales cloruro activados por
ligando, que permiten el paso de iones CI" después de que un ligando se ha unido al
receptor; se encuentran constituidos por 5 subunidades, cuya combinacién generan un
subtipo diferente de canal [75]. Los receptores GABA poseen 2 subunidades alfa, 2
subunidades beta y una subunidad gamma [76] y los receptores glicina poseen cuatro
subunidades a; a, a3 y B que constituyen el canal. Los receptores activados por ligando
se encuentran constituidos de cuatro segmentos transmembrana (M1-M4) de los cuales
el segmentos M2 forma la pared del canal (figura 8). En mamiferos los receptores GABA
se encuentran principalmente en cerebro, mientras que los receptores glicina estan en
médula espinal y tronco cerebral. Su funcién principal consiste en inhibir la transmision

neuronal en células del sistema nervioso central [74].
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Dominio hidrofilo

Figura 8. Caracteristica estructural de los receptores activados por ligando [77]

Los canales CFTR son proteinas que pertenecen a la familia de transportadores ABC
(cassette de union a ATP) que utilizan la energia obtenida de la hidrélisis de ATP para
transportar iones. A nivel estructural los canales CFTR se encuentran constituidos por
dos motivos (MSD1, MSD2) cada uno compuesto de seis segmentos transmembrana
(TM1-TM6) y dos dominios de unién a nucleétidos NBD (dominios de union a nucleétidos;
figura 9). Los motivos (MSD1, MSD2) se encuentran enlazados por un dominio regulador
R, que controla la actividad del canal cuando es fosforilado por PKA. Estas proteinas se
localizan en la membrana apical de las células epiteliales del sistema respiratorio y
digestivo, glandulas sudoriparas, pancreas, y epididimo [74]. Su funcién esta implicada
en regulacién y secrecién de electrolitos [74].

PKA & ATP C

Figura 9. Estructura secundaria de los canales CFTR [78].
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1.10.2

Proteinas CLC

Los CLC pertenecen a una familia de proteinas activadas por voltaje que incluye canales

cloruro e intercambiadores H*/CI" [5;6]. Estas proteinas se han identificado en procariota

y eucariota y en mamiferos se han descrito nueve miembros (CLC1-CLC7, CLCK1,

CLCK2; tabla 3). Su funcién principal corresponde a estabilizar el Vm en células

excitables y acidificar vesiculas intracelulares [79]. Mutaciones en las proteinas CLC

resultan en diferentes patologias en humanos como sindrome de Dent, sindrome de

Barret, osteopetrosis y miotonias [6;80].

Tabla 3. Caracteristicas electrofisiologias de los principales canales tipo CLC [79][81][6].

Propiedades biofisicas

Tipo C .
Ubicacién Funcién
CLC .
Activacion Sell,ec.twldad Inhibidores
aniénica
Activacion a Vm
Musculo Estabilizacion despolarizantes o |- 9 (AC)*
CLCH esquelético del Vm sensible a cambio CI>Br>l PKC
de pH
Transoorte Activacion a Vm
i porte hiperpolarizantes, o
Células de | transepitelial, variaciones de NPPB
CLC 2 | purkinje vy | regulacion de osmolaridad CI>Br>I’ 9 (AC)
piramidales pH y volumen cambios  de |Y| DIDS***
celular P P
(acido)
CLCK Rifnén y oido | Transporte Activacion a Vm | Br>CIsl Desconocido
Barttin | interno transepitelial despolarizantes Br>I'>"Cl
Endosomas e g L
CLC3 |y vesiculas Acidificacién de Act|vaC|o_n a Vm I'sClI>Br DIDS
P endosomas despolarizantes PKC
sinapticas
Mdusculo
esquelético, Ce o
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*9(AC): Acido 9 antracen carboxilico. **NPPB: Acido 5-nitro-2-(3-fenilpropil) aminobenzéico.
***DIDS: acido 4-4-diisotiocianostilbeno-2-2-disulfonato.
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1.10.2.1  Estructura de las proteinas CLC

Los CLC tienen estructura dimérica, en la que cada monémero forma un poro funcional e
independiente (figura 10A). Los primeros andlisis estructurales en CLC-0 en el pez
Torpedo califérnica hechos por Miller y colaboradores [82], determinaron dos
conductancias equidistantes entre si que corresponden a un complejo dimérico de
subunidades idénticas cuya apertura y cierre son independientes. De igual forma, Bauer
y colaboradores [83] observaron los mismos patrones de conductancia en el mismo canal
de T. marmorata clonado y expresado en ovocitos de Xenopus laevis sugiriendo un
complejo funcional de doble barril. Estas observaciones se confirmaron con la primera
estructura cristalografica de CLC de Eschericheae coli (EcCLC o CLC-ec1)y Salmonella
typhimorum (StCLC) obtenidas por Dutzler en el ano 2002 [84]. Se corrobord que esta
proteina esta constituida por dos monoémeros (rojo y azul en la figura 10A), cada
mondémero posee 18 hélices alfa (A-R; figura 10B) configuradas en una estructura
antiparalela (verde y azul en las figuras 10B y 10C) con dos dominios estructuralmente
similares (hélices A-l, J-R) ubicados de manera seudo-simétrica, formando un reloj de

arena (figura 10C) [84]. Andlisis posteriores confirmaron que esta proteina corresponde a
un intercambiador H*/CI [85].

=
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Figura 10. Estructura de un intercambiador CLC. A. Estructura dimérica (rojo y azul), cada punto
verde corresponde a un ién cloruro. B. Estructura secundaria, los dos dominios estructurales estan
en color verde (hélices A-l) y azul (hélicesJ-R); la regién que forma el filtro de selectividad es de
color rojo. C. Estructura antiparalela [84].
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1.10.2.2 Selectividad anidonica

Con los estudios cristalograficos de CLC de E. coli (EcCLC o CLC-ec1)y S. typhimorum
(StCLC) se identifico que el filtro de selectividad esta constituido por 3 sitios de unién
especificos con el ién CI: S107, E148 y Y445 denominados Se, Scen Y Sint
respectivamente (figura 11), en donde las cargas positivas parciales de los atomos de
nitrégeno de una isoleucina y de una fenilalanina y del grupo hidroxilo de una serina y
tirosina, estabilizan el i6n permitiendo que se transporte con una alta tasa de difusién
(figura 11B) [86].

Figura 11. Filtro de selectividad del ién CI" . A. Regiones de unién al Cl' (Sex, Scen ¥ Sint). B. Los
residuos que estabilizan al i6n cloruro (esferas rojos) corresponden a los aminoacidos S107,
E148, Y445y F357; aD, aF, aN, aR, corresponden a las hélices de la estructura secundaria [86].

1.10.2.3 Mecanismo de transporte

La compuerta que permite el paso del ién CI por el filtro de selectividad esta constituida
por la cadena lateral del aminoacido glutamato (E148 en EcCLC), que bloquea el acceso
del ion CI desde el medio extracelular [84]. Cuando la conformacién del canal es cerrada
el ion CI ocupa los sitios S¢en ¥ Sint, Mientras S, €s ocupado por el grupo carboxilo de la
cadena lateral de E148 [86][87]. Cuando la conformacion cambia se mueve el E148
permitiendo el ingreso del ion CI (figura 12).
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Figura 12. Mecanismos de apertura y cierre del intercambiador EcCLC. En la conformacién
cerrada los sitios de unién a ClI" Sy ¥ Scen SON 0cupados por el idn y el sitio Sey es ocupado por la
cadena lateral de E148. En la conformacién abierta la cadena lateral de E148 se ha movido y Sey
es ocupado por un tercer ién CI'. Las esperas rojas corresponden a los iones CI [86].

No obstante, estudios cristalograficos recientes en la alga roja Cyanidioschyzon merolae
han demostrado que la posicién del glutamato cambia ocupando el sitio central (Scen) cON
un reorientacion de la cadena lateral permitiendo el ingreso del ién CI'[88].

Sin embargo, existe la duda de cémo ésta proteina permite el intercambio de H™ y CI.
Estudios de mutagénesis en EcCLC han identificado el glutamato (E203) implicado en el
movimiento de H*. La mutaciéon E203A afecta el transporte de H* manteniendo el flujo de
ClI' a una tasa mucho mas baja por lo que se sugiere un mecanismo de activacion
dependiente de pH en el que un protén extracelular se une a una cadena lateral de un
glutamato y abre el canal, permitiendo el ingreso de 2CI" y salida de 1H" [5]. Esta
suposicion es apoyada por la propuesta de Miller y colaboradores [89] en la que se
plantean dos vias iénicas para el transporte de ClI' y H*; la via del cloruro es activada por
la cadena lateral de E148, con una conformaciéon del poro cerrado-desprotonado o
abierto-protonado y el aminoacido E203 media el movimiento del H* entre la solucién
externa y el interior de la proteina [89]. Sin embargo, en la actualidad no se ha
identificado cual aminoacido estd implicado en el transporte del proton al medio

extracelular.



23 Estudio de un canal de cloruro de Leishmaniay su importancia en la fisiologia del parasito

2. Metodologia

2.1 Lineas celulares

2.1.1 Cultivo de parasitos

Se cultivaron promastigotes de L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensisy L (V.
panamensis (cepas referenciadas por la Organizacion Mundial de la Salud
FLA/BR/67/PH8, HOM/BR/75/M2903 y MHOM/CO/87CL412 respectivamente), donados
por Nancy Gore Saravia, PhD (CIDEIM, Cali, Colombia), Lucy Gabriela Delgado, PhD
(Universidad Nacional de Colombia sede Bogotd) y Cristina Zapata, MSc (Universidad La
Salle Bogotéa, Colombia).

Los parasitos se sembraron en frascos de 25 cm® con 10 mL de medio Schneider’s
S9895 (Sigma-Aldrich) suplementado al 5% con suero fetal bovino SBF (Danovo -
Biowest), se mantuvieron a 27°C hasta alcanzar una densidad de 1*10” células/ mL con
mas del 80% de la poblacién en forma de roseta (fase metaciclica; figura 13), a esta
concentracion se realizaron los ensayos de extraccion de ARN, proteina e
inmunofluorescencia.

Figura 13. Estructura en roseta de un cultivo de promastigotes de L. amazonensis. Agrupacion
caracteristica de la fase metaciciclica. Imagen de microscopia luz. La barra representa 10 um
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2.1.2 Cultivo de células embrionarias de rindon humano 293 (HEK)

Se cultivaron células HEK 293 (ATCC CRL-1573) donadas por la Doctora Yolima Torres
(Pontificia Universidad Javeriana). El cultivo celular se realizé en medio DMEM (Gibco®)
suplementado con 5% de SBF, en atmésfera himeda a 35°C y 5% de CO,; las células se
mantuvieron en monocapa a 80% de confluencia en frascos de 25 cm® con 10 mL de
medio (figura 14).

Figura 14. Morfologia caracteristica de las células HEK 293. Imagen de microscopia de luz. La
barra representa 10 um

2.2 Extraccion de ARN de promastigotes de Leishmania

La extraccion de ARN de promastigote de L. amazonensis, L. braziliensisy L.
panamensis se realiz6 con una modificaciéon del método de Chomczynski y Sacchi
[90;91] usando el reactivo TRIzol® (Invitrogen). Este reactivo contiene una solucién de
fenol e isotiocianato de guanidina que solubiliza y desnaturaliza proteinas preservando la
integridad del ARN [92].

2.2.1 Fase de homogenizacion de la muestra

Se parti6 de un pellet de parasitos a una concentracién de 1x10” promastigotes/mL, este
se lavo tres veces con PBS 1X (Phosphate Buffered saline) para retirar medio de cultivo,
luego se adicioné 1 mL del reactivo TRIzol® y se homogenizé por pipeteo, la mezcla se
incubé por 5 minutos a temperatura ambiente para completar la disociaciéon de
nucleoproteinas.
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2.2.2 Fase de separacion

La mezcla se centrifugd a 12.000 x g durante 10 minutos a 4°C, se colocéd el
sobrenadante a un tubo eppendorf nuevo y el pellet se descarté por tener material
insoluble con alto contenido de polisacaridos; al sobrenadante se le adicionaron 200 uL
de cloroformo, se agitd por 15 segundos y se incubé a 15°C por 2 minutos. La mezcla se
centrifugd a 12000 x g durante 15 minutos a 4°C. Se formaron tres fases, en la parte
inferior (organica) se encuentra la mezcla fenol-cloroformo con alto contenido de lipidos,
en la fase intermedia se encuentra el ADN- proteinas y en la fase acuosa superior se
encuentra el ARN total.

2.2.3 Fase de precipitacion

La fase acuosa fue transferida a un tubo eppendorf y se adicionaron 400 pL de
isopropanol para permitir la precipitacion de ARN. El tubo se mezclé mediante agitacién
manual y se incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugd a 12.000 x
g durante 10 minutos a 4°C. El precipitado se lavd dos veces con 1 mL de etanol a 75%;
para permitir la solubilizacion de sales mientras el ARN permanece precipitado. Se
centrifugd a 7500 x g durante 5 minutos a 4°C y se retiré el etanol. Una vez seco el pellet
se resuspendi6é en 10 uL de agua estéril tratada con dietilpirocarbonato 0,1 % (Sigma-
Aldrich) libre de ARNasas [92;93]. Se verificd la integridad del ARN en gel de agarosa a
1,0% en TAE, revelado con bromuro de etidio (0,5 pug/mL; figura 18; EI ARN total se
cuantific6 midiendo absorbancia a 260 nm en un espectrofotometro NanoDrop 2000c
(Thermo Scientific); se midié la absorbancia a 280 nm para determinar contaminacién
con proteina y se calculd la relacion 260/280 para estimar la pureza de ARN obtenido (el
cociente de las absorbancias « 1,65 es indicativo de contaminacién con proteina) [94].
Todas las muestras fueron almacenadas -20°C.

2.3 Sintesis de ADN complementario (ADNc)

La sintesis de ADN complementario se realiz6 a partir de las muestras de ARN total de
promastigote de L. amazonensis, L. braziliensisy L. panamensis utilizando la enzima
retrotranscriptasa y los desoxirribonucleétidos trifosfato (ANTPS) suministrados en el kit
SuperScriptTM 11 (Invitrogen). El proceso de obtencién de la primera hebra de ADNc
ocurre por la enzima retrotranscriptasa (ADN polimerasa) capaz de sintetizar ADNc
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usando como molde ARN. Para el proceso de sintesis se requiere el uso de cebadores
inespecificos denominados oligonucleétidos polidT (polideoxitimidina) con un OH libre en
el extremo 3', estos cebadores hibridan con las secuencias poliadenina (poliA) de los
ARN mensajeros y brindan soporte para la sintesis de ADNc [95]. Para la sintesis de
ADNCc se prepararon las siguientes muestras:

Tabla 4. Reactivos y cantidades empleadas para la sintesis de ADNc

Componente Muestra Control RT Control ARN
ug de ARN total* 5 5 -
Control ARN (50 ng/pL) - - 1L
10 mM mezcla dNTP 1L 1L 1 uL
Oligo(dT) (0,5 ug/ uL) 1 uL 1L 1 uL
Agua D.E.P.C 3uL 3uL 7 uL

*Los pg de ARN total corresponden a las muestras de ARN de los promastigotes (L. (L.)
amazonensis, L. (V.) braziliensis y L panamensis).

Se incub6 cada muestra a 65°C por 5 minutos y se coloc6 sobre hielo por 1 minuto.
En un tubo aparte se preparé la siguiente mezcla de reaccion:

Tabla 5. Reactivos y cantidades empleadas para la mezcla de reaccion en la sintesis de ADNc

Componente Cada reaccion
10X Buffer RT 2uL
25 mM MgCl, 4 uL
0,1 MDTT 2L
ARNasa OUT 1 uL

Se adicionaron 9 uL de la mezcla anterior a cada muestra, se mezclé suavemente y se
centrifugd a 4000 rpm por 1 minuto, se incubd a 42°C por 2 minutos y se adicion6 1 uL de
la enzima SuperScrip Il Retrotranscriptasa a cada tubo, exceptuando el tubo control RT,
se mezcld e incubd a 42°C por 50 minutos y se termind la reaccién a 70°C por 15 minutos
con la primera hebra de ADNc sintetizada. La mezcla se colocé sobre hielo y se adiciond
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1 uL de ARNasa H a cada tubo y se incub6 por 20 minutos a 37°C. La ARNasa H digiere
el ARN molde dejando la muestra con ADNc necesario para la amplificacion por RT-PCR.

La muestra restante se almacené a -20°C.

2.4 Diseino de oligonucleétidos

Se disefiaron dos pares de oligonucledtidos con los programas PRIMER 3
(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi) y PRIMER BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/) para la secuencia putativa (GeneDB (LbrM01_V2.0210) o

GeneBank (Genel.D 5412354)) de L. braziliensis. El primer par de oligonucledtidos se
diserié teniendo en cuenta que el oligonucleétido directo tuviera la secuencia Kozak
GAG, para que el fragmento amplificado se pudiera ligar al vector de expresién
pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO (/nvitrogen). Para el diseno del oligonocleétido reverso se tuvo
en cuenta que la secuencia no terminara en un triplete que codificara un codén de parada
TGA lo que asegura que se transcriba la secuencia que codifica para la proteina verde
fluorescente (GFP) ubicada en la regiéon C-terminal. El segundo par de oligonucleétidos
se diseid usando las regiones mas conservadas de la secuencia codificante, generando
un producto de 950 pb que fue utilizado como control en las amplificaciones de PCR y

junto al primer par permitié la secuenciacién de la totalidad del inserto.

Tabla 6. Caracteristicas de los oligonucle6tidos disefiados.

Cadigo Secuencia (5'->3") longitud inicio stop Tm GC%
Lb (Fw) GCGGCATCCCTGATGT 18 1 18 52,28 61,11%
Lb (Rv) CTCCGATGAGGGCAAATA | 15 2307 2293 53,47 68,33%

Longitud del producto: 2307 pb

Cédigo Secuencia (5'->3") longitud inicio stop Tm GC%
1.1 (Fw) | TGGCATTGCGGAGGT 15 537 551 57,98 60
1.3 (Rv) | CGCCTACAATCGCGTACA | 18 1486 1469 59,41 55,56

Longitud del producto: 950 pb

Para cada par de oligonucleétidos se confirmé la ausencia de estructuras secundarias
como horquillas y dimeros con el programa Oligo Analyzer Version 3.1.

(www.idtdna.com/Analyzer).
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2.4.1 Amplificacion por PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa)

Se utiliz6 como molde el ADNc sintetizado a partir de ARN de promastigote de L.
amazonensis, L. braziliensisy L panamensis. Se estandarizaron las siguientes
condiciones:

Tabla 7. Reactivos y cantidades empleadas para PCR del fragmento LbrM01_V2.0210

Reactivos Volumen (uL)
PCR Buffer 10 X sin Mg 5

50 mM de MgCl, 1,5

10 mM de dNTP’s mix 1

10 uM de Primer Directo 1

10 uM de Primer reverso 1

Taq DNA polimerase* (5U/uL) 0,4
ADNCc 2
Agua destilada autoclavada 38,1
Volumen final 50

*Se utilizaron dos Taq DNA polimerasa: recombinante para el fragmento de 950 pb y platinum
para el fragmento de 2307pb.

Las muestras fueron procesadas en un termociclador (Techne Progene Thermal Cycler
PCR Machine) programado con las siguientes condiciones previamente estandarizadas:

Numero de ciclos: 30
Iniciacién: 94°C * 5 min
Desnaturalizacion: 94°C * 30 s
Anillaje: 57¢ C * 1 min
Extensién: 72°C * 2 min
Elongacion final: 72°C * 10 min
Conservacion: 4°C * «
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Figura 15. Perfil de amplificacion para la reaccién de RT- PCR.

El producto de PCR fue corrido en un gel de agarosa a 1,0% a un voltaje de 70V por 1
hora. Las muestras se visualizaron con bromuro de etidio (0,5 pg/mL) en un
transiluminador con luz ultravioleta.

2.5 Purificacidén del fragmento LbrM01_V2.0210

Teniendo las bandas del peso esperado (2307 pb) se realizé una electroforesis en un gel
de agarosa de bajo punto de fusién (Sigma-Aldrich) a una concentracion de 1,5% en
Buffer TAE (Tris — acetato - EDTA); se sembr6 la totalidad del producto de PCR (80-100
uL) y se corrié a un voltaje de 70 V por 1 hora. Las muestras se visualizaron con bromuro
de etidio (0,5 pg/mL) en un transiluminador con luz ultravioleta el menor tiempo posible
para evitar danos en el producto amplificado. Las bandas de interés fueron extraidas y
purificadas con el kit Concert Gel Extraction Systems (Gibco BRL) siguiendo las
instrucciones del fabricante. El producto de la amplificaciéon se cuantificé usando el kit de

fluorescencia Quant-iT ADN Assay (/nvitrogen). Las muestras fueron almacenadas a -
20°C.



30 Estudio de un canal de cloruro de Leishmania y su importancia en la fisiologia del parasito

2.6 Clonacioén de los productos de PCR

2.6.1 Ligacion del producto de PCR al vector de expresion.

Teniendo las bandas purificadas y cuantificadas se preparé la mezcla de ligacion (tabla
8) con el vector de expresién pcDNA 3.1/CT-GFP-TOPO (/nvitrogen) que permite la
fusion directa del producto de PCR a la proteina fluorescente verde (GFP).

pcDNA3.1/
CT-GFP-TOPO®

Figura 16. Mapa del vector de expresion pcDNA 3.1/CT-GFP-TOPO (Invitrogen). El tamafo del
plasmido es 6157 pares de bases (pb). En el mapa se indica el origen de replicacién (F1 ori), el
gen que confiere resistencia a ampicilina y a neomicina; el sitio de iniciacién de la transcripcién de
la ARN polimerasa del fago T7 y SV40; el promotor de la ARN polimerasa de T7, CMV y SV40 y
una region de clonacién mdultiple (sitios de reconocimiento para las diferentes enzimas de
restriccion.
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911 ACCGAGCTCG GATCCACTAG TCTCAGIGTGG TGGAATTGCC GTT PCR A x: GGG CAA TTC TGC AGA TAT CCA
... ACCTTAACGG GA [N Ll T "L CCC GTT AAG ACG TCT ATA GGT
Start of Cycle 3 GFP ORF Gly Gln Phe Cys Arg Tyr Pro
BsiX | Mot | sbal Nhe |
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977 GCA CAG TGG CGG CCG CTC GAG TCT AGAl ATG | GOCT AGT AAA GGA GAA GAA CTT TTC ACT GGA GTT GTC
Ala Gln Trp Arg Pro Leu Glu Ser Argl Met IAlu Ser Lys CGly CGlu Glu Leu Phe Thr Cly Val WVal

1043 CCAATT CTT GTT GAA TTA GAT GGT GAT GTT AART GGG CAC AAA TTT TCT GTC AGT GGEA GAG GGT GAA
Pro Tle Ten Val Glu Teun Asp Gly Asp Wal Asn Gly His Tys Phe Ser Val Ser Gly Glu Gly Glno
GFP Reverse piming sile
[ 1
T T
1109 GET GAT GCT ACA TAC GGA AAG CTT ACC CTT ARA TTT ATT TGO ACT ACT GGA ARA CTA CCT GTT CCA
Gly Asp Ala Thr Tyr Gly Lys Leu Thr Leu Lys Phe Ile Cys Thr Thr Gly Lys Leu Pro Val Pro

Figura 17. Secuencia del vector pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO. Las lineas punteadas azules indican
el sitio de insercién del producto de PCR, las lineas punteadas rojas indican el inicio de la proteina
fluorescente verde ubicada a nivel C-terminal.

2.6.2 Transformacién quimica de bacterias competentes

Se utilizaron bacterias TOP 10 competentes por el método quimico suministradas en el
kit GFP Fusion TOPO® TA Expression. Para la transformacion de las bacterias con el

plasmido recombinante se tuvo en cuenta la siguiente mezcla de reaccion:

Tabla 8. Reactivos y cantidades empleadas para la ligacién de los fragmentos purificados

Reactivos Cantidad (uL)
Producto de PCR fresco (50-100ng)* 2
Solucién salina 1

(1,2 M NaCl - 0,06 M MgCly)

Agua estéril 2
TOPO® Vector (10 ng/ulL) 1
Volumen Total 6

*El producto de PCR corresponde a los fragmentos amplificados de L. (L.) amazonensis, L. (V.)
braziliensis y L panamensis.

La mezcla de reaccién (6 pL) se incubd por 35 minutos a temperatura ambiente. Se
adicionaron 2 L de la mezcla a un vial de células quimicamente competentes One Shof®
TOP 10 (Invitrogen); se mezcld e incubd a 4°C por 30 minutos; se llevo la reaccion a

choque térmico por 30 segundos a 42°C e inmediatamente se transfirié sobre hielo; estos
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cambios de temperatura aseguran la incorporacion del plasmido recombinante al interior
de la bacteria. Para recuperar la viabilidad bacteriana se adicionaron 200 uL de medio
SOC y se incubd a 37°C por 1 hora, se sembraron por duplicado 100 uL de la mezcla de
reaccion para cada producto de PCR en cajas con medio LB (Luria- Bertoni)
suplementado con 100 ug/mL de ampicilina. Se dejaron crecer colonias durante 24 horas
a 37°C. Se hizo el recuento de colonias del control positivo para determinar la eficiencia

de la transformacion.

2.6.3 Analisis de clones positivos (PCR de colonia)

Se seleccionaron al azar 10 colonias por caja sembrada y se prepard la mezcla de
reaccion para una PCR convencional con un volumen final de 10 pL; estas colonias se
resuspendieron en la mezcla de reaccién para PCR, se incubd la reaccién por 10 minutos
a 94 °C para lisar las células e inactivar nucleasas y se continu6é con las condiciones
previamente descritas para la amplificacion de los fragmentos de PCR usando los
oligonucleétidos universales (oligonucleétido directo T7
5'-TAATACGACTCACTATAGGG-3' y oligonucleétido reverso GFP
5-GGGTAAGCTTTCCGTATGTAGC-3)).

Se prepard un gel de agarosa a 1,0% para identificar los clones positivos de acuerdo al
tamano esperado (figura 31). Las colonias que tienen el inserto se inocularon en 10 mL
de medio LB liquido con 100 pg/mL de ampicilina (medio de cultivo), se dejaron crecer
toda la noche a 37°C (densidad o6ptica 600nm: 0,5-0,7). A 5 mL del cultivo se le extrajo
ADN plasmidico con el kit de extraccibn Axygen Plasmid Miniprep® (Bioscience)
siguiendo las instrucciones del fabricante y los 5 mL restantes se mezclaron con 882 uL
de glicerol estéril (medio de congelamiento). Las muestras se almacenaron a -70°C.

La verificacion de la secuencia clonada se hizo con ADN plasmidico (tres por cada
especie) a través del servicio de Macrogen U.S.A (secuenciacion de extension simple)
siguiendo las condiciones establecidas en la pagina www.macrogenusa.com. Cada ADN

plasmidico fue secuenciado en sus dos hebras utilizando los oligonucleétidos universales
T7 y GFP junto a los oligonucleétidos internos (fw_ 0210): 5'- TGGCATTGCGGAGGT -3'
y (Rv_ 0210): 5- CGCCTACAATCGCGTACA -3'. De cada una de las secuencias
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reportadas por Macrogen USA se obtuvo una secuencia consenso necesaria para los

analisis bioinformaticos.

2.7 Transfeccion en células HEK (Human Embrionic
Kidney)

De acuerdo a los resultados reportados por Macrogen en los que se confirmaron las
secuencias de los plasmidos recombinantes de L. amazonensis, L. braziliensis y L.
panamensis, se emplearon para transfectar células HEK 293 de manera transitoria
usando Lipofectamine™ 2000 Transfection Reagent (Invitrogen); este reactivo forma
liposomas cargados positivamente que evitan la repulsién electrostatica de la membrana
celular permitiendo el ingreso de ADN plasmidico al interior de la célula [96].

El dia anterior a la transfeccién se platearon en cajas de 24 pozos 0,5-1,25 x 10° células
en 500 pyL de medio DMEM méas 5% de SFB sin antibi6tico. Se esper6 hasta que las
células estuvieran entre 90 - 95% de confluencia (evaluacién por microscopio de luz) y se
cambié el medio por 500 pL de medio DMEM sin SFB y sin antibidtico. En tubo eppendorf
se preparé la mezcla A: Se diluyeron 0,8 ug de cada plasmido recombinante (L.
amazonensis, L. braziliensisy L panamensis), en 50 yL de medio DMEM sin SFB y sin
antibiético y se mezclé suavemente. Se preparé la mezcla B con 2 pL de lipofectamina™
2000 en 50 pL de medio DMEM sin SFB y sin antibiético. La mezcla B se incubé por 5
minutos a temperatura ambiente. Se combiné la mezcla A y B, se agité suavemente y se
incub6 por 30 minutos a temperatura ambiente (volumen final 100 yL). Se adicionaron los
100 pL del complejo formado a la caja de 24 pozos. La caja con células y complejo se
mezclé suavemente por agitacion en forma circular. Las células se incubaron a 37 °C en
CO, por 4 horas. Se cambié el medio por 500 uL de medio DMEM al 5% de SFB sin
antibiético. Las células se incubaron a 37°C en CO, por 24 horas. Se evalud la expresién
de plasmido recombinante con microscopia de fluorescencia (Zeiss) y microscopia
confocal (Nikon). Se seleccionaron células de 24 a 48 horas postransfeccion para
registros electrofisioldgicos.
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2.8 Analisis bioinformatico

Para el andlisis bioinformatico se tuvo en cuenta la secuencia nucleotidica consenso
obtenidas de los ADNs recombinantes de cada especie evaluada L. amazonensis, L.
braziliensis y L. panamensis. Para la edicién y ensamblaje de las secuencia consenso se

uso el software Chromas (http://www.technelysium.com.au/chromas.html) y Bioedit [97].

Teniendo la secuencia nucleotidica consenso y su traduccidbn a una secuencia de
aminoacidos; se hizo busqueda de secuencias con similaridad significativa usando el
programa BLAST (herramienta de bulsqueda y alineamiento local basico,
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/BLAST/) [98]. Para la seleccion se emplearon las secuencias

no redundantes (Non redundant protein sequence nr); teniendo como organismo base
Homo sapiens (taxid:9606) y las secuencias cristalogréaficas reportadas; con una similitud
significativa (E value < 0,0001) [99]. Todos los cddigos de identificacion de las proteinas
se encuentran en la tabla 12.

2.8.1 Alineamiento de las secuencias y analisis filogenético

El alineamiento se construyé utilizando el servidor ClustalW [100], teniendo en cuenta las
secuencias de proteinas relacionadas (Tabla 12) con la secuencia proteica consenso. El
arbol filogenético se construy6 utilizando el programa MEGA 4 [101] con el método
neighbor joining y se evalud con un bootstrap de 100000 repeticiones

2.8.2 Prediccion de la estructura secundaria y perfil de
hidrofobicidad

La prediccién de las regiones transmembrana, topologia y perfil de hidrofobicidad de la
secuencia proteica consenso, se obtuvo con el servidor Expasy, usando el programa
PredictProtein [102;103], Profsec [104] y Toppred [105] empleando la escala Kyte y
Doolittle basada en el caracter hidrofobico de los aminoacidos [106]. Se compararon los
resultados con los obtenidos con el programa HMMTOP [107;108] basado en modelos
ocultos de Markov. De igual forma, se utilizé el programa Psort Il predictor para predecir
la localizacién celular de la proteina estudiada [109].
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2.8.3 Modelamiento de la proteina

La estructura terciaria de la secuencia proteica consenso se model6 usando el servidor
PHYRE 2 (protein structure prediction-art) [110] usando como homologo estructural la
proteina cristalina Cyanidioschyzon merolae (alga roja; cédigo PDB: 30RG), la
minimizacion energética del modelo se hizo con el programa Swiss-PdbViewer [111]. La
visualizacion y superposicion de las estructuras terciarias se hicieron con el software
UCSF Chimera.

2.8.4 Validacion

La validacién se realiz6 de dos maneras:

1. utilizando el grafico de Ramachandran [112], generado por el servidor RAMPAGE.
(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php).

2. Usando el método de alineamiento estructural DALI [113;114] y SSAP [115].

2.9 Identificacion y analisis de proteinas

2.9.1 Obtencidn de proteinas totales

Para obtener el extracto de las proteinas totales se partié de un cultivo de promastigotes
de L. amazonensis, L. braziliensisy L. panamensis en fase metaciclica con una
concentracion de 1*107 paréasitos/mL y de un cultivo de células HEK 293 sin transfectar y
transfectadas se partié de un cultivo con una confluencia de 2x10° células/mL.

Los paréasitos se centrifugaron a 1800 r.p.m y las células a 400 r.p.m a 4°C durante 10
minutos, los pellets obtenidos se lavaron con 1 mL de PBS 1X y se centrifugaron
nuevamente; se retird el sobrenadante y al pellet se le agregd 100 pl de Buffer de lisis.

Se evaluaron 3 tipos de Buffers: Buffer RIPA (Radio Immuno Precipitation Assay Buffer),
indicado para solubilizar proteinas que se encuentran unidas a membrana. Buffer NP40
(Nonidet-P40) solubiliza proteinas citoplasmaticas y unidas a membrana. Buffer Tris-
Tritdn solubiliza proteinas citoplasmaticas. Cada uno de estos Buffers fue suplementado
con un cocktail de inhibidores (Aprotinina 2ug/mL, Leupeptina 5ug/mL, Pepstatina
1ug/mL, PMSF 1 mM y EDTA 1 mM). Los pellets se homogenizaron con una jeringa de
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insulina, la mezcla obtenida se incubé por 1h 30 minutos a -20°C, luego se centrifugé a
14.000 r.p.m por 10 minutos a 4°C; se recuperé el sobrenadante y se cuantificd proteina
total. Las muestras se guardaron a -20°C.

2.9.2 Cuantificacién de proteinas

La cuantificacién se realiz6 con el método del acido bicinconinico (BCA; Sigma) que se
fundamenta en la reduccién de sulfato de cobre (Cu* a Cu*') en medio basico por el
enlace peptidico y los amino&cidos cisteina, cistina, triptéfano y tirosina [116]; el Cu*’
reacciona con 2 moléculas de BCA formando un complejo de color purpura cuya
absorbancia maxima es a 562 nm por lo tanto la cantidad de Cu®** reducida es
proporcional a la cantidad de proteina presente en la muestra [117].

Proteina + Cu** —» Cu"
Cu™' + 2BCA o Complejo pirpura (2BCA- Ccu*)

Para determinar la cantidad de proteina presente en la muestra se realizé una curva de
calibracién con un patron estandar (Bovine Serum Album) a un rango de concentracién
lineal de 200-1000 pg/mL. Con la ecuacién lineal de la curva de calibracion se determin6

la concentracién de la proteina presente en la muestra.

2.9.3 Dot blot

Esta técnica es un procedimiento simplificado de western blot en el que no se realiza
separacion electroforética de proteinas, es un método de tamizaje rapido cuya finalidad
es evaluar pardmetros que pueden afectar el inmunoblot (condiciones de bloqueo,
dilucién del anticuerpo primario, buffer de lavado) [118]. El ensayo se hizo con los
siguientes grupos experimentales:

Grupo experimental 1: Dilucién de anticuerpo primario 1:50

Grupo experimental 2: Dilucion de anticuerpo primario 1:250

Grupo experimental 3: Dilucién de anticuerpo primario 1:500

Control 1: Solucién de bloqueo sin anticuerpo primario

Control 2: Solucion de bloqueo sin anticuerpo secundario

Control 3: Solucion de blogueo sin anticuerpo primario y sin secundario
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Sobre una membrana de nitrocelulosa se demarcaron 6 pozos en los que se sembraron 6
Hg de muestra en cada uno (aproximadamente 2 pl). La membrana se incubé con una
solucion de bloqueo a 37°C. Cada pozo se incubd con la dilucion del anticuerpo o
solucion de blogueo de acuerdo a los grupos experimentales; se incubd por 1 hora a
37°C; se hicieron 5 lavados con solucién de lavado (PBS1X 0,2% tween 20) por 5
minutos cada uno. Se preparé el anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con
peroxidasa (goat anti-rabbit IgG-HRP: sc-2004, Santa Cruz Biotechnology, INC) en
solucion de bloqueo a una concentracion de 1:2000. Se incub6 a 37°C durante una hora,
luego se hicieron 5 lavados con solucién de lavado por 5 minutos cada uno. La
membrana de nitrocelulosa se reveld con el kit de revelado para peroxidasa Vector Vip
substrate (VECTOR Laboratories).

2.9.4 Electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida
SDS-PAGE

Se realizd la separacion de proteinas utilizando un gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE); este es un método en el que las proteinas cargadas
negativamente se separan de acuerdo a su masa molecular a través de un campo
eléctrico [119]. La separacion se realizd en geles discontinuos con un gel concentrador a
3,9% de acrilamida/bisacrilamida y un gel separador a 7,5% acrilamida/bisacrilamida. Los
porcentajes utilizados corresponden a los indicados para la separacion de proteinas de
un tamafo molecular entre 30-150 kDa [119].

Se utilizé un peine separador de 1,0 mm y se sembraron 30 ug de cada muestra. Se
utiliz6 el sistema de electroforesis Mini-Protean (Bio Rad) a un voltaje de 80 V (gel

concentrador) y 100 V (gel separador).

2.9.5 Transferencia de las proteinas del gel a la membrana de

nitrocelulosa

Las proteinas separadas en el gel de acrilamida/bisacrilamida se transfirieron a la
membrana de nitrocelulosa (Bio Rad) por accion de un campo eléctrico [120]. Una vez
finalizada la electroforesis el gel se empap6 en un Buffer de transferencia. Se corté la
membrana de nitrocelulosa y varios papeles Whatman del mismo tamarno del gel que
también fueron empapados en Buffer de transferencia. El sandwich de transferencia se
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hizo colocando el gel junto a la membrana de nitrocelulosa entre papeles Whatman, este
montaje se humedecié con buffer de transferencia y se coloc6 sobre la cdmara de
transferencia Owl separation system (Bio Rad; transferencia semiseca) por 1 horaa 10 V
y aproximadamente 40 mA (se utiliza un rango de 0,8 a 2 mA por centimetro cuadrado
del gel). Para verificar la transferencia de las proteinas a la membrana de nitrocelulosa se
le realizd una tincion con una solucion de rojo Punceau, se destiid con lavados
sucesivos de agua destilada.

2.9.6 Western blot (Inmunoblot)

Para la deteccién de la proteinas que se encuentran inmovilizadas en la membrana de
nitrocelulosa, se utilizé6 una reacciéon inmunoespecifica entre el anticuerpo primario y la
proteina de interés [119]. La membrana de nitrocelulosa se incubd con una solucion de
bloqueo de sitios inespecificos (PBS1X 0,2% tween 20-leche descremada 5%) a 37°C
por 1 hora. Se prepard el anticuerpo primario (CLC 3/4/5: sc-28762) en soluciéon de
bloqueo a una concentraciéon de 1:250, se incubd a 4°C toda la noche, luego se hicieron
3 lavados con solucion de lavado por 15 minutos cada uno. Se prepar6 el anticuerpo
secundario anti-conejo conjugado con peroxidasa (goat anti-rabbit IgG-HRP: sc-2004) en
solucién de bloqueo a una concentracion de 1:2000. Se incubé a 37°C durante una hora,
luego se hicieron 3 lavados con solucion de lavado por 15 minutos cada uno. La
membrana de nitrocelulosa se reveld con el kit de revelado para peroxidasa Vector Vip
Substrate.

Los ensayos se hicieron en los siguientes grupos experimentales:

Control positivo: membrana de cerebro de raton

Grupos experimental 1: Extractos proteicos de las diferentes especies de Leishmania
Grupos experimental 2: Extractos proteicos de células HEK transfectadas y sin

transfeccién.

2.9.7 Inmunolocalizacidon de proteinas sobre parasitos y células
HEK 293
La localizacion del canal CLC en parasitos y células HEK 293 (control y transfectadas) se

hizo con inmunofluorescencia indirecta utilizando un anticuerpo secundario marcado con

AlexaFluor 488. El ensayo se realiz6 a partir de parasitos en fase estacionaria 1*10’
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parasitos/mL y células HEK con una confluencia de 2x10° células/mL en laminas de 12
pOZ0s.

2.9.7.1 Preparacion de las laminas

Se utilizaron laminas provistas con 12 pozos de 5 mm de diametro cada uno. Se
colocaron las laminas en alcohol acido (1% de HCl en 70% de etanol) durante 30
minutos. Se hicieron 3 lavados cada uno de 5 minutos con agua destilada y
posteriormente 3 lavados con agua desionizada. Se sumergieron las laminas en una
soluciéon de poli L Lisina (0,1% w/v) por 5 minutos. Se escurrieron y se secaron a 60°C
por 1 hora.

2.9.7.2 Preparacion de las muestras

Se depositaron 50 pl de la suspensién celular en cada pozo de las laminas, los
promastigotes se incubaron 30 minutos a 26°C vy las células HEK se incubaron a 37°C
por 15 minutos. Se hicieron 3 lavados con PBS 1X por 5 minutos cada uno.

El ensayo se hizo en los siguientes grupos experimentales:

Grupo control negativo (-):

Células marcadas con anticuerpo primario sin anticuerpo secundario

Células marcadas sin anticuerpo primario con anticuerpo secundario

Células marcadas sin anticuerpo primario sin anticuerpo secundario

Células tratadas sin permeabilizante (Triton 0,1% en PBS 1X)

Grupo experimental:

Titulacién: Células marcadas con anticuerpo primario y secundario a concentraciones de
1:50, 1:100, 1:250; 1:500 y 1:1000

Células marcadas con anticuerpo primario en la maxima dilucion con sefial de

fluorescencia.

2.9.8 Inmunofluorescencia

Se colocaron 50 L de paraformaldehido a 3% en cada pozo por 30 minutos a 37°C para
fijar las células mantenido la integridad celular. Se hicieron 3 lavados con PBS 1X cada
uno de 15 minutos. Las laminas se colocaron en una solucion de NH,CI 50 mM en PBS
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1X por 10 minutos (preparacién fresca) para disminuir la autofluorescencia debido al
proceso de fijacién. Se retird la solucion de NH,Cl y se colocé una solucién de glicina 100
mM en PBS 1X durante 10 minutos, para eliminar residuos de NH,Cl. Se lavé 3 veces
con PBS 1X por 15 minutos. Se permeabilizd con Tritén 0,1% en PBS 1X (Triton stock:
1% en metanol al 90%) por 10 minutos. Se lavd 3 veces con PBS 1X por 15 minutos. Se
coloco en solucién de bloqueo (suero fetal bovino al 10% con PBS 1X) por 1 hora a 37°C.
Sin lavar se incub6é con el anticuerpo primario (CLC 3/4/5: sc-28762, Santa Cruz
Biotechnology, INC) en dilucién 1:100 (el anticuerpo primario se preparé en solucién de
bloqueo). Se incub6 por 1 hora a 37°C. Se lavé con PBS 1X 5 veces cada una de 5
minutos. Se incubd con anticuerpo secundario durante 1 hora a 37°C. Los cubre objetos
se montaron sobre laminas con Gel Mount (Sigma) y se examinaron en microscopios de
fluorescencia (Zeiss) y confocal (Nikon).

2.10 Caracterizacion funcional de un canal de cloruro

2.10.1 Registro de corrientes cloruro en células HEK

Con las células HEK transfectadas de manera transitoria, se midieron propiedades
electrofisioldgicas usando la técnica de Patch Clamp en configuracion de célula entera
(whole-cell) [121]. Los registros se hicieron con dos grupos experimentales:

1. Grupo control (-): células sin transfectar.

2. Grupo experimental: células transfectadas con el plasmido recombinante.

Las células se situaron dentro de una camara de registro a temperatura ambiente y
fueron observadas a través de un microscopio invertido Zeiss IM35. La composicién del
medio extracelular fue (mM): 100 cloruro de N-metil D-glucamina (NMDGCI), 0,5 MgCly,
1,3 CaCly, 10 HEPES, ajustado a pH 7,4 con HCI 1,0 M. La osmolaridad fue corregida a
300 mOsmol/Kg con manitol. La solucién intracelular de la pipeta fue de (mM): 100
NMDGCI, 1,2 MgCl,, 1 EGTA, 10 HEPES, 2 ATP ajustada a pH 7,4 con HCI 1,0 M. La
osmolaridad fue ajustada a 280 mOsmol/Kg con manitol. Los registros se hicieron usando
un amplificador Axopatch -1C (Molecular Devices), interfase AD DigiData 1200 y los
datos almacenados usando el soffware pClam6. Las pipetas de registro se hicieron a
partir de capilares de hematocrito (borosilicato), utilizando un estirador de pipetas, y
presentaron resistencia entre 2,5-3,5 MQ. Los protocolos de adquisicién de datos
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permitieron determinar propiedades eléctricas pasivas como capacitancia de membrana
(Cm) y potencial de membrana (V,,) y propiedades activas como corrientes ionicas; estos
protocolos van desde un potencial sostenido (holding potencial) de -30 mV, hasta

diferentes intervalos de voltaje dependiendo del protocolo utilizado.

La medicién de capacitancia de membrana (C.,) se hizo de dos maneras 1. Realizando
una lectura directa del circuito amplificador empleado para compensar los valores
capacitancia. 2. Utilizando un protocolo con un pulso hiperpolarizante de -10 mV que
permitié determinar la constante de tiempo de carga del capacitor (1) y la resistencia de
acceso de la pipeta a la célula; con estos datos se determin6 C,, a partir del ajuste de
una exponencial al trasiente capacitivo. El potencial de membrana se midi6 con el
amplificador en modo Current Clamp, donde el flujo de corriente en el sistema es cero; su
registro se hizo inmediatamente después de entrar al citoplasma de la célula para evitar
la difusién de solucién interna proveniente de la pipeta.

Las corrientes i6nicas se determinaron con un protocolo estandar con pulsos de voltaje
desde -90 a 130 mV, cada 20 mV, con una duracién de 250 ms.

Las corrientes de cola (tail currents) se registraron con un protocolo de prepulsos desde
-60 a 30 mV, cada 10 mV, con una duraciéon de 80 ms; seguidos de un protocolo
despolarizante desde -60 a 30 mV cada 10 mV, con una duracién de 40 ms.

2.10.2 Caracterizacion de las corrientes de cloruro

Se usé el inhibidor de corrientes anibénicas (acido 4-4-diisothiocianostilbeno-2-2-4cido
disulfénico (DIDS) a una concentracién de 200 uM [122], adicionandose a la solucién del
bafio donde se encuentran las células. Se esperd 5 minutos para estabilizar el sistema 'y
se hicieron registros con el protocolo estandar. De igual forma, se usdé una solucién
externa a pH acido (pH 5.0).

El andlisis de los registros se hizo con el programa Clampfit 8.0 Todas las corrientes
registradas fueron corregidas con substraccion de corrientes de fuga. Se emple6 el valor
de corriente en su punto maximo (Ip) y en estado estacionario (Iss), estos parametros
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fueron normalizados por la capacitancia de la membrana, lo que permitié corregir el
incremento en el area de la superficie para cada célula.

2.11 Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como el promedio * error estdndar. Las comparaciones
entre grupos se realizaron mediante la prueba t de Student para datos pareados o no
pareados. Se considerd un nivel de p<0.05 como punto de minima diferencia significativa
en cada comparacion.

Para evaluar la normalidad de los datos se usé la prueba de Shapiro Wilk y para los
datos que no presentan una distribucién normal se realiz6 la prueba no paramétrica

Mann Whitney. También se realizé6 ANOVA de dos vias y prueba post-hoc de Tukey.
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3. Resultados y Discusion

Al igual que los eucariontes superiores Leishmania debe expresar canales y
transportadores aniénicos que contribuyen de manera significativa a la regulacién de pH
interno (pH;) y osmolaridad. Estudios en Leishmania'y Trypanosoma han mostrado que
estos parasitos son capaces de mantener su pH; cercano a la neutralidad cuando han
sido expuestos a amplios rangos de pH extracelular; entonces ¢ cuales son las proteinas
implicadas en este mecanismo de regulacidon?. Zilberstein y colaboradores [123;124]
identificaron una H® ATPasa en L. donovani cuya funcion estaria implicada en la
regulacién de pH; y en la creacion de un gradiente electroquimico de protones para
generar transporte activo de glucosa y prolina. Vieira y colaboradores [12;69;125] han
implicado a un canal aniénico y un transportador HCO; en la disipacion del gradiente
electroquimico generado por la bomba H* ATPasa. Ponte-Sucre y colaboradores [126]
evaluaron el efecto de bloqueadores de transporte i6nico reportando susceptibilidad de
Leishmania (disminucién en la tasa de crecimiento e infectividad) a bloqueadores de CI,
K* e intercambiadores Na'/H*. Estos resultados demuestran que Leishmania utiliza
sistemas de transporte idnico fundamentales para su supervivencia; sin embargo, a pesar
de las implicaciones funcionales de estas proteinas las propiedades moleculares y
bioquimicas no han sido esclarecidas. M&s recientemente Lagos y colaboradores [7]
demostraron la presencia de una corriente de cloruro voltaje-dependiente tipo CLC que
se puede estar expresando en L. amazonensis, resultado que orienta hacia la presencia
de canales tipo CLC en la membrana de Leishmania involucrados en la homeostasis del

parasito.

Dado que no se sabe si las secuencias de ADN gendémico de Leishmania, reportadas en
las bases de datos como canales de cloruro putativos realmente se expresan en el
parasito, nuestro primer objetivo fue investigar este punto, para lo cual se realizé un
estudio de expresion génica donde se identificaron canales de cloruro expresados en el
estado promastigote del parasito.
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3.1 Analisis de la expresion de un canal de cloruro.

Como primera aproximacion se evalud la expresion génica mediante analisis de ARN
mensajero, empleando la técnica RT-PCR (transcripcion reversa acoplada a PCR). Para
ello se parti6 del cultivo de promastigotes de L. amazonensis, L. braziliensisy L.
panamensis en fase metaciclica (infectiva) debido a que presentan alta expresién de
proteinas estadio especificas entre las que se incluyen transportadores idnicos [126-129].

Teniendo los cultivos de las tres especies de Leishmania se procedio a extraer ARN total
para la sintesis de ADNc; este ARN se caracteriza por presentar similitud con el ARN de
eucariontes superiores, constituido principalmente por 85-90% de ARN ribosomal (25—
27S, 18-20S y 5,8S), 15-10% de ARN de transferencia y el porcentaje restante es ARN
mensajero. Sin embargo, el ARN de Leishmania y en general de la familia
Trypanosomatidae se caracteristica por presentar un rompimiento de la subunidad de
ARN ribosomal lo que genera un valor de sedimentaciéon de 15-21S [130;131]. La figura
18 muestra el ARN extraido de las tres especies de Leishmania con las tres bandas que
han sido descritas para la familia Trypanosomatidae y que corresponden a ARN
ribosomal 25-27S, 18-20S y 15-21S; se observan bandas difusas que son indicativas de
la presencia de ARNs mensajeros de diferente peso molecular.

25-278
18-20S
15-218

Figura 18. ARN total de Leishmania. ARN total aislado de L. amazonensis (carril 1), L.
braziliensis (carril 2), L. panamensis (carril 3). EI ARN ribosomal esta indicado con las flechas y el
ARN mensajero migra como bandas difusas.
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Las concentraciones obtenidas para los ARNs de las diferentes especies se reportan en

la tabla 9.
Tabla 9. Concentraciones (ng/uL) de ARN total para las diferentes especies estudiadas.

Especie Concentracion (ng/pL) + E.S
L. amazonensis 55+0,6
L. braziliensis 40 £0,5
L. panamensis 48 £ 0,7

Paralelo al proceso de extraccién de ARN total se utilizaron las bases de datos GenBank
y GeneDB para buscar secuencias de potenciales canales de cloruro de diferentes
especies de Leishmania cuyos genomas se encontraban completamente reportados (L.
major, L. braziliensis, L. infantum). Se selecciond la secuencia LbrM01_V2.0210 que
codifica a un canal putativo tipo CLC de L. braziliensis debido a que los hallazgos previos
de Lagos y colaboradores [7] indican la presencia de una corriente de cloruro voltaje-

dependiente en L. amazonensis.

Usando la secuencia codificante LbrM01_V2.0210 se disefaron oligonucleotidos
especificos para la amplificacién por PCR. El par de oligonucleétidos que amplifica la
totalidad de la secuencia (2307 pb) tienen como caracteristica insertar una secuencia
consenso Kozak (junto al codén de iniciacion ATG) al producto de la amplificacién para
que durante los procesos de transfeccion el segmento sea reconocido por el ribosoma y
se inicie la traduccion [132;133] .

Durante la estandarizacion de la PCR se probaron diferentes condiciones en la
amplificaciéon (variacién en temperatura de anillamiento y concentracion de MgCly),
ademas se utiliz6 la enzima Taq DNA polimerasa Platinum® (Invitrogen) de alta eficiencia
y especificidad para evitar amplificaciones inespecificas. El resultado de la
estandarizacion se report6 en la tabla 7 y figura 19.
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Figura 19. RT- PCR de Leishmania. Carril 1. Marcador de peso molecular A DNA/Hind lII.
Producto PCR de: Carril 2. L. amazonensis. Carril 3. L. braziliensis. Carril 4. L. panamensis. Carril
5. L. major. Carril 6. Control positivo 950pb. Carril 7. Control negativo.

En la figura 19 se observo la amplificacién de un producto de 2,3 kb que podria
corresponder a la transcripcion del gen LbrM01_V2.0210 que codifica una secuencia
para un canal/transportador putativo tipo CLC. La transcripcion de este gen en las cuatro
especies de Leishmania que pertenecen a diferentes subgéneros sugeriria conservacion
evolutiva e importancia funcional.

Para confirmar estos resultados, la secuencia se clond en un vector de clonacion y se

envio a secuenciar (Ver item 3.2)

La confirmacion de la expresion del canal CLC putativo se hizo con las técnicas
inmunoblot e inmunofluorescencia. Para inmunoblot se parti6 de un extracto total de
proteinas de promastigote en fase estacionaria solubilizado en cuatro tipos de buffer de
lisis: Tris-Tritén 1%, RIPA, NP-40 y 5P8 (figura 20); estos buffers difieren en su
capacidad de solubilizar diferentes proteinas (asociadas a membrana o citoplasmaticas)
sin desnaturalizar los sitios de unién del anticuerpo [134]. Teniendo las proteinas
solubilizadas se determind la concentracion por el método del acido bicinconinico (Tabla
10).
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Tabla 10. Concentraciones (ug/mL) de proteina total para las especies estudiadas.

Especie Concentracion (ug/mL) £ E.S
L. amazonensis 1475 £ 0,6
L. braziliensis 1669 + 0,5
L. panamensis 1548 + 0,7

Se corrieron 40 pg de proteina total en geles de acrilamida/bisacrilamida (figura 20); el
resultado mostré que los buffers de lisis RIPA y NP-40 generan separacién en bandas
con una mayor resolucion que los buffers Tris-Tritdn 1% y 5P8. Para determinar cudl de
los dos buffers se utiliza para la extraccion final se corrio otro gel de
acrilamida/bisacrilamida (figura 21).
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Figura 20. Geles de electroforesis SDS-PAGE al 8,0%. Evaluacién de los extractos proteicos en
diferentes buffer de lisis. A. Carril 1. Marcador de peso molecular, 2. L. braziliensis (buffer RIPA).
3. L. panamensis (buffer RIPA). 4. L. amazonensis (buffer Tris-Triton 1%). 5. L. braziliensis (buffer
Tris-Triton 1%). 6. L. panamensis (buffer Tris-Triton 1%). B. Carril 1. Marcador de peso molecular,
2. L. panamensis (buffer NP-40). 3. L. amazonensis (buffer 5P8). 4. L. braziliensis (buffer 5P8). 5.
L. panamensis (buffer 5P8).
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Figura 21. Gel de electroforesis SDS-PAGE a 8,0%. Evaluacién de los extractos proteicos en
buffer de lisis RIPA y NP-40. A. Carril 1. Marcador de peso molecular, 2. L. amazonensis (buffer
RIPA). 3. L. braziliensis (buffer RIPA). 4. L. panamensis (buffer RIPA). 5. L. amazonensis (buffer
NP-40). 6. L. braziliensis (buffer NP-40). 7. L. panamensis (buffer NP-40).

RIPA fue el buffer de lisis que presenté una mayor resolucién; se observé mayor
separacion en las bandas, especialmente aquellas que corresponden al tamafio de
80kDa en el que se ubica la proteina de interés (figura 21). Se observa una banda de
gran intensidad entre 60 y 80 kDa que puede corresponder a la glicoproteina GP63 (peso
63 kDa), siendo la proteina mas abundante sobre la superficie del promastigote [43].

Se utilizé la técnica dot blot para estimar de una manera semicuantitativa la dilucién del
anticuerpo primario a utilizar en western blot. El anticuerpo primario reconoce los
aminoacido 563 al 762 de la regién C terminal del canal CIC-3 de origen humano cuya
identidad con la secuencia de Leishmania es de 27,7%. Sin embargo, |la especificidad de
los anticuerpos permite distinguir grupos quimicos con diferencias minimas, por lo tanto,
a pesar de la reducida identidad de la secuencia antigénica de Leishmania, se presenta

reaccion antigeno-anticuerpo especifica.

De acuerdo a los resultados (figura 22) se seleccioné la dilucion del anticuerpo primario
1:250 siendo la méaxima dilucion en la que se observd deteccion de la proteina; no se
observé senal para los controles lo que garantizd que la inmunodeteccion fuera

especifica.
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Figura 22. Dot blot. A. Dilucion de anticuerpo primario 1:50. B. Dilucién de anticuerpo primario
1:250. C. Dilucion de anticuerpo primario 1:500. D. Control: inmunodeteccién sin anticuerpo
primario. E. Control: inmunodeteccién sin anticuerpo secundario. F. Control: inmunodeteccion sin
anticuerpos primario y secundario

Teniendo los resultados de buffer de lisis (RIPA) y diluciéon de anticuerpo primario (1:250)
se procedio a realizar el western blot usando el anticuerpo policlonal de conejo anti CIC-
3/4/5 (figura 23).
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Figura 23. Western blot de extractos proteicos totales de Leishmania. Se detecté una banda de
84kDa en L. amazonensis, L. panamensis y L. braziliensis. El control positivo corresponde a
membrana de cerebro de ratén y el control de carga fue B actina.

Estos resultados confirman la expresién de una proteina de un tamano aproximado de
84kDa en L. amazonensis, L. panamensis y L. braziliensis que podria corresponder al
canal de cloruro putativo LbrM01_V2.0210. Al comparar la intensidad de las bandas se
observa que es menor para L. braziliensis 1o que puede indicar una baja expresion de la
proteina y por lo tanto una expresion diferencial dependiente de la especie.

Para dar una aproximacion de la localizacién de la proteina de interés se utiliz6 la técnica
de inmunofluorescencia usando el anticuerpo policlonal de conejo CIC-3/4/5 y el
anticuerpo secundario marcado con un fluorocromo (AlexaFluor 488). Primero se
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determiné la dilucion del anticuerpo primario a utilizar en los experimentos, para ello se

evaluaron cuatro diluciones: 1:50, 1:100, 1:250 y 1:500 (figura 24).

Figura 24. Microscopia de luz e inmunofluorescencia de L. amazonensis. A. Dilucion 1:50. B.
Dilucién 1:100. C. Dilucién 1:250. D. Dilucién 1:500. Se utilizé anticuerpo secundario Alexa 448
dilucién 1:2000. La barra representa 10 pm

Los resultados de microscopia de fluorescencia indican que la dilucién 1:100 permite una
visualizacién definida de las estructuras fluorescentes presentes en el parasito con una
baja autofluorescencia. Con este resultado se hicieron las evaluaciones correspondientes
para cada uno de las especies estudiadas (figuras 25 y 26).
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Figura 25. Microscopia de fluorescencia de L. braziliensis. Localizacién de la proteina en la
membrana plasmatica, bolsillo flagelar, organelos (flechas blancas). Se utilizé el anticuerpo
policlonal de conejo CIC-3/4/5 1:100 y el anticuerpo secundario Alexa 1:2000. La barra representa
10 um

B.

Figura 26. Microscopia de luz e inmunofluorescencia de las especies evaluadas. A. L.
amazonensis. B. L. braziliensis y C. L. panamensis. Las flechas blancas indican la localizaciéon de
la proteina. La barra representa 10 um.
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Los resultados de la expresion de la proteina indican que se transcribe, se expresa y se
localiza a nivel de membrana plasmatica, bolsillo flagelar (base del flagelo) y en
organelos de L. amazonensis, L. braziliensis y L. panamensis. Esta diversidad en la
localizacién de la proteina puede estar indicando un proceso de trafico vesicular en el
que la proteina se localiza temporalmente en la membrana plasmatica para luego
ubicarse en organelos endosomales. Resultados reportados para células COS-7
muestran un trafico continuo de proteinas CIC-3, donde una pequena fraccién esta
presente en membrana plasmatica y posteriormente es endocitada; el resto de la fraccién
se ubica en endosomas tempranos, tardios y lisosomas, donde su funcion esta implicada
en acidificacion del compartimiento endolisosomal, proceso necesario para llevar a cabo
activacion enzimatica y posterior degradacion de proteinas [135]. En Leishmania, una
ruta para la incorporacién de nutrientes es a través de los procesos de endocitosis y
exocitosis que se realizan exclusivamente en el bolsillo flagelar [28]; las vesiculas
implicadas tienen pH acido (4,5 a 6,5) requerido para la degradacién de macromoléculas
provenientes del hospedero. Es posible entonces, que la proteina estudiada pueda estar
implicada en acidificacion de compartimientos endolisosomales proceso necesario para

la adquisicion de nutrientes por parte del parasito.

3.2 Clonacion de un canal de cloruro de Leishmania.

La amplificacién por PCR dio un producto del tamafio esperado (2,3 kb) que puede estar
codificando el canal de cloruro CLC putativo para Leishmania. Nuestro segundo objetivo
fue generar un plasmido recombinante que permitiera hacer estudios funcionales en un
sistema heterélogo de expresion; para lo cual se realizaron dos clonaciones, en un vector

de clonacién y en un vector de expresion.

Dado que la secuencia reportada corresponde a L. braziliensis se cloné inicialmente el
producto de PCR (figura 27) de esta especie en el vector pGEM-T-easy para su
verificacién por secuenciaciéon. La concentracién del producto de PCR obtenido fue de
6,79 ug/mL.
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Figura 27. Producto de PCR de Leishmania braziliensis. Carril 1. Marcador de peso molecular A
DNA/Hind Ill. Carril 2. Producto PCR de L. braziliensis.

El producto purificado se ligé al vector de clonacién y se realiz6 la reaccién de
transformacion con bacterias competentes TOP 10 (invitrogen) que incorporaron el
plasmido recombinante mediante un proceso de choque térmico [136]. Las bacterias se
dejaron crecer 24 horas a 37°C y se contaron las bacterias de color blanco (colonias
transformadas) para determinar la eficiencia de transformacién; este parametro indica
una medida de la cantidad de células bacterianas que han incorporado el producto de
PCR (ADN).

El resultado de 4,6 x 107 ufc/ug ADN mostré que la eficiencia esta por debajo del valor
esperado (1,0 x 10° ufc/ug ADN) [137], lo que puede explicarse por 2 razones: 1. la
eficiencia de la enzima polimerasa Taq platinum (invitrogen) para incorporar las adeninas
terminales no fue éptima y 2. se pudieron generar fotorreacciones durante el proceso de
extraccion de las bandas del gel que fueron expuestas a U.V facilitando la formacioén de
dimeros de pirimidina [138]. Debido a que se necesitaba evaluar la insercion de la
secuencia en el vector, la disminucién de la eficiencia no es un parametro critico para
continuar con el proceso; por lo tanto se hizo PCR de colonia. Se seleccionaron siete
colonias de bacterias recombinantes, se utilizé el oligonucleétido directo T7 (suministrado
por el fabricante) y el oligonucleétido reverso (Rv_ 0210). El resultado obtenido permitié
evaluar la direccionalidad del inserto en el plasmido recombinante (figura 28).
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Figura 28. Evaluacion de los productos de PCR de colonia. Carril 1. Marcador de peso molecular
A DNA/Hind 1ll. Cada carril estda marcado con el nimero de la colonia seleccionada.

En la figura 28 se observa que las colonias 2, 5, 6 y 7 tienen la secuencia de interés. Las
colonias que no amplificaron pueden tener el inserto (secuencia de nucleétidos
codificante) sin la direccionalidad adecuada o dado la baja eficiencia de transformacién
es posible que los dimeros de pirimidina se pudieran insertar en el vector. Con la
seleccion de las bacterias transformadas se hizo extraccion del plasmido recombinante.
Se seleccionaron tres muestras de ADN plasmidico que fueron enviadas a secuenciar
utilizando los servicios de Macrogen USA; este proceso se realizé para verificar la
totalidad de la secuencia de nucleétidos incorporada en el vector.

Las secuencias reportadas para las tres muestras de ADN plasmidico se analizaron con
el programa Bioedit en el que se determiné una secuencia nucleotidica consenso (figura
29).

ATGACGGAAGCAGGCGGCAGTTGCGGTGGCAACGGGGTCGGCGGTGACGACGAGGCCATCACGCAC
TTAGTGGTGAACGTTCCAGAGGCCGATTGGGCGACGATCGACTGCTTCAGCAGCTACACGGAGGCG
GCAGAGCGGGCCGCGATGCGGCGTCGCCATACCATACCATCTACCACTCACTCGCCATACGGAGAG
AAGCGTCCCGCGTACAGCTTCCAGGGGGAGGCTTTCTTAGCAGCCTTGGCGTGCGGAATCGCGCTC
GGCTGCCTCGGCGTCATCAGCGACGCGTGTGCGCGTTGGGTGAGCGCCTTCCGCAGTGGGATTTGC
GCGAACTTTTTCTIGGCTGGATCGCAGCCTGTGTITGCGTCGACAGCAACGAGTGCGATGAGTACTAC
TCCTGGGGCGAATTCTITTCTCGGCCGCGACAACCACGTCGTCGCGITTGTTGACTICGTICATGTAT
GTCGGCTTCTCCACCCTGGCGGCAGTCACGGCGGCGTACCTGTGCAAGACCTACGCCCCCTATGCC
TCTGGCGGTGGCATTGCGGAGGTGAAGACGATCGTGTCGGGCTACCACGTCAAGCGGTACCTTIGGT
GGCTGGACACTCATCACGAAGGTCGTGGCCATGTGCTTTTCTACAGGGTCCGGCTTGACGGTGGGG
AAGGAGGGCCCCTTTGTICCACATCGGCGCCTGCGTCGGCGGCATCATCTCCGGAGCCTTTCCGAGC
TATCAGCAGGAGACCAAAGAGCGCGAACTCATTACCGCCGGCGCGGGCGGTGGCATGGCCGTCGLC
TTTGGTGCCCCCGTCGGCGGCGTICATTTTCGCCTTGGAGGATGTCTCCACATCGTACAACTTCAAG
GCCCTCATGGCTGCACTCATCTGCGGCGTGACGGCGGTGCTTTTCCAGTCACGCGTGGATCTCTGG

CACACCGGCTGCATTGTGCAGTTCAGCATCAACCACCGGCACAACTGGCACTTCTTTGAGCTCCCC
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ATGTTTGCGGTGATCGGGTGCTTTGGCGGGTTCATGGGGTCCACCTTCAGCGTTATCAATCTGCAC
ATCTGCCGGTGGCGCAAGAAGCATGTGAAGCAGTGGCGACTCGCCGAGGTGACTGTCGTGGCTGCC
ATCACTGGTGTCGTGAACTTCTTGACGCCATACAGCTCCGGTGGCATGCTGGAGCTGCTCGGCGAC
TGCTTCCAGGACTGCACTCCAGATTCCAGCATCGAGATGTGTGAGGGCAGCGACGTGCGCGCCTTT
TTCTCCCTTCTCGTCACCGCCACGGCGAAGTTTGCCATGTTCACGTACACCGTTGGCACATTCCTG
CCCGCCGGCATCCTTGTGCCGTCACTCACGATCGGCGCTCTGTACGGCCGCGCTTTCGGTATGATG
TTTCGCTCGCTGCAGGAAACCTACGCAGGCTCGTATATCTTCACGGAGTGCTACCACCAGGACCTG
TGCGTCATCCCTGGCGTGTACGCGATTIGTAGGCGCGGCTGCTATGCTGACCGGCGTCACCCACATG
ACCACCTGCCTAGCGATTATCATGTTCGAGCTCACAGGCTCGCTAGAGTACATGGTTCCCATCATT
GTAGGGATCCTCTGCGCCAAAGCGGCTGGCGAGGCGGTCGGGGTGAAGGGCACGTACGAGATCGTC
ATCGAGGAGAACAAGTTGCCCTACCTCGACCCAAAGAAAGAGTTCTACCTTGACTTCTCTGCCAAG
GACGTCTACAAGAACAAACAGTTCACCGTCCTGACGGCGTACGGACTGCAGGTGCGCGACATCAAC

GAGCTCGTCACAAGGATGAACGTTACCGGCTTCCCGGTGGTCGAGTCGGCCAGTGACACAACGCTG
CTCGGCTACGCGCCTACAAAGAAGATGATGCGGGCGATTCAGGTGGCTGCGGTGCGCAACAGAGAC
GTGAGCCTAAGCACGTACATTCGCTTCAAGACAGCACCGTCCAACTCGCAAGACCCAAACTTTCTT
GAGGTGAACCTAACGAACGTCCTAGAGAGCTGCCTGCTGCAGGTGGAGCCGGAGTGCTCCGTGAAG
AAGCTGCTGTACCTCTTCAAGTCCCTCGGCACCCACCACATCGTCGTCTGCCGCTACGCGAAATTC
GAGGGCTTTATTAGCAAGAAGGATTTCATTAACTTCATGCGCGTCAAGGAGCGCGAGGAGAACATG
GAGGACGATGAGCTGGAGCGAGAGCGGCGTGAGCGAGCGCGACAGCGGCGTCGTCGCGAAGTGGCA
ACCGCAGTGATCGACAGGACGACGACGGCTAGTGCCGTCCGTGCGACTGCCCACCACCGCTGA

Figura 29. Secuencia nucleotidica consenso de L braziliensis. Los nucleé6tidos de color rojo
difieren de la secuencia reportada en las bases de datos.

Al comparar la secuencia consenso con la reportada en las bases de datos (anexo 1) se
observd que los nuclebtidos G65A, T958C, T1523C, A1752G, G1842A y T2213G
difieren. Estos nuclettidos al traducirlos generan 3 cambios en la secuencia de
aminoacidos (recuadro rojo, figura 30).
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Figura 30. Comparacién de la secuencia consenso con la secuencia reportada en bases de datos
(GenelD: 5412354). En el recuadro rojo se observa el cambio del aminoacido en la secuencia de
la proteina.

Los aminoacidos que cambiaron fueron H22R, H320Y y T508I; estas variaciones pueden
ser el resultado de la utilizacion de una cepa de L. braziliensis diferente a la reportada en

las bases de datos.
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Dado que la secuencia insertada en el vector de clonacién tiene un porcentaje de
identidad de 99% con la secuencia reportada en la base de datos (GenelD: 5412354), se
continué con el procedimiento de clonacién en el vector de expresién pcDNA™3.1/CT-
GFP-TOPO (invitrogen). Se amplificaron productos de PCR para cada una de las
especies, se purificaron y ligaron para el proceso de clonacién directa. La concentracién
obtenida del producto purificado se reporta en la tabla 11.

Tabla 11. Concentraciones (ug/mL) de producto de PCR para las diferentes especies estudiadas.

Especie Concentracién (ug/mL)
L. amazonensis 22,50
L. braziliensis 11,79
L. panamensis 13,90

El producto se ligd al vector de expresion y se realizé la reaccion de transformacion con
bacterias competentes TOP 10 (invitrogen). Las bacterias se dejaron crecer 24 horas a
37°C y se contaron las colonias blancas para determinar la eficiencia de transformacién.
El resultado fue de 1,34 x 10° ufc/ug ADN lo que indica que esta cercano al valor
esperado 1,0 x 10° ufc/ug ADN [137], por lo tanto fue efectiva la incorporacién del
plasmido recombinante por las bacterias competentes.

El andlisis del plasmido recombinante se hizo mediante una reaccién de PCR de colonia.
Se seleccionaron por cada especie de Leishmania 6 colonias de bacterias recombinantes
(figura 31).
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Figura 31. Productos de PCR de colonia. Marcador de peso molecular A DNA/Hind Il (carriles 1,
11). Producto PCR de colonia, L. amazonensis (carriles 2-7), L. braziliensis (carriles 8-14), L.
panamensis (carriles 15-20).

En la figura 31 se observa que la colonia 3 de L panamensis (carril 17) no amplificé con
los oligonucleétidos, lo que indica que la colonia no insert6 la secuencia o la
direccionalidad del inserto no es la adecuada.

Con la seleccion de los clones para cada especie de Leishmania, se hizo extraccion y
conservacién del plasmido recombinante para analisis de secuenciacion y transfeccién.

Los plasmidos recombinantes de Leishmania (ires de cada especie) fueron enviados a
secuenciar a través del servicio de MACROGEN, USA. Las secuencias reportadas se
analizaron con el programa BioEdit con el que se determind una secuencia nucleotidica
consenso para cada especie (anexo 2).

Las tres secuencias nucleotidicas consenso (una por cada especie) se compararon entre
si presentando una identidad del 100 %. Al traducir estas secuencias y compararlas con
la secuencia proteica reportada en las bases de datos (figura 32); se observo que los
aminoacidos H22R, H320Y y T508lI difieren con respecto a la secuencia reportada; este
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mismo resultado se obtuvo con el analisis de la secuencia proteica de L. braziliensis
clonado en el vector pGEM-T-easy; es decir que estas variaciones son conservadas para

L. amazonensis, L. braziliensis 'y L. panamensis.
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Figura 32. Comparacién de las secuencias proteicas para cada una de las especies evaluadas
con la secuencia reportada (LbrM01V2.0210). En el recuadro rojo se observa el cambio de los
aminoacidos.
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Al tener las tres especies de Leishmania la misma secuencia nucleotidica y proteica se
sugiere una conservacion evolutiva de esta proteina. Este resultado es confirmado con
andlisis gendmico comparativo en especies de diferente subgénero (L. major, L. infantum
y L. braziliensis), donde se ha mostrado una conservaciéon en mas del 99% de los genes,
por lo tanto la conservacién en las secuencias codificantes es alta [33]. De igual forma,
estudios hechos en perfiles proteémicos de diferentes estadios de L. mexicana han
mostrado que aproximadamente el 90% del proteoma se mantiene [139]. En Leishmania
las proteinas altamente conservadas se han asociado a procesos fundamentales en el
metabolismo celular [140], en la proteccion de la actividad microbicida durante el
establecimiento de la infeccion [141;142] y en la respuesta inmunogénica [143]. Por lo
tanto se sugiere que esta proteina al estar presente en especies de diferente subgénero
es de relevancia biologica para el parasito.

3.2.1 Analisis bioinformatico

3.2.1.1 Analisis de la estructura primaria de la proteina de L. (V.)

braziliensis

La utilizacion del programa Blast (Basic local alignment search tool) con el algoritmo
blastp (protein-protein BLAST) permitié identificar las secuencias que presentan una
similaridad significativa a la secuencia proteica consenso (tabla 12).

Tabla 12. Secuencias que presentan similaridad a la secuencia consenso.

No de acceso Descripcion E value | Identidad (%)
XP_001561462.1 | CLC-type chloride channel [Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904] 0,0 99
XP_001462631.1 | CLC -type chloride channel [Leishmania infantum JPCM5], 0,0 86

CBZ31105.1 CLC-type chloride channel, putative [Leishmania donovani] 0,0 86
XP_001687410.1 | CLC -type chloride channel [Leishmania major strain Friedlin], 0,0 87
CBZ23001.1 putative CLC-type chloride channel [Leishmania mexicana) 0,0 86
NP_001230303.1 | H(+)/CI(-) exchange transporter 3 [Homo sapiens] 2e-126 32%
CAA55281.1 chloride channel 3 [Homo sapiens] 4e-126 32%
EAW89929.1 chloride channel 5 [Homo sapiens) 1e-117 32%
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AAH36068.1 Chloride channel 4 [Homo sapiens] 2e-117 31%
NP_001121370.1 | H(+)/CI(-) exchange transporter 5 [Homo sapiens] 4e-117 32%
CAA80996.1 human CIC-1 muscle chloride channel [Homo sapiens] 2e-43 27%
NP_001164560.1] | chloride channel protein 2 [Homo sapiens] 7e-42 27%
CAB53065.1 chloride channel 7 [Homo sapiens] 3e-41 28%
NP_001278.1 H(+)/CI(-) exchange transporter 7 [Homo sapiens) 4e-41 28%
gb|[EAW71716.1 chloride channel 6 [Homo sapiens] 7e-37 30%
EAW51764.1 chloride channel Kb [Homo sapiens] 1e-24 26%
AAH48282.1 Chloride channel Ka [Homo sapiens] 2e-21 26%
30RG A Chain A, Cyanidioschyzon merolae 4e-33 26
1KPL A Chain A, Salmonella typhimurium 5e-23 23
3NDO A Chain A Cyanobacterium 8e-18 24
1KPK A Chain A, Escherichia coli 5e-13 24

La secuencia consenso tiene una identidad de 99% con el canal de cloruro tipo CLC de
L. braziliensis MHOM/BR/75/M2904 que se ha reportado como una secuencia putativa
generada por comparacién al genoma de Leishmania major (http: genedb/lbraziliensis/)
en el cual también se ha reportado como canal de cloruro putativo.

Para determinar la proximidad evolutiva de la proteina estudiada se realiz6 un arbol
filogenético con secuencias que codifican canales de cloruro tipo CLC de diferentes
especies (figura 33).
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Figura 33. Arbol filogenético obtenido usando el método Neighbor-joining [144]. Se utilizaron los
canales CLC descritos para los organismos filogenéticamente mas cercanos a la secuencia
proteica consenso; de igual forma se tuvo en cuenta canales e intercambiadores H*/CI” descritos
para H. sapiens y las secuencias de las estructuras cristalograficas filogenéticamente mas
cercanas (Ver tabla 13). El andlisis filogenético tiene un Booststrap de 100000 y fue conducido por
el programa MEGA 4 [101].

En la figura 33 se observa que la secuencia proteica consenso se agrupa en un clado
con proteinas ortélogas de la familia Trypanosomatidae; ademas se aprecia la relacién
de proximidad entre la secuencia proteica consenso con los canales e intercambiadores
que se han descrito en organelos intracelulares en Homo sapiens [145-148]. Esta
informacién se corrobor6 con una busqueda de dominios conservados en la base de
datos CCD (Conserved Domain Database CDD) de NCBI, en el que se reportd que la
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secuencia consenso es similar a un canal de cloruro tipo CIC-3 con tres caracteristicas
conservadas; el filtro de selectividad al i6n cloruro, basado en la similitud a otros
miembros de la familia CLC [84]; el residuo glutamato que controla el acceso del i6n
cloruro al filtro de selectividad [86] y un residuo aminoacidico que esta involucrado en el
proceso de intercambio H* / CI" [5] (ver figura 34).
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Figura 34. Alineamiento de las secuencias codificantes para canales e intercambiadores CLC. En
color gris se observan los dominios conservados. Los dominios que conforman el filtro de
selectividad estan subrayados; en los recuadros estan el glutamato que controla el acceso del i6n
cloruro al filtro de selectividad y el amino&cido (D, E) asociado a procesos de intercambio idnico

[5].

Estos resultados indican que la secuencia proteica consenso posee dominios
conservados que estan asociados a la conduccion del i6n cloruro en un canal tipo CIC-3.
Estos canales se han descrito en vesiculas sinapticas de neuronas en donde actian
acidificando el organelo para disipar el potencial de membrana generado por la bomba V
ATPasa [149]; de igual forma se han asociado a procesos de acumulacién de ion Cl' y
acidificacién de endosomas en hepatocitos [150], regulacién del volumen celular en
epitelio gastrico [151] y regulaciéon de pH en endosomas de células HEK293 [152]; estos
procesos de acidificaciébn promueven la activacibn enzimética necesaria para la
degradacién de macromoléculas. En Leishmania es posible que esta proteina esté
asociada a la acidificacion de compartimientos endolisosomales siendo un proceso
necesario para la degradacién de substancias y adquisicién de nutrientes provenientes
del hospedero.

3.2.1.2Analisis de la estructura secundaria

La utilizacién del programa PredictProtein permitié predecir la topologia de la secuencia
proteica consenso con una exactitud mayor a 95% [102;103]. Esta proteina se
caracteriza por tener 11 hélices transmembrana, con el extremo N-terminal intracelular y
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el C-terminal extracelular. Usando el programa Profsec [104] se determindé que la
proteina tiene 45% de hélices alfa transmembrana, 11,46% de hojas beta y 42,97 % de
loops [153]. En la figura 35 se aprecian 11 segmentos hidrofébicos que constituyen los

segmentos transmembrana.
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Figura 35. Perfil de hidrofobicidad (A) y esquema topologico (B) de la secuencia proteica
consenso. Las lineas rojas indican los segmentos hidrofobicos. El perfil y el esquema fueron
elaborados con el programa Toppred [105].

Se uso el predictor de localizacion subcelular Psort Il predictor [109] para determinar la
ubicacién celular de la secuencia consenso de L. braziliensis; se reportd 65,2% de
probabilidad que la secuencia consenso se expresara en la membrana plasmatica, 13,0%
en reticulo endoplasmatico, 8,7% a nivel vacuolar y un 4,3% a nivel nuclear. Este
programa se basa en la composicién de aminoacidos presentes en la secuencia, las
caracteristicas de hidrofobicidad, y el perfil filogenético.
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3.2.1.3 Modelo tridimensional

La secuencia proteica consenso se utilizé para la construcciéon del modelo tridimensional.
Se realiz6 una busqueda de la proteina de referencia con el programa BLASTp (database
PDB) en donde se reportd a la cadena B del eucarionte Cyanidioschyzon merolae (alga
roja; cédigo PDB: 30ORG figura 36) como la estructura mas adecuada para la
construccién del modelo, presentando una identidad de 26% y un valor E de 4,0 e-33.

Figura 36. Estructura del canal de Cyanidioschyzon merolae. A. Estructura monomérica de la
cadena B. B Estructura multimérica del canal.

La elaboracion del modelo tridimensional requirié de la metodologia threading “disefio por
homologia remota” debido a la baja homologia (menor a 30%) entre la secuencia
consenso y la proteina de referencia [154]. Se seleccioné el programa PHYRE 2 [110]
basado en perfiles estructurales de proteinas cristalizadas; al modelo obtenido se le hizo
minimizacion energética usando el programa Swiss-PdbViewer [111] obteniendo una
estructura termodindmicamente mas estable (figura 37).
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Figura 37. Modelo estructural de la secuencia proteica consenso obtenido con el programa
PHYRE 2.

3.2.1.4 Validacion del modelo tridimensional

La utilizacién del grafico de Rachamandran [112] (anexo 4) para evaluar el modelo
minimizado energéticamente indicé sélo 2,1% de residuos en regiones no permitidas; el
porcentaje restante, se encuentra en regiones permitidas (7,0%) y favorecidas (90,9%); lo
que indica que 97,9% de los residuos presentes en el modelo no presentan impedimento
estérico en la estructura; ademas el elemento mayoritario en el modelo son a hélices; por
lo tanto los criterios estereoquimicos utilizados para validar la estructura, es decir, las
distancias interatémicas y los angulos de enlace phy (y) y psi (@) dan un resultado
aceptable para el modelo [112].

Usando los métodos de alineamiento estructural DALI [113;114] y SSAP [115] basados
en la comparacion de la conformacién tridimensional entre el modelo de la proteina de
interés y la proteina de referencia se obtiene un valor de RMSD (desviacién cuadratica
media) de 0,8 A y 0,75 A respectivamente, lo que indica que las proteinas son homoélogas
y por lo tanto el modelo minimizado es aceptable dado que el valor RMSD reportado es
menor a 3,0 A [155;156]
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3.2.1.5 Analisis topolégico del modelo tridimensional

Los canales/transportadores tienen una estructura dimérica en donde cada subunidad
posee un filtro de selectividad. Para E. coli (EcCLC o CLC-ec1)y S. typhimorum (StCLC)
el filtro esta constituido por regiones conservadas que incluyen las secuencias GSGIP
(106-110), G(K/R)EGP (146-150) y GXFXP (355-359) [84]; en C. merolae (CmCLC) se ha
descrito la tirosina Y515 y la serina S165 [88]. El analisis de estas regiones en la
secuencia proteica codificante de Leishmania mostré que las regiones GGGIA (178-182),
GKEGP (220-224), GILVP (443-447) y Y (547) podrian estar conformando el filtro de
selectividad (figura 38).

Figura 38. Via de transporte i6nico. A. Regiones que conforman el filtro de selectividad GGGIA
(café), GKEGP (rojo), GILVP (amarillo) y Y (verde). B. Ampliacion del filiro de selectividad. En
color verde Y 547; amarillo 1444; naranja L445; azul D278 y rojo E222.

Al extrapolar los hallazgos de Dutzler [84] y Feng [88] en Leishmania el a4tomo de
nitrégeno del grupo amida (cadena principal) de los aminoéacido 1444; L445 y el grupo
hidroxilo de la cadena lateral del aminoacido Y547, estan coordinando al atomo de
cloruro (figura 38B); estos aminoacidos se localizan en la region N-terminal de la proteina
con una densidad de carga positiva que favorece electrostaticamente la unién con el
anion [84;88] .
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Estudios en EcCLC demostraron que esta proteina, se comporta como un intercambiador
de 2CI/1H" [85], en el que los aminoacidos E148 y E203 intervienen en el proceso de
transporte del ion cloruro y del protén respectivamente [5]. Analisis sobre la estructura
tridimensional obtenida para Leishmania demuestran la presencia del homélogo a E148
(E222); sin embargo, el aminoacido homologo a E203 se encuentra sustituido por D278.
Este acido aspartico presenta una naturaleza similar al acido glutamico debido a que
poseen un grupo carboxilo en el extremo de la cadena lateral por lo que podria servir
como aceptor de protones. Estudios hechos en mutantes de EcCLC demostraron que la
sustitucion E203D no afecta el mecanismo de transporte de protones [5]; por lo tanto es
probable que la proteina estudiada de Leishmania codifique para un intercambiador CI
/H*.

3.2.2 Transfeccion transitoria de células HEK 293

La linea celular HEK 293 derivada de un cultivo primario transformado [157] de células de
epitelio renal humano, ha sido ampliamente usada por ser un sistema eficiente para el
estudio de proteinas [158;159]. Estas células se caracterizan por presentar una baja
expresion endoégena de canales catibnicos [160;161] y anibdnicos [161;162]
convirtiéndolas en un modelo de expresién heteréloga adecuado para la transfeccion del
canal de cloruro de Leishmania.

El proceso de transfeccidén se hizo de acuerdo al procedimiento estandarizado indicado
en el numeral 6.7, en células que no presentaran un tiempo mayor de cultivo a 2 meses
debido a que la viabilidad se veia comprometida. Se calculd la eficiencia de la
transfeccién para las células GFP*™ usando microscopia de fluorescencia (Zeiss),
evaluando varios campos y contabilizando el ndmero de células transfectadas por
campo, el resultado indica que 80-85% de las células HEK293 son transfectadas por el
método de lipofectamina (figura 39); sin embargo, se utilizé6 microscopia confocal (Nikon)
para determinar la localizacién de la proteina de interés (figura 40).
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Figura 39. Microscopia de fluorescencia de células HEK transfectadas. Azul corresponde a
nucleos (tincién con Hoescht 1:1000), verde: proteina GFP. La barra representa 10 um.
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Figura 40. Microscopia confocal de células HEK transfectadas en diferentes planos. Azul
corresponde a nucleos (tinciébn con Hoesch 1:1000), verde: proteina GFP. La flecha indica
expresién de la proteina en membrana plasmatica. La barra representa 10 um.

Los resultados de microscopia confocal en diferentes planos del eje Z indican que la
proteina se expresa a nivel intracelular y en membrana plasmatica, lo que confirma los
resultados observados en inmunofluorescencia del parasito (figuras 25 y 26) y los
predichos por el programa Psort Il predictor.

Ademas de la verificacibn por microscopia, se realizd western blot del extracto de
proteina total de células transfectadas y sin transfectar (figura 41); estos resultados
indican que la transfeccién produjo la expresion de la proteina de interés.
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Figura 41. Western blot de células HEK 297 transfectadas y sin transfectar.

Teniendo estos resultados se procedié a realizar los estudios de funcién mediante la

técnica de Patch Clamp en modalidad de célula entera.

3.3 Analisis electrofisioldgico

3.3.1 Propiedades eléctricas pasivas

3.3.1.1Capacitancia de membrana (C,,)

La capacitancia de membrana (C.) proporciona una medida indirecta del area de la
célula; su estudio da informacidén sobre procesos en los que la superficie se encuentra
comprometida, mecanismos de fusion, interiorizacion de vesiculas y fagocitosis [163-
165]. En las células HEK se han reportado valores de Cm de 13x1 pF [166].

Tabla 13. Valores de capacitancia para los grupos evaluados (células control y células

transfectadas)
Grupos Capacitancia (pF) Error estandar ]
C. control 13,16 1,99 15

C. transfectadas 9,93 1,92 11
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Figura 42. Capacitancias de membrana (Cm) de las células control y células transfectadas.

De acuerdo a la tabla 13 no se presentan diferencias significativas (p=0,132; a=0,05;
prueba de Mann-Whitney) entre los valores de C., para células transfectadas y el grupo
control lo que indica que la expresion de la proteina CLC no esté incrementando el &rea
superficial de las células HEK 293. Este resultado junto a lo encontrado en
inmunofluorescencia (figuras 25 y 26) y microscopia confocal (figura 40) indican un trafico
de la proteina entre la membrana plasmatica y organelos intracelulares. Varios estudios
han localizado a canales/transportadores CIC-3 en endosomas [167], lisosomas [168],
vesiculas sinapticas [149] y vesiculas de secrecién [169], sugiriendo que esta proteina

esta en trafico permanente hacia la membrana cuando las células son estimuladas.

3.3.1.2 Potencial de membrana (V,,)

El potencial de membrana (V,,) da una medida indirecta de la permeabilidad de la célula
en reposo y esta determinado por la actividad metabélica celular [161].

Tabla 14. Valores de potencial de membrana para los grupos evaluados

Grupos P. de membrana (mV) Error estandar n

C. control -10,85 2,70 13
C. transfectadas -7,85 4,88 6
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Figura 43. Potencial de membrana (Vm) de las células control y células transfectadas.

Los valores de V,, para las células control y transfectadas no difieren significativamente
(p=0,328; 0=0,05; prueba de Mann-Whitney); Sin embargo, son bajos con respecto a
valores estandar de una célula (-50 a -70 mV), este fendbmeno se debe a que las células
se registran en una solucion libre de i6n K*, con alto contenido de i6n CI" por lo tanto se
aumentan las corrientes de salida de cationes lo que ocasionaria despolarizacion de la
membrana.

3.3.2 Propiedades eléctricas activas

3.3.2.1 Corrientes ionicas

Para evaluar la funcién en células HEK 293 transfectadas con el canal de Leishmania fue
necesario la caracterizacién previa de las corrientes endoégenas de las células HEK sin
transfectar (células control). Las células control en condiciones isoténicas (300
mOsmol/Kg) presentaron pequefas corrientes rectificadoras de salida (lout; figura 44A),
con activacion a potenciales mas positivos de -30 mV (figura 44C y D).
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Figura 44. Propiedades de las corrientes de células control vy transfectadas en condiciones
isoténicas. Relacién corriente | (pA) vs tiempo t (ms) para una célula control A y transfectada B.
C. Promedio de densidad de corriente Ip (pA/pF) para controles y transfectadas. D. Promedio de
densidad de corriente Iss (pA/pF) para controles y transfectadas. Los datos representan promedio
* error estandar.

Las células transfectadas en condiciones isotdnicas presentaron corrientes rectificadoras
de salida de mayor magnitud que las células control (figura 44B), especificamente a
voltajes despolarizantes de 50, 70, 90, 110 y 130 mV. Para otros valores no hay
diferencias estadisticamente significativas. Este andlisis se realizd mediante ANOVA de
dos vias y prueba post-hoc de Tukey.

Estos resultados indican que las células transfectadas podrian estar expresando canales
que generan corrientes rectificadoras de salida activadas a potenciales despolarizantes.
Las corrientes registradas pueden ser resultado de: salida de cationes o ingreso de
aniones. Dado que las células HEK transfectadas se encuentran expuestas a un medio
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libre de K* en donde el Unico i6n permeante es CI, el Gnico mecanismo que explica estas
corrientes esta dado por el ingreso de ClI™.

Para corroborar la naturaleza de las corrientes anidnicas se determiné el potencial de
reversion V,.,; este valor indica el voltaje en el que el flujo neto de corriente a través de la
membrana es cero y se espera para un canal de cloruro que sea igual al potencial de
equilibrio (Eeqci-) del ion CI'. Para ello, se realizé un protocolo de colas (tail currents) en el
que se determiné la conductancia de los canales, abriéndolos con un prepulso
despolarizante (figura 45). El valor obtenido de V., es de -22 mV (figura 46) y el de Ecqci-
es de -53 mV. La diferencia en estos datos se explica por la presencia de otras corrientes
iGnicas (transporte de aniones o protones) que influyen en el corrimiento de V,,. Estudios
hechos en el intercambiador CI'/H* de E. coli (CLC-ec1) [85] demostraron que al imponer
un gradiente de 4 unidades de pH la proteina nativa presenta un corrimiento en el V,, de
62 mV con respecto al Ve, de 0 mV del mutante E203Q; este resultado se explica por el

transporte de H* debido a que la proteina actia como un intercambiador.

Voltaje (mV)
T

] ] | ] ]
0 20 40 60 80 100 120 140

Tiempo (ms)

Figura 45. Corriente de cola para una célula HEK transfectada. A. Registro de corriente de cola.
B. Protocolo de estimulo con pulsos de voltaje de -60 a 30 mV.
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Figura 46. Relacién corriente (pA) vs voltaje (mV). Determinaciéon del potencial de reversién
(Vrev.)-

Para sustentar la naturaleza anidnica de las corrientes que se expresan en células HEK
293 transfectadas se utilizo el inhibidor DIDS a una concentracién de 200 uM [122]. La
evaluacién de las células transfectadas con DIDS muestra inhibicién a los voltajes mas
despolarizantes (110 y 130 mV) y al final del pulso (lss; figura 47D, tabla 16). Este
analisis se realiz6 mediante ANOVA de dos vias y prueba post-hoc de Tukey.

400 pA

100 ms
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Figura 47. Propiedades de las corrientes de células transfectadas con y sin inhibidor. A. Relacién |
(pA) vs t (ms) sin DIDS. B. Con DIDS. C. Gréfica comparativa de densidad de corrientes Ip (pA/pF)
para las células transfectadas con y sin DIDS. D. Promedio comparativo de densidad de corriente
Iss (pA/pF) para células transfectadas sin y con DIDS. Los datos representan promedio * error
estandar.

Tabla 15. Efecto de DIDS (200 uM) sobre promedio de corriente (Iss)

Voltajes Porcentaje de inhibicion
+110 73,7+ 32,4
+130 67,0+ 29,9

Los resultados obtenidos con DIDS indican que un porcentaje importante de los iones
transportados son aniones. En mamifero las corrientes de cloruro CIC-3 se caracterizan
por ser rectificadoras de salida (loy), inhibidas con DIDS y activadas a pH acido
[152;170]. Para iniciar la evaluacién de esta propiedad se expusieron células HEK
transfectadas a medio acido (pH 5,0).

A B

400 pA
400 pA

im

100 ms
100 ms
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Figura 48. Propiedades de las corrientes de células transfectadas expuestas a diferente pH.
Relacion | (pA) vs t (ms) para células transfectadas: A. solucién externa a pH 7,3. B. solucién
externa a pH 5,0. C. Promedio comparativo de densidad de corrientes Ip (pA/pF) para células
transfectadas registradas en soluciones a diferentes pH. D. Promedio comparativa de densidad de
corrientes Iss (pA/pF) para las células transfectadas registradas en soluciones a diferentes pH.
Los datos representan promedio+ error estandar.

Los resultados indican que no se presentan variaciones estadisticamente significativas
en la amplitud de las corrientes cuando las células son registradas en soluciones a pH
acido con respecto a los valores de referencia; por lo tanto, este estimulo no parece
incrementar la amplitud de las corrientes activadas por voltaje. Estos resultados difieren
de lo reportado para células mamiferas en las que se ha descrito cambios en la amplitud
de las corrientes y del potencial de reversién en respuesta a cambios de pH extracelular

[152].

Con los resultados obtenidos se puede indicar que la proteina tipo CIC-3 genera
expresion de corrientes de CI" en HEK 293, las cuales son blogueadas por DIDS un
inhibidor de canales anidnicos. Si consideramos las funciones que se han descrito para el
canal CIC-3 el cual se ha encontrado acoplado a la bomba H* ATPasa se puede sugerir
que en Leishmania esta proteina podria ayudar a mantener electroneutralidad, debido a
que disiparia el potencial de membrana generado por la activacién de la bomba; ademas
de mantener un gradiente electroguimico que favorezca la entrada de nutrientes.



80 Estudio de un canal de cloruro de Leishmania y su importancia en la fisiologia del parasito

4. Conclusiones

Con este trabajo se logré la primera descripcién y caracterizacion funcional de un canal
de cloruro tipo CIC-3 en L. (L) amazonensis L. (V) braziliensis y L (V.) panamensis.

La localizacion de este canal tipo CIC-3 en las especies de Leishmania estudiadas esta a
nivel de la membrana plasmatica (bolsillo flagelar) y a nivel citoplasmatico; en donde se
asocia con las membranas encargadas del trafico vesicular en procesos de endocitosis.
Es posible entonces, que el canal pueda estar implicado en la acidificacién de
compartimientos endolisosomales, proceso indispensable para la adquicisién de
nutrientes desde el hospedero.

El comportamiento electrofisiolégico en el sistema de expresién heterdloga sugiere que
Leishmania expresa al menos un canal de cloruro voltaje-dependiente que podrian
asociarse al mantenimiento del potencial de membrana y con ello al gradiente
electroquimico que favorece la entrada de nutrientes.
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5. Perspectivas

A partir de los hallazgos de este trabajo se inicié la revision de otras secuencias putativas
para canales de cloruro descritas en el genoma de Leishmania braziliensis: LbrM04
V2.1010, LbrM32 V2.3670 y Lbr M33_V2.1260. Se disefaron primers y se hicieron
experimentos piloto encontrandose transcripcidon de estos genes en promastigote de
Leishmania. Por lo tanto se sugiere continuar con los experimentos para evaluar
expresion génica y funcionalidad de estos canales en Leishmania.

Se recomienda la realizacion de ensayos de inhibicion o sobreexpresién del canal de
cloruro tipo CIC-3 como un método que permita confirma la funcién del canal en
Leishmania; de igual forma se puede explorar la realizacibn de estudios
electrofisioldgicos directamente sobre el promastigote.

Para determinar la actividad de la proteina como intercambiador, se recomienda la
elaboracion de mutaciones puntuales de los aminoacidos que se han reportado
asociados al filtro de selectividad. Para cumplir con este objetivo se ha generado la
mutaciéon E278A y D279A [171]. Se espera ligar este producto al vector de expresion y

transfectar HEK293 para estudios funcionales de la proteina resultante.

A nivel metodolégico se propone la elaboracion anticuerpos anti CIC-3, especificos para
el canal caracterizado lo que complementaria y confirmaria los resultados arrojados por
este estudio en los ensayos de expresion del canal. Para cumplir con este objetivo se
esta clonando la secuencia LbrM01.V20210 en el sistema de expresién pET champion
(invitrogen) para la producciéon de altos niveles de proteina que seran utilizadas para
produccién de anticuerpos en ratones.
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Seria conveniente explorar tanto la expresion génica de este canal de cloruro tipo CIC-3
como la expresién de la proteina en amastigotes de Leishmania lo que daria informacién
de expresién diferencial en los diferentes estadios del parasito. Para estudiar la expresién
de este gen en el estadio amastigote se cultivaron promastigotes y se hicieron
infecciones de la linea J774.A1 (macréfago-like de ratén). Se disefiaron primers
especificos para la secuencia LbrM01 V2.0210 [172]. Los resultados indican una
transcripcién del canal en diferentes tiempos posinfecciéon. Para corroborar estos
hallazgos y evaluar si hay diferencias en la expresiébn de este gen en el estadio
amastigote se espera hacer cuantificacién de transcripcién por PCR en tiempo real.
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6. Anexo 1.

Secuencia de Leishmania braziliensis reportada por GENEDB

>LbrM01_V2.0210 |||CLC-type chloride channel, putative|Leishmania braziliensis|chr
1]||Manual

ATGACGGAAGCAGGCGGCAGTTGCGGTGGCAACGGGGTCGGCGGTGACGA
CGAGGCCATCACGCGCTTAGTGGTGAACGTTCCAGAGGCCGATTGGGCGA
CGATCGACTGCTTCAGCAGCTACACGGAGGCGGCAGAGCGGGCCGCGATG
CGGCGTCGCCATACCATACCATCTACCACTCACTCGCCATACGGAGAGAA
GCGTCCCGCGTACAGCTTCCAGGGGGAGGCTTTCTTAGCAGCCTTGGCGT
GCGGAATCGCGCTCGGCTGCCTCGGCGTCATCAGCGACGCGTGTGCGCGT
TGGGTGAGCGCCTITCCGCAGTGGGATTITGCGCGAACTTTITCTIGGCTGGA
TCGCAGCCTGTGTTGCGTCGACAGCAACGAGTGCGATGAGTACTACTCCT
GGGGCGAATTCTTTCTCGGCCGCGACAACCACGTCGTCGCGTTTGTTGAC
TTCGTCATGTATGTCGGCTICTCCACCCTGGCGGCAGTCACGGCGGCGTA
CCTGTGCAAGACCTACGCCCCCTATGCCTCTGGCGGTGGCATTGCGGAGG
TGAAGACGATCGIGTCGGGCTACCACGTCAAGCGGTACCTITGGTGGCTGG
ACACTCATCACGAAGGTICGTGGCCATGTGCTITTTICTACAGGGTCCGGCTT
GACGGTGGGGAAGGAGGGCCCCTTTGTCCACATCGGCGCCTGCGTCGGCG
GCATCATCTCCGGAGCCTTTCCGAGCTATCAGCAGGAGACCAAAGAGCGC
GAACTCATTACCGCCGGCGCGGGCGGTGGCATGGCCGTCGCCTTTGGTGC
CCCCGTCGGCGGCGTCATTTTCGCCTTGGAGGATGTCTCCACATCGTACA
ACTTCAAGGCCCTCATGGCTGCACTCATCTGCGGCGTGACGGCGGTGCTT
TTCCAGTCACGCGTGGATCTCTGGCACACCGGCTGCATTGTGCAGTTCAG
CATCAACTACCGGCACAACTGGCACTTCITTGAGCTCCCCATGTTIGCGG
TGATCGGGTGCTTTGGCGGGTTCATGGGGTCCACCTTCAGCGTTATCAAT
CTGCACATCTGCCGGTGGCGCAAGAAGCATGTGAAGCAGTGGCGACTCGC
CGAGGTGACTGTCGTGGCTIGCCATCACTGGTGTCGTIGAACTTCTTGACGC
CATACAGCTCCGGTGGCATGCTGGAGCTGCTCGGCGACTGCTTCCAGGAC
TGCACTCCAGATTCCAGCATCGAGATGTGTGAGGGCAGCGACGTIGCGCGC
CTTTTICTCCCTTCTCGTCACCGCCACGGCGAAGTTITGCCATGTTCACGT
ACACCGTITGGCACATTCCTGCCCGCCGGCATCCTTGTIGCCGTCACTCACG
ATCGGCGCTCTGTACGGCCGCGCTTTCGGTATGATGTTTCGCTCGCTGCA
GGAAACCTACGCAGGCTCGTATATCTTCACGGAGTGCTACCACCAGGACC
TGTGCGTCATCCCTGGCGTGTACGCGATTGTAGGCGCGGCTGCTATGCTG
ACCGGCGTCACCCACATGACCATCTGCCTAGCGATTATCATGTTCGAGCT
CACAGGCTCGCTAGAGTACATGGTTCCCATCATTGTAGGGATCCTCTGCG
CCAAAGCGGCTGGCGAGGCGGTCGGGGTGAAGGGCACGTACGAGATCGTIC
ATCGAGGAGAACAAGTTGCCCTACCTCGACCCAAAGAAAGAGTTCTACCT
TGACTTCTCTGCCAAGGACGTCTACAAGAACAAACAGTTCACCGTCCTGA
CAGCGTACGGACTGCAGGTIGCGCGACATCAACGAGCTCGTCACAAGGATG
AACGTTACCGGCTTCCCGGTGGTCGAGTCGGCCAGTGACACGACGCTGCT
CGGCTACGCGCCTACAAAGAAGATGATGCGGGCGATTCAGGTGGCTGCGG
TGCGCAACAGAGACGTGAGCCTAAGCACGTACATTCGCTICAAGACAGCA
CCGTCCAACTCGCAAGACCCAAACTTTCTTGAGGTGAACCTAACGAACGT
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CCTAGAGAGCTGCCTGCTGCAGGTGGAGCCGGAGTGCTCCGTGAAGAAGC
TGCTGTACCICTTCAAGTCCCTCGGCACCCACCACATCGTICGICTGCCGC
TACGCGAAATTCGAGGGCTTTATTAGCAAGAAGGATTTCATTAACTTCAT
GCGCGTCAAGGAGCGCGAGGAGAACATGGAGGACGATGAGCTGGAGCGAG
AGCGGCGTGAGCTAGCGCGACAGCGGCGTCGTCGCGAAGTGGCAACCGCA
GTGATCGACAGGACGACGACGGCTAGTGCCGTCCGTGCGACTGCCCACCA
CCGCTGA
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7. Anexo 2.

Resultados de las secuenciaciones de los clones
Secuencia consenso de L. (L.) amazonensis

ATGACGGAAGCAGGCGGCAGTTGCGGTGGCAACGGGGTCGGCGGTGACGA
CGAGGCCATCACGCaCTTAGTGGTGAACGTTCCAGAGGCCGATTGGGCGA
CGATCGACTGCTTCAGCAGCTACACGGAGGCGGCAGAGCGGGCCGCGATG
CGGCGTCGCCATACCATACCATCTACCACTCACTCGCCATACGGAGAGAA
GCGTCCCGCGTACAGCTTCCAGGGGGAGGCTTTCTTAGCAGCCTTGGCGT
GCGGAATCGCGCTCGGCTGCCTCGGCGTCATCAGCGACGCGTGTGCGCGT
TGGGTGAGCGCCTTCCGCAGTGGGATTTGCGCGAACTTTTTCTGGCTGGA
TCGCAGCCTGTGTITGCGTCGACAGCAACGAGTGCGATGAGTACTACTCCT
GGGGCGAATTCTTTCTCGGCCGCGACAACCACGTCGTCGCGTTTGTTGAC
TTCGTCATGTATGTCGGCTICTCCACCCTGGCGGCAGTCACGGCGGCGTA
CCTGTGCAAGACCTACGCCCCCTATGCCICTGGCGGTGGCATTGCGGAGG
TGAAGACGATCGTGTCGGGCTACCACGTCAAGCGGTACCTTGGTGGCTGG
ACACTCATCACGAAGGTCGTGGCCATGTGCTTTTCTACAGGGTCCGGCTT
GACGGTGGGGAAGGAGGGCCCCTTTGTCCgCATCGGCGCCTGCGTCGGLG
GCATCATCTCCGGAGCCTTITCCGAGCTATCAGCAGGAGACCAAAGAGCGC
GAACTCATTACCGCCGGCGCGGGCGGTGGCATGGCCGTCGCCTTTGGTGC
CCCCGTICGGCGGCGTCATITTCGCCTTGGAGGATGTCTCCACATCGTACA
ACTTCAAGGCCCTCATGGCTGCACTCATCTGCGGCGTGACGGCGGTGCTT
TTCCAGTCACGCGTGGATCTICTGGCACACCGGCTGCATTGTGCAGTTCAG
CATCAACCACCGGCACAACTGGCACTTCTTTGAGCTCCCCATGTTTGCGG
TGATCGGGTGCTTTGGCGGGTTCATGGGGTCCACCTTICAGCGTTATCAAT
CTGCACATCTGCCGGTGGCGCAAGAAGCATGTGAAGCAGTGGCGACTCGC
CGAGGTGACTGTCGTGGCTIGCCATCACTGGTGTCGTGAACTTCTTGACGC
CATACAGCTCCGGTGGCATGCTGGAGCTGCTCGGCGACTGCTTCCAGGAC
TGCACTCCAGATTCCAGCATCGAGATGTGTGAGGGCAGCGACGTGCGCGC
CTTTTTCTCCCTTCTCGTCACCGCCACGGCGAAGTTTGCCATGTTCACGT
ACACCGTITGGCACATTCCTGCCCGCCGGCATCCTTGTIGCCGTCACTCACG
ATCGGCGCTCTGTACGGCCGCGCTITTCGGTATGATGTTTCGCTCGCTGCA
GGAAACCTACGCAGGCTCGTATATCTTCACGGAGTGCTACCACCAGGACC
TGTGCGTCATCCCTGGCGTGTACGCGATTGTAGGCGCGGCTGCTATGCTG
ACCGGCGTCACCCACATGACCACCTGCCTAGCGATTATCATGTTCGAGCT
CACAGGCTCGCTAGAGTACATGGTTCCCATCATTGTAGGGATCCTCTGCG
CCAAAGCGGCTGGCGAGGCGGTCGGGGTGAAGGGCACGTACGAGATCGTC
ATCGAGGAGAACAAGTTIGCCCTACCTCGACCCAAAGAAAGAGTICTACCT
TGACTTCTCTGCCAAGGACGTCTACAAGAACAAACAGTTCACCGTCCTGA
CgGCGTACGGACTGCAGGTGCGCGACATCAACGAGCTCGTCACAAGGATG
AACGTTACCGGCTTCCCGGTGGTCGAGTCGGCCAGTGACACAACGCTGCT
CGGCTACGCGCCTACAAAGAAGATGATGCGGGCGATTCAGGTGGCTGCGG
TGCGCAACAGAGACGTGAGCCTAAGCACGTACATTCGCTTCAAGACAGCA
CCGTCCAACTCGCAAGACCCAAACTTTCTTGAGGTGAACCTAACGAACGT
CCTAGAGAGCTGCCTGCTGCAGGTGGAGCCGGAGTGCTCCGTGAAGAAGC
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TGCTGTACCTCTTCAAGTCCCTCGGCACCCACCACATCGTCGTCTGCCGC
TACGCGAAATTCGAGGGCTTITATTAGCAAGAAGGATTITCATTAACTTICAT
GCGCGTCAAGGAGCGCGAGGAGAACATGGAGGACGATGAGCTGGAGCGAG
AGCGGCGTGAGCTAGCGCGACAGCGGCGTCGTCGCGAAGTGGCAACCGCA
GTGATCGACAGGACGACGACGGCTAGTGCCGTCCGTGCGACTGCCCACCA
CCGCTGA

Secuencia de ADN traducida a secuencia de proteina.

MTEAGGSCGGNGVGGDDEAITHLVVNVPEADWATIDCESSYTEAAERAAMRRRHTIPSTT
HSPYGEKRPAYSFQGEAFLAALACGIALGCLGVISDACARWVSAFRSGICANFFWLDRSL
CCVDSNECDEYYSWGEFFLGRDNHVVAFVDEVMYVGESTLAAVTAAYLCKTYAPYASGGG
IAEVKTIVSGYHVKRYLGGWTLITKVVAMCE STGSGLTVGKEGPFVRIGACVGGIISGAF
PSYQOQETKERELITAGAGGGMAVAFGAPVGGVIFALEDVSTSYNFKALMAALTICGVTAVL
FOSRVDLWHTGCIVQFSINHRHNWHEFFELPMFAVIGCEFGGEFMGSTESVINLHICRWRKKH
VKOWRLAEVTVVAAITGVVNFLTPYSSGGMLELLGDCEFQDCTPDSSIEMCEGSDVRAFFES
LLVTATAKFAMFTYTVGTFLPAGILVPSLTIGALYGRAFGMMFRSLOETYAGSYIFTECY
HODLCVIPGVYAIVGAAAMLTGVTHMTITCLAIIMFELTGSLEYMVPIIVGILCAKAAGEA
VGVKGTYEIVIEENKLPYLDPKKEFYLDFSAKDVYKNKQFTVLTAYGLQVRDINELVTRM
NVTGEFPVVESASDTTLLGYAPTKKMMRAIQVAAVRNRDVSLSTYIRFKTAPSNSQODPNEL
EVNLTNVLESCLLQVEPECSVKKLLYLEFKSLGTHHIVVCRYAKFEGFE ISKKDF INFMRVK
EREENMEDDELERERRELARQRRRREVATAVIDRTTTASAVRATAHHR.

Secuencia consenso de Leishmania braziliensis

ATGACGGAAGCAGGCGGCAGTTGCGGTGGCAACGGGGTCGGCGGTGACGA
CGAGGCCATCACGCaCTTAGTGGTGAACGTTCCAGAGGCCGATTGGGCGA
CGATCGACTGCTTCAGCAGCTACACGGAGGCGGCAGAGCGGGCCGCGATG
CGGCGTCGCCATACCATACCATCTACCACTCACTCGCCATACGGAGAGAA
GCGTCCCGCGTACAGCTTCCAGGGGGAGGCTTTICTTAGCAGCCTTGGCGT
GCGGAATCGCGCTCGGCTGCCTCGGCGTCATCAGCGACGCGTGTGCGCGT
TGGGTGAGCGCCTTCCGCAGTGGGATTTGCGCGAACTTTTTCTGGCTGGA
TCGCAGCCTGTGTTGCGTCGACAGCAACGAGTGCGATGAGTACTACTCCT
GGGGCGAATTCTTTCTCGGCCGCGACAACCACGTCGTCGCGTTTGTTGAC
TTCGTCATGTATGTCGGCTICTCCACCCTGGCGGCAGTCACGGCGGCGTA
CCTGTGCAAGACCTACGCCCCCTATGCCTCTGGCGGTGGCATTGCGGAGG
TGAAGACGATCGIGTCGGGCTACCACGTCAAGCGGTACCTITGGTGGCTGG
ACACTCATCACGAAGGTCGTGGCCATGTGCTTTTCTACAGGGTCCGGCTT
GACGGTGGGGAAGGAGGGCCCCTTTGTCCACATCGGCGCCTGCGTCGGCG
GCATCATCTCCGGAGCCTTITCCGAGCTATCAGCAGGAGACCAAAGAGCGC
GAACTCATTACCGCCGGCGCGGGCGGTGGCATGGCCGTCGCCTTTGGTGC
CCCCGTCGGCGGCGTCATTTTCGCCTTGGAGGATGTCTCCACATCGTACA
ACTTCAAGGCCCTCATGGCTGCACTCATCTGCGGCGTIGACGGCGGTGCTT
TTCCAGTCACGCGTGGATCTCTGGCACACCGGCTGCATTGTGCAGTTCAG
CATCAACcACCGGCACAACTGGCACTICTTTGAGCTCCCCATGTTTGCGG
TGATCGGGTGCTTTGGCGGGTTCATGGGGTCCACCTTICAGCGTTATCAAT
CTGCACATCTGCCGGTGGCGCAAGAAGCATGTGAAGCAGTGGCGACTCGC
CGAGGTGACTGTCGTGGCTIGCCATCACTGGTGTCGTGAACTTCTTGACGC
CATACAGCTCCGGTGGCATGCTGGAGCTGCTCGGCGACTGCTTCCAGGAC
TGCACTCCAGATTCCAGCATCGAGATGTGTGAGGGCAGCGACGTIGCGCGC
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CTTTTTCTCCCTTCTCGTCACCGCCACGGCGAAGTTTGCCATGTTCACGT
ACACCGTITGGCACATTCCTGCCCGCCGGCATCCTTGTIGCCGTCACTCACG
ATCGGCGCTCTGTACGGCCGCGCTTTCGGTATGATGTTTCGCTCGCTGCA
GGAAACCTACGCAGGCTCGTATATCTTCACGGAGTGCTACCACCAGGACC
TGTGCGTCATCCCTGGCGTGTACGCGATTGTAGGCGCGGCTGCTATGCTG
ACCGGCGTCACCCACATGACCACCTGCCTAGCGATTATCATGTTCGAGCT
CACAGGCTCGCTAGAGTACATGGTTCCCATCATTGTAGGGATCCTCTGCG
CCAAAGCGGCTGGCGAGGCGGTCGGGGTGAAGGGCACGTACGAGATCGTIC
ATCGAGGAGAACAAGTTGCCCTACCTCGACCCAAAGAAAGAGTICTACCT
TGACTTCTCTGCCAAGGACGTCTACAAGAACAAACAGTTCACCGTCCTGA
CgGCGTACGGACTGCAGGTGCGCGACATCAACGAGCTCGTCACAAGGATG
AACGTTACCGGCTTCCCGGTGGTCGAGTCGGCCAGTGACACaAACGCTGCT
CGGCTACGCGCCTACAAAGAAGATGATGCGGGCGATTCAGGTGGCTGCGG
TGCGCAACAGAGACGTGAGCCTAAGCACGTACATTCGCTTCAAGACAGCA
CCGTCCAACTCGCAAGACCCAAACTTTCTTGAGGTGAACCTAACGAACGT
CCTAGAGAGCTGCCTGCTGCAGGTGGAGCCGGAGTGCTCCGTGAAGAAGC
TGCTGTACCICTTCAAGTCCCTCGGCACCCACCACATCGTICGICTGCCGC
TACGCGAAATTCGAGGGCTTITATTAGCAAGAAGGATTITCATTAACTTICAT
GCGCGTCAAGGAGCGCGAGGAGAACATGGAGGACGATGAGCTGGAGCGAG
AGCGGCGTGAGCTAGCGCGACAGCGGCGTCGTCGCGAAGTGGCAACCGCA
GTGATCGACAGGACGACGACGGCTAGTGCCGTCCGTGCGACTGCCCACCA
CCGCTGA

Secuencia de ADN traducida a secuencia de proteina.

MTEAGGSCGGNGVGGDDEAITHLVVNVPEADWATIDCESSYTEAAERAAMRRRHTIPSTT
HSPYGEKRPAYSFQGEAFLAALACGIALGCLGVISDACARWVSAFRSGICANFFWLDRSL
CCVDSNECDEYYSWGEFFLGRDNHVVAFVDEVMYVGESTLAAVTAAYLCKTYAPYASGGG
IAEVKTIVSGYHVKRYLGGWTLITKVVAMCEFSTGSGLTVGKEGPFVHIGACVGGIISGAF
PSYQOQETKERELITAGAGGGMAVAFGAPVGGVIFALEDVSTSYNFKALMAALTICGVTAVL
FOSRVDLWHTGCIVQFSINHRHNWHEFFELPMFAVIGCEFGGEFMGSTESVINLHICRWRKKH
VKOWRLAEVTVVAAITGVVNFLTPYSSGGMLELLGDCEFQDCTPDSSIEMCEGSDVRAFFES
LLVTATAKFAMFTYTVGTFLPAGILVPSLTIGALYGRAFGMMFRSLOETYAGSYIFTECY
HODLCVIPGVYAIVGAAAMLTGVTHMTTCLAIIMFELTGSLEYMVPIIVGILCAKAAGEA
VGVKGTYEIVIEENKLPYLDPKKEFYLDFSAKDVYKNKQFTVLTAYGLQVRDINELVTRM
NVTGFPVVESASDTTLLGYAPTKKMMRAIQVAAVRNRDVSLSTY IRFKTAPSNSQDPNFL
EVNLTNVLESCLLQVEPECSVKKLLYLEFKSLGTHHIVVCRYAKFEGE ISKKDF INFMRVK
EREENMEDDELERERRELARQRRRREVATAVIDRTTTASAVRATAHHR.

Secuencia consenso de Leishmania panamensis

ATGACGGAAGCAGGCGGCAGTTGCGGTGGCAACGGGGTCGGCGGTGACGA
CGAGGCCATCACGCaCTTAGTGGTGAACGTTCCAGAGGCCGATTGGGCGA
CGATCGACTGCTTCAGCAGCTACACGGAGGCGGCAGAGCGGGCCGCGATG
CGGCGTCGCCATACCATACCATCTACCACTCACTCGCCATACGGAGAGAA
GCGTCCCGCGTACAGCTTCCAGGGGGAGGCTTTCTTAGCAGCCTTGGCGT
GCGGAATCGCGCTCGGCTGCCTCGGCGTCATCAGCGACGCGTGTGCGCGT
TGGGTGAGCGCCTTCCGCAGTGGGATTTGCGCGAACTTTTTCTGGCTGGA
TCGCAGCCTGTGTTGCGTCGACAGCAACGAGTGCGATGAGTACTACTCCT
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GGGGCGAATTCTTTCTCGGCCGCGACAACCACGTCGTCGCGTTTGTTGAC
TTCGTCATGTATGTCGGCTICTCCACCCTGGCGGCAGTCACGGCGGCGTA
CCTGTGCAAGACCTACGCCCCCTATGCCTCTGGCGGTGGCATTGCGGAGG
TGAAGACGATCGTGTCGGGCTACCACGTCAAGCGGTACCTTGGTGGCTGG
ACACTCATCACGAAGGTCGTGGCCATGTGCTTTTCTACAGGGTCCGGCTT
GACGGTGGGGAAGGAGGGCCCCTTTGTCCACATCGGCGCCTGCGTCGGCG
GCATCATCTCCGGAGCCTTTCCGAGCTATCAGCAGGAGACCAAAGAGCGC
GAACTCATTACCGCCGGCGCGGGCGGTGGCATGGCCGTCGCCTTTGGTGC
CCCCGTICGGCGGCGTCATITTCGCCTTGGAGGATGTCTCCACATCGTACA
ACTTCAAGGCCCTCATGGCTGCACTCATCTGCGGCGTGACGGCGGTGCTT
TTCCAGTCACGCGTGGATCTCTGGCACACCGGCTGCATTGTGCAGTTCAG
CATCAACcACCGGCACAACTGGCACTICTTTGAGCTCCCCATGTTTGCGG
TGATCGGGTGCTTTGGCGGGTTCATGGGGTCCACCTTICAGCGTTATCAAT
CTGCACATCTGCCGGTGGCGCAAGAAGCATGTGAAGCAGTGGCGACTCGC
CGAGGTGACTGTCGTGGCTIGCCATCACTGGTGTCGTGAACTTCTTGACGC
CATACAGCTCCGGTGGCATGCTGGAGCTGCTCGGCGACTGCTTCCAGGAC
TGCACTCCAGATTCCAGCATCGAGATGTGTGAGGGCAGCGACGTIGCGCGC
CTTTTTCTCCCTTCTCGTCACCGCCACGGCGAAGTTTGCCATGTTCACGT
ACACCGTTGGCACATTCCTGCCCGCCGGCATCCTTGTIGCCGTCACTCACG
ATCGGCGCTCTGTACGGCCGCGCTTTCGGTATGATGTTTCGCTCGCTGCA
GGAAACCTACGCAGGCTCGTATATCTTCACGGAGTGCTACCACCAGGACC
TGTGCGTCATCCCTGGCGTGTACGCGATTGTAGGCGCGGCTGCTATGCTG
ACCGGCGTCACCCACATGACCACCTGCCTAGCGATTATCATGTTCGAGCT
CACAGGCTCGCTAGAGTACATGGTTCCCATCATTGTAGGGATCCTCTGCG
CCAAAGCGGCTGGCGAGGCGGTCGGGGTGAAGGGCACGTACGAGATCGTC
ATCGAGGAGAACAAGTTGCCCTACCTCGACCCAAAGAAAGAGTICTACCT
TGACTTCTCTGCCAAGGACGTCTACAAGAACAAACAGTTCACCGTCCTGA
CgGCGTACGGACTGCAGGTGCGCGACATCAACGAGCTCGTCACAAGGATG
AACGTTACCGGCTTCCCGGTGGTCGAGTCGGCCAGTGACACaACGCTGCT
CGGCTACGCGCCTACAAAGAAGATGATGCGGGCGATTCAGGTGGCTGCGG
TGCGCAACAGAGACGTGAGCCTAAGCACGTACATTCGCTTCAAGACAGCA
CCGTCCAACTCGCAAGACCCAAACTTTCTTGAGGTGAACCTAACGAACGT
CCTAGAGAGCTGCCTGCTGCAGGTGGAGCCGGAGTGCTCCGTGAAGAAGC
TGCTGTACCTCTTCAAGTCCCTCGGCACCCACCACATCGTCGTCTGCCGC
TACGCGAAATTCGAGGGCTTITATTAGCAAGAAGGATTITCATTAACTTICAT
GCGCGTCAAGGAGCGCGAGGAGAACATGGAGGACGATGAGCTGGAGCGAG
AGCGGCGTGAGCTAGCGCGACAGCGGCGTCGTCGCGAAGTGGCAACCGCA
GTGATCGACAGGACGACGACGGCTAGTGCCGTCCGTGCGACTGCCCACCA
CCGCTGA

Secuencia de ADN traducida a secuencia de proteina.

MTEAGGSCGGNGVGGDDEAITHLVVNVPEADWATIDCESSYTEAAERAAMRRRHTIPSTT
HSPYGEKRPAYSFQGEAFLAALACGIALGCLGVISDACARWVSAFRSGICANFFWLDRSL
CCVDSNECDEYYSWGEFFLGRDNHVVAFVDEVMYVGESTLAAVTAAYLCKTYAPYASGGG
IAEVKTIVSGYHVKRYLGGWTLITKVVAMCEFSTGSGLTVGKEGPFVHIGACVGGIISGAF
PSYQOQETKERELITAGAGGGMAVAFGAPVGGVIFALEDVSTSYNFKALMAALTICGVTAVL
FOSRVDLWHTGCIVQFSINHRHNWHEFFELPMFAVIGCEFGGEFMGSTESVINLHICRWRKKH
VKOWRLAEVTVVAAITGVVNFLTPYSSGGMLELLGDCEFQDCTPDSSIEMCEGSDVRAFFES
LLVTATAKFAMFTYTVGTFLPAGILVPSLTIGALYGRAFGMMFRSLOETYAGSYIFTECY
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HODLCVIPGVYAIVGAAAMLTGVTHMTTCLAIIMFELTGSLEYMVPIIVGILCAKAAGEA
VGVKGTYEIVIEENKLPYLDPKKEFYLDFSAKDVYKNKQFTVLTAYGLQVRDINELVTRM
NVTGEFPVVESASDTTLLGYAPTKKMMRAIQVAAVRNRDVSLSTYIRFKTAPSNSQODPNEL
EVNLTNVLESCLLQVEPECSVKKLLYLEFKSLGTHHIVVCRYAKFEGFE ISKKDF INFMRVK
EREENMEDDELERERRELARQRRRREVATAVIDRTTTASAVRATAHHR.

*Los nucledtidos subrayados con rojo corresponden a las variaciones encontradas con
respecto a la secuencia original reportada en geneDB.
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8. Anexo 3

Alineamiento de las secuencias consenso para cada especie con la secuencia reportada

en Genedb
L.braziliensis MTEAGGSCGGNGVGGDDEAITHLVVNVPEADWATIDCFSSYTEAAERAAMRRRHTIPSTT 60
L.panamensis MTEAGGSCGGNGVGGDDEAITHLVVNVPEADWATIDCFSSYTEAAERAAMRRRHTIPSTT 60
L.amazonensis MTEAGGSCGGNGVGGDDEAITHLVVNVPEADWATIDCFSSYTEAAERAAMRRRHTIPSTT 60
S.original MTEAGGSCGGNGVGGDDEAITRLVVNVPEADWATIDCFSSYTEAAERAAMRRRHTIPSTT 60
*********************:**************************************
L.braziliensis HSPYGEKRPAYSFQGEAFLAALACGIALGCLGVISDACARWVSAFRSGICANFFWLDRSL 120
L.panamensis HSPYGEKRPAYSFQGEAFLAALACGIALGCLGVISDACARWVSAFRSGICANFFWLDRSL 120
L.amazonensis HSPYGEKRPAYSFQGEAFLAALACGIALGCLGVISDACARWVSAFRSGICANFFWLDRSL 120
S.original HSPYGEKRPAYSFQGEAFLAALACGIALGCLGVISDACARWVSAFRSGICANFFWLDRSL 120
kA kA kA hkdhhkhkh kA hkhkhkdh kb hkhk Ak hkhkhkhkhkhkh Ak hk ko hkhkhkhkhk Ak hkhkhkhkhkhkhkhkdhhkhhkhhhdkkk*k
L.braziliensis CCVDSNECDEYYSWGEFFLGRDNHVVAFVDFVMYVGFSTLAAVTAAYLCKTYAPYASGGG 180
L.panamensis CCVDSNECDEYYSWGEFFLGRDNHVVAFVDFVMYVGFSTLAAVTAAYLCKTYAPYASGGG 180
L.amazonensis CCVDSNECDEYYSWGEFFLGRDNHVVAFVDFVMYVGFSTLAAVTAAYLCKTYAPYASGGG 180
S.original CCVDSNECDEYYSWGEFFLGRDNHVVAFVDFVMYVGFSTLAAVTAAYLCKTYAPYASGGG 180
A A A A A Ak A Ak A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak A A A A d Ak Ak A A Ak kKK
L.braziliensis IAEVKTIVSGYHVKRYLGGWTLITKVVAMCEFSTGSGLTVGKEGPFVHIGACVGGIISGAF 240
L.panamensis IAEVKTIVSGYHVKRYLGGWTLITKVVAMCEFSTGSGLTVGKEGPFVHIGACVGGIISGAF 240
L.amazonensis IAEVKTIVSGYHVKRYLGGWTLITKVVAMCFSTGSGLTVGKEGPFVRIGACVGGIISGAF 240
S.original IAEVKTIVSGYHVKRYLGGWTLITKVVAMCFSTGSGLTVGKEGPFVHIGACVGGIISGAF 240
**********************************************:*************
L.braziliensis PSYQQETKERELITAGAGGGMAVAFGAPVGGVIFALEDVSTSYNFKALMAALICGVTAVL 300
L.panamensis PSYQQETKERELITAGAGGGMAVAFGAPVGGVIFALEDVSTSYNFKALMAALICGVTAVL 300
L.amazonensis PSYQQETKERELITAGAGGGMAVAFGAPVGGVIFALEDVSTSYNFKALMAALICGVTAVL 300
S.original PSYQQETKERELITAGAGGGMAVAFGAPVGGVIFALEDVSTSYNFKALMAALICGVTAVL 300
A A A A A A A Ak A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak A A A A A A A A A A Ak A A A A d A Ak A A Ak kKK
L.braziliensis FQSRVDLWHTGCIVQFSINHRHNWHFFELPMFAVIGCEFGGFMGSTFSVINLHICRWRKKH 360
L.panamensis FQSRVDLWHTGCIVQFSINHRHNWHFFELPMFAVIGCFGGFMGSTFSVINLHICRWRKKH 360
L.amazonensis FQSRVDLWHTGCIVQFSINHRHNWHFFELPMFAVIGCFGGFMGSTFSVINLHICRWRKKH 360
S.original FQSRVDLWHTGCIVQFSINYRHNWHFFELPMFAVIGCEFGGFMGSTFSVINLHICRWRKKH 360
*******************:****************************************
L.braziliensis VKQWRLAEVTVVAAITGVVNFLTPYSSGGMLELLGDCFQDCTPDSSIEMCEGSDVRAFFS 420
L.panamensis VKQWRLAEVTVVAAITGVVNFLTPYSSGGMLELLGDCFQDCTPDSSIEMCEGSDVRAFFEFS 420
L.amazonensis VKQWRLAEVTVVAAITGVVNFLTPYSSGGMLELLGDCFQDCTPDSSIEMCEGSDVRAFFEFS 420
S.original VKQWRLAEVTVVAAITGVVNFLTPYSSGGMLELLGDCFQDCTPDSSIEMCEGSDVRAFFS 420
KA A A A A A Ak A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak A A A A A A A A A A Ak A A A A d A Ak A Ak hkk kKK
L.braziliensis LLVTATAKFAMFTYTVGTFLPAGILVPSLTIGALYGRAFGMMFRSLOETYAGSYIFTECY 480
L.panamensis LLVTATAKFAMFTYTVGTFLPAGILVPSLTIGALYGRAFGMMFRSLOETYAGSYIFTECY 480
L.amazonensis LLVTATAKFAMFTYTVGTFLPAGILVPSLTIGALYGRAFGMMFRSLQETYAGSYIFTECY 480
S.original LLVTATAKFAMFTYTVGTFLPAGILVPSLTIGALYGRAFGMMFRSLQETYAGSYIFTECY 480
hAhkhkhkhkhkhkdhhkkhkhhk Ak hkdh kb hk Ak Ak hk ko hkhkhkhk Ak hk ko hkhkhkhkhk Ak hkhkhkhkhkhkhkhkdhhkhkhkhhhkdkkk*
L.braziliensis HQDLCVIPGVYAIVGAAAMLTGVTHMTTCLAIIMFELTGSLEYMVPIIVGILCAKAAGEA 540
L.panamensis HQDLCVIPGVYAIVGAAAMLTGVTHMTTCLAIIMFELTGSLEYMVPIIVGILCAKAAGEA 540
L.amazonensis HQODLCVIPGVYAIVGAAAMLTGVTHMTTCLAIIMFELTGSLEYMVPIIVGILCAKAAGEA 540
S.original HODLCVIPGVYAIVGAAAMLTGVTHMTICLAIIMFELTGSLEYMVPIIVGILCAKAAGEA 540
ER R B R S R R I I e R I I e ER R R R S R R R R R B e I I b i e
L.braziliensis VGVKGTYEIVIEENKLPYLDPKKEFYLDFSAKDVYKNKQFTVLTAYGLQVRDINELVTRM 600
L.panamensis VGVKGTYEIVIEENKLPYLDPKKEFYLDFSAKDVYKNKQFTVLTAYGLQVRDINELVTRM 600
L.amazonensis VGVKGTYEIVIEENKLPYLDPKKEFYLDFSAKDVYKNKQFTVLTAYGLQVRDINELVTRM 600
S.original VGVKGTYEIVIEENKLPYLDPKKEFYLDFSAKDVYKNKQFTVLTAYGLQVRDINELVTRM 600
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9. Anexo 4

Validacion de la estructura modelada por el grafico de Ramachandran [112]

e

187 ILE

m 613 ASP

180

= 4 GenerallPre-Pro/Proline Favoured = 4 General/Pre-Pro/Proline Allowed

x Glycine Favoured X Glycine Allowed

Number of residues in favoured region (~98.0% expected) : 479 (80.9%)
Number of residues in allowed region (~2.0% expected) . 37 (7.0%)
Number of residues in outlier region 11 (21%)
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