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Resumen

El parasito protozoario obligado del género Leishmania, es el responsable de un
gran espectro de enfermedades zoonoéticas conocidas como leishmaniasis,
infectando principalmente macréfagos de los tejidos del hospedero mediante la
transmision por un insecto vector diptero hematéfago correspondiente a alguna
especie de los géneros Lutzomia o Flebotomus. Este pardsito presenta dos
estadios en su ciclo de vida que le permiten sobrevivir a los distintos medios en los
gue se desarrolla; en el intestino medio y las glandulas salivales del vector, y en la
matriz extracelular y los macréfagos dentro del mamifero hospedero. Se ha
descrito que en el momento de la infeccion, los promastigotes de Leishmania
mexicana interactian con componentes de la matriz extracelular, principalmente
con colagena de tipo | por medio de moléculas especificas. Esta interaccion
induce la secrecion de una matriz cuyos componentes son glicoconjugados, lo
cual siguiere la induccion de la expresion de glicosiltransferasas (GT'’s) en esta
etapa de la infeccidn. Por lo que fue importante analizar la expresion de las GT’s
en promastigotes de L. mexicana cuando interactian con colagena, e identificar
aquéllas que se activan con el fin estudiar su papel en la biologia y virulencia del
parasito, para disefiar estrategias para su inhibicién. Para lo cual se realizaron
estudios in silico para conocer aquellas secuencias que puedan pertenecer al
grupo de las GT’s y se disefiaron oligonucledtidos especificos para cada una de
ellas. Ademas se determinaron los tiempos en los cuales hay una mayor expresion
de glicoconjugados, presumiblemente sintetizados por las enzimas GT's en
cultivos de promastigotes de L. mexicana en interaccion con colagena. Finalmente
se analizé la expresion génica de las GT’'s mediante RT-PCR punto final. Los
resultados muestran que los promastigotes de L. mexicana en interaccién con
colagena, expresan y secretan glicoconjugados, y que 29 de las 38 secuencias
identificadas se expresan cuando los promastigotes de L. mexicana interaccionan

con colagena durante 2 horas.



Abstract

The obligate protozoan parasite of the genus Leishmania, is responsible of a large
spectrum of zoonotic diseases known as leishmaniasis. There are at least 20
species of Leishmania, of which, 14 affect the human, mainly infecting
macrophages of host tissues through the transmission by a hematophagous
dipterous vector insect corresponding to different species of the genus Lutzomia or
Flebotomus. This parasite presents two stages in its life cycle that allow it to
survive inside different environments in which it develops; in the midgut and
salivary glands of the vector, and in the extracellular matrix and macrophages
within the mammal host. It has been described that at the time of infection,
Leishmania mexicana promastigotes, interact with components of the extracellular
matrix, mainly with type | collagen through specific molecules. This interaction
induces the secretion of a matrix whose components are glycoconjugates, which
follows the induction of the expression of glycosyltransferases (GT's) at this stage
of infection. Therefore it was important to analyze the expression of the GT’s in L.
mexicana promastigotes when they interact with collagen, and to identify those that
are activated in order to study their role in the biology and virulence of the parasite,
in order to design strategies for its inhibition. For that, in silico studies were carried
out to know those sequences that may belong to the GT group and to design
oligonucleotides specific for each one. In addition, we determined the time in which
there is a greater expression of glycoconjugates, presumably synthesized by GT's
enzymes in cultures of L. mexicana promastigotes in interaction with collagen.
Finally the gene expression of the GTs was analyzed by endpoint RT-PCR.
Results show that L. mexicana promastigotes, in interaction with collagen, express
and secrete glycoconjugates, and 29 of the 38 sequences identified are expressed

when L. mexicana promastigotes interact with collagen during 2 hours.



1. INTRODUCCION

El parasito protozoario obligado del género Leishmania, es el responsable de un
gran espectro de enfermedades zoonéticas conocidas como leishmaniasis; al
menos existen 20 especies de Leishmania, de las cuales 14 afectan al ser humano
infectando principalmente macréfagos de los tejidos del hospedero mediante su
transmision por un insecto vector diptero hematéfago correspondiente a alguna
especie de los géneros Lutzomia o Flebotomus (1, 2)

El parasito presenta dos estadios en su ciclo de vida que le permiten sobrevivir a
los medios distintos en los que se desarrolla; en el intestino medio y las glandulas
salivares del vector y en la matriz extracelular y los macrofagos dentro del
mamifero hospedero (1, 2).

La leishmaniasis es una enfermedad de alta prevalencia y es endémica en areas
tropicales, subtropicales y el sur de Europa, en regiones lluviosas de América,

Asia y Africa y en zonas perturbadas por el ser humano (2).

2. FORMAS CLINICAS DE LA ENFERMEDAD

Las manifestaciones clinicas son variables y estan relacionadas con la especie
infectante, y con la respuesta inmune del hospedero. Cuatro formas clinicas de la

enfermedad se han descrito.

2.1. Leishmaniasis cutanea

La leishmaniasis cutanea (LC) es causada por diferentes especies del género
Leishmania (L. major, L. tropica, en el viejo mundo y L. mexicana, L. amazonensis
y L. braziliensis en el nuevo mundo). Las personas pueden ser portadoras de
especies de Leishmania sin presentar sintomas; en los humanos, el periodo de
incubacion va de 1 a 2 semanas, pero puede extenderse hasta meses o incluso
afos. Dependiendo de la especie infectante, se pueden observar ulceras, nédulos

lisos, placas planas o lesiones hiperqueratosicas similares a las verrugas. En la LC



la infeccion esté limitada sélo a la piel y al sistema linfatico, donde en casos muy
raros puede ser el Unico signo de infeccién, puede influir en los tejidos mas
profundos o en las mucosas y estar caracterizada desde una a varias lesiones; el
tipo de las lesiones, la eficacia del tratamiento y la rapidez de la cicatrizacion
puede llevar de meses a afios (1-3). La evaluacion dermatoscopica puede ayudar
a distinguir entre las lesiones propias de la enfermedad de otras lesiones clinicas
similares, ademas del examen histologico, en donde se pueden observar
claramente a los promastigotes de la especie infectante (1, 3). La LC, se puede
curar en individuos inmunocompetentes (3, 4). Aunque la LC puede ser tratada
para acelerar la curacion, reducir cicatrices, y reducir el riesgo de enfermedad en
mucosas, el tratamiento de la enfermedad es a menudo prolongado, esto si la
identificacion de la enfermedad es 6ptima; desafortunadamente, los parasitos son
identificados s6lo en un 70% de los casos. Para el tratamiento se utilizan por lo

regular farmacos topicos, sistémicos o intralesionales (3, 4).

2.2. Leishmaniasis difusa

En la leishmaniasis cutanea difusa (LCD) las lesiones se dispersan ampliamente
por la piel, y generalmente se presentan cuando el huésped se encuentra en
estado anérgico, con una pobre respuesta inmune (3-5). La enfermedad comienza
con lesiones localizadas que poco a poco se diseminan por todo el cuerpo, donde
las &reas que son mas comunmente afectadas son la cara, extremidades
superiores e inferiores y la espalda. Las lesiones tienen bordes bien definidos, la
ulceraciébn es poco comun, pero cuando estan presentes, las Ulceras son
pequefias y superficiales. Los noédulos aislados o agrupados en diversas
morfologias pueden ser clinicamente indistinguibles de otras enfermedades
infecciosas como lepra lepromatosa, sifilis o rinoescleroma, e incluso llegan a
confundirse con la piel normal, por lo cual se realizan estudios dermatoscopicos
observando atrofia de la epidermis y granulomas bien constituidos en la dermis (4,
5). La carga parasitaria en las lesiones presentes es abundante. En América
Central es causada mas comunmente por L. mexicana amazonensis Yy, debido a

que la LCD afecta principalmente en regiones endémicas, cuando ésta ocurre



fuera de la zona endémica, es importante conocer la historia clinica del paciente,
tales como portador de HIV, en donde las infecciones oportunistas promueven un
mal diagnostico; viajes y picadura por alguna mosquita de la arena (3-5). Una
evaluacion microscopica de amastigotes en raspados realizados con agujas finas
es el mejor método inicial para la diagnosis de LCD. El tratamiento es similar al de
la LC, sin embargo, se acomparfia con antimonios pentavalentes. Los tratamientos

suelen ser largos y el antimonio suele ser toxico (3-5).

2.3. Leishmaniasis mucocutanea

La leishmaniasis mucocutanea (LM) generalmente esta presente en zonas
endémicas de Leishmania; en Latinoamérica, es producida por L. braziliensis
brasiliensis y, con menor frecuencia, por L. panamensis (5-7) Este tipo de
leishmaniasis aparece después de algunos meses o hasta 10 afios después de la
cicatrizacion de la forma cutanea, la cual posiblemente pasé de manera
desapercibida y en ocasiones se presenta cuando las lesiones cutaneas aun estan
presentes. Los signos iniciales son eritema y ulceraciones en los orificios nasales,
seguidos por inflamacién destructiva. Las lesiones en mucosa se inician en el
septum nasal, raramente en el piso de la nariz y, en ocasiones se puede observar
en vias aéreas superiores. Inicia con una perforacién potencial, destruccion en la
nariz y se puede extender hasta la faringe y la laringe (5-7). Al inicio, sélo se
aprecia secrecion de moco, luego se produce la inflamacién de la mucosa que se
vuelve eritematosa, edematosa y dolorosa, la lesion se profundiza y produce

pericondritis. Si no hay tratamiento la enfermedad puede llevar a la muerte (8).

3. EPIDEMIOLOGIA

La leishmaniasis es una enfermedad de amplia distribucion geografica en el
mundo y abarca desde zonas tropicales, subtropicales y aridas, la incidencia ha
aumentado notablemente (hasta un 500%) en los dltimos afos segun la

Organizacion Mundial de la Salud (WHO, por sus siglas en inglés) [WHO 2016].



Al afio, se reportan 1.5 millones de nuevos casos de leishmaniasis, un milléon de
LC y 500,000 de LV, entre los cuales ocurren hasta 20,000 muertes anuales,
siendo los paises mas afectados Afganistan, Argelia, Arabia Saudita, Iran, Sudan y
Siria en el Viejo Mundo, y Brasil y Per en el Nuevo Mundo (9-11). Las especies y
subespecies del patdégeno varian segun la regién. Especialmente en el viejo
mundo ha habido un incremento en el numero de infecciones, debido
presumiblemente a la coinfeccion con VIH, lo que empeora significativamente el
diagndstico para ambas infecciones [WHO 2016, IDRE 2016]. La leishmaniasis se
considera una de las enfermedades infecciosas mas importantes, ya que no existe
un control adecuado (9, 10). En México, la enfermedad no es de notificacion
obligatoria, por lo que no existe un registro oficial, sino un sub-registro nacional.
Los estados del sureste mexicano son los méas afectados por este padecimiento
(12).

En México, entre el aflo 2006 y 2011, se realiz6 un perfil epidemiolégico de
leishmaniasis, analizando bases de datos de Egresos Hospitalarios del Sistema
Nacional de Informacion en Salud (SINAIS), asi como defunciones y los anuarios
de morbilidad. Siendo el sureste de la Republica el mas afectado; los estados
reportados con mayor numero de casos fueron Tabasco y Quintana Roo con una
disminucién en 2011, sin embargo, el estado con mas porcentaje de mortalidad
fue Chiapas con 41% de los casos, seguido por Tabasco con un 16%. El grupo de
edad mas afectado fue el de aquéllos que tenian entre 25 y 44 afios y en su

mayoria de sexo masculino, posiblemente por su actividad en el campo (11, 12).

4. TRATAMIENTO

La leishmaniasis es tratable, sin embargo, la terapia antileishmanial es un tema
desconcertante debido principalmente a las variaciones clinicas de la enfermedad.
Muy pocos farmacos contra la enfermedad se han ensayado en la clinica y pocas
de las muchas combinaciones de especies, sindromes y regiones geograficas han

sido estudiadas. Los farmacos mas efectivos son potencialmente toxicos y su



administracion es aun mas compleja. Tratamientos locales y sistémicos estan
disponibles (1, 5, 7).

El tratamiento para la leishmaniasis cutanea puede ser complicado debido a la
rapida recuperacion del paciente y el no poder identificar signos y sintomas de la
enfermedad. Para muchos casos, la decision acerca de cémo tratar al paciente
implica una extrapolacion de estudios para saber cual es el tratamiento mas
relevante para el paciente en cuestion (13, 14).

La eleccion de la terapia es con base en la especie y subespecie de Leishmania y
en el estado inmunologico del paciente. Con el objetivo de simplificar el
tratamiento, las lesiones se clasifican en simples y complejas. Una lesion compleja
debe cumplir con al menos uno de los siguientes criterios: estan presentes mas de
tres lesiones de mas de 4 mm de didmetro cada una, lesiones en &reas de la piel
cosméticamente y funcionalmente delicadas (cara, articulaciones, zonas
mucocutaneas), presentan linfagitis o linfadenitis, lesiones recalcitrantes. Para los
pacientes con lesiones complejas, asi como recurrentes, cutanea difusa o
mucocutanea, debe realizarse un tratamiento sistémico; por otro lado, pacientes
con lesiones simples pueden ser tratados s6lo con métodos locales. Personas

inmunodeprimidas son generalmente tratados sistémicamente (14).

5. CICLO DE VIDA

Leishmania sp., completa su ciclo biolégico usando dos huéspedes: el primero,
principalmente silvestre, en el que Leishmania circula entre los reservorios
naturales y mantiene el ciclo con la participacion de los vectores propios de la
zona endémica. En un segundo ciclo, los vectores infectados pueden infectar al
hombre y a los animales domésticos. Se puede producir un tercer ciclo, en el que
el propio enfermo con leishmaniasis se constituye en reservorio (13, 14).

El ciclo comienza cuando el insecto vector, moscas de la arena de los géneros
Phlebotomus y Lutzomia ingieren sangre de un vertebrado infectado para
alimentarse y ésta contiene macrofagos infectados con amastigotes; los parasitos

migran a través del tracto digestivo hasta llegar al intestino medio donde se da la



transformacién del amastigote a promastigote, la cual ocurre entre las siguientes
24 — 48 horas. Una vez alcanzado el estadio de promastigote, éstos se reproducen
activamente por fision binaria longitudinal en el intestino del insecto, la
reproduccion comienza desde el lumen aunque algunos quedan adheridos a la
pared mediante hemidesmosomas. La localizacion especifica de los parasitos en
el intestino varia segun la especie y el hospedero.

Después de la replicacion en el intestino, en un proceso llamado metaciclogénesis,
los promastigotes eventualmente dejan de reproducirse y migran al eséfago y a la
faringe; en el tubo digestivo de la hembra del vector, los promastigotes son
estructuras piriformes o fusiformes que presenta la extremidad posterior mas
delgada que la anterior, su cuerpo es flexible y se mueve por la accion de un
flagelo libre situado en la parte anterior, que es casi de igual tamafio que el
cuerpo. El nucleo se localiza en el centro de la célula y el cinetoplasto entre el
nacleo y la extremidad anterior somatica; el rizonema parte del cinetoplasto y se
continta con el flagelo libre.

El vector hembra pica e inocula entre 10 y 100 promastigotes presentes en la
probdscide y penetran en la dermis, en los vectores excesivamente infectados, la
probéscide permanece congestionada, lo que hace dificil la alimentacion del
insecto por lo que realiza diferentes picaduras y diferentes inoculaciones.

Cuando son inoculados en la piel, los promastigotes de Leishmania interactian
con células residentes, macréfagos, queratinocitos y células dendriticas. Los
promastigotes son rapidamente fagocitados por los macrofagos de la dermis a
través del mecanismo de activacion de la via del complemento y por via de los
receptores CR3, una vez fagocitados, eventualmente se transforman en
amastigotes, primero se inicia la replicacion del cinetoplasto, posteriormente el
nacleo y finalmente el citoplasma. La cantidad de amastigotes puede llegar a los
200 lo que ocasiona la ruptura del macréfago. En los macroéfagos infectados, los
amastigotes se alojan en vacuolas parasitoforas acidas; al igual que otros
microorganismos, Leishamania, ha desarrollado mecanismos que evaden el

ambiente hostil dentro de la vacuola, como el estallido microbicida oxidativo.



Los amastigotes libres infectan nuevas células del sistema fagocitario del
hospedero. El ciclo se repite con una nueva picadura a un vertebrado infectado.
(Figura 1).

-

Figura 1. Ciclo de vida de Leishmania sp., el insecto vector pica al mamifero
vertebrado, los promastigotes activan sefializaciones que atraen a los macrofagos
que los fagocitan y posteriormente, los promastigotes se transforman a
amastigotes y se replican, una vez que se replican en las vacuolas parasitéforas,
son expulsados del macréfago; el ciclo se repite cuando una mosquita pica y se
infecta con amastigotes que se diferencian en promastigotes y migran hasta el

intestino medio (Dolabela, 2014).



6. MOLECULAS DE SUPERFICIE Y VIRULENCIA

Para que Leishmania se pueda propagar el parasito debe evitar su destruccion,
primero en el intestino del vector, donde el organismo podria ser susceptible a las
enzimas digestivas y, después en la sangre del huésped vertebrado donde el
parasito se encuentra en forma transitoria y estaria expuesto a la via litica del
complemento, y por ultimo en el fagolisosoma de los macréfagos donde seria
vulnerable a las enzimas hidroliticas y el estallido microbicida oxidativo (13-15).
Los detalles moleculares de como este patdgeno persevera con impunidad en
condiciones hostiles, esta empezando a ser comprendido. Los glicoconjugados de
la superficie celular juegan un papel importante en la supervivencia del Leishmania
a lo largo de su existencia (14, 15). Los promastigotes, sintetizan gran cantidad de
fosfoglicanos ya sea, acoplados a la superficie celular a través del anclaje de
fosfatidilinositol (como el lipofosfoglicano); o secretados como proteinas que

contienen glicoconjugados (14-16).

6.1. Lipofosfoglicano (LPG)

El LPG es el principal glicoconjugado que se expresa en la superficie celular de los
promastigotes, incluido el flagelo, y estd organizado como un glicocalix
filamentoso. Es una molécula que consiste de cuatro dominios: un ancla de lipidos
fosfatidilinositol; un ndcleo de fosfosacaridos; una region de sacaridos fosforilados
repetidos (PG) y una estructura pequefia de oligosacaridos cap. El resto de PG de
todos los LPG, comparten una misma columna vertebral que consiste en unidades
de disacaridos repetidos (17,18).

La capa de LPG es una estructura especializada y disefiada para la sobrevivencia
de las fases extracelulares del parasito (18, 19). Ademas del LPG, las unidades
repetidas de PG son incorporados en otras moléculas, las cuales no solo forman
parte de la superficie del parasito, sino que también se secretan como unidades
repetidas polimerizadas o como proteinas enlazadas a PG (19). Las sustancias
secretadas glicoconjugadas de tipo LPG, llamadas colectivamente factores de

excrecion, estan presentes en todos los medios condicionados de parasitos de



Leishmania y se pueden organizar en categorias. Algunas de las moléculas que se
pueden encontrar secretadas, son aquéllas que interactian con albumina, las
cuales tienen una similitud con las moléculas de LPG que estan en la superficie
del parasito y se creé que la porcion lipidica del LPG es la que interactia con la
seccién hidrofébica de la albumina (17-19). Como segunda categoria, las unidades
de sacaridos repetidos del LPG, comprenden una cadena de carbohidratos de una
fosfatasa acida secretada. La tercera categoria de sustancias es un fosfoglicano
(exPG) que es idéntico al LPG, sdélo que carece del ancla lipidica, el nucleo de
fosfosacaridos y algunas unidades repetidas (18, 19).

Dada la estructura del LPG y su gran cantidad de dominios inusuales, se sugiere
gue podria tener mas de un funcién que ayude al parasito a llevar a cabo procesos
importantes dentro de su ciclo de vida (17-19).

La diferenciacion y la multiplicacion de los promastigotes se llevan a cabo en el
intestino medio de los vectores, lugar en donde el LPG puede proteger a los
promastigotes contra la actividad hidrolitica del intestino, asi como la fijacién al
mismo y evitar que sean excretados (19-21). Entre el tiempo de inoculacion e
infeccion de los macréfagos, los promastigotes estan expuestos a los efectos
liticos de la via del complemento, sin embargo, el LPG puede participar como un
estimulador y controlador de la via, al ser el aceptor molecular del componente C3,
lo que lo hace resistente y evita la destruccion en esta fase de infeccion; ademas
el LPG funge un papel importante en el acoplamiento a los macrofagos y a la
internalizacién, debido a la conversion del componente C3 a C3b a través de la
activacion de la via clasica y de la subsecuente union mediada por CR1 y su

posterior internalizacion (18, 20, 21).

6.2. Fosfolipidos de glicoinositol

Los fosfolipidos de glicoinositol (GIPL’s), aunque tienen bajo peso molecular,
estan presentes en diez veces mas copias que aquéllos que presentan LPG; su
estructura de anclaje encontrada en todos los eucariotas, esta unida a una parte
de glicerolipido que asegura el anclaje a la membrana celular (22, 23). Ademas la

glicosilacion de su residuo de manosa es dependiente de las especies de



Leishmania (19, 23, 24). Existen tres familias principales dependiendo de si la
estructura de oligosacaridos es proxima a las proteinas GIP de anclaje (GIPL tipo
1) o cercanas al nucleo del LPG (GIPL tipo 2) o si el glicosido es un hibrido de los
dos anteriores (GIPL tipo 3) (24). El numero de copias permanece constante
durante el ciclo de vida del parasito, siendo los GIPL los principales
glicoconjugados de superficie en amastigotes. Los GIPL’s pueden tener influencia
variable en la sobrevivencia del parasito, dependiendo de la especie y/o del

estadio del parasito (25).

6.3. Glicoproteinas con anclaje glicofosfatidilinositol (GPI)

Dentro de esta categoria, se han estudiado dos glicoproteinas principales. La
GP63, también llamada leishmanolisina, proteina de superficie de promastigote
(PSP) o proteina de superficie principal (MSP); una proteasa que esta
mayormente presente en la membrana celular de la superficie del promastigote,
mientras que en amastigotes se encuentra principalmente en la bolsa flagelar (25,
26). El papel de esta metaloproteasa no es claro ya que su accesibilidad es
limitada debido al recubrimiento de los componentes del LPG; sin embargo es
capaz de modificar los alrededores de la matriz extracelular permitiendo un mejor
movimiento en los tejidos; confiere proteccion contra la lisis mediada por el
complemento y participa en la internalizacién en los macrofagos (26). Por altimo,
la GP46 o antigeno de superficie de promastigote (PSA), la cual esta involucrada
en el acoplamiento de los parasitos con los macrofagos y en su internalizacion (26,
27).

6.4. Proteofosfoglicanos (PPG’s) y fosfatasas acidas secretadas (sAPS)

Estas dos proteinas son altamente glicosiladas pero en forma diferente a las
glicosilaciones tipicas ya que son fosfoglicosiladas y presentan entidades unidas a
residuos de serina o treonina, un patron desconocido en microorganismos
pluricelulares (26, 27). Dentro del insecto vector, estas proteinas son muy
eficientes en la proteccion contra enzimas digestivas (27, 28). Los

proteofosfoglicanos pueden existir en diferentes formas: unidos a membrana
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(mPPG), secretados (sPPG) o filamentosos (fPPg); la forma filamentosa juega un
papel vital, el cual asegura proteccion dentro del insecto. Los amastigotes de L.
mexicana carecen de LPG y sAPS produciendo complejos ramificados de PPG’s
que contribuyen a la expansion de las vacuolas parasitéforas en macrofagos (19,
28).

7. INTERACCION EN EL HUESPED VERTEBRADO

Los estudios de la interaccion de Leishmania con el hospedero vertebrado, se han
enfocado en la interaccion de los promastigotes con sus objetivos celulares:
macrofagos, células dendriticas, neutréfilos y queratinocitos; sin embargo, en
etapas tempranas de la infeccion y después de la picadura del insecto, los
promastigotes pueden ser depositados en la matriz extracelular (ECM, por sus
siglas en inglés) de la dermis y en la sangre y las proteinas de la membrana basal

antes de infectar a sus objetivos celulares.

7.1. Matriz extracelular

La ECM es una red especifica de biomoléculas que dan forma y atributos fisicos a
los tejidos, también actla como un sefializador ambiental para las células que
interaccionan con esta estructura (29, 30). La capa basal de la epidermis esta
acoplada a la membrana basal, la cual sobrepone a la capa del tejido tisular
conocido como la dermis. La composicion y la forma de la ECM influyen en el
desarrollo celular, en la sobrevivencia, la diferenciacion y la proliferacion, asi como
en la migracioén celular y en la invasién de tejidos (29, 30). La colagena tipo | es el
principal componente de la ECM de la piel y los fibroblastos son las células
encargadas de su sintesis y organizacion (29-31). El otro componente importante,
es la membrana basal, ésta se compone de laminina y colagena tipo 1V, la cual
separa a la dermis del tejido epitelial (30, 31).

Una vez que ocurre la picadura de la mosquita y, al haber dafio, se activa la
curacion de la zona dafada, la cual requiere de la accion de fibroblastos, células

inmunes, factores de crecimiento, citocinas y componentes de la matriz. Al
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dafnarse la estructura de la piel ocurre una ruptura de la dermis y capilares, se crea
un “pool” sanguineo que contiene componentes de la ECM del tejido, sangre y
diferentes células (29, 30). El entorno de la herida atrae macréfagos, principales
hospederos de Leishmania y neutréfilos, todo ocurre en una accion sincronizada
por los promastigotes que involucra a las células inmunes y componentes de la

ECM ya que son requeridas para el proceso de infeccion (31).

7.2. Interaccion entre Leishmaniay componentes de la matriz extracelular
Estudios in vitro, demuestran la capacidad de Leishmania para acoplarse y
moverse a través de los complejos de colagena |, dicho acoplamiento ocurre de
manera dosis dependiente indicando la presencia de un receptor de superficie del
parasito. Ademas, la invasion del parasito en colagena | lleva al remodelamiento
de la misma posiblemente mediada por metalo y cisteina proteinasas (16, 19, 20).
Una de las principales caracteristicas de la EMC es su rigidez, la cual disminuye
la migracion de los promastigotes; esto indica que los parasitos necesitan secretar
proteasas para descomponer los complejos de coladgena rigida para facilitar la
migracion. Durante la fase crénica de la infeccion, la coldgena tipo | es cambiada
por colagena tipo lll, lo que puede indicar la presencia de una matriz mas suave
que facilitaria la migracion parasitaria. Por el contrario, una disminucién de
colagena tipo lll lleva a la formacién de una cicatriz y a la diferenciacién de
miofibroblastos (29, 30).

Los glicosaminoglicanos, componentes de la ECM de mamiferos, usualmente
asociados con proteinas dan como resultado proteoglicanos que participan en la
reparacion del tejido, evitan la pérdida de agua y por consiguiente, previenen la
compresion del tejido y regulan la migracion y sobrevivencia celular (30, 31).

Los promastigotes también se unen a heparan sulfato y a heparina, presentes en
las uniones epiteliales de la piel y la dermis. La complejidad de la ECM y el sitio de
la picadura del vector complican la infeccion cuando se considera la formacion de
fibrosis mediada por fibroblastos, esto reduce la migracion y la propagacion de los
promastigotes en la dermis (29, 31). A pesar de que se ha reportado la union de

Leishmania a una matriz de fibrina y fibrinbgeno, posiblemente el mayor problema
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sea el remodelamiento de la matriz de colagena por los fibroblastos debido a la
estimulacién del factor de crecimiento proveniente de los macrofagos (16, 30, 31).

Se ha mostrado que los promastigotes migran en colagena tipo | antes de su
internalizacion a los macréfagos, pero es mas rapida la infecciéon cuando los
macrofagos estan presentes. Posiblemente la secrecion de citocinas puede ser
guimiotactica para Leishmania en modelos de invasion in vitro en colagena (16,
31).

Otra proteina de la ECM involucrada en la interaccion con Leishmania es la
fibronectina (FN), una glicoproteina adhesiva encontrada en la sangre y en los
tejidos conectivos, Yy cuya expresion se incremente en el tejido infectado por
Leishmania en modelos murinos (30). Las proteinas de superficie de
promastigotes y amastigotes, se unen a la fibronectina por medio del dominio de
union celular RGD, facilitando la captacion de monocitos. Asi mismo, la ECM
presenta en la sangre el sistema plasmindgeno-plasmina-fibrina (29, 30). El
coagulo sanguineo formado post-picadura, provee también una matriz provisional
a los neutrdfilos y macréfagos, por tanto, los promastigotes deben escapar de la
red de fibrina y al mismo tiempo acercarse a sus células blanco (30).

Los promastigotes pueden unir también a la plasmina y al plasmindégeno gracias a
una enzima metabdlica ubicua, la enolasa, secretada en vesiculas exociticas
implicadas en la comunicacion parasito-macrofago. Sin embargo las vesiculas
asociadas a plasmindgeno pueden atrapar macréfagos, permitiendo a los
parasitos moverse dentro de la dermis (30,-32).

Se ha demostrado que los promastigotes de L. mexicana se unen a colagena tipo
| desnaturalizada y nativa, de manera especifica y saturable, y tienen la capacidad
de moverse y penetrar entre las fibras de un gel de coladgena y en un corte de piel
de ratén. Utilizando cromatografia de afinidad con columnas de colagena tipo |
acoplada a sefarosa, se identificaron varias moléculas del parasito, y anticuerpos
anti-proteinas de unién a colagena reconocieron principalmente las proteinas de
120 kDa y 18 kDa. Estos anticuerpos reconocieron antigenos en la superficie
celular del parasito. Por otro lado, la union de los promastigotes a la colagena

induce la secrecion de una gran cantidad de vesiculas que se asocian con la
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colagena desorganizada del exterior, y los parasitos secretan una matriz rica en
glicoconjugados que se adhieren a colagena con alta afinidad y poseen una

naturaleza muy hidrofébica (32).

8. GLICOSILTRANSFERASAS

La gran complejidad de varias estructuras de oligosacaridos encontrados en la
naturaleza, se deriva de la accion ordenada de la formacion y rompimiento de
enlaces glicosidicos debido a la actividad de las glicosiltransferasas, glicosidasas,
glican fosforilasas y polisacéarido liasas. En comparacion con las estrategias bien
caracterizadas usadas por glicosidasas para la hidrolisis de los enlaces
glicosidicos, el mecanismo de las glicosiltransferasas responsables de la
formacion del enlace glicosidico no esta bien estudiado (33, 34).

Las glicosiltransferasas (GT’s) son las enzimas responsables de crear la diversa y
compleja variedad de oligosacaridos y glicoconjugados que se encuentran en la
naturaleza. Las GT's catalizan la formacion de enlaces glicosidicos entre un
azucar y su aceptor, el cual puede estar entre un amplio rango de biomoléculas,
incluidas otros azlcares, proteinas, acidos nucleicos, lipidos y otras moléculas

pequefias (33, 34).

8.1. Clasificacion, estructura y funciones de las GT’s

Dos resultados estereoquimicos son posibles para las reacciones que resultan en
la formacion de un enlace glicosidico, en donde la configuracion anomérica del
producto puede ser retenida o invertida segun el sustrato. Las familias de
glicosiltransferasas se clasifican en funcion de su estructura, similitudes en la
secuencia de aminoacidos y del resultado estereoquimico de las reacciones que
catalizan. Existen registradas en bases de datos mas de 12,000 secuencias
conocidas y putativas que se clasifican en mas de 100 familias de GT’s, sin
embargo aun no se conocen todas las secuencias y las familias van en aumento

con el descubrimiento de nuevos genes que codifican GT’s (34, 35).
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Se han encontrado diferencias en el numero y la funcion de las GT's entre
familias; algunas familias comprenden un amplio nimero de secuencias de varios
origenes con diversas funciones. Por el -contrario, otras familias son
monofuncionales y contienen pocas secuencias (36). En el caso de las familias
monosespecificas, las secuencias similares se observan generalmente en todo el
dominio catalitico, mientras que en las familias poliespecificas, las secuencias
estan restringidas solo a una porcion del dominio catalitico. La prediccion de la
funcion y clasificacion de cada GT puede causar problemas, debido a que existen
secuencias muy parecidas que presentan diferente actividad catalitica (35, 36).
Las enzimas que catalizan la transferencia del grupo glicosilo se clasifican como
de inversion o retencion (35-37) (Figura 2). Al igual que la inversion de glucésido
hidrolasas, la estrategia empleada para la inversion por las glicosiltransferasas es
el de una reaccién SN2 como desplazamiento directo. Un sitio activo de la cadena
lateral sirve como un catalizador basico que desprotona al nucledfilo entrante del
aceptor, facilitando el desplazamiento directo de tipo SN2 del fosfato activado del
grupo saliente (37-39). Al igual que en las GT’s de inversion, los mecanismos de
las GT’s de retencion se comparan con las glicosidasas y se ha propuesto que el
mecanismo es de doble desplazamiento que involucra a un enlace covalente
intermedio glicosil-enzima demandando la existencia de un nucledfilo posicionado
adecuadamente dentro del sitio activo (37, 38, 40).

Como se ha hecho para otras clases de enzimas, las GT’s se clasifican con base
en las similitudes en las secuencias de aminoacidos. Dos pliegues generales,
llamados GT-A y GT-B se han identificado en todas las estructuras de las
glicosiltransferasas nucleétido-dependientes (Figura 3), por lo que se prevé que
cada una de las nuevas GT’s que aun no estan caracterizadas tengan uno de los
dos pliegues, lo que indica que cada una de las glicosiltransferasas han
evolucionado a partir de un pequefio numero de “secuencias progenitoras” (40-
42).

El pliegue descrito como GT-A consiste de una hoja 8 enrollada y abierta, rodeado
de a hélices, en ambos lados; la arquitectura general del pliegue GT-A es un

reminiscente de dos pliegues continuos tipo Rossman, tipicos de proteinas de
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unién a nucledtidos; dos dominios /a/p fuertemente asociados, los tamafnos de
los cuales varian, se apoyan estrechamente, dando lugar a la formacion de una
hoja B continua central. Se encontré que el pliegue general de esta proteina era
homéloga a la de la glucégeno fosforilasa, y ahora, debido a que se han
observado nuevas glicosiltransferasas, el pliegue encontrado se ha denominado
GT-B. Al igual que el pliegue GT-A, la arquitectura de las enzimas GT-B se
compone de dos dominios B/a/f tipo Rossmann; sin embargo, en este caso, los
dos dominios se asocian con menor fuerza y se encuentran uno frente a otro con
el sitio activo dentro de la hendidura resultante (43-45).

A la fecha se ha propuesto la clasificacion de las GT’'s mostrada en la figura 4. Las
familias estan clasificadas en clanes de acuerdo a su estructura y actividad.
Miembros de 12 familias no incluidas adoptan un plegamiento propuesto como
GT-C, y con las restantes 26 familias no se ha esclarecido su estructura 3D (43-
45).

Donor substrate (IZI)
\O _O_'T_ OR ) 5
HO~ ‘AW 0 HO________ \ 0 w
! : OR
00— IT'— OR
+ o Inverting
HO \—"""\» Retaining
"OR \o
Acceptor substrate HO w 5
o— \
0—P—OR "'"""‘“--,OR
o

Figura 2. Las glicosiltransferasas catalizan la transferencia de grupo glicosil, ya
sea con inversion o retencion de la estereoquimica anomeérica con respecto al

azucar donante (48).
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Figura 3. Pliegues generales de las glicosiltransferasas, A) Pliegue GT-A
representado por la enzima de inversién SpsA de Bacillus subtilis, y (B) el pliegue
GT-B, por la glucosiltransferasa 3 del bacteriéfago T4 (48).

2:4:12 13 14: 16"
— Inverting - clan | 21,25*,31,40% .42,
43, 49*% 82, 84

6, 8, 15, 24, 27, 34*,
GT-A — —— Retaining - clan lll 44, 45*, 55, 60*, 627,
64, 78, 81

—— Non-GT

1,9,10,.17%,.19,.23.
— Inverting - clan Il 26*, 28, 30, 33, 41,
47*, 56*, 63, 80

3, 4,5, 20, 32%, 35,

GT-B — —— Retaining - clan IV 72

—— Non-GT

Figura 4. Clasificacién de las glicosiltransferasas, propuestas por Coutinho, Las
familias se clasifican en clanes sobre la base de su pliegue y actividad. Familias
que tienen miembros con estructuras en 3-D se indican en rojo. Las familias

restantes son los que predijeron ya sea el pliegue GT-A o el pliegue GT-B (48).
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9. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha descrito que en el momento de la infeccion los promastigotes de Leishmania
mexicana interactian con componentes de la matriz extracelular, principalmente
con colagena tipo | por medio de moléculas especificas. Esta interaccion induce la
secrecion de una matriz cuyos componentes son glicoconjugados hidrofébicos con
afinidad a colagena, lo cual siguiere la activacion de glicosiltransferasas en esta
etapa de la infeccién. Por lo que es importante analizar la expresion de las
glicosiltransferasas en promastigotes de L. mexicana cuando interactian con

colagena.

10.HIPOTESIS

La interaccion de los promastigotes de Leishmania mexicana con colagena induce

la expresidn de glicosiltransferasas.

11.0BJETIVOS

Objetivo general

e Analizar la expresion de glicosiltransferasas en promastigotes de Leishmania
mexicana en interaccién con colagena.

Objetivos particulares

e Analizar in silico el genoma de Leishmania mexicana para la identificacion de
genes que codifiquen para glicosiltransferasas.

e Determinar la presencia de glicoconjugados asociados a los promastigotes y
secretados, cuando éstos se cultivan con colagena.

e Estudiar la expresion de las glicosiltransferasas en los promastigotes de

Leishmania mexicana en interaccion con colagena.
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12. METODOLOGIA

12.1. Analisis in silico

Se identificaron las proteinas de familias de glicosiltransferasas de Leishmania
braziliensis MHOM/BR/75/M2904 y de Leishmania infantum JPCM5 en la base de
datos CAZy.org. Posteriormente se obtuvieron en formato FASTA cada una de las
secuencias tanto de la proteina como de su respectivo gen. Utilizando como sonda
a cada una de las secuencias de proteinas registradas para ambas especies de
Leishmania, se buscaron mediante analisis BLAST en la base de datos TryTripDB
0.9, en el genoma de L. mexicana a cada una de las posibles familias de GT’s. En
la misma base de datos se analizaron los genomas de L. donovani, L. infantum, L.
major, L. tropica, y tres cepas diferentes de Trypanosoma cruzi.

El alineamiento de secuencias de PTPLMW de distintas especies se realizé con el

programa ClustalW (http://www.genome.jp/tools-bin/clustalw).

Para el disefio de oligonucledétidos especificos para cada gen de L. mexicana que
codifica para GT’s, se utilizd el programa NCBI-Primer-Blast tomando en cuenta
los criterios principales para el disefio de cada par de oligonucleétidos; tamafio,
cantidad de C-G, temperatura de alineamiento, evitar la auto-complementariedad.
Ademas se disefiaron oligonucledtidos para genes que codifican para las
proteinas que se expresan en promastigotes (cisteina proteinasa y proteina de la
red paraflagelar), amastigotes (cisteina proteinasa y amastina) y en ambos

estadios, (actina, GAPDH y a-tubulina).

12.2. Parasitos
Se utiliz6 una cepa de Leishmania mexicana aislada de las lesiones de un
paciente con leishmaniasis cutanea, donada por el Instituto Nacional de

Enfermedades Tropicales de México.

19


http://www.genome.jp/tools-bin/clustalw

12.2.1. Cultivos de promastigotes de L. mexicana.
Los promastigotes de L. mexicana se cultivaron axénicamente a 28 °C en cajas de
cultivo de 25 cm?, con 10 ml de Medio RPMI- 1640 (GIBCO BRL NY USA), pH 7.4,
suplementado con suero fetal bovino al 10% y antibioticos (100 pl penicilina y 50
mg/ml estreptomicina). Cada 8 dias se renovaron los cultivos dependiendo del
crecimiento del parasito. Estos fueron cultivados y mantenidos a 28 °C hasta que

alcanzaron la fase estacionaria de crecimiento.

12.2.2. Cultivos de promastigotes de L. mexicana en interaccion con
colagena.

Se preparo gelatina comercial proveniente de piel de cerdo (gel strength 300, Type
A) a una concentracion de 1 mg/ml en agua desionizada, se incubd durante 20
minutos a 37 °C y posteriormente se esterilizé durante 20 minutos a 15 Ib/pg?, se
adicionaron 10 ml de gelatina a cajas Corning de 25 cm? y se dejaron en
esterilidad durante 24 h. Una vez transcurrido este tiempo, se removio la solucion
de gelatina y se adicion6 medio RPMI-1640 con SFB, posteriormente se

inocularon 10 x 10® promastigotes de L. mexicana en cada caja.

12.3. Ensayos de DotBlot

A diferentes tiempos post-inoculacion se tomaron alicuotas de 1 ml de los cultivos,
las cuales se centrifugaron en microcentrifuga (centrifugue 5415 C eppendorf) a
2,500 rpm durante 5 min para separar al medio de cultivo (sobrenadante) y a los
parasitos (pastilla). Una vez retirado el sobrenadante, los promastigotes se
resuspendieron en 1 ml de PBS.

Para estandarizar los ensayos de dot-blot, se tomaron alicuotas del medio de
cultivo de parasitos que interactuaron con colagena (10, 20, 40, 80, 160, 320 y 640
pl) y se agregaron en pozos diferentes de la camara Bio-Dot de 64 pozos (Bio-
Rad, microfiltration apparatus) que previamente fue montada con membrana de

nitrocelulosa sobre papel filtro Whatman. Posterior a la absorcion del medio de
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cada pozo, las membranas de nitrocelulosa se tifieron de dos formas distintas:
tincion PAS vy tincion con rojo de rutenio. Como control negativo, se utilizaron

alicuotas en mismas cantidades sélo de medio sin parasitos.

12.3.1. Tincién con Acido Periodico de Schiff (PAS)

Para la tincidbn de PAS se utilizé el kit 395B (Sigma-Aldrich). La membrana de
nitrocelulosa con las muestras absorbidas se lavd con agua desionizada,
posteriormente se incub6 durante 5 min en la solucion de acido periodico (1 g/dl) a
temperatura ambiente y se lavé con agua destilada. Después se adicioné el
reactivo de Schiff y se incub6 15 min a temperatura ambiente, transcurrido este
tiempo se retir6 el reactivo y la membrana se lavo durante 5 min con agua comun.
Finalmente para contra-tefiir, la membrana se incubé durante 90 seg en el reactivo

de Gill y después se aclaré con agua.

12.3.2. Tincién con Rojo de Rutenio

La membrana de nitrocelulosa se incub6 durante 24 h en la solucion de Rojo de
Rutenio (Invitrogen) 25 mg/l en KCI 60 mM, MgCl2 5 mM y Tris-HCI 10 mM pH 7.5,
después la membrana se lavé con agua desionizada durante 24 h.

La cuantificacién del material absorbido y tefiido con las dos metodologias se llevo
a cabo en el programa GeneTools en donde los valores son medidos por
diferencia en la intensidad de pixeles entre zonas tefiidas de la membrana, no

absorbidas y zonas con las muestras absorbidas.

12.4. Purificacion de DNA y RNA

Para el aislamiento del DNA, se centrifugaron 25 ml del cultivo de promastigotes
de L. mexicana, a 2000 rpm por 10 min a 4 °C, posteriormente se decantd el
sobrenadante y se hicieron dos lavados con PBS en las condiciones ya
mencionadas. La pastilla se resuspendié en 1 ml de buffer de lisis (Tris-HCI pH 8.8
10 mM, EDTA 50 mM, pH 8.0 y SDS 1%) y se agregd RNAsa a la suspension, la
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pastilla se incub6 a 37 °C durante 5 h. Se adicionaron 10 mg/ml de proteinasa K y
se dej6 incubar durante 24 h a 42 °C.

Se agregaron volumenes iguales de Tris-HCI y fenol saturado pH 8.0 y se
centrifug6 a 14,000 rpm durante 10 min (eppendorf centrifugue 5415 C), después
se removio la fase acuosa; en seguida se adicionaron volimenes iguales de fenol,
cloroformo y alcohol isoamilico en una proporcion 24:1:1 a la fase acuosa, se
mezclé y centrifugé a 14,000 rpm por 10 min y se removié la fase acuosa;
posteriormente se agregaron volimenes iguales en proporcion 24:1 de cloroformo
y alcohol isoamilico a la fase acuosa, se mezcld y se volvio a centrifugar a 14,000
rom por 10 min, y se removié la fase acuosa. A la fase acuosa, se le agregé 0.1
volimenes de acetato de sodio 3 M pH 5.2 y 2 volimenes de etanol absoluto frio,
se mezclo suavemente y se centrifugdé a 14,000 por 10 min; finalmente el DNA se
lavo con etanol al 70% y se resuspendio en 50 ul de agua estéril.

El RNA se purifico a partir de promastigotes crecidos en medio normal y de
promastigotes interaccionados con colagena.

Los promastigotes obtenidos por centrifugacion a 2500 rpm durante 5 min se
lavaron con PBS y a la pastilla se le adicionaron 500 pl de Trizol, se incubé por 5
min a temperatura ambiente (TA), posteriormente se agregaron 100 pl de
cloroformo y se mezclé en vortex por 1 min, la mezcla se incub6 por 3 mina TAy
se centrifugé a 14,000 rpm durante 30 min a 4 °C; después, la fase acuosa
(transparente) la cual contiene al RNA, se separé y se transfiri6 a un tubo
eppendorf estéril. A esta fase, se le agregaron 250 ul de isopropanol y la mezcla
se incubd durante 10 min a TA, se centrifugd a 14,000 rpm por 10 mina 4 °C y se
retiré el sobrenadante. La pastilla se lavé con 500 pl de etanol al 70%, se sec6 en
esterilidad y se resuspendié en agua DEPC (5 pl), finalmente se incubd por 10 min
a 60 °C.

12.5. PCRy RT-PCR
Se realizaron ensayos de PCR para estandarizar las condiciones a utilizar

(temperatura de alineamiento y concentracion de MgCl2) con los oligonucleétidos
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disefiados para cada gen que codifica para las diferentes secuencias de las
familias de glicosiltransferasas. Para cada una de las reacciones se utilizaron
condiciones similares, en un tubo estéril se afiadio 1 pl de DNA gendmico, 1 pl de
la mezcla de dNTPs, 1 ul de enzima Taq polimerasa, buffer 10 X 2 mM, MgClz 1-3
mM, 0.5 ul de oligonucleétido “forward” y 0.5 pl de oligonucleétido “reverse”, la

mezcla se llevo a 25 pl totales con agua estéril. La reaccion de PCR consisti6 en:

Procedimiento Temperatura | Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion 94 °C 5 min 1

inicial

Desnaturalizacion 94 °C 1 min 35
Alineamiento XX °C* 30 seg 35
Elongacion 72 °C 1 min 35
Elongacidn final 72°C 7 min 1

* La temperatura de alineamiento vario para cada par de oligonucleétidos.

Para la reaccion de RT-PCR, se sintetizd el cDNA. Brevemente en un tubo limpio y
estéril eppendorf de 200 pl, se adicionaron 1 ul de Oligo dT, de 1 a 5 pg de RNA
total extraido mediante el método de Trizol y se llevdé a 12 pl con agua DEPC
estéril. La mezcla se calent6 10 min a 70 °C y después se colocoé en hielo
rapidamente durante 2 min. Inmediatamente, se agregaron 4 pl de amortiguador
de primera cadena 5x, 2 ul de DDT 0.1 M, 1 pl de mezcla de dNTPs 10 mM y se
incubo por 2 min a 42 °C. Posteriormente se adiciono 1 pl de enzima SuperScript
II, se incubd por 50 min a 42 °C y finalmente se inactivo la reaccion por 15 min a
70 °C, las muestras se almacenaron a -70 °C. El cDNA sintetizado se utilizé en la
reaccion de PCR en las condiciones establecidas para cada par de

oligonucleotidos.

23



13.Resultados.

13.1. Analisis In silico

El andlisis del genoma de Leishmania mexicana revelo la presencia de genes que

codifican para 38 glicosiltransferasas distribuidas en 16 familias (TABLA 1), 9 de

las cuales tienen una GT, 3 tienen 2 GT'’s, 2 tiene 4 GT’s, 1 tiene 7 GT’s y 1 tiene

8 GT’s.

TABLA 1. Glicosiltransferasas de Leishmania mexicana

Familia Numero de acceso en TriTryp DB

GT1 LmxM.29.0530

GT2 LmxM.36.0220

GT4 LmxM.16.0950 LmxM.33.2420, LmxM.32.1670
LmxM.34.5250 LmxM.30.1885 LmxM.30.1870
LmxM.30.1880

GT11 LmxM.01.0100

GT22 LmxM.12.0140 LmxM.36.1200

GT24 LmxM.08_29.2110

GT25 LmxM.13.0930 LmxM.36.3450

GT40 LmxM.31.3990 LmxM.26.0550 LmxM.25.0010
LmxM.32.0300

GT50 LmxM.29.2030

GT58 LmxM.36.2040

GT60 LmxM.17.1020 LmxM.02.0240

GT66 LmxM.34.1150 LmxM.34.1130 LmxM.34.1160
LmxM.34.1140

GT67 LmxM.07.1170 LmxM.30.3190 LmxM.36.0010
LmxM.25.2460 LmxM.02.0200 LmxM.02.0160
LmxM.02.0170 LmxM.02.0230

GT76 LmxM.18.0960
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GT79

LmxM.33.0510

GTNC

LmxM.02.0330

13.1.1. Busqueda de dominios DXD

El dominio DXD (Acido aspartico —X- Acido aspartico), es una region conservada

de las glicosiltransferasas, y la presentan aquéllas que tienen una estructura GT-

A, ademas de ser el dominio que las identifica como dependientes de metales

(principalmente Mg). En la Figura 5 se alinearon las secuencias de proteinas de

las GT’s de la familia 2, y se observo que los miembros de ésta tienen el dominio,

lo que sugiere que tienen una estructura de tipo GT-A.
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VDEFVCGTRYGAGVAIDGDWPIHRRVISWGARVLARPLTPLSDPMSGFFGLRKEVEFQRGVR
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Figura 5. Identificacién del dominio DXD. Alineamiento mediante el programa
ClustalW de las secuencias de proteinas de la familia 2 de glicosiltransferasas de
los paréasitos L. braziliensis (LBRM, LbrM), L. major (LmjF, LMJSD, LMJLV), L.
tarentolae (LTRL), L donovani (LdBPK), L infantum (LinJ). L. mexicana (LmxM), T.
cruzi (TCDM, TCSYLVIO, TcCLB, Tc_MARK).

Este tipo de alineamiento se llevé a cabo con los miembros de cada una de las
diferentes familias de GT’s con el fin de identificar el dominio DXD y poder predecir
la estructura que conforma a cada una de las enzimas. Los resultados obtenidos

se muestran en la tabla 2.
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TABLA 2. Glicosiltransferasas y dominio DXD.

Dominio DXD

Sin dominio DXD

GT2, GT4, GT24, GT40, GT50, GT60,

GT66, GT67

GT1, GT11, GT22, GT25, GT58, GT76,
GT79, GTNC

13.1.2. Disefio de oligonucledtidos

Con el fin de realizar los estudios de expresion de las GT’s de los promastigotes

en interaccion con colagena, era de importancia llevar a cabo un disefio éptimo de

oligonucledtidos que fueran especificos para cada una de las proteinas a analizar.

Para ello se utilizo el programa Primer-Blast-NCBI, el cual realiza una basqueda

en el banco de datos GenBank de aquellas secuencias de DNA que puedan ser

amplificadas con el par de oligonucledtidos disefiados. De esta manera se

seleccionan aquellos oligonucleétidos que sean especificos para amplificar la

secuencia de DNA blanco. Cada par de oligonucleétidos se disefié con base en

las caracteristicas apropiadas para un correcto funcionamiento, ademas de que se

emplearon todas las secuencias que se identificaron en primera instancia (TABLA

3).

TABLA 3. Oligonucleétidos para en estudio de la expresion de las GT’s

FAMILIA PROTEINA OLIGONUCLEOTIDOS PRODUCTO (pb)
GT1 LmxM.29.0530 F GGACGTGCTGCTCACAAATG 724
R GAGATCCAGCTGGTGGTCAG
GT2 LmxM.36.0220 F GGGTTTCAACGTGAGCATGG 304
R GGACATGGGATCGGAAAGGG
GT4 ILmxM.16.0950 F GTGAGAGTGTCGGACCACAG 902
R CACAAGTCCGAAGGGCTCAT
LmxM.34.5250 F GGGAGGTGAGCCACACTAAC 570
R CAGCGAGGTACTCTAGCAGC
LmxM.33.2420 F GAAGCCGCTAATGCTGGTCATC 530
R GATGCCCTCAGCCAACAACTTC
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LmxM.32.1670 F CTCGCGAAAACACCGTTCTG 371
R GCCCTGGTTCAAAACCCTCT
LmxM.30.1870 F CTACGGGATCGGTGTGATGG 992
R CTGGCGAGATCTCCTCAAGC
LmxM.30.1880 F CAACGATTTCCCGACCCCAC 445
R CGCAACACGTCATCAGACAG
LmxM.30.1885 F CAAGTGTTGTGGTCTCAACCGC 725
R GAATAGCGACGTGTCAGGAGTG
GT11 LmxM.01.0100 F CAAGTACAAGGGTGCCGTGA 282
R AGTATCCACCCAGGGCAGTA
GT22 LmxM.12.0160 F GCCTCCTGTTCTTCCCTGAC 436
R GGGAAGCGATACCACTCTCG
LmxM.36.1200 F GTCGCTCTTCTTCCTGCTGT 854
R CCAGGTGCCTATAGTGCTGG
GT24 LmxM.08 29.211 | F CCGTAGTGGATCCTTCGTCG 543
0 R CCTGCAGCTGGTAGTATCCG
GT25 LmxM.13.0930 F CACCAATTCTCCCGCCAGTTC 368
R GGGCTTCTTCTGGACGTCTG
LmxM.36.3450 F GAACTTCTCTCCTCTGGCGAC 353
R CGTTGCTCACCTTACCCAGAG
GT40 LmxM.26.0550 F CACAACGACGTGCGTTTCTTG 643
R CATAGAAAGCCTTGCGGCAC
LmxM.25.0010 F GCGACCGTAGGGTTCTTTGA 454
R AGCGAACAGCAAAGTCCAGT
LmxM.31.3990 F CAGATGACGGACGCTATCCC 646
R GTCACAGTCGCCACGTAGTTC
LmxM.32.0300 F CGGACCGGATTAGGTACAGC 356
R CGGCTTGGCGTTAAGCATAC
GT50 LmxM.29.2030 F TGTGCTACGCCTCATGGAAG 303
R CGTAGTGGTTCTGTCCCTCG
GT58 LmxM.36.2040 F GCTACTCTATCGCCGTGTCC 499
R GAAGAAAGTGAGCAGCGTGGA
GT60 LmxM.02.0240 F CATGACGAAGAGCGCGAAAG 674
R CCGACGAGCGGGTGTAAATA
LmxM.17.1020 F CTGGGATCTCTACGGACCTG 392
R CTTCGTCCTTCGCCTTCACG
GT66 LmxM.34.1130 F GCCGACTACGTCCTCATCTG 489
R GCTGCGTTCCATGTACTCCT
LmxM.34.1140 F GTCGACGACTACTATGCGGG 724
R AGTTGGTGTTTTGGTGTGCC
LmxM.34.1150 F GCCGACTACGTCCTCATCTG 504
R TCCGGATATCTTCTTCGCCTC
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ImxM.34.1160 F GGTCGTTTCTTCACGTGTGC 799
R CAGATGAGGACGTAGTCGGC
GT67 LmxM.25.2460 F GAGGAGGCCCGTCTATCTCAG 498
R GTCCGTTGAAGGTATGCCCATC
ImxM.02.0160 F CTGCCCGATTTCATCAGGAGG 467
R GCGCGATCCACCCAGTAGTC
LmxM.02.0170 F GATCCTGTGGCTGGAGTACG 847
R GCTCGACCCTCTTGTGTACTT
ILmxM.02.0200 F GTGCCTGCTCATGGATATGG 766
R CTGTCCACTCATCGGCGTAT
ILmxM.02.0230 F CTCACGACGGTGACTTTGGA 428
R GGCCCCGTATCTTCATCCTG
LmxM.07.1170 P CCACGAAAAAGAAAATGGGTATGC 543
R GCTTCTTTGGGCAGAACCTC
LmxM.36.0010 F CGTCGATGCGGTTGTTGGAG 606
R CGCCCGTAAAGTTGTTCTCG
LmxM.30.3190 F CGATGCGATCTCTTGGGGTG 548
R GCTTGTCAGCCATGTAGCAC
GT76 ILmxM.18.0960 F CATTCACCTGCGCTGGATTTC 514
R GTTCTGAGGTTTGCCCATGCTG
GT79 LmxM.33.0510 F CTGACGGAAATGACCAGGCTG 305
R CGACCAGGAGTGGTGCTATC
GTNC LmxM.02.0330 F GTACAATGCCCATGCTGTCG 421
R GCCTCTCTGGAGGGGTAGAG

Ademas del disefio de oligonucleétidos para cada una de las GT’s, se disefiaron

por la misma via, oligonucledétidos para genes que codifican proteinas constitutivas

en ambos estadios de L. mexicana (TABLA 4), con el fin de utilizarlos como control

en los experimentos de expresion.

TABLA 4. Oligonucleétidos para el estudio de la expresion de genes

constitutivos

PROTEINA ESTADIO OLIGONUCLEOTIDOS PRODUCTO
Cysteine Promas CYSPF CATCGAGGACGGTATTGCATCG 621
Peptidase CYSPR CATCACCTACCACGTTGCCTAC
Paraflagellar | Promas PRM1F CTCCCAGATTTCCTCGCATC 755
rod protein PRM1R CAGTCTGCACAACAGTCACG
2C
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Actin Promas/ ACTNF CTTTCCGGAGATGGTGTATC 263
Amas ACTNR CGCTCTTCTTCACCCACATT

GAPDH Promas/ GPDHF GACCGCCGAAAGACGACACA 502
Amas GPDHR GGCACACCGTTGAAGTCGGA

a-Tubulin Promas/ ATBF GAGGCCATCTACGACCTCAC 396
Amas ATBR CTTCGTCTTGATCGTCGCAAT

Cysteine Amas 488F GCATTGGTAAACAGCTGAAC 435
Proteinase 2b 488R CATCAGGAGTCTCGAAGCAC

Amastin Amas AMSTF CCGAACAATAAGACTGCGAAC 423
AMSTR CGATGTTGATGATGTCCAGG

13.2. Estandarizacién de muestras para ensayos de Dot-blot

Para estandarizar los ensayos de dot-blot se utilizé la cAmara Bio-Dot de 64 pozos
utilizando varios volumenes (10, 20, 40, 60, 80, 160, 320 y 600 ul) del medio de
cultivo de promastigotes interaccionados con la colagena durante 2 h, asi como de

los parasitos mantenidos en dichas condiciones.

Los resultados muestran que para la tincion con PAS, la Intensidad en donde se
encontré mayor presencia de glicoconjugados fue a partir de los 80 pl de medio de
cultivo, y con Rojo de Rutenio la deteccion fue lineal aun a los 600 pl (Figura 6).
Con base en los resultados anteriores se decidié utilizar 120ul de muestra para los
siguientes ensayos. Debido a que ambas tinciones presentan afinidades
diferentes, las unidades de intensidad varian, de tal manera que en la cantidad

seleccionada para los siguientes ensayos, no existe superposicion de mediciones.
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Figura 6. Estandarizacion de los ensayos de Dot-Blot. Diferentes voliumenes de
medio de cultivo condicionado se ensayaron por Dot-Blot con tincion de PAS o
tincion con Rojo de Rutenio. Hay que poner en italicas L. mexicana en las

leyendas de ambas gréaficas.

Una vez determinado el volumen o6ptimo, y utilizando los cultivos previamente
descritos, se llevaron a cabo los ensayos para examinar la presencia de
glicoconjugados excretados o presentes en los parasitos. Para ello, se obtuvieron
muestras de las dos condiciones en las que fueron cultivados los parasitos desde
las 2 y hasta las 24 h; en interaccidon con colagena (medio condicionado) y sin
interactuar (medio normal), ademas de usar como controles a ambos medios sin la

adicion de parasitos.
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Cuando se analizaron los glicoconjugados secretados por los parasitos, se
observd que cuando los parasitos son cultivados en presencia de colagena éstos
secretan mas material tefiido por PAS a todos los tiempos analizados,
presentando un valor elevado al comienzo, es decir, a la 2 h de interaccion y una
ligera disminucién de las 4 a las 8 h; sin embargo, una vez pasado ese valle de
disminucién, comienzan a aumentar de manera importante los glicoconjugados
(Figura 7). La diferencia que existe entre el medio condicionado y aquél en el que
los parasitos no tuvieron interaccion con la coladgena es significativa, esto después
de realizar un analisis estadistico comparativo entre ambas condiciones en los
mismos tiempos. Los pardsitos que no estuvieron en contacto con colagena,
presentan un aumento en la secrecion de glicoconjugados entre las 2 y las 6 h

para posteriormente disminuir de manera significativa.

Una misma cuantificacion se realizé con los parasitos cultivados en las dos
condiciones. Los promastigotes cultivados en presencia de colagena presentan
mayor cantidad de glicoconjugados asociados desde las 2 h manteniéndose
constante hasta las 24 h, presentando una diferencia significativa con aquéllos

cultivados en condiciones normales (Figura 8).
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Figura 7. Secrecion de glicoconjugados por promastigotes cultivados en presencia

0 ausencia de colagena (Tincion de PAS).
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Figura 8. Glicoconjugados asociados a los promastigotes cultivados en presencia

0 ausencia de colagena (Tincion de PAS).

Después de observar el incremento importante en la secrecién y presencia de
glicoconjugados a partir de las 2 y hasta las 24 h en los promastigotes cultivados
en presencia de colagena, se procedio a realizar los mismos ensayos excepto por

la tincion, ya que se utilizo la tincion con Rojo de rutenio.

Los resultados con la tincion con Rojo de Rutenio mostraron que después de las 2
h se presenta un decremento en la secrecidon de glicoconjugados, sin embargo
ésta vuelve a los niveles iniciales a las 6 h de interaccion manteniéndose
relativamente constante hasta las 24 h. Los glicoconjugados secretados por los
promastigotes cultivados en condiciones normales presentan una ligera
disminucién a partir de las 2 h y se mantienen constantes hasta las 24 h (Figura
9).
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Figura 9. Secrecion de glicoconjugados por promastigotes cultivados en presencia

0 ausencia de colagena (Tincion de Rojo de Rutenio).

Cuando se analizd la presencia de glicoconjugados asociados a los parasitos
utilizando la tincion con Rojo de Rutenio, se detectd una disminucion de los
glicoconjugados a partir de las 2 hasta las 12 h en ambas condiciones de cultivo;
sin embargo los promastigotes cultivados en presencia de colagena presentaron

mayor cantidad de glicoconjugados (Figura 10).
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Figura 10. Glicoconjugados asociados a los promastigotes cultivados en

presencia o ausencia de colagena (Tincion de Rojo de Rutenio).

Los resultados anteriores, utilizando los dos métodos de tincion, indican que a las
2 h los promastigotes que interaccionan con la colagena tienen asociados y
secretan gran cantidad de glicoconjugados, en comparacion con aquéllos
cultivados en condiciones normales. Debido a esto, era necesario conocer qué
sucedia antes de las 2 h, por lo que se procedid a realizar ensayos de Dot-blot

pero a distinto curso temporal.

Al realizar el analisis de la secrecion de glicoconjugados se detectdé que los
promastigotes los empiezan a secretar desde el mismo momento que
interaccionan con la colagena (tiempo de 0 min), manteniéndose esta secrecion
hasta los 60 min, tiempo en el cual se presenta una ligera disminucion en la
secrecion para después retomar o incrementar esta secrecion. Los promastigotes

cultivados en condiciones normales presentan valores de secrecion inferiores a los
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cultivados en presencia de la colagena, observandose una ligera disminucién en la
secrecion durante los primeros minutos de cultivo, retomandose la secrecion

“normal” a las 2 h de cultivo (Figura 11).

De igual manera, se analizdé la presencia de glicoconjugados asociados a los
parasitos, tefiidos por la misma técnica y en la misma frecuencia de tiempo. En
esta ocasion, las unidades de intensidad comienzan en valores mas bajos a los
que se habian observado en los experimentos anteriores, sin embargo, los valores
comienzan a incrementar de manera similar que en el sobrenadante, a partir de
los 5 min. Pese a que los parasitos de cada condicion tienen la misma tendencia
de aumento, existen diferencias significativas en los glicoconjugados asociados
entre los que interactuaron con colagenay los que no lo hicieron (Figura 12).
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Figura 11. Secrecion de glicoconjugados por promastigotes cultivados en
presencia o ausencia de colagena (Tincion de PAS).
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Figura 12. Glicoconjugados asociados a los promastigotes cultivados en

presencia o ausencia de colagena (Tincion de PAS).

También se hicieron analisis de Dot-blot tefildos con Rojo de Rutenio, siguiendo el

curso temporal y las condiciones previas (Figura 13).

En este caso, se puede observar una mayor diferencia en la secrecion del material
de interés, ademas de la tendencia de un ligero incremento a partir de los 5 hasta
los 30 min y que disminuye para luego regresar a los valores que se encuentran a
partir de las 2 h. En el caso de los parasitos que no tuvieron estimulo, la secrecion
de los glicoconjugados al medio tiende a disminuir de manera mas rapida, a
diferencia de lo notado en la tincibn PAS, esto se debe principalmente a la
cantidad de glicoconjugados que se detectan por cada método de tincion, sin
embargo, al final del grafico, se puede distinguir un incremento, que va acorde al

valor inicial en los graficos de tiempos posteriores.
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Figura 13. Secrecion de glicoconjugados por promastigotes cultivados en

presencia o ausencia de colagena (Tincion de Rojo de Rutenio).

Finalmente se analiz6 la presencia de glicoconjugados asociados a los parasitos
tefiidos con rojo de Rutenio, en donde a diferencia de la tincion PAS, es mas
estable la presencia de azulcares, sin embargo, el descenso en los valores se
percibe a los 30 min de interaccién, lo que ocurre en todos los casos (Figura 14).
En el caso de aquéllos sin estimulo, se aprecia un aumento que parece ser el
normal en tiempos cortos y posteriormente, los valores vuelven a disminuir.
Contrario al grafico de tinciobn de PAS, las tendencias son mas lineares y de
disminucién al pasar los 30 min, sin embargo, las diferencias siguen siendo

significativas.
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Figura 14. Glicoconjugados asociados a los promastigotes cultivados en

presencia o ausencia de colagena (Tincion de Rojo de Rutenio).

13.3. Analisis de la expresion de GT’s

Con el fin de analizar la expresion de las GT’s por RT-PCR se purifico el RNA de
los promastigotes cultivados en condiciones normales y de aquéllos que
interaccionaron con la coldgena durante 2 h, tiempo en el cual se observé mayor
secrecion de glicoconjugados al medio de cultivo y asociados a los parasitos. El
cDNA sintetizado a partir de estos RNAs se utiliz6 primero para corroborar la
expresion de genes que se expresan en el estadio de promastigotes (Cisteina
peptidasa y proteina paraflagelar 2C), y de genes constitutivos que se expresan en
los estadios de promastigotes y de amastigotes (Actina, GAPDH y a-tubulina).
También se analiz6 la expresidbn de genes que se expresan solamente en el
estadio de amastigotes (Cisteina proteinasa 2b y Amastina) con el fin de

corroborar que el RNA purificado no estuviera contaminado con DNA gendmico.
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Los resultados de este andlisis se muestran en la figura 15, en donde se utilizo el
cDNA obtenido de los promastigotes crecidos en condiciones normales, y se
puede observar la expresion de los genes especificos de promastigotes y de los
genes constitutivos, pero no de los genes especificos de amastigotes. Lo anterior
indica que el RNA purificado de los promastigotes esta libre de contaminacion con
DNA gendmico. Para establecer las condiciones de PCR para cada par de

oligonucledtidos se utilizé DNA gendmico.
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Figura 15. Analisis de la expresion de genes estadio especificos. Promastigotes
(CYS y PRM), promastigotes/amastigotes (ACT, GPD y ATB) y amastigotes (488 y
AMST. (A) PCR utilizando DNA gendmico, (B) RT-PCR a partir de RNA purificado

de promastigotes.
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Cuando se analizo6 la expresion de los miembros de las familias GT1, GT2, GT11y
GT24, que cuentan con 1 secuencia en cada una de ellas, se observo la expresion
de forma basal en promastigotes sin estimulo de las enzimas GT2 y GT11, no asi
en la enzimas GT1 y GT24; sin embargo a las 2 h de interaccion con la colagena,
los promastigotes expresan la GT1 pero no la GT11l. Por otro lado, los
promastigotes expresan la GT2 en ambas condiciones y no expresan la GT24
(Figura 16).
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Figura 16. Expresion de las enzimas GT1, GT2, GT11y GT24. (A) PCR utilizando
DNA genomico. RT-PCR a partir de RNA purificado de promastigotes cultivados

en ausencia (B) o presencia de colagena (C).
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Una de las familias de GT’s que tiene un gran nimero de miembros es la GT4, la
cual presenta 7 secuencias distintas numeradas de forma alfabética iniciando por
la A. En forma basal se expresan las secuencias A, C y E, sin embargo, luego de
ser estimulados los promastigotes, las secuencias B, D y F toman parte en la
actividad enzimética de la familia. La Unica secuencia que permanece inactiva es
la G (Figura 17).
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Figura 17. Expresion de los miembros de la familia GT4 (A, B, C, D, E, Fy G). (A)
PCR utilizando DNA genomico. RT-PCR a partir de RNA purificado de

promastigotes cultivados en ausencia (B) o presencia de colagena (C).
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GT22 y GT25 son familias de glicosiltransferasas que tienen dos miembros y
GT40 tiene 4 miembros. Para el caso de GT22, GT22A se expresa en ambas
condiciones pero no GT22B; con respecto a GT25, GT25A y GT25B se expresan
en ambas condiciones, y para GT40, en forma basal se expresan GT40A, GT40C
y GT40D, y en los parasitos estimulados se expresan los cuatro miembros (Figura
18).
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Figura 18. Expresion de los miembros de las familias GT22, GT25 y GT40. (A)
PCR utilizando DNA gendmico. RT-PCR a partir de RNA purificado de

promastigotes cultivados en ausencia (B) o presencia de colagena (C).
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Al realizar el analisis de las familias GT50, GT58 y GT60, se encontré que sélo
GT50 y GT60B son las secuencias que se encuentran expresadas de manera
basal y GT60A no se expresa en ninguna condicién, mientras que GT58 se

expresa cuando los promastigotes interaccionan con la colagena (Figura 19).
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Figura 19. Expresion de los miembros de las familias GT50, GT58 y GT60. (A)
PCR utilizando DNA gendémico. RT-PCR a partir de RNA purificado de
promastigotes cultivados en ausencia (B) o presencia de colagena (C).
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Una familia que presenta cuatro miembros es GT66, de los cuales de forma basal
presentan actividad GT66A y GT66C, mientras que GT66D se expresa en los
promastigotes interaccionados con la colagena y GT66B no se expresa en
ninguna condicién. También se analizé la expresion de GT76, GT79 y GTNC,
encontrando que ninguna de éstas se expresa en las dos condiciones estudiadas
(Figura 20).
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Figura 20. Expresion de los miembros de las familias GT66, GT76, GT79 y GTNC.
(A) PCR utilizando DNA genomico. RT-PCR a partir de RNA purificado de

promastigotes cultivados en ausencia (B) o presencia de colagena (C).

Finalmente, la familia de glicosiltransferasas mas grande que se encontro en el
genoma mediante los andlisis previos, es la numero 67, la cual cuenta con 8
secuencias que en estado basal se expresan todas y cada una; por lo que esto da
pie a sugerir una dependencia de GT67 en el metabolismo de los promastigotes

de L. mexicana (Figura 21).
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Ademas es importante resaltar que cada secuencia es distinta en funcién, pero
gue en este caso en particular hay una actividad frecuente de todas, sugiriendo ya
sea, una similitud de accién de todas o que cada una de las secuencias tenga un
gran numero de donadores o sustratos a utilizar. En el momento de analizar por
RT-PCR a toda la familia poniendo en interaccion a los promastigotes con
colagena, no existe cambio alguno en la expresion de todas las secuencias de la
familia, caso contrario a la mayoria de familias que presentan mas de una

secuencia donde ya sea que alguna fuera activada o inactivada.
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Figura 21. Expresion de los miembros de la familia GT67. (A) PCR utilizando DNA
gendmico. RT-PCR a partir de RNA purificado de promastigotes cultivados en

ausencia (B) o presencia de colagena (C).
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Con lo anterior, se puede percibir un cambio claro en la actividad enzimatica que
presentan las GT’s en promastigotes de L. mexicana cuando interaccionan con la
colagena, ya sea activando o suprimiendo su expresion. Expresandose o
inactivandose, las familias y las secuencias, no tienen una misma funcion, sin
embargo se infiere una de las principales actividades en las que participa, como es

la infeccién teniendo como primer contacto a la colagena del huésped vertebrado.

En la tabla 5 se muestra el resumen del andlisis de la expresion de las GT’s en los

promastigotes cultivados en condiciones basales y en presencia de colagena.

TABLA 5. Expresion de GT’s en promastigotes en dos condiciones, estado

basal y con 2 horas de interaccion con colagena.

GT BASAL COLAGENA GT BASAL COLAGENA
GriT | @ - ++++ GT50 ++++ ++++
GT2 ++++ ++++ GT58 | - ++++
GT4A ++++ ++++ GT60A - e
GT4B | - ++++ GT60B ++++ ++++
GT4C ++++ ++++ GT66A ++++ ++++
GT4ab | - ++++ GT66B | - | eeee-
GT4E ++++ ++++ GT66C ++++ ++++
GT4F | = -—--- ++++ GT66D | - ++++
GT4G | - | e GT67A ++++ ++++
GT11 ++++ | - GT67B ++++ ++++
GT22A ++++ ++++ GT67C ++++ ++++
GT22B | - | eeee- GT67D ++++ ++++
GT24 | - | eeee- GT67E ++++ ++++
GT25A ++++ ++++ GT67F ++++ ++++
GT25B ++++ ++++ GT67G ++++ ++++
GT40A ++++ ++++ GT67H ++++ ++++
GT40B | - +H++ GT76 e e
GT40C ++++ ++++ L e s
GT40D ++++ ++++ GTNC | e | e
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14.Discusidén

Las secuencias que se encontraron en el genoma de los promastigotes de L.
mexicana presentan alta homologia con las registradas en la base de datos para
especies del mismo género, es decir, L. braziliensis y L. infantum. Ademas de
comparar las secuencias para buscar en el genoma de L. mexicana, otras
especies que comprenden el mismo género y que afectan al humano se integraron
en la basqueda, incluso, otros tripanosomatidos, como T. cruzi. ElI conocimiento
bioinformatico inicial resulta relevante para tener una base de la cual partir
dependiendo de lo que se pretende buscar en ensayos posteriores; incluso para
tener un conocimiento mas amplio en el funcionamiento del organismo. A pesar de
que las GT’s no son sustrato-especificas, era de vital importancia conocer la
expresion o no de dichas enzimas en un proceso especifico, que es la interaccion

inicial del parasito con el hospedero vertebrado.

En el presente trabajo se localizaron 16 familias de GT's y con éstas nos dimos a
la tarea de analizar y respaldar la informacion previa, en donde se encuentra cierto
material excretado en promastigotes de L. mexicana cuando hay interaccién con
colagena (32, 46, 47). Dentro de las 16 familias de proteinas, hay algunas que
cuentan con mas de una secuencia de glicosiltransferasas, tal es el caso de
familias importantes como GT40, GT66, GT67, entre otras. Algunas otras enzimas
gue estan reportadas para especies del mismo género no Sse encuentran
presentes en L. mexicana, la familia GT3 que esta reportada en el genoma de L.
major (48-50) o incluso, funciones que son propias de la transferencia de azdcares
en patdgenos tripanosomatidos. Ya que se analizaron mediante Blast y se
compararon con el genoma del mismo grupo, entran en juego los parasitos del
género Trypanosoma ya que cuentan con el respaldo de tener medios de
infeccion, transmision, patogenia e incluso ciclo de vida, si no similares, al menos
si muy parecidos y que pueden ayudar a dilucidar un campo que recién esta en la

etapa de experimentacion como es el de la infeccion (47, 50-52).
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Se habia reportado que a las dos horas de interaccion de los promastigotes de L.
mexicana, éstos excretan una matriz rica en glicoconjugados, lo que sugeria la
activacion de enzimas que tuvieran la capacidad de sintetizarlos. Ademas de
aquellos que estaban siendo secretados por los parasitos, hay ademas otros que
se encuentran en su superficie y que de manera basal en algdn momento del ciclo
celular éstos son secretados (16, 17). Para comprobarlo se realizaron ensayos de
Dot-Blot en donde se robustece el hecho de que a las 2 h de interaccién con la
coldgena efectivamente se encontraron glicoconjugados secretados por los
promastigotes y asociados a éstos, lo que llevé a determinar ese tiempo para

poder llevar a cabo experimentos para analizar la expresion de dichas enzimas.

Una diferencia importante que da como resultado valores variables entre tinciones,
es el medio de accién de cada uno de los colorantes. El acido periédico y los
reactivos de Shiff y Gill de la tincion PAS, son inespecificos y por ende, tifien una
gran gama de azucares como proteoglicanos, mucopolisacaridos, glicolipidos,
fosfoglicanos, etc.; mientras que el Rojo de Rutenio no es tan afin a una gran
variedad de azuUcares, sin embargo, actla de manera importante en la fijacion de
glicoconjugados, ademas de que se ha observado que las moléculas de superficie
del parasito, asi como las moléculas que son secretadas son bien captadas por
este tipo de colorante, siendo, ademas del LPG, las Fosfatasas Acidas secretadas

las segundas en cantidad secretada.

Al momento de observar el comportamiento mediante la expresion por técnicas de
RT-PCR y con cDNA que fue aislado de promastigotes en interaccion con
colagena por dos horas, hay resultados notorios capaces de reforzar diversos
estudios.

Una de las familias de GT's que tiene mas de un miembro es la GT40, enzimas
gue ya han sido reportadas en el genoma de al menos tres especies del género
Leishmania y tres mas del género Trypanosoma, ademas que no se encuentran
en ningun otro organismo que no sea del grupo de los tripanosomatidos (50, 53,
54). Una de las funciones de dicha familia, es la de galactofuranosiltranferasa,

enzima importante para la sintesis de una de las moléculas mas importantes de
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diversos organismos, el LPG (53, 54). Ademas comparten funcion en la sintesis de
proteofosfoglicanos, ambas moléculas, el LPG y los proteofosfoglicanos, no solo
son propias de la superficie de los parasitos, sino que también pueden ser
secretadas (22, 23). En el analisis por RT-PCR se puede observar una expresion
de todas las secuencias de la familia GT40, cuando los promastigotes
interaccionan con la colagena, siendo la GT40B especifica de esta interaccion. Lo
anterior sugiere que dicha matriz secretada cuando el parasito interactia con la
dermis, contiene, ademas de moléculas de diverso peso molecular (32), a las
moléculas que son secretadas, que se cree que participan en la evasion de
respuestas inmunes, activar mecanismos de infeccion o agilizar el movimiento en
el minimo trayecto dentro de la matriz extracelular por parte de los parasitos (16,
26, 32).

Otro de los grupos de enzimas importantes en cuanto a la funcionalidad, es la
familia GT66, la cual ademéas de contar con un nimero de secuencias similares
con la familia previa, se han reportado en genomas completos de
tripanosomatidos, tales como T. brucei y T. rangeli, en donde se sefala su

importancia en la sintesis de moléculas que participan en la infeccién (51, 53, 55).

Una familia de GT’s importante es la GT67, familia que fue localizada en los
ensayos in silico solamente en el género Leishmania, y que no se encontraron
diferencias en su expresién por los promastigotes cultivados en condiciones
basales y en presencia de colagena (56-58). En la relacion que existe con los
pardsitos patdgenos de la misma especie, se ha reportado que en L. major se
encuentran las mismas secuencias de la familia y que estas enzimas son
importantes ya que participan en mecanismos de infeccion, de sobrevivencia y en

la sintesis de moléculas de superficie (59,60).

En el caso de la GT4, es una familia que ha sido registrada en las bases de datos
y que parece que se encuentra en una gran variedad de organismos (61), sin
embargo, en el caso del organismo de interés en el presente trabajo, existen
diferencias significativas al expresar seis de sus siete secuencias cuando ocurre la

interaccion con la colagena. Es necesario abundar mas en la funcion de los
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miembros de esta familia, ya que es dificil de prever cudl es el papel especifico de
dichas enzimas. Ademas hasta el momento no se hace alguna otra mencion
importante haciendo alusion a la funcionalidad, si bien tres de las ocho secuencias
estan funcionando de manera basal, no se puede quitar el dedo del renglén como

objetivo de futuras investigaciones.

Se han descrito trabajos en donde deletan ciertas enzimas que son sustrato
especificas y que dan pauta a suponer que se trata de una o algunas familias de
GT; manosiltranferasa, dolicoltransferasa y galactofuranosiltransferasa, han sido
depletadas del genoma de L. mexicana (58, 59). Sin embargo, los esfuerzos por
obtener parasitos mutantes con virulencia disminuida o nula han sido fallidos, ya
gue una misma actividad enzimatica puede ser llevada a cabo por diferentes

enzimas (54).

El estudio de cada una de las familias de GT es exhaustivo y complejo, pero el
entendimiento fragmentado de su funcionalidad y estructura, acompafado de la
relacion con aquellas caracteristicas que son propias de los organismos a
estudiar, ayuda en el avance del entendimiento de uno de los mas grandes grupos
de proteinas encargadas de sintetizar una gama abundante de compuestos,
moléculas que actian de formas completamente distintas, incluso en un mismo

individuo.
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15.Conclusiones

e L. mexicana posee 16 familias y 38 secuencias de glicosiltransferasas; 9 de
las cuales tienen una GT, 3 tienen 2 GT’s, 2 tiene 4 GT’s, 1 tiene 7 GT'sy 1
tiene 8 GT’s.

e 25 secuencias de GT’'s presentan dominio de unién a metales en su
estructura, lo que las clasifica como GT-A, 13 son pertenecientes al grupo
GT-B.

e Promastigotes de L. mexicana, en interaccidn con colagena, expresan y

secretan glicoconjugados.

e 10 de las 16 familias de GT’s se expresan en promastigotes de L.

mexicana.

e 29 de las 38 secuencias se expresan cuando los promastigotes de L.
mexicana esta en interaccion con colagena durante 2 horas, por lo que la

interaccién con colagena, modula la expresion de algunas GT’s.
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