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RESUMEN

Leishmania es un protozoario flagelado perteneciente a la familia Trypanosomatidae.
Diversas especies de este género producen un grupo de enfermedades denominadas
leishmaniasis, que pueden producir desde lesiones leves en la piel hasta dafio muy grave a
organos como bazo e higado. Estos organismos poseen mecanismos de expresion genética
atipicos, tales como la transcripcién policistronica y el trans-splicing. En nuestro grupo de
trabajo estamos interesados en estudiar los procesos transcripcionales en Leishmania major
Friedlin, cepa de referencia del proyecto del genoma de Leishmania. En particular, estamos
interesados en entender la transcripcion de la RNA Polimerasa Il (Pol lll), enzima
responsable de sintetizar RNA de transferencia (tRNA), RNA ribosomal (rRNA) 5S y algunos
RNAs pequefios nucleares (snRNAs), moléculas esenciales para el crecimiento celular. Un
primer paso en el andlisis del proceso transcripcional es identificar y caracterizar las
subunidades que forman parte de Pol Ill en L. major. En este sentido, Pol Il esta formada
por 17 subunidades en levadura, siendo C128 la segunda subunidad mas grande; esta
subunidad contiene parte del centro catalitico para polimerizar el RNA. Dado el papel
esencial de C128 en la transcripcion de Pol lll, nuestro interés esta dirigido hacia la
caracterizacion de esta subunidad. Asimismo, buscamos lograr un mejor entendimiento de
los procesos transcripcionales generales en tripanosomatidos. Para localizar regiones
funcionalmente importantes, realizamos una busqueda exhaustiva de la secuencia de
aminoacidos de la segunda subunidad mayor de Pol Ill en L. major y otros organismos. En
total, identificamos nueve regiones altamente conservadas en los tripanosomatidos, que
corresponden a las regiones previamente reportadas. Las especies que presentan mayor
similitud con L. major son T. cruzi y T. brucei (promedio de 89 y 87% de identidad,
respectivamente) y la especie con menor similitud es G. lamblia (54%). En cuanto a los
dominios, el mas conservado es el E (76% de identidad) y el menos conservado es el
dominio G (39% de identidad). En este trabajo se discute la probable funcion de los dominios
conservados de C128. Las regiones de procesamiento (sitio aceptor del miniexdn y region
de poliadenilacién) del mMRNA de C128 fueron localizadas mediante ensayos de RT-PCR. El
analisis de tres clonas permiti6 mapear el sitio aceptor del miniexén (secuencia AG) a 38
bases del coddn de inicio del gen. Al comparar la secuencia que flanquea el AG (desde la
posicion -12 a +5) con una secuencia consenso reportada previamente, se encontré poca

similitud. Una regién con 13 pirimidinas, presumiblemente necesaria para el trans-splicing,
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se localizo 46 bases rio arriba del sitio aceptor del miniexén. Por otro lado, encontramos que
la poliadenilacion del RNAmM de C128 se da en una regién que va de 46 a 136 bases rio
abajo del codén de término del gen Adicionalmente, encontramos una region de
polipirimidinas (con 13) a 52 bases rio arriba del sitio aceptor del miniexén. Para determinar
el numero de copias del gen de C128 en L. major y L. mexicana, se llevaron a cabo
experimentos tipo Southern-blot. Nuestros resultados mostraron las bandas esperadas, con
el tamafio esperado, lo cual corroboré que en el genoma de L. major sélo existe una copia
del gen de C128. Resultados similares encontramos para L. mexicana, aunque el genoma
de este parésito aun no ha sido secuenciado en su totalidad, por lo que se desconocia el
namero de copias de C128 en esta especie. El tamafio y la abundancia del mMRNA de C128
de L. major y L. mexicana fue analizado mediante ensayos tipo Northern-blot en
promastigotes en fase de crecimiento media logaritmica y en fase estacionaria. Se
determind que, en ambas especies de Leishmania, el mMRNA del gen tiene un tamafio de 3.8
kb. Asimismo, no encontramos diferencias significativas en la abundancia relativa del mRNA

entre los promastigotes de fase logaritmica y los de fase estacionaria.



INTRODUCCION

1. Leishmaniay la leishmaniasis

Numerosas especies del género Leishmania causan un espectro de enfermedades,
conocidas como leishmaniasis, de importancia global debido a su alta mortalidad y a la
substancial pérdida econémica que producen (Myler et al., 2000). El parésito fue descrito por
Cunningham en 1885 y subsecuentemente por Leishman en 1900 y Donovan en 1903
(Handman, 2000). Estos organismos tienen el cuerpo semejante a una hoja, miden de 2 a 5
um de diametro, tienen un nudcleo, una sola mitocondria (kinetoplasto) y un flagelo, entre
otros accesorios y organelos (Kudo y Richard, 1980) (Fig. 1). Estos organismos unicelulares

representan una rama temprana en la evolucion de los eucariontes (Campbell et al., 2003).

Figura 1. Leishmania sp. La fotografia muestra al parasito en forma promastigote. El nucleo (N),
flagelo (F) y kinetoplasto (K) se indican con las flechas (TDR, 2004).

Las primeras clasificaciones de Leishmania se basaron en diferentes criterios (patrén clinico,
distribucion y especies de reservorios, entre otros). El desarrollo de técnicas moleculares,
bioquimicas e inmunoldgicas ha conducido a la clasificacién precisa de diversas especies y
subespecies de Leishmania. Sistematicamente Leishmania es un protozoario del Orden
Kinetoplastida y de la Familia Trypanosomatidae; en esta ultima se incluyen nueve géneros,

entre los que se incluyen Trypanosoma, Crithidia y Leptomonas. Se han aceptado dos
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subgéneros (Leishmania y Viannia), apoyados por resultados bioquimicos y moleculares. La

Figura 2 resume la posicidn sistematica del parasito. EI concepto de “Complejo” no tiene

categoria taxondmica, y se usa informalmente para relacionar a los subgéneros (Simpson et

al., 2006).
Reino Protista Haeckel, 1836
SubReino Protozoa Golfuss, 1817
Phylum Sarcomastigosphora Honigberg & Balamuth, 1963
SubPhylum Mastogophora Deising, 1866
Clase Zoomastigophorea Calking, 1309
Orden Kinetoplastida Honigherg, 1963 emend Yickeman, 1976
SubOrden Trypanosomatina kent, 1380
Familia Trypanosomatidae Doflein, 1901, ernend Grobben, 1905
Genero
Crithidia Herpetomonas Saureoleishmania Trypanosoma Endotrypanus Leptomonas
Leishmania Phytomonas
Subgénero Leishmania (L) Viannia (V)
Complejos
donovani trapica mexicana hertigi braziliensis
Especies
L. {L) donovani L. (L) tropica L. (L} mexicana L. (L} hertigi L. (V) braziliensis
L. (L} infantum L. (L} aethiopica L. (L} amazonensis L. (L} deanei L. {V) peruviana
L. (L) chagasi L. (L) major L. (L} pifanoi L. (V) panamensis
L. {L) archibaldi L. (L) gerbili L. (L) garhami L. {V) guyanensis
L. (L) venezuelensis L. (L} venezuelensis L. (V) fainsoni
L. (L} aristedesi L. (V) shawi
L. (L)} enriettii L. {V) equatorensis
L. {V) colombiensis

Figura 2. Clasificacion sistematica del parésito Leishmania. El uso del nombre de subgénero
no es obligatorio. El término complejo no tiene categoria taxondémica, se usa para mostrar las
relaciones a nivel de subgéneros (Gallego, 2004).

1.1 Ciclo Bio-epidemioldgico

Todas las especies de Leishmania poseen un ciclo de vida similar (Fig. 3), y son transmitidas

al hombre por moscas de la arena (Diptera, Psychodidae, Phlebotominae) (Bates, 2007). En

el viejo mundo (Africa, Asia y Europa) pertenecen al género Phlebotomus y en el nuevo

mundo (América) a Lutzomia (Harwood y James, 1987; Gallego, 2004). De las mas de 700




especies descritas de flebotomos (pequefios dipteros de 2 a 3 mm con alas peludas y
puntiagudas), alrededor de treinta especies se han inculpado en la transmisién de la
enfermedad (TDR, 2004). Ocasionalmente, los mosquitos no estan involucrados en la
transmision de la enfermedad, pues puede transmitirse directamente por compartir jeringas,

por transfusion sanguinea o por transplante de érganos infectados.

A lo largo de su ciclo de vida Leishmania presenta tres estadios de desarrollo: el amastigote,
el promastigote prociclico y el promastigote metaciclico. El paso del parésito al vector tiene
lugar cuando las hembras de los flebotomos buscan su alimento: sangre de mamiferos para
alimentarse y poder desarrollar sus huevos. Entre los reservorios principales se incluye a los
roedores, marsupiales, canidos y primates (incluido el humano) (Bates, 2007). Los
mosquitos se infectan con amastigotes si la victima es un humano (antroponosis) o cualquier
otro mamifero (zoonosis) con leishmaniasis. En el tubo digestivo del insecto, los amastigotes
se alargan y desarrollan rapidamente el flagelo, constituyendo las formas mdéviles conocidas
como promastigotes prociclicos. Después de sucesivas divisiones binarias, los parasitos
migran a la proboscis del insecto, donde se transforman en promastigotes infectantes o
metaciclicos (Handman, 2000 ; Murray et al., 2005). Al picar a algan mamifero, el insecto le
transmite los promastigotes metaciclicos, los cuales son fagocitados por macrofagos; dentro
de éstos, son alojados en fagolisosomas, donde se diferencian a amastigotes. Después de
repetidas divisiones, los amastigotes lisan el macréfago, pudiendo entonces infectar otras

células (Fig. 3).

1.2 Manifestaciones Clinicas

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha identificado a la leishmaniasis como una
enfermedad de categoria 1, es decir, una enfermedad que surge continuamente de manera
incontrolada (Murray et al., 2005). En el humano, la leishmaniasis ocurren en tres formas

principales: visceral, cutanea y mucocutanea.
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Figura 3. Ciclo de vida de Leishmania. Se indican los tres estadios del parasito y su desarrollo en
el hospedero mamifero y el vector (Handman, 2000).

1.2.1 Leishmaniasis visceral

La leishmaniasis visceral, también conocida como Kala-azar, es una enfermedad sistematica
y fatal si no es tratada. En ella, el parasito invade los macréfagos de todos los tejidos
linfoides del cuerpo, particularmente en la médula 6sea. Los 6rganos mas afectados son el
higado y bazo, donde la infeccion de los macréfagos viene acompafada de un infiltrado de
linfocitos y de necrosis. La hepatomegalia y la esplenomegalia son caracteristicas de la
leishmaniasis visceral. Este tipo de leishmaniasis es causada por L. donovani en el
subcontinente Indio, Asia y Africa (en adultos y nifios) y por L. infantum o L. chagasi en
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regiones del mediterraneo, suroeste y centro de Asia, y sur de América; otras especies
(como L. tropica en el Medio Oriente, L. amazonensis en sur América) son ocasionalmente
viscerotrépicas (Zijlstra et al., 2003). La enfermedad visceral particularmente prevalece en
Bangladesh, India, Nepal, Sudan y Brasil. Estos paises juntos suman un 90% de la
leishmaniasis visceral global (TDR, 2004; Desjeux, 2004) (Fig.4 C).

1.2.2 Leishmaniasis cutanea

La forma cutanea es la mas comun, causando del 50-75% de todos los nuevos casos en
pacientes con leishmaniasis (Murray et al, 2005). Presenta un espectro de manifestaciones
clinicas caracterizadas por Ulceras cutaneas bien definidas o difundidas (segun la respuesta
inmune del enfermo), en el sitio donde pica el mosquito transmisor y pueden tardar varios
meses en cicatrizar. En el viejo mundo la leishmaniasis cutanea generalmente se caracteriza
por papulas y nédulos, mientras que en el nuevo mundo es mas comun que se presenten
Ulceras. Méas del 90% de los casos de leishmaniasis cutanea ocurren en Afganistan, Argelia,
Siria, Arabia Saudita, Brasil, Perd, India y Sudan (juntos suman el 90% de la leishmaniasis
cutanea mundial) (Desjeux, 2004). Aunque lejos de ser mortales, las epidemias de la forma
cutanea son de dificil control. Se ha asociado principalmente a L. major, L. tropica, y L.
aethiopica (en el viejo mundo); L. infantum y L. chagasi (en el Mediterrdneo y regiones del
mar Caspio); asi como L. mexicana, L. amazonenesis, L. braziliensis y L. peruviana (en el
nuevo mundo) (TDR, 2004; Murray et al., 2005) (Fig. 4 Ay B).

1.2.3 Leishmaniasis mucocutanea

Los pacientes con leishmaniasis mucocutanea (puede presentarse seguida de la
leishmaniasis cutanea) presentan extensas destrucciones de las membranas mucosas de la
cavidad oral, nasal y/o faringea. Luego de meses o afios se observa que las Ulceras
aparentemente cicatrizan, pero después vuelven a aparecer (Flores et al., 2004; Simpson et
al., 2006; Alvar et al., 2006). En el enfermo, las desfiguraciones y mutilaciones producidas en
el rostro causan gran sufrimiento de por vida. En el nuevo mundo, las especies responsables

de la leishmaniasis mucocutdnea son L. braziliensis, L. panamensis y L. guyanensis.
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Ocasionalmente, esta enfermedad ha sido reportada en lugares ajenos a México, Centro y
Sur de América, generalmente son viajeros Yy turistas los que llegan a infectarse (Murray et
al., 2005) (Fig. 4 Dy E).

Figura 4. Manifestaciones Clinicas de la leishmaniasis. Se ejemplifican las tres principales
enfermedades causadas por el parasito: A y B casos de leishmaniasis cutanea; C leishmaniasis
visceral; D y E pacientes con leishmaniasis mucocutanea (Murray et al., 2005).

1.3 Factores de riego

Se ha establecido una relacion intrinseca entre las manifestaciones clinicas de la
enfermedad con diversas propiedades del parasito (expresion de la enfermedad, modo de
transmision —zoonosis 0 antroponosis- y carga parasitaria), del hospedero (edad, nutricién,
respuesta inmunitaria y respuesta a los farmacos) asi como propiedades biologicas del
vector (Murray et al., 2005). El impacto humano en el ambiente (reduccion de la capa de
ozono, deforestacion, migracion masiva de areas rurales a urbanas y la urbanizacion),
aumenta los riesgos de contraer la leishmaniasis. Estos cambios afectan directamente la

composicion de las poblaciones de mamiferos y del mosquito. Con la destruccién masiva de



los habitats, algunas especies de flebotomos se han adaptado a ambientes periodomiciliarios

e intradomiciliarios (Bates, 2007; Desjeux, 2001).

En términos generales, se considera que las leishmaniasis son enfermedades endémicas de
las regiones tropicales y subtropicales (en América Latina, Africa, el subcontinente indico, en
algunas éareas alrededor del mar Mediterraneo y en el sur-oeste de Asia) (Fig. 5) (Gallego,
2004; Drummelsmith et al., 2003). Sin embargo, reportes recientes han confirmado la
presencia de leishmaniasis visceral en perros en 21 estados en Estados Unidos y en
Canada. En relacion a la distribucién geogréfica de la enfermedad, se asume que existe una
intima relacion de la leishmaniasis con la pobreza (excepto por las regiones afectadas de
Europa y Norteamérica), pues generalmente sus victimas estan entre las mas pobres (Alvar
et al, 2006). La malnutricion es un importante factor de riesgo en el desarrollo de la
leishmaniasis, ademas las epidemias prosperan en condiciones de hambre, complejos de
emergencia y movimiento de las poblaciones (TDR, 2004). En la India, existe un estigma
social asociado con las deformaciones y cicatrices causadas por alguna forma de
leishmaniasis, la cual obstaculiza la productividad y desarrollo socioeconémico (Murray et al.,
2005).

Figura 5. Distribucién geogréafica de las leishmaniasis. Se resaltan en rojo las areas endémicas
de la forma cutadnea (paneles superiores) y visceral (paneles inferiores) (http://www.who.int).



1.4 Leishmaniasis en cifras

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que actualmente hay en el mundo mas
de 12 millones de nifios y adultos que desarrollan los sintomas de la enfermedad en 88
paises del mundo, de los cuales 66 se encuentran en el viejo mundo y 22 en el nuevo
mundo. Ademas, se estima que 350 millones de personas estan en riesgo de contraer la
enfermedad (Desjeux, 2001), y que anualmente dos millones de personas son infectadas (1.5
millones corresponden a la forma cutanea y 0.5 millones a la visceral). Aunque la declaracion
de la enfermedad es obligatoria solamente en 32 paises, existe un substancial nimero de
casos que nunca se registra (TDR, 2004). La leishmaniasis se asocia con 70,000 muertes al
afo (Murray et al., 2005).

1.5 Avances en leishmaniasis

En los dltimos afios se han visto progresivos avances en la diagnosis y tratamiento de la
enfermedad asi como en el control del vector, una clara muestra es la reciente secuenciacion
del genoma de Leishmania major y del mosquito vector Lutzomyia longipalpis (Murray et al.,
2005). En 1994 la Red del Genoma de Leishmania, auspiciada por la OMS, inicio el Proyecto
del Genoma Leishmania, en el que la especie L. major MHOM/IL/81/Friedlin (LmjF) fue
seleccionada como la cepa de referencia (Myler et al., 2000). El analisis de la secuencia del

genoma de L. major permitié iniciar nuevos proyectos de investigacion.

En nuestro laboratorio estamos interesados en estudiar los mecanismos de expresion
genética en este parasito, en particular, nuestro interés esta enfocado en el analisis de la
transcripcion de la RNA polimerasa Il (Pol 1l1), la cual sintetiza moléculas de RNA pequefas
gue son esenciales para el crecimiento celular (Campbell et al., 2003; Vanhamme y Pays,
1995).
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2. Transcripcion

2.1 Mecanismo y control de la transcripcion

La transcripcion es el proceso encargado de la sintesis de una molécula de RNA a partir de
la informacidén genética contenida en la cadena codificante de una molécula de DNA. Es
decir, da lugar a una copia de RNA a partir de una secuencia molde de una de las hebras del
DNA. Este proceso constituye el segundo paso del esquema clasico de transmision de la

informacion genética.

Se trata de un proceso enzimatico catalizado en todos los organismos por una enzima
llamada RNA polimerasa. Los organismos eucariontes presentan tres clases de RNA
polimerasas, cada una difiere en su localizacion nuclear, composicién de subunidades y
sensibilidad a la a-amanitina, pero la diferencia mas importante es que cada una de ellas
sintetiza distintos tipos de RNA (Lorenzen et al., 2007). La RNA polimerasa | (Pol I) se
caracteriza por transcribir el pre-RNA ribosomal (pre-rRNA) 28 S, 18 S y 5.8 S. Por otra
parte, la RNA polimerasa Il (Pol 1) sintetiza productos como RNA mensajeros (MRNA) y la
mayoria de los RNA pequefios nucleares (SnRNA). Finalmente, la RNA polimerasa Il (Pol
[I) transcribe RNA de transferencia (tRNA), RNA ribosomal 5 S (rRNA 5 S), el RNA 7SL, vy el
U6 snRNA. La actividad de Pol Il (en conjunto con Pol I) se considera fundamental en la
transcripcion celular; en términos generales, ambas enzimas exceden el 80% de la sintesis
total de RNA durante el crecimiento celular (Lee y Van, 1997). Se sabe que la transcripcién
de Pol | se encuentra localizada en el nucleolo, en cambio, la transcripcion de Pol 1l 'y Pol Il
ocurre en el nucleoplasma (Marvin y White, 2000).

2.2 Aparatos de transcripcion de la RNA Polimerasa

Ademas de que cada RNA polimerasa sintetiza diferentes tipos de RNA, emplean distintos
complejos transcripcionales especificos para iniciar la transcripcion; éstos a su vez
reconocen secuencias particulares de DNA, llamadas regiones promotoras (Willis, 1993).
Los promotores son regiones del DNA que regulan el inicio de la transcripcion de un gen.

Existen numerosos tipos de promotores, diferentes para cada clase de genes. En el caso de
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Pol 1ll se definen tres clases de promotores (Fig. 6), los cuales se caracterizan porque la
mayoria de ellos contienen secuencias localizadas rio abajo del sitio de inicio de la
transcripcion (SIT), dentro del gen mismo. En este sentido, los promotores tipo | estan
presentes Unicamente en los genes del rRNA 5S (Marvin y White, 2000). Este tipo de
promotores se caracteriza por contener tres elementos intragénicos, los cuales consisten en
una caja A, un Elemento Intermedio y una caja C. Estos elementos abarcan una region de
aproximadamente 50 pares de bases (pb) a partir del SIT. Los promotores tipo I
generalmente corresponden a los genes de tRNA. Los dominios caracteristicos de este tipo
de promotor son la caja A y la caja B (Marvin y White, 2000). La posicion de la caja A es
generalmente de 10 a 20 pb rio abajo del SIT, mientras que la caja B se localiza entre 30 a
60pb rio abajo de la caja A. Por ultimo, los promotores tipo lll, se caracterizan por que sus
dominios residen exclusivamente rio arriba del SIT. Este tipo de promotores generalmente se
encuentra en el snRNA U6 (Geiduscheck y Kassavetis, 2001) y se distinguen por presentar
una caja TATA cerca de la posicidon -25 y -30, ademas de un dominio proximal (PSE) de
aproximadamente 15 pb, localizado alrededor de la posicion -60. Estos dos elementos
constituyen un promotor basal que esta sujeto a la activacién de factores que se unen al
dominio distal (DSE) (Willis, 1993; Lewin, 2004) (Fig. 6).

— s e —— o AT

A El C
_i:‘:-_ Tipo Il RRNA]
A B
—D—//—D—D—_— T TR
DSE FSE TATA

Figura 6. Organizacién general de los tres tipos de promotores usados por Pol lll. La figura
representa los tres tipos de promotores y a qué tipo de genes corresponden (dentro de los
corchetes). Se incluyen los diferentes elementos de cada promotor: las cajas A, By C; el Elemento
Intermedio (EIl), el Dominio Proximal (PSE) y el Dominio Distal (DSE). También se indica el SIT
(flecha inclinada), asi como las regiones que abarcan los genes hasta el sitio de término (banda
roja).

Una caracteristica de la transcripcion eucariotica es que su regulacion se debe a la afinidad

especifica por los promotores de ciertas proteinas denominadas factores de transcripcion

12



(TF). A cada promotor se puede unir un numero variable de factores de transcripcion, que
acttan favoreciendo o dificultando la union y la actividad de la RNA Polimerasa, o de otros
factores de transcripcion. En consecuencia, esto determina la posicion y la eficacia del inicio
de la transcripcién, por tanto, los TFs se encargan de la regulacion de la transcripcion. Su
diversidad es aun mayor que la de los promotores, lo que permite la gran flexibilidad
existente en el control de la expresion de los genes. Los factores generales de la
transcripcion junto con la Polimerasa forman un complejo de preiniciacion. En principio, este
complejo esté involucrado con los tres tipos de Polimerasas (Burley y Kamada, 2002). Los
TFs de Pol Il son los que han sido mas estudiados (Ferrari et al., 2004). En total, son seis
TFs generales de Pol II: TFIIA, TFIIB, TFIID (el cual contiene a la proteina que se une a la
caja TATA, o TBP), TFIIE, TFIIF y TFIIH. En el caso de los promotores de Pol |, se requieren
principalmente dos TFs: SL1 y UBF (Marvin y White, 2000).

En el caso de Pol Ill, se han descrito tres factores de transcripcion: TFIIA, TFIIB y TFIIIC.
TFIIIB se considera como el factor general para la iniciaciéon de la transcripcion, pues es
requerido por los tres tipos de promotores de Pol Ill. Cabe mencionar que en la transcripcion
de tRNA y rRNA 58S, este factor es suficiente para activar el funcionamiento de Pol Il (Willis,
1993; Huang y Maraia, 2001), asimismo, para estas dos clases de genes, TFIlIB confiere
especificidad a la Polimerasa. Estudios realizados en levadura mostraron que este factor
consiste en un complejo de tres subunidades: la subunidad B, Brf y TBP (la misma
subunidad presente en TFIID y en SL1) (Willis, 1993); TFIIIA es un factor especifico de los
promotores tipo | (del rRNA 5S). En levadura, este factor esta constituido por un solo péptido
(de 50 kDa) que contiene nueve dedos de zinc organizados en tandem (Marvin y White,
2000). Por ultimo, TFIIIC es un factor que es requerido por promotores tipo 1 y tipo 2; en el
caso de los tipo 2, TFIIC reconoce directamente las cajas A y B del promotor. Se sabe que
este factor es uno de los mas grandes y complejos. En levadura TFIIIC consiste de seis
subunidades (TFC1, 3, 4, 6, 7 y 8) que en conjunto forman un agregado de 520 kDa (Huang
y Maraia, 2001).
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2.3 RNA polimerasa Il

Las RNA polimerasas son moléculas complejas formadas por al menos 12 subunidades;
muchas de éstas se comparten entre las tres polimerasas, mientras que otras son exclusivas
para cada tipo. Varias de la subunidades son homologas a las subunidades de las RNA

polimerasas de bacterias y arqueobacterias.

Pol Illl es la mas compleja de las RNA polimerasas, pues contiene el mayor nimero de
subunidades: 17 en levadura, comparando con 12 subunidades de Pol Il y 14 subunidades
de Pol I. Cinco de las 17 subunidades son compartidas con las tres Pols (ABC27, ABC23,
ABC14.5, ABC10a y ABC10B) (Marvin y White, 2000), dos son compartidas con Pol | (AC19
y AC40) y diez son exclusivas de Pol 11l (C160, C128, C82, C53, C37, C34, C31, C25,C17y
C11), aunque varias de ellas son homoélogas de subunidades de otras polimerasas (Huang y
Maraia, 2001). Para Pol lll se han definido cinco subunidades primordiales (o “core
subunits”): C160, C128, AC40, AC19 y ABC23; éstas son homélogas de las cinco
subunidades de la RNA polimerasa de E. coli. C160 es la subunidad mayor de Pol Il y
evolutivamente estd relacionada con la subunidad mayor de Pol | y Il (A190 y B220,
respectivamente). En el caso de las arqueobacterias (Archea) y Bacteria, corresponde con
las subunidades mayores a y B°, respectivamente. C128 es la segunda subunidad mas
grande de Pol lll, y se encuentra relacionada con A135 (segunda subunidad de Pol I) y B150
(segunda subunidad de Pol Il), asi como con B y B en Archea y Bacteria, respectivamente.
La tercera subunidad primordial es AC40, relacionada evolutivamente con RPB3 (de Pol 1),
la subunidad o de bacterias y la subunidad D de Archea. La cuarta subunidad corresponde a
AC19, relacionada con RPB11 de Pol Il, o de Bacteria y la subunidad L de Archea. Por
ultimo, ABC23 esta relacionada con o de Bacteria y la subunidad K de Archea (Geiduscheck

y Kassavetis, 2001).

Se entiende que las subunidades exclusivas de Pol Il permiten que las propiedades de esta
enzima sean especificas, o que incluye su localizacion nuclear, la interaccién con sus
propios aparatos de transcripcion, la elongacion, terminacién y la interaccion con las enzimas

de procesamiento de RNA (Geiduscheck y Kassavetis, 2001).
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Las subunidades de Pol lll interactian como un complejo durante la transcripcion. Diversos
estudios se han realizado para mapear y analizar los sitios especificos de dichas

interacciones. La figura 7 muestra cdmo estan sobrepuestas las subunidades de Pol lll.

La amplia conservacion observada entre las secuencias de las dos subunidades mayores de
las Polimerasas en Procariontes y Eucariontes esta probablemente asociada a la
conservacion de sus funciones. Experimentos bioquimicos sugieren que estas dos
subunidades conforman el centro catalitico de la enzima. Ademas, la segunda subunidad
mayor esta probablemente involucrada en la unién al sustrato nucleotidico (Archambault y
Friesen, 1993).

5°

DNA

Figura 7. Modelo de las interacciones entre las subunidades de Pol Ill en Saccharomyces
cerevisiae (adaptado de Geiduscheck y Kassavetis, 2001). Se muestran todas las subunidades de
Pol 1l asi como también se indica la trayectoria del DNA, rio abajo del sitio de unién del complejo
de Pol IlI. ElI complejo C82, C34, C31 y C17 se recuesta por encima de la polimerasa; C53 y C37
se mantienen recostados detrds de C160 y de C27. Por otro lado C34 y C128 se encuentran
unidas, de manera que cruzan el DNA rio arriba del promotor. Los puntos rojos y los cuadros
negros marcan las interacciones de las subunidades.
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2.4 Organizacion del genoma en Leishmania

Leishmania es un organismo diploide y funcionalmente asexual. Sus cromosomas, como en
muchos otros protozoarios, no experimentan una condensacion detectable durante el ciclo
celular. L. major tiene un genoma de 34 Mb, organizado en 36 cromosomas. El
cromosoma 1 fue el primer cromosoma del parasito secuenciado en su totalidad. El analisis
de la secuencia reveld un arreglo sorprendente de los genes: los primeros 29 se localizan en
la cadena de abajo (“bottom strand”), mientras que los restantes 50 se localizan en la cadena
de arriba (“top strand”) (Myler et al., 2001) (Fig. 8); es decir, los 79 genes del cromosoma se
encuentran organizados en dos unidades policistronicas largas. La region entre los genes 29
y 30 contiene un promotor bi-direccional débil que dirige la transcripcion de todo el
cromosoma; se ha propuesto que dicha regién podria contener también un origen de
replicacion y/o un centromero. La posterior secuenciacion del cromosoma 3 de L. major
mostro la presencia de 95 genes organizados en dos unidades policistronicas. En este caso,
las unidades policistronicas son convergentes, a diferencia de las presentes en el

cromosoma 1, que son divergentes.

En el 2005 se finalizo la secuencia del genoma de L. major, revelando que la gran mayoria
de los 8300 genes identificados se encuentran organizados en unidades policistronicas en
los 36 cromosomas (Fig. 8). Las unidades policistronicas pueden contener hasta 318 genes
(cromosoma 31). Estos grupos pueden tener una organizacion transcripcional convergente
(como es el caso del cromosoma 1), o divergente (en el caso del cromosoma 3). La mayoria
de los genes de L. major no tiene similitud con genes de otros organismos (excepto otros
tripanosomatidos). Es probable que muchos de sus genes tengan funciones parasito-
especificas (Myler et al., 1999; Worthey et al., 2003). El contenido de G+C en el genoma de
L. major es muy alto, cercano al 60%. El cariotipo de Leishmania es conservado entre varias
especies; las especies del viejo mundo (incluyendo L. major y L. donovani) tienen 36
cromosomas Y las especies del nuevo mundo reportan 35 (L. braziliensis) y 34 cromosomas

(L. mexicana).

Ademéas del DNA nuclear, los tripanosomatidos presentan un DNA mitocondrial muy
particular, denominado kinetoplasto (Campbell et al., 2003). Este DNA se encuentra formado

por moléculas circulares concatenadas, que forman una compleja red. Las moléculas
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pueden ser grandes (maxicirculos, de cerca de 50 kb) o pequefias (minicirculos, de alrededor
de 1 kb). Actualmente se sabe que los minicirculos codifican RNAs pequeiios (RNA guia, o
gRNA) gue participan en el procesamiento o edicién de los mMRNA mitocondriales. Por otra
parte, los maxicirculos codifican RNA que se traduce en proteinas y rRNA. Una propiedad
muy inusual de los maxicirculos es que varios de sus genes estan aparentemente
incompletos, y sus transcritos tienen que sufrir la adicion o delecion de uridinas (edicién del

RNA) para producir mMRNA maduros y funcionales (Stuart et al., 2005)
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Figura 8. Los genes de Leishmania estan organizados en unidades policistrénicas. Se
ejemplifica la interesante organizacion de los genes en L. major. En el cromosoma 1, dos grupos
de genes inician la transcripcién hacia los telomeros; en el cromosoma 3 la transcripcién es
divergente. Las flechas indican la direccion de la transcripcion y la cantidad de genes de la unidad.
(http://www.tigr.org/).

2.5 Procesamiento de los mRNA

Leishmania y otros Tripanosomatidos se caracterizan por presentar mecanismos de
expresion genética muy poco comunes, entre los cuales se incluyen la transcripcion
policistronica y la edicién de los transcritos mitocondriales (Fig. 9) (Clayton, 2002; Stuart et

al., 1997; Vanhamme y Pays, 1995). Los mRNA maduros son generados, a partir de los
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transcritos policistronicos, por medio del trans-splicing y de la poliadenilaciéon (Requena et al.,
2003). El trans-splicing, o splicing entre dos moléculas, es un evento de procesamiento de
RNAs donde participan dos moléculas precursoras independientes (Benz et al., 2005). Hasta
la fecha no se han descubierto intrones en los genes que codifican proteinas, aunque el
reciente descubrimiento del cis-splicing en otros Tripanosoma brucei sugiere que también
puede ocurrir en los genes de Leishmania (Myler et al., 2000). El trans-splicing fue descrito
originalmente en tripanosomatidos, y después fue encontrado también en neméatodos,
tremétodos y Euglena (Requena et al., 2003). En estos organismos la reaccion intermolecular
da como resultado un exén no codificante cominmente conocido como miniexén (o spliced-
leader), secuencia de 39 nt (Parsons et al.,, 1984) que es especifico de cada especie
(Goncharov et al., 1998) y altamente conservada en Leishmania. En Leishmania, los genes
del miniexén presentan un arreglo en tAndem de aproximadamente 150 copias. La presencia
de un cap es requerida en los transcritos maduros en Leishmania (como ocurre en los mRNA
de otros eucariontes); el cap es proporcionado por el miniexon, al cual es adicionado al ser
trancrito dicho RNA. La funcion precisa del cap en Leishmania es aun desconocida, aunque
algunos estudios han propuesto que éste le proporciona estabilidad al mMRNA durante su
exportaciéon para la traduccion. EI mecanismo del trans-splicing comparte diversas
caracteristicas con el cis-splicing; la diferencia fundamental es el hecho de que el primero
une dos transcritos independientes de RNA, mientras que en el cis-splicing se remueven
intrones que separan regiones codificadoras presentes en un solo transcrito precursor.
Ambos mecanismos de splicing se dan por eventos similares catalizados en un complejo
molecular, el esplisosoma. De igual manera, algunas de las secuencias reconocidas en
ambos procesos son idénticas entre si. La localizacion de los sitios de corte y de union esta
determinada por secuencias del mRNA precursor. Aunque estas secuencias no se han
analizado de forma exhaustiva, algunos elementos han sido identificados como participantes
en el reconocimiento. En T. brucei, el control del trans-splicing reside en las regiones 5’ no
traducidas (UTR 5). Un dinucleétido AG, localizado rio arriba del ATG, funciona como sitio
aceptor del miniexén. Ademas, una region rica en pirimidinas, localizada rio arriba del
dinucleétido AG, juega un papel muy importante en el proceso. En cuanto a la
poliadenilacién, no se han reportado secuencias consenso. Sin embargo, se sabe que
regiones ricas en pirimidinas, localizadas rio abajo del sitio de poliadenilacion, son

necesarias para que se lleve a cabo el procesamiento. Se ha propuesto que los procesos de
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trans-splicing y poliadenilaciéon estan acoplados, y que una misma region de pirimidinas

regula ambos procesos (Palenchar y Bellofatto, 2006).
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Figura 9. Procesamiento de los mRNAs en tripanosomatidos. La figura muestra los genes
organizados policistronicamente. En el transcrito primario se indica el sitio aceptor del Miniexén
(secuencia en azul), el sitio de adicion de la cola de Poli-A (secuencia en rojo) y el tracto de
Polipirimidinas (secuencia en amarillo) dentro de las regiones intergénicas. El producto final son
unidades monocistrénicas.

2.6 Promotores en Tripanosomatidos

Muy poco se sabe en los tripanosomatidos acerca de las secuencias que regulan la
expresion de los genes. Los unicos promotores que han sido ampliamente caracterizados
son los del gen del RNA miniexon (transcrito por Pol Il) y los de la unidad del rRNA (transcrito
por Pol I). Leishmania presenta alrededor de 200 copias del gen del miniexdn, organizadas
en tdndem en una o dos regiones del genoma. Cada gen contiene su propia region

promotora, rio arriba del gen, y una region de término (justo después del gen). Los
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promotores consisten en un elemento bipartito (con un dominio alrededor de la base -60, y
otro cerca de la base -30) y un dominio localizado cerca de la region de inicio de la
transcripcion. Todos los genes del RNA miniexén poseen un tracto de varias Ts rio abajo de
la regién codificadora, que funciona como sefial de término de la transcripcién (Campbell et
al., 2003).

En varias especies de tripanosomatidos ha sido caracterizado el promotor de los genes del
rRNA. Los tripanosomatidos presentan una unidad de rRNA muy compleja, en la que el
rRNA 28S es procesado extensivamente para generar seis moléculas de rRNA
independientes: 24Sa, 24SB, S1, S2, S4y S6. Como en otros eucariontes, el promotor de la
unidad de rRNA de T. brucei estd formado por cuatro dominios. Sin embargo, en varias
especies de Leishmania que han sido analizadas, el promotor del rRNA es mucho mas
pequefio y estad formado por menos dominios. En L. donovani, tres regiones con importancia
funcional fueron identificadas: de -69 a -57, de -46 a -27,y de -6 a +4. En T. brucei, Pol | no
sélo sintetiza el rRNA, sino que tiene la sorprendente capacidad de sintetizar también el
MRNA de dos de las proteinas mas abundantes del parasito, los antigenos variable de
superficie (VSG) y la prociclina (EP/GPEET); estas proteinas cubren la superficie del parasito
y son esenciales para el desarrollo en la forma sanguinea y prociclica del parasito,
respectivamente (Gunzl et al., 2008; Palenchar y Bellofatto, 2006). Los promotores de estos
genes han sido muy estudiados. Las regiones promotoras de los genes de prociclinas son
muy parecidas a las de los genes del rRNA, pues también estan formadas por cuatro
dominios. En contraste, los promotores de los genes de VSG consisten de so6lo dos

elementos que se extienden hasta la posicion -67 (Campbell et al., 2003).

En lo que respecta a promotores de genes que codifican proteinas se sabe muy poco.
Estudios de run-on nuclear llevados a cabo con fragmentos de DNA de cadena sencilla de
practicamente todo el cromosoma 1 de L. major indicaron que la transcripcion de todo el
cromosoma inicia de manera bidireccional Unicamente en la region intergénica que separa
las dos unidades policistrénicas (entre los genes 29 y 30) (Martinez-Calvillo et al, 2003). En
una regién de aproximadamente 100 pb fueron identificados varios sitios de inicio de la
transcripcion para ambas unidades policistronicas. Estudios similares llevados a cabo en el
cromosoma 3 de L. major confirmaron que la transcripcion inicia Unicamente rio arriba del

primer gen de una unidad policistrénica (Martinez-Calvillo et al., 2004). Las regiones de
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inicio en los cromosomas 1 y 3 de L. major no presentan ninguna secuencia comuan, y
carecen de dominios tipicos de Pol Il, como cajas TATA. Esto sugiere que Pol Il en

Leishmania no requiere reconocer secuencias conservadas para poder iniciar la

transcripcion.
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ANTECEDENTES

1.1 Promotores de Pol lll en Tripanosomatidos

En tripanosomatidos, la mayoria de los snRNAs son sintetizados por Pol Ill, ademas de los
tRNA, el rRNA 5S y el RNA 7SL. En T. brucei y Leptomonas ya han sido caracterizados los
promotores de algunos snRNAs y del RNA 7SL. Estos genes tienen un gen de tRNA
contiguo, hacia su extremo 5 y localizado en la cadena opuesta de DNA.
Sorprendentemente, las cajas A y B del tRNA vecino son esenciales para la expresiéon del
snRNA y del 7SL RNA. En la mayoria de los casos, se requieren también elementos
regulatorios intragénicos del snRNA y del 7SL RNA para lograr un nivel de expresién 6ptimo.
Aunque no es muy claro como las cajas A y B del tRNA promueven la expresion del snRNA,
se ha propuesto un modelo de “loop de DNA” en el que los sitios de inicio de la transcripcién
de los genes de snRNA y del tRNA son aproximados de manera tal que el factor TFIIIB

facilita la llegada de Pol 1l en ambos sitios.

1.2 Subunidades de Pol Ill en L. major

Un estudio in silico en L. major sugirid6 que los genes de 11 subunidades de Pol Ill estan
presentes en L. major (en levadura Pol Ill tiene 17 subunidades) (Kelly et al., 2005).
Posteriormente, la caracterizacion bioquimica de complejos de Pol Il en L. major, mediante
el método de purificacion por afinidad en tandem (TAP-tag), confirmé la presencia de 12
subunidades de Pol Il en este organismo. En los complejos purificados se identificaron 12
subunidades de Pol Ill: C160, C128, C82, C53, C37, C34, C17, AC40, AC19, ABC27, ABC23
y ABC14.5 (Martinez-Calvillo et al., 2007).

1.3 Funcién de C128 y la importancia de su estudio en L. major

De las subunidades de Pol lll, C128 es la segunda subunidad mas grande. Existe evidencia

experimental que indica que C128 y C160 (la subunidad mayor) contienen en conjunto el



centro catalitico para polimerizar RNA, y que estan involucradas en inicio, elongacion y
término de la transcripcion; de esta manera Pol Il es esencial para el crecimiento celular del
parasito (Archambault y Friesen, 1993). Dado el papel esencial de C128 en la transcripcion
de Pol Ill, la caracterizacién del gen de dicha subunidad en Leishmania resulta necesaria
para tener un mejor entendimiento de los procesos de expresion génica en los protozoarios
parasitos de la familia Trypanosomatidae. Este estudio ampliard los conocimientos de la

transcripcion en este importante organismo patégeno.



OBJETIVOS

1. Objetivo General

Caracterizar molecularmente el gen de la segunda subunidad mayor (C128) de la RNA

Polimerasa Il del parasito Leishmania major.

2. Objetivos Particulares

Buscar probables regiones conservadas en C128 de L. major comparando su secuencia

nucleotidica y de aminoacidos con secuencias de C128 de otros organismos eucariontes.

Aislar y secuenciar clonas de cDNA para determinar los sitios de procesamiento del mRNA
de C128.

Examinar el tamafio y la abundancia de los transcritos de C128 en cultivos de promastigotes

de L. major y L. mexicana en fase media de crecimiento logaritmico y en fase estacionaria.

Confirmar que C128 es un gen de copia Unica en el genoma de L. major y determinar su

namero de copias en L. mexicana.



MATERIALES Y METODOS

1. Cultivo de promastigotes de Leishmania major

Promastigotes de L. major MHOM/IL/81/Friedlin (LmjF) fueron crecidos a 25°C en medio
liquido BM (Infusion de cerebro-corazon 0.25 X, medio M199 0.5X, Hepes 4 mM, Hemina
0.01 mg/ml, Biotina 0.02 %, Biopterina 1.25 ug/ml, Penicilina (100 U/ml)/estreptomicina (1
mg/ml), suplementado con suero bovino fetal al 0.1%, hasta alcanzar la fase media de

crecimiento logaritmico.

2. Alineamientos y comparaciones de secuencias

Las secuencias de C128 de L. major y de otros organismos (T. cruzi, T. brucei, P. falciparum,
E. histolotica, S. cerevisiae, H. sapiens, G. lamblia) fueron obtenidas de bases de datos como
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) y GeneDB (http://www.genedb.org). Los mudltiples
alineamientos de las secuencias nucleotidicas y de aminoacidos se llevaron a cabo usando
el programa CLUSTALW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw). Este programa se basa en la
identificacion de regiones conservadas en las secuencias. Los resultados obtenidos se
procesaron y analizaron en programas del paquete de Microsoft Office.

3. Aislamiento de acidos nucleicos

3.1 Extraccion de RNA total

Se centrifugaron 36.5 X 10’ células de promastigotes de Leishmania a 2884 x g (centrifuga
con refrigerador mod. Z383K, en el rotor 220.78 VO2, Hermle) durante 10 minutos a 4°C
(temperatura de todas las centrifugaciones). Posteriormente las células fueron lisadas
adicionando 750 pul de reactivo comercial TRIZOL-LS (Invitrogen) pipeteando repetidamente.
Las muestras homogenizadas se incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Después se adicionaron 1.46 ml de cloroformo y se agit6 vigorosamente. La mezcla se



incubd a temperatura ambiente durante 10 minutos para después centrifugarse a 16612 x g
durante 15 minutos. Posterior a esta separacion (fase acuosa e interfase) el RNA se precipitd
con 3.6 ml de alcohol isopropilico para incubarse durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Este precipitado se centrifugd a 16612 x g, durante 10 minutos y se procedio al
lavado del RNA con etanol al 75% (diluido con agua tratada con dietil pirocarbonato -DEPC-
al 0.01%, Invitrogen). Por ultimo, el precipitado final se resuspendié en 300 pul de agua libre

de RNAsas y se mantuvo a -70°C.

Para determinar la concentracion del RNA, se cuantific6 en un espectrofotémetro (Life
Science Analyser-DNA, Genova) a 260 nm (1 D.O. a 260 nm = 40 pg/ml).

Para eliminar DNA contaminante a las muestras de RNA, se transfirieron 5 ug de RNA total
en un tubo eppendorf de 0.6 ml. Se adicionaron 4 ul de buffer 10X de DNasa |, 3 ul de DNasa
| (3 Unidades, Invitrogen) y se llevd a un volumen final de 40 uL con agua (tratada con
DEPC). Todo se mezcld y se incub6 a temperatura ambiente por 15 minutos. Para inactivar a
la DNasa |, se adicionaron 2 ul de EDTA 25 mM calentando a 65°C por 10 minutos.
Finalmente se precipitd el RNA con 0.1 volimenes de acetato de sodio 3M, pH 5.0y 2.5
volumenes de etanol absoluto, durante toda la noche a -20°C. Al otro dia se centrifugd a
19496 x g durante 15 minutos; la pastilla se lavé con 400ul de etanol al 75% y se volvié a
centrifugar como el paso anterior. El botén obtenido (RNA total) se resuspendi6é en 5 uL de

agua tratada con DEPC.

3.2 Aislamiento de DNA gendmico

Se centrifugaron 3 X 10® células de promastigotes de Leishmania a 2884 x g durante 10
minutos a 4°C (temperatura de todas las centrifugaciones), posteriormente la pastilla se
resuspendié en una solucion de lisis que contiene SSC 0.5 X (NaCl 3 My citrato de sodio 0.6
M), TNE-Tris (Tris 40 mM, pH 7.6, EDTA 1 mM, pH 8.0 y NaCl 15 M) Sarcosyl 0.5% y 100 pg
de proteinasa K. La reaccion se mantuvo durante 2 horas a 55°C, posteriormente se
adicionaron 0.5 volimenes de fenol y 0.5 volimenes de alcohol isoamilico para

posteriormente centrifugarse a 1846 x g durante 8 minutos. La fase acuosa se transfirié a



otro tubo falcon de 50 ml, luego se extrajo el DNA con 1 volumen de cloroformo y se agit6
vigorosamente en vortex y se centrifugé a 1846 x g durante 8 minutos. Posteriormente se
transfirié la fase acuosa a un tubo nuevo y se precipitd con 0.1 volumenes de acetato de
sodio 3 M y 2.5 volimenes de etanol absoluto a -20°C toda la noche. Al otro dia el
precipitado se centrifugd a 4153 x g por 15 minutos y se lavo la pastilla con etanol al 70%,
para finalmente resuspender el DNA en 400 pl de TE (Tris-HCI 10 mM, pH 7.6 y EDTA 0.2
mM, pH 8.0). La concentracion del DNA fue estimada en un espectrofotometro a 260nm (1
D.O. a 260 nm =50 pg/ml).

4. Ensayos de RT-PCR

4.1 Sintesis de cDNA

Para sintetizar el cDNA se mezcl6 en un tubo eppendorf de 1.5 pl lo siguiente: 5 ung de RNA
total (tratado con DNasa |, ver seccion 3.1), 1 ul de Transcriptasa reversa SuperScript Il
(200 Ulul, Invitrogen), 1 ul de dNTPs 10 mM, 2 ul de buffer 5X First-Strand, 1 ul de DTT 0.1
M, 1 pl de inhibidor de RNasas (RNAsin, Invitrogen), 10 ul de agua DEPC y 1 ul de primer
especifico 100 mM. Para localizar el sitio aceptor del miniexdn se usé el oligonucleoétido
C128-ME1 (5" -GATGCGAATGTTCTGGTAACG- 3') y para la region de poliadenilacion se
uso el oligonucledtido Nested(dT) (5°-
CCTCTGAAGGTTCACGGATCCACATCTAGATTTTTTTTTTTTTTTTTTVN- 3°). Se mezclo y
se incubd durante 45 minutos a 50°C. La reaccion se inactivo calentando a 70°C durante 15

minutos.

4.2 Reaccion en cadena de la Polimerasa para mapear los sitios de procesamiento

Con el cDNA obtenido para cada region (miniexén y poliadenilacion) se realizaron PCRs con
oligos especificos. En este sentido, la mezcla de la reaccién contenia 2.5 ul de cDNA, 1 ul de
dNTPs 10 mM, 3 ul de MgCl, 50 mM, 5 ul de buffer 10X, 2.5 ul de REDTaqg DNA Polimerasa
(1 U/ul, SIGMA), 33.7 ul de agua bidestilada estéril y 1 ul del oligo Miniexon, cuya secuencia



es 5" -AACGCTATATAAGTATCAGTT- 3" y 1 ul del oligo C128-ME2 del cual la secuencia es
5-TTAGCAGAATTCGCTGAAGCT- 3" (ambos de concentracion 10mM). El programa de
temperaturas fue de 94°C durante 3 minutos para el primer ciclo; 94°, 54°, y 72°C durante 1
minuto para el segundo ciclo de 33 repeticiones y finalmente a 72°C durante 1 minuto en el
termociclador (Palm-Cycler, Corbett Research). Para poliadenilacion se realizaron dos
reacciones de PCR (reacciones subsecuentes y dependientes una de la otra, pues del primer
PCR se obtuvo un segmento que a su vez fue sometido al segundo PCR). Inicialmente,
usamos el oligo C128-PA3 (5" -GATGCTCACTCGCCAGCCAAC- 3’) con el oligo B1 (5 -
CCTCTGAAGGTTCACGAT- 3'). El programa de temperaturas para este primer PCR fue de
94°C durante 3 minutos para el primer ciclo, 94°, 52° y 72°C durante 1 minutos para el
segundo ciclo de 33 repeticiones y finalmente a 72°C durante 1 minuto. En el segundo PCR
se usaron los oligos C128-PAl (5" -ACTTCTCATCAGCTCCGACAT- 3") con el oligo B2 (5™ -
CACGGATCCACATCTAGAT- 37). EIl programa de temperaturas fue de 94°C durante 3
minutos para el primer ciclo, 94°, 50°, y 72°C durante 1 minuto para el segundo ciclo de 33
repeticiones y finalmente a 72°C durante 1 minuto. Para obtener mas bandas de distintos
tamanos, se realizo otra reaccion de PCR con oligonucleotidos diferentes. En el primer PCR
se usoO el oligo C128-PA3 (5" -GATGCTCACTCGCCAGCCAAC- 3) con el oligo Bl. El
programa de temperaturas fue de 94°C durante 3 minutos para el primer ciclo, 94°, 50°, y
72°C durante 1 minuto para el segundo ciclo de 33 repeticiones y finalmente a 72°C durante
1 minuto. En la segunda reaccion se wusaron los oligos C128-PA4 (5 -
ATGGAGCGCGACTGCATGGTT- 37) con el oligo B2, el programa de temperaturas fue de
94°C durante 3 minutos para el primer ciclo, 94°, 52° y 72°C durante 1 minuto para el

segundo ciclo de 33 repeticiones y finalmente a 72°C durante 1 minuto en el termociclador.

4.3 Electroforesis de DNA en gel de agarosa

Para realizar electroforesis de DNA, se prepararon geles de agarosa al 1% (Agarosa D-1
LOE EEO, Pronadiasa) en TBE al 1X (Tris base 89 mM, acido borico 89 mM y EDTA 2 mM),
con bromuro de etidio 0.1 pg/ml. El buffer de corrida también consisti6 en TBE al 1X.
Después de gelificar, se corrieron las muestras de DNA, a las cuales se les adiciono el buffer

de muestra (Gel-loading Buffer Il 1x, compuesto por azul de bromofenol 0.25%, xileno cyanol



FF 0.25% y Glicerol 30%). El marcador usado fue de 1 kb (1 kb DNA Ladder, de linvitrogen).
Las corridas se realizaron en una camara de electroforesis (Gel XL Ultra V-2, Labnet) a 80

volts, hasta que el azul de bromofenol migré tres cuartas partes del gel.

5. Recuperacion de DNA de geles de agarosa

5.1 Protocolo para purificar DNA en gel de agarosa usando el kit QIAEX 1l (QIAGEN).

Con una navaja se cort6 el fragmento del gel que contenia la banda de DNA de interés y se
colocd en un tubo eppendorf de 1.5 ml. Posteriormente se adicionaron 3 volumenes de buffer
QX1 (remueve agarosa y sales). ElI QIAEX Il (particulas de silica-gel que extraen el DNA) se
resuspendio con el agitador eléctrico (Vortex Genie 2, Diagger) y se adicionaron 10 ul a la
muestra, calentando a 50°C durante 10 minutos para disolver la agarosa. La muestra se
centrifugdé a 15615.6 x g durante 30 segundos en una microcentrifuga (Microcentrifuga 18R,
rotor modelo F241.5P, Beckman Coulter) para luego descartar el sobrenadante. La pastilla se
resuspendio en 500 ul buffer QX1 y se centrifugd nuevamente para lavar dos veces con 500
ul de buffer PE (se usa para remover sales contaminantes). La pastilla se dejo secar y

finalmente el DNA se eluyo dos veces con Tris-Cl 10mM, pH 8.5.

6. Ligaciones

Una fraccion de los productos de DNA purificado fueron ligados en el vector pGEM-T Easy
(de Promega); el mapa del vector y sitios de reconocimiento se muestran en la figura 10.
Este vector ha sido utilizado para la clonacion directa de productos de PCR y posterior
secuenciacion; tiene una doble seleccidn de las bacterias transformadas (por la ampicilina y
por la incorporacion del gen de la B-galactosidasa), lo que permite la seleccion positiva de las
células transformadas. La reaccidon de ligacion incluyé de 2 a 3 pl de inserto (producto de
PCR), 50 ng de vector pGEM-T Easy, 1 ul de ligasa DNA T4 (3 U/ul, Promega) y 5 ul de

buffer Rapid Ligation, en un volumen de 10 pl ajustando con agua desionizada. Se mezclo



muy bien pipeteando lentamente. Las reacciones se llevaron acabo a 4°C durante toda la

noche.
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Figura 10. Mapa del vector pGEM-T Easy. El vector tiene un tamafio de 3015 pb y el antibidtico
de seleccion la ampicilina. También se indica el sitio de ligaciéon del fragmento (T) y con flechas,
los sitios de corte de la enzima EcoR .

7. Preparacion y transformacion de células competentes de la cepa JM109 de E. coli.

La cepa bacteriana E. coli JM109 de alta eficiencia (>107cfu/mg de DNA, Promega) fue
descongelada de -70°C y se transfirieron 50 uyl de células a un tubo Falcon de 15 ml con 2 pl
de la reaccion de ligacién. Posteriormente se dio un choque térmico durante 45 segundos en
un bafio de agua a 42°C, inmediatamente los tubos se mantuvieron en hielo (no mas de 2
minutos). Se adicionaron 950 pul de medio SOC (triptona 2%, extracto de levadura 0.5%, NaCl
1%, KCI 2.4 mM, Mg? 1% y Glucosa 2%) y se mantuvo durante una hora y media a 37°C en
agitacion constante en una incubadora (MaxQ5000, Barnstead Lab-line). De las células
crecidas, 1.5 ml fueron centrifugados a 13305 x g por 30 segundos. La pastilla fue
resuspendida en 100 ul y sembrada en placas de medio LB (Peptona de caseina 1%,
extracto de levadura 0.5% y NaCl 0.5%, ajustando a pH 7.5) con ampicilina (0.01%), IPTG
(100mM) y X-Gal (50 mg/ml) usando un asa triangular. Las células se dejaron crecer toda la
noche a 37°C.



8. Purificacion de plasmidos en pequefia escala

8.1 Protocolo QlAprep spin miniprep (de QIAGEN) para purificar DNA de plasmido de E. coli
en medio LB

Se seleccionaron las colonias bacterianas transformadas que incorporaron el vector y se
inocularon en medio LB con ampicilina, dejando los cultivos toda la noche a 37°C en
agitacion constante. Al siguiente dia se transfirieron 1.5ml del cultivo en un tubo eppendorf de
1.5 mly se centrifugd a 15615.6 x g durante 30 segundos. Posteriormente, se resuspendio el
boton celular en 250 ul de buffer P1, con el fin de lisar las células. Después se adicionaron
250 ul de buffer P2 (buffer de disolucion) y se mezcl6 invirtiendo los tubos. Posterior a la
reaccion de lisis, se adicionaron 350 ul de buffer N3 (buffer de neutralizacion) y se mezclo
invirtiendo y se centrifugd por 10 minutos a 15615.6 x g. El sobrenadante se decant6 en las
columnas de centrifugacion QIAprep y nuevamente se centrifugd, descartando el
sobrenadante. Se realizé un primer lavado con 0.5 ml de buffer PB (remueve eficientemente
endonucleasas) y después un segundo lavado con 0.75 ml de buffer PE (para remover sales)
centrifugando a maxima velocidad por 30 segundos. Las columnas fueron transferidas a un
tubo eppendorf nuevo de 1.5 ml y se eluyé el DNA adicionando 50 pul de buffer EB (10 mM
Tris-Cl, pH 8.5) y finalmente se centrifugd durante un minuto. Las preparaciones de plasmido

se almacenaron a -20°C.

8.2 Digestion de plasmidos

Para verificar la calidad de los minipreps purificados, se realizaron digestiones con la enzima
EcoR I (Invitrogen). La reaccion incluyé 5 ul de DNA plasmidico, 2ul de buffer React 3 (10X),
1 pl de la enzima EcoR | (10 U/ul) llevdndose a un volumen final de 10 pl con agua
desionizada, se mezclo lentamente y se incubo a 37°C durante 5 horas (los sitios de corte se
sefialan en la figura 10). Finalmente se corrié un gel de agarosa al 1% (ver condiciones en la
seccion 4.3) para visualizar las bandas de DNA en el transiluminador de luz ultravioleta (TFX-
35, Life Technologies).



9. Experimento tipo Southern

9.1 Sintesis y radiomarcaje de la sonda para los experimentos tipo Southern

9.2 PCR para la sintesis de la sonda radiactiva

Se aislé gDNA de Leishmania bajo las mismas condiciones que se indican en la seccién 3.2.
Se realiz6 una alicuota de gDNA de concentracion final 100 ng en 150 ul de TE. En un tubo
de PCR, el DNA se mezclé con 1 ul de dNTPs 10 mM, 3 ul de MgCl, 50 mM, 5 ul de buffer
10X, 2.5 ul de REDTaq DNA Polimerasa (1 U/ul, SIGMA), 1 ul del cada oligo usado para
amplificar una region especifica de la secuencia del gen de C128. En este sentido la
secuencia de los oligos fue C128-1-5’ (5" -AACAAGCGATTCGAGACAACCG- 3) y C128-2-3’
(5" -ATTCGATTCGTTCACGTCCACG- 3"). El programa de temperaturas en el termociclador
fue de 94°C durante 3 minutos para el primer ciclo, 94°C, 58°C, y 72°C durante 1 minuto para

el segundo ciclo de 30 repeticiones y finalmente a 72°C durante 1 minuto.

9.3 Desalacion de DNA en soluciones acuosas

9.3.1 Protocolo para desalar y concentrar fragmentos de DNA en soluciones acuosas
usando el kit QIAEX Il (de QIAGEN).

En un tubo eppendorf de 1.5 ml se transfirieron 30 ul del producto amplificado por PCR y se
adicionaron 3 volumenes de buffer QX1. Posteriormente se agregaron 10 pul de QIAEX Il
previamente resuspendido, incubando durante 10 minutos y mezclando vigorosamente por
vortex cada 2 minutos. La muestra se centrifugé a 15615.6 x g para después descartar el
sobrenadante y adicionar 500 ul de buffer PE, este paso se realiz6 dos veces. Nuevamente
se descarto el sobrenadante y se dejo secar la pastilla para posteriormente eludir dos veces
el DNA adicionando 20 pul de Tris-Cl 10mM, pH 8.5 y resuspendiendo vigorosamente. La
mezcla se centrifugé a maxima velocidad por 30 segundos y el sobrenadante se transfirio a
un nuevo tubo eppendorf de 1.5 ml. Para visualizar la calidad de la desalacion se corrié una

fraccion del DNA en un gel de agarosa al 1% y se obtuvo la imagen en el fotodocumentador.



9.4 Marcaje radioactivo de DNA

Se adicionaron 25 ng de DNA (miniprep correspondiente a un fragmento de C128) en un tubo
eppendorf de 1.5 ml, llevando la mezcla a un volumen final de 11 pl con agua desionizada.
Se desnaturalizd el DNA, calentando a punto de ebullicion por 10 minutos y colocando
inmediatamente en hielo. Después se adicionaron 4ul de High Prime (Roche) y 5 ul de dCTP
(a-*?P), procurando mezclar y centrifugar la muestra brevemente en una microcentrifuga. La
mezcla se incubd por 10 minutos a 37°C; para detener la reaccion se adicionaron 2 ul de
EDTA 0.2M, pH 8.0.

9.5 Cromatografia con columnas de sefadex G-50

Para remover la radioactividad no incorporada al DNA, se ajustd la mezcla en un volumen de
30 pl con buffer STE 150 mM, pH 8.0 (NaCl 150mM diluido en 50 ml de TE). Para preparar
las micro-columnas ProbeQuant G-50 (ProbeQuant G-50, GE Healthcare), se desprendio el
broche inferior de la columna y se colocé en un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml. Se
centrifugo la columna durante 1 minuto a 735 x g. Posteriormente se transfirieron los 30 pl
de sonda radiactiva y nuevamente se centrifugaron las columnas a 735 x g durante 2 minutos
para colectar la muestra en el fondo del tubo. El tubo con la sonda se almacen6 a -20° C y se
cuantificd 1 pl de la sonda en un contador de centelleo (Wallac 1450 MicroBeta, Perkin

Elmer).

9.6 Transferencia por capilaridad de DNA a los filtros

En principio, 5 ug de DNA genomico de L. major fue digerido con seis enzimas de restriccion
diferentes: Apa I, Eco RV, Hind lll, Nco |, Sac |y Spe |I. Los fragmentos obtenidos fueron
fraccionados por electroforesis en un gel de agarosa al 0.8% con bromuro de etidio (0.1
png/ml) junto con el marcador de peso molecular (marcador 1 kb de Invitrogen) en TBE 1x. Al
término de la corrida se fotografié el gel con una regla fosforescente para verificar que la

corrida y las digestiones fueran de calidad. Para iniciar la transferencia del DNA fue



necesario enjuagar el gel dos veces con agua desionizada, agitando suavemente. Después
se trato el gel con tres soluciones: 10 minutos en una solucion despurinizante (HCI 10%),
luego 50 minutos en una solucion desnaturalizadora (NaCl 1.5 M y NaOH 0.5 M). Al término
de esta se enjuag6 dos veces con agua desionizada. Finalmente el gel se sumergié en una
neutralizante (NaCl 1.5 M y Tris Base 0.5 M, pH 7.0) durante 30 minutos. Todas las
inmersiones se realizaron con agitacion constante y a temperatura ambiente. En un
recipiente de cristal se coloc6 un cristal forrado con dos capas de papel filtro whatman. Se
adiciono solucién de transferencia (SSC 10 X) para humedecer el papel y colocar sobre este
el gel de manera invertida. En la parte superior del gel se colocé una membrana de Hybond—
XL (Amersham Hybond-XL, GE Healthcare), procurando cubrir con parafiim el papel
whatman que no queda en contacto con el gel. Encima de la membrana se colocaron dos
capas de papel whatman, sobre éstas una cama de varios folios de papel secante, otro cristal
y el peso. La transferencia de DNA se realiz6 por capilaridad durante 24 hrs en solucion de
transferencia SSC 10 X. Después se desmonto la cama y el DNA se fijo con radiacion UV
mediante el Stratalinker (Stratalinker mod. 1800, STRATAGENE). Para verificar la calidad
de la transferencia se sometié el gel en un bafio de bromuro de etidio (de concentracién 0.5

ug/ml) durante 5 minutos y se fotografio en el analizador de imagenes.

9.7 Prehibridacion e hibridacion

La membrana se colocd en una botella del horno de hibridacién de 16 cm de largo (Hybaid
Sake’n’stack, Thermo Electron). Posteriormente se realizo la prehibridacion transfiriendo 20
ml de solucion de hibridacion (Formamida 50%, SSC 5 X, SDS 0.2% y solucion Denharts 4 X;
esta ultima consiste de Ficoll 400 0.08%, PVP-40 0.08% y albumina sérica bovina 0.08%) en
la botella durante 2 horas a 42°C en el horno de hibridacién. Después se eliminaron 5 ml de
la solucion de la hibridacion y a ésta se adicion6 la sonda radioactiva previamente
desnaturalizada (se colocaron 5x10° cpm de la sonda, llevando a un volumen final de 100 pl
con TE, se cerr6 el tubo y se colocd en agua a punto de ebullicion durante 10 minutos.
Después se colocd inmediatamente en hielo por un par de minutos y se centrifugo

brevemente). Se dejo hibridar por 12 a 24 horas a 42°C.



9.8 Lavado de filtros radioactivos

Los filtros se lavaron por 3 minutos a temperatura ambiente en SSC 2X y SDS 0.1%.
Después se repitié este lavado durante 30 minutos a 65°C. Dos ultimos lavados se realizaron
con SSC 0.1 Xy SDS 0.1% a 65°C por 30 minutos. Finalmente se seco la membrana sobre

papel filtro whatman y se envolvié en plastico adherente transparente.

Para obtener la autorradiografia, los filtros fueron expuestos en una placa de rayos X
(BioMax MS, Kodak) durante 24 horas. Posteriormente se retiraron los filtros, las placas se
revelaron en 500 ml de liquido revelador (GBX, Kodak), se enjuagaron con agua y se fijaron
en 500 ml de liquido fijador (GBX, Kodak). Estos métodos se realizaron en el cuarto oscuro y

las placas se almacenaron a -20°C.

10. Experimento tipo Northern.

Inicialmente se extrajo RNA total de L. major y L. mexicana (en fase de crecimiento media
logaritmica y estacionaria) con las mismas condiciones que se indican en el apartado 3.1.1.
Después se precipitaron 12 ug de RNA (con acetato de sodio y etanol) y se resuspendi6 en 2

ul de agua tratada con DEPC.

10.1 Electroforesis de RNA en gel desnaturalizante

Inicialmente 12 ug de RNA fueron precipitados (con acetato 0.1 volumenes de acetato de
sodio y 2.5 vol. de etanol absoluto) y resuspendidos en 2 pl de agua tratada con DEPC. Para
preparar el gel desnaturalizante de agarosa al 1%, fueron disueltos agarosa de rutina
(SIGMA), Buffer Mops/EDTA 10 X pH 7.0 (Mops 0.5 M, EDTA 0.01 M), formaldehido al 37%
y agua tratada con DEPC. En cuanto al RNA, se le adicion6 buffer A (buffer Mops/EDTA 10X
pH 7.0 y tratada con DEPC), Formaldehido/Formamida (Formaldehido al 37%, 12.3 M y
Formamida desionizada) y Gel Loading Buffer (GLB). El marcador de corrida fue de 10 kb

(RNA Ladder 10 kb, de Invitrogen). La corrida se realiz6 a 80 volts, hasta que el azul de



bromofenol migro tres cuartas partes del gel. Finalmente, el gel se sumergié en una solucion
de 300 ml de Bromuro de etidio (de SIGMA) con una concentracion de 0.5 ug/ml por 5

minutos y se fotografié en un analizador de imagenes (FLA-5000, de FUJIFILM).

10.2 Transferencia por capilaridad de RNA a los filtros

El RNA fue fraccionado por electroforesis en un gel desnaturalizante de agarosa al 1.2%. En
cuanto a las condiciones de la corrida, se usé agarosa de rutina (de SIGMA), Buffer
Mops/EDTA 10 X, pH 7.0, formaldehido al 37% y agua tratada con DEPC. Al RNA se le
adicionaron 4 ul de buffer A (buffer MOPS/EDTA 4.2 X pH 7.0, Formaldehido
10%/Formamida 73%, y 11.6 ul de Gel Loading Buffer (2 ul de formaldehido 37%, 5 pl de
formamida y 7 pl de colorantes; para preparar los colorantes se agregaron 400mg de
sacarosa, 5 mg de xilen-cianol y 5 mg de azul de bromofenol en 322 ul buffer A). El
marcador usado fue de 10 kb y la corrida se realiz6 a 80 volts en una camara de
electroforesis para RNA (EC250-90, Thermo). Al término de la corrida se separaron los
marcadores de RNA para después tefiir en bromuro de etidio y fotografiar junto con una regla
fosforescente. El resto del gel se tratdé en solucion SSC 10X (Cloruro de sodio y citrato de
sodio, pH 7.0) y agua bidestilada estéril. Posteriormente, se monto6 la cama de transferencia
consistente en papel filtro Whatman, la membrana de Hybond, el gel y varios folios de papel
secante. La transferencia de RNA (por capilaridad) se realiz6 por 24 hrs en solucion de
transferencia SSC 10 X. Después se desmonto la cama y los filtros fueron secados a
temperatura ambiente. EI RNA se fij6 conradiacion UV mediante el Stratalinker. Para verificar
la calidad de la transferencia de sometid el gel en un bafio de Bromuro de etidio (de
concentracion 0.5 pug/ml) por 5 minutos y se fotografi6 en el analizador de imagenes. La
hibridacion y lavado de filtros se realizO como se indica en los apartados 9.7 y 9.8.
Finalmente se obtuvo la autorradiografia mediante la exposicion en placas de rayos X.



RESULTADOS

1. Comparaciones de las secuencias de C128 en diferentes especies

El gen de la subunidad C128 de Pol Ill en L. major esta localizado en el cromosoma 20,
siendo su nombre oficial LmjF20.0010. EI gen tiene un tamafio de 3399 pb, lo que predice
una proteina de 1132 aminoacidos (aa) y 126.8 kDa (Fig. 11). Ha sido ya reportada la
presencia de regiones conservadas en la secuencia de aa de la subunidad C128 de Pol IlI
entre diferentes especies. Con el objeto de determinar si en la subunidad C128 de L. major y
en otros tripanosomatidos también se presentan las regiones conservadas, se llevaron a
cabo alineamientos con el programa CLUSTAL W. Para ello se realizaron busquedas, en
diferentes bases de datos, de la secuencia de aa de C128 de T. cruzi, T. brucei, P.
falciparum, E. histolotica, S. cerevisiae, H. sapiens, G. lamblia y L. major. El tamafio de la
proteina es similar en la mayoria de las especies (entre 1119 y 1149 aa); siendo mayor en

Giardia lamblia (1238 aa) y en P. falciparum (1450 aa).

1 MWTGAHAVED FGDEYQRKKL EMLPALMGVR G LNHHI ASF DHLI EVELQR | LLNESNVEI
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Figura 11. Secuencia de aminoacidos de la subunidad C128 de Pol Ill de L. major. Las nueve
regiones conservadas (A-l) se resaltan en recuadros y con negritas.



Todas estas secuencias fueron comparadas con la de L. major, encontrandose las nueve
regiones conservadas (A-l) previamente reportadas (Hu et al, 2002). Diversos estudios han
demostrado que las nueve regiones conservadas en Pol Ill cumplen funciones importantes
para la polimerasa (Sepehri y Hernandez,1997; Cramer et al, 2001). En la Fig. 11 se
muestran las 9 regiones conservadas en la secuencia de aa de C160 de L. major, mientras
gue en la Fig. 12 se muestra el alineamiento de todas las secuencias. La regién conservada
mas grande corresponde a la region |, la cual esta conformada por 92 pb, seguida de la
region H con 78 pb. Las regiones B y C son las més cortas, pues tienen un tamafio de solo

17 pb. El resto de las regiones varian entre 19 y 36 pb.

Obtenidas las comparaciones de las secuencias, se determind el porcentaje de identidad
entre las regiones conservadas de L. major y los otros organismos (Tabla 1). Las especies
gue conservan mayor identidad con L. major corresponden a T. cruzi y T. brucei (88 y 87%
en promedio, respectivamente). Esta similitud esta asociada a la cercana relacion evolutiva
entre estas especies. Por otro lado encontramos que la especie con menor similitud es G.
lamblia (54% de identidad). Esta similitud es incluso menor a la que presentan H. sapiens y
S. cerevisiae con L. major (67 y 64% de identidad, respectivamente). En cuanto a los
dominios, en promedio el mas conservado es el E (84% de identidad) y el menos conservado
es el dominio G (43% de identidad).

Tabla 1. Porcentajes de identidad en la secuencia de aminoacidos de las regiones
conservadas de C128 entre L. major y otros organismos eucariontes. La Ultima columna y la
ultima fila presentan los promedios de identidad para cada organismo y para cada region,
respectivamente. Los nimeros sombreados corresponden a los de mayor y menor identidad.

A B C D E F G H I
T. cruzi 78% | 100% | 88 % 93 % 94 % 94 % 67 % 84 % 93 % 88%
T. brucei 75% | 100% | 88 % 96 % 94 % 94 % 61 % 87 % 90 % 87%
S. cerevisiae 60% | 76 % 41 % 68 % 78 % 77 % 32% 66 % 76 % 64%
H. sapiens 56% | 82% 56 % 78 % 84 % 77 % 35% 67 % 2% 67%
P. falciparum 48% | 70% 41 % 78 % 78 % 2% 41 % 73 % 66 % 63%
E. histolytica 48% | 76 % 52 % 84 % 84 % 77 % 42 % 70 % 70 % 67%
G. lamblia 37% | 58 % 35 % 56 % 78 % 61 % 25% 66 % 67 % 54%
57% 80% 57% 79% 84% 79% 43% 73% 76%




Figura 12. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de C128 entre diferentes
organismos. Las secuencias corresponden a T. cruzi (Tc), T. brucei (Tb), P. falciparum (Pf), E.
histolytica (Eh), S. cerevisiae (Sc), H. sapiens (Hs), G. lamblia (Gl) y L. major (Lm). Los recuadros
corresponden a las nueve regiones conservadas (A-1). (*) indica que los aminoacidos son idénticos
en todas la secuencias. () indica que se han observado sustituciones conservadas. (.) significa que

se han observado sustituciones semiconservadas.
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Las secuencias nucleotidicas de C128 en los tres Tripanosomatidos (T. brucei, T. cruzi y L.
major) y humano fueron alineadas para determinar su grado de conservacion. La identidad
entre L. major y T. brucei es del 68%, mientras que entre L. major y T. cruzi es del 70%. Por
otra parte, el porcentaje de identidad entre L. major y H. sapiens es 54% (Fig. 13). Entre los
tripanosomatidos, la similitud en la secuencia se presenta a lo largo de todo el gen, pero es
mayor en las regiones conservadas A-H. En la Fig. 13 se muestra el alineamiento de sélo
una parte de los genes, en la que estan contenidas las regiones conservadas A, B, Cy D. El

resto del gen presenta una conservacion similar (datos no mostrados).

2. Caracterizacion de los sitios de procesamiento del mMRNA de C128

2.1 Extraccion del RNA total y cuantificacion

Con el objeto de identificar el sitio aceptor del miniexén y la region de poliadenilacion de
C128 se realizaron ensayos de RT-PCR. Como paso inicial, se extrajo RNA total de
promastigotes de L. major. El andlisis de 3ug del RNA aislado en un gel desnaturalizante de
agarosa (Fig. 14) indicé que el RNA era de buena calidad, lo cual permitié continuar con los
ensayos de RT-PCR.

Figura 14. Perfil electroforético del RNA total de
L. major. Se corrieron 3ug de RNA total en un gel
desnaturalizante de agarosa al 1% (carril 2). Se
indican las moléculas grandes de rRNA. El carril 1
corresponde al marcador de peso molecular
(escalera de RNA de 10 kb).
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Figura 13. Alineamiento de la secuencia nucleotidica de C128 entre L. major y otras
especies. La secuencia nucleotidica de una parte del gen de C128 de L. major, T. brucei, T.
cruzi, y H. sapiens se alineé en CLUSTAL W. Las regiones conservadas A-D se presentan

sombreadas en la secuencia de L. major.
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.............................. ATGACCCCTAGGGCCC- - - GTGGT TGCGATGAGGGT TACGCCACGCGT AAGT TGGECGT TGCTTCCAGCCCTTATTAATATGAAGGGACTG 87
.............................. ATGCCTTTGCOCCACT CAAGGCAGT GACGAT GCCGCGT ACAACACGCGGAAAT TGGCGCT CCTGCCAGCGCT TATCGGAATGAAGGGACTT 90
........................ ATGGTCACAGGT GOGCACGCCAT GTCCGACT TTGGT GACGAGT ACCAGCGGAAGAAGCT TGAGAT GCT TCCT GOGCT CAT GGGCATGCGGGGCATT 96
ATGGACGT GCTAGCGGAGGAGT TTGGGAACCT GACT COGGA- GC‘AGCTG;CGG:GCOGATCCOGACTGTAG AGGAAAAATGGAGGCT&TTOOAGCATTTTTAAA%TGAAAGGCCTT 117
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CTGAACCATCACGT GGCCTCCTTTGATCACCT TATCAATGT GGAGCT GGGGCGAAT TCTGT TGAAT GAGT CAAACAGAGAAAT TAAGAGCAGCATTGATCCAGATTTTTCCATTCGCTAC 207
TTGAACCACCACATTGCCTCATTTGACCACT TAATAAACGT GGAGT TGAAGAGGAT TCTTT TGAATGAGT CCAACAGGGAGAT TAAGAGCAGCATCGACCCGGACT TCTCCATTCGATAC 210
CTCAACCACCACAT CGCCTCCTTTGACCACT TGATCGAGGT GGAGCT TCAGCGAAT TCTGCTAAACGAGT CCAAT GT CGAAAT CAAGAGCACCGTCGACCCGGACTTTGTCATTCGT TAC 216
GTGAAACAGCATATAGATTCATTTAACTATTTCATTAATGTAGAGATAAAGAAGATAATG: - - - - - AAA(II‘AATGAAAA(ETT ACAAGT GACGCTGACCCT, ATGT GGT. ACTT AAAATAT 231
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TCAGGTATTCGCGT TTGCCGCCCCCCGGAGAT TGT GGGAAAGGGT CAACT TCCCAAGCCT GT'GT CACCGCAT GAGT GCCGCACGCGGGACCTCACGTATCGCGECGATATTGTAGTGGAT 327
ACAAATAT CCGGGT TTGT CAACCGAGGGAGAT TGT GGGGAAGGEGEECAGT TGCCAAAGGECCGT TTCTCCACACGAAT GCAGGACCCGCGAT CTCACCTATCGT GGGGATATGATTGTGGAT 330
CAGAACATTCGCAT CTGCCGGCCACAGGAGAT TGTAGGCAAAGGT CACATACCAAAGCT TGT GACGCCGCAGGAGT GCCGTAT TCGCGACATGACGT ACCGAGGCGACATGATCGTAGAT 336
CTT. AATATCT ATGTT GBGCT TOCT - - - GATGT TGAAGAAAGCT TCAATGT AACTAGACCAGT GTCCCCT CATGAGT GCCGT TTGAGAGACATGACATACTCTGCCCCTATTACAGTGGAT 348
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GTGGAGTACACTAGCCGT GATCGCTCTAAACGAATAT GCACTGAAACCAATAT TAAAAT TGGEGACAATCCCCATTATGCT - - CAAATCGAGT TCATGCAACCT GTACGGGAAGGGGAGSG 445
GTGGAGTATACAAGT CGT GACCGCAACAAACGGCCGT GCACGGAGACCGATAT TAAAAT TGGGACAATTCCCATCATGCT - - GAAGTCGAGTTCATGTAATCTGT TTGGAAGGACTCGT G 448
GTCCAGTACACCAGCCGCGACCGCT CGCGAGCGAT GCTGGT CGAGAAAGACGT CAAAATCGGGACTATACCTATTATGCT - - CAAGT CCAAGT GCTGCAACCT GTACCGCAAAACACGCG 454
ATTGAATATAGC- - - CCGAGGCAGC- - CAGAGGATCATCCGCAATGCCTTACCT- - - - ATCGGCAGAATGCCCATAATGCTACGTAGT TCAAACTGIGT - - TCTT, ACA(EAAAAAC(X:CAG 457
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AGGAGCTGGTCGCGAT GCGGGAGT GT CCTCT TGACCCAGGCGGT TACT TCAT TATCAAAGGAGT GGAAAAGGT AT GCTTGGT ACAAGAGCAGCAGAGCAAGAATCGTGTCATTATTGAAG 568
AAGAGCT GGT GAACAT GCGGGAGT GCCCACT CGACCCT GGT GECTACT TCATTATCAAAGGCGT TGAAAAGGT GT GCCT GGT TCAGGAGCAGCAAAGCAAGAACCGT GTCATCATTGAGG 574
CAGAATTTGCCAAACTGAACGAATGT CCCTTAGATCCAGGT GGCTACT TCATTGT TAAAGGAGT AGAAAAAGT TATTCT TAT CCAAGAGCAGCT GTCTAAGAACAGGATCATCGTGGAGG 577
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CGGATGACAACGGAGATAT TGT GGCACAT GTGCAGAGCAAAACGCACTATTCCATCTCAAAGT GTTCAGT TACT TTCAGGAAAGGCCGTATTGT TATGGT GCACCGT TCTTTTAAGGAAG 685
CGGATGACAACGGCAATATTGT GGCTCATGT TCAGAGCAAGACGCACTATTCCATTTCAAAAT GT TCCGT GACAT TTAAGAAGGGGCGGATTGTAAT GGTGCATCGATCGT TCAAGGAAG 688
CTGACGAGCACGGCAACATCTCGGCCCACGT GCAGAGCAAGACGCACTACT CCATCTCCAAGT GCGCCGT TACCT TCAAGAAGGGCAGCATCGT GCTCACGCATCGCTCCTTCACAGAGG 694
CT GATAGAAAA(XBG(IT GT T(EA&?T TCAGTTACCAGCTCT ACCCATGAGAAAAAAA&AGAACCAATATG(IT GT GAAACAAGGACGATTTTATTTGA(XIATAATACT TTGTCAGAAG 697
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ACATCCCCATCGTAGTAGT AT TAAAGGCGCT CGGCAT GGAGAGT GACCAGCAGAT TGCACAACACAT TGGAGT TTCACCCGCTTTTCAAAGCGTACTGT TTGCCTGCTTCGAGCAC- GCA 804
ACATTCCCATCGT GGT GAT GCTGAAGGCTCT TGGGAT GGAAAGCGAT CAACAGAT TGCGCAGCACAT TGGCACGACGCCTGCCT TTGAAAGTGTCTTATTCGCCTGI TTTGAGCAG- GCT 807
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GAAGCAAGT GT GGAT TCCTCCCTGCT TGACGAACGAGACT TTTATGGT AATAAGCGGT T TGAAACAACTGGTACACTGATGGGTCTCCTGT TTGAGGATCTCTTGAAGCAATTTAATCGT 1167
GAGGCCAGCT TCGACACATCCCTGCT TGACGAGCGCGACT TCTACGGCAACAAGCGAT TCGAGACAACCGGAACGCTGATGECCCTCTTGT TTGAGGACT TGCTGAAGCAATTCAACCGC 1173
CTGGCCCAA%AGATA ATAA- - AGTTGACGACAGAGAT TATTATGGT AACAAGCGACT GGAAT TGGCAGGACAGCTTTTATCTCTTCTTTTTGAAGACTTGTTCAAAAAATTTAATTCT 1146
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GT GGTAAAGACCGCAATGGAT CAGT TACT TTCCAAAAAAGACACGACAAAGCCAT TCAAT CTTAAACAGT TGAT GGAAAGCAAAAT GGAGGT TATACAGAACGGAATGCGTGTGECGT TG 1284
GTGGTGAAGACGGCGAT GGAT CAGCAACT GTCCAAGAAGGACACGACAAAAGCT TTTAACGT AAAGCAGCT CATGGAGAGT AAAT TGGAGGT TATTCAGAGCGGGATGCGEGTGECGTTG 1287
GT TGTGAAGACGGCGAT GGAT CAGCAGCT GTCCAGAAAGGACT CCACACGCCCGT TCAACGT GAAGCAGCT GAT GGAGAGCAAGAT GGAGGT GATCCAGAAT GGCATGCGCATGGCGATC 1293
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AGCAGT GGCCGGT GBGAGCT GAAGCGGT TCAACAT GAGCCGT CAAGGCAT CACT CAGGT GCTCTCGCGACTGT CTTATAT TGCATGCATTGGTATGATGACTCGTCTCGCCTCTTCCTTT 1407
AGCAGT GGGCGAT GGGACT TGAAGCGCT TCAACAT GAACCGGCAGGGCAT CACACAGGT GCTCTCGAGGCTCTCGT ACAT TGCCAGCCTCGGCAT GATGACGCGGCTGECGTCCTCGITC 1413
TCT. AOCGGAAATTGGT CTTTAAAGAGATTTAAAATGGACCGCCAGGGT GTAACCCAAGT GCTGT CTCGCTTGT CATATATATCCGCACT GGGCATGATGACAAGAATCTCTTCCCAGT TT 1377
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GAAAAGAGCCGCAAAAT CAGT GGACCGCGCT CGCTGCAGCCAAGT CAAT GGGGAAT GGTGTGT CCCT GCGATACCCCAGAGGGT GAAAGT TGCGGT TTGGTTAAGAACT TTGCTATTCTT 1524
GAAAAGAGT CGCAAGAT TAGT GGGCCACGT TCAT TGCAGCCGAGT CAGT GGGGAAT GGT TTGT CCAT GT GACACGCCCGAGGGEEGAAAGT TGCGGTCTTGT TAAGAACT TTGGCATATTG 1527
GAGAAGACGCGCAAGGT AAGT GGCCCACGCT CGCTGCAGCCGAGT CAGT GGGGGAT GGT GT'GCCCCT GCGATACACCAGAGGGCGAGAGT TGCGGTCTAGT GAAGAACT TTGCGACGCTC 1533
GAAAAAACGAGAAAAGT GAGT GGT CCTCGCTCCCT CCAGCCAT CTCAGT GGGGAATGCTGT GT CCTTCGGACACT CCTGAAGGAGAGGCAT GTGGT TTGGT TAAAAACT TC£COCTTATG 1497
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AGTCAGGTAACACTCGACATGGATGATTCGT TTGT GCGT GCGGECT GCGTACAAT CTTGGAGT GGAGGAAGT CGATTGTATCAGCCCCAACGAGT TTCTTAAAT- - ATTACACA- - - - GIT 1638
AGCCAAGTGACGT TGGACATGGATGATTCTTTTGT TCGEGECGGECAGCACATAACT TGGGT GTGGAGGAGGT GGAT TCCATCAGT TCCAGGGAGT TTTTGAATT- - ATTACACG: - - - GTC 1641
AGCCAGGT CACCT TGGACCT CAACGACAACT ACGT CCGT GCCGCCGCGCACGCACT TGGT GT GGAGGAGAT CGACACCGT TACGCCGACGGACT TTCTACACT- - ACTGCACG- - - - GTT 1647
ACACACATCACAACT G‘\TATC{SAAGATGGACCCATI'GT TAAA'I“I'A&CAGI’AACTI’GGGAGT AGAAGATGTGAAT'I—I'ATTATGI' GGGGAAGAGCTCTCT TACOCAAATGT GITTCT TGI'C 1617
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2.2 Reacciones de PCR

Para localizar el sitio aceptor del miniexén de C128, el cDNA se preparé con el primer C128-
ME-1, usando la enzima transcriptasa reversa (las secuencias de los oligos se especifican en
la seccion 4 del apartado de materiales y métodos). Posteriormente se llevé a cabo un PCR
con los oligos C128-ME2 y Miniexdn, amplificAandose predominantemente un fragmento de
alrededor de 250 pb (Fig.15).
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Figura 15. Amplificacion por PCR de la regién del sitio aceptor del Miniexdn. Electroforesis
en gel de agarosa al 1% donde se corrieron 3ul del producto de PCR para caracterizar la region
aceptora del miniexén en C128 (carril 2). El carril 1 muestra el marcador de peso molecular
(escalera de 1 kb).

Por otro lado, para identificar la regién de poliadenilacién de C128, el cDNA se preparé con el
primer Nested-dT. Posteriormente se llevo a cabo una reaccion de PCR con los oligos C128-
PA3 y B1 (el primer Nested-dT contiene sitios de reconocimiento para los primers B1 y B2).
Al analizarse en un gel los productos de PCR obtenidos, se observaron varias bandas de
entre 300 y 1800 pb (Fig. 16 A). Para lograr mayor especificidad en la amplificacién, se llevo
a cabo un segundo PCR con los primers C128-PA4 y B2. Esta vez se observaron dos

bandas prominentes de aproximadamente 400 y 500 pb en un gel de agarosa. De esta



manera, se denomind PA4-A a la banda de 400 pb y PA4-B a la banda de 500pb

pueden apreciar en el panel B de la figura 16.
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Figura 16. Amplificacion por PCR de la regién de Poliadenilacién de C128. Geles de agarosa
al 1% donde se corrieron 3ul del producto del primer PCR (panel A) y del producto del segundo
PCR (panel B) para caracterizar la region de poliadenilaciéon. En ambos casos el carril 1 muestra el

marcador de peso molecular (escalera de 1 kb).

2.3 Clonacién de los fragmentos en el vector pPGEM-T Easy

La banda amplificada de la regién del miniexdn (250 pb) y las dos bandas amplificadas de la

region de poliadenilacién (400 y 500 pb) fueron purificadas de geles de agarosa con el kit

QUIAEX II (QIAGEN).

purificadas para cada region.

PGEM-T Easy.

En la figura 17 se puede apreciar una fraccion de las bandas

Se procedid a clonar las tres bandas de DNA en el vector
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Figura 17. Fragmentos de laregion del sitio aceptor del miniexdn (panel A) y de laregién de
poliadenilacion (panel B) purificados de geles de agarosa. Se indican los tamafios de los
insertos. Carril 1: marcador de peso molecular (escalera de 1 kb).

Para llevar a cabo la clonacién, los tres fragmentos de DNA purificados fueron ligados en el
vector pGEM-T Easy. Posteriormente, con las ligaciones fueron transformadas células
competentes JM109 de E. coli, selecciondndose ocho colonias positivas para la region del
miniexon y seis para la region de poliadenilacion (tres para el fragmento de 400 pb y 3 para
el fragmento de 500 pb). Los plasmidos purificados de dichas colonias fueron digeridos con
Eco RI para liberar los insertos clonados y analizar su tamafio mediante electroforesis. En
todos los carriles de los geles se observé una banda de 3 kb que corresponde al vector,
ademas de las bandas mas pequefias que corresponden a diferentes fragmentos de C128
(Figs. 18 y 19).
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Figura 18. Digestion de plasmidos con secuencias de la regién aceptora del miniexon. DNA
de plasmido de ocho diferentes clonas fue digerido con la enzima EcoRl y corrido en un gel de
agarosa al 1%. Las clonas positivas (con secuencias de C128) se sefialan con una estrella.

En cuanto a la regién de poliadenilacion, de las seis clonas enviadas a secuenciar, cuatro

correspondieron a C128 (Fig. 19, carriles marcados con una estrella).

pb 1 2 1 1 5 & 7 8
12,216
2.038 Figura 19. Digestion de plasmidos con
1.636 secuencias de la region de poliadenilacion.
DNA de plasmido de seis clonas diferentes fue
digerido con la enzima Eco RI y corrido en un gel
de agarosa al 1%. Las clonas positivas (con
secuencias de C128) se sefialan con una estrella.
508
396
344
298




2.4 ldentificacion del sitio aceptor del miniexdn

En el caso de la regidon del miniexén, cuatro de las ocho clonas presentaron el inserto de 250
pb. El resto presentaron insertos un poco mas grandes o un poco mas pequefios. Seis de
las clonas fueron enviadas a secuenciar con los oligos T7 y SP6 (cuya secuencia de
reconocimiento esta presente en el vector pGEM-T). El analisis de las secuencias indicé que
tres de las clonas presentaron secuencias del gen de C128 (Fig. 18, sefialadas con una
estrella), mientras que las otras tres presentaron secuencias de otros genes. Las clonas
fueron analizadas mediante comparaciones tipo BLAST (en la pagina web de GenDB), donde
se confirmd que las secuencias de las regiones amplificadas correspondian al gen de la
segunda subunidad mayor de Pol Ill. Posteriormente se identificaron los oligos especificos

para cada regién, asi como el codén de inicio o de término del gen C128.

La secuencia de las tres clonas positivas para la region del miniexén fue idéntica. En ellas se
encontré la secuencia completa del miniexén a 38 bases del codén de inicio de C128 (Fig.
20). Al comparar la secuencia que obtuvimos (cDNA) con la del gen de C128, encontramos
un dinucleétido AG en la regién donde fue agregado el miniexdn (Fig. 21). Este AG
corresponde, por lo tanto, al sitio aceptor del miniexén. La distancia encontrada entre el AG y
el codon de inicio (38 pb) es similar a la que se ha reportado para otros genes de
Leishmania. Es importante identificar el sitio aceptor del miniexén, ya que esta implicado en

el inusual proceso de trans-splicing, junto con otros factores (Siegel et al., 2005).

GGGOCGANAANGCAT GCT COOGGCCGCCAT GGOGGCOGCGEGAAT TCGATTAACGCTATATAAGT 1y ni exen
ATCAGTTTCTGTACTTTATTCGCAAR -

ACAGGT GOGCACGCCAT GTCCGACT TTGGT GACGAGT ACCAGCGGAAGAAGCT TGAGATGCTTCC

TGOGCT CATGGGCAT GCGGGGCAT TCTCAACCACCACAT CGCCTCCT TTGACCACT TGATCGAGG

TGGAGCT TCAGCGAATTCTGCTAAAAT CACTAGT GAAT TCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATAT  Clzs- M2
GGGAGAGCT CCCAACGOGT TGGATGCATAGCT TGAGTATTCTATAGT GTCACCTAAATAGCTTGG

Figura 20. Secuencia nucleotidica de la clona C128 ME-5. En ella se subrayan los
oligonucleétidos Miniexén y C128-ME2. La region resaltada en gris corresponde a la secuencia
completa del miniexén. La regién 5° no traducida se muestra enmarcada y el cuadro negro sefala
el codon de inicio (ATG) del gen. La secuencia se generé con el oligo T7.



Un segundo elemento esencial para el proceso de trans-splicing es una region rica en
pirimidinas (de 9 a 25 C y/o T) localizada rio arriba del dinucleo6tido AG (Benz et al, 2005). En
el caso de C128, la longitud de esta region es de 13 nucleétidos y se encuentra a una

distancia de 46 nucleoétidos rio arriba del sitio aceptor del miniexéon (AG) (Fig. 21).

GCAACGCCGCAT TGCCAGCAGCACCACCGCTTCTCTTCCCCGATGTGACCTGT GCACCTTCTCGCGCATCCC

CCGASTTTCTCTCTTTCT?GTCTCTGTGTCT@TCTGGTGCGCCTTGTC@TGCTGCGAGTGTGCCACTTCAG

CAAACGAGCACGGT CGCCAAGGGACCACCGCCGT TGCIYEEGT CACAGGT GCGCACGCCATGTCCGACTTT
GGTGACGAGT ACCAGCGGAAGAAGCT TGAGATCCTTCCTGCGCT CAT GGGCAT GCGGGGECATTCTCAACCA
CCACATCGCCTCCTTTGACCACT TGATCGAGGT GGAGCT TCAGCGAATTCTGCTAAACGAGT CCAATGT CG C128- ME2
AAATCAAGAGCACCGT CGACCCGGACTTTGT CATTCGI TACCAGAACAT TCGCAT CTGCCGECCACAGGAG C128- ME1
ATTGTAGGCAAAGGT CACATACCAAAGCT TGT GACGCCGCAGGAGT GCCGTAT TCGCGACATGACGT ACCG

Figura 21. Secuencia nucleotidica de la region 5’ de C128 en L. major. En el cuadro gris se
muestra el sitio aceptor del miniexon (AG) y el codén de inicio (ATG) en negro. El recuadro

punteado sefiala la region rica en pirimidinas. Las secuencias de los oligos usados se encuentran
subrayadas.

Al comparar la region que rodea al sitio aceptor del miniexén de C128 (de las bases -12 a +5)
con una probable secuencia consenso para L. major previamente reportada (Requena et al.,
2003), encontramos que existe similitud entre las dos secuencias, pues ademas del AG se

encuentran conservadas la A en posicién +2, y las C en las posiciones -9, -8 y -3 (Fig. 22).

-12 -11-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 +1 +2 +3 +4 +5

C 128 GTGCCACTTCAGICAA AC
Sec.Cons. CCNCCCNCNCIAGINANC/ITN
* ¥ * ¥ ¥ *

Figura 22. Comparacién de la region que rodea al sitio aceptor del miniexén de C128 y una
secuencia consenso para L. major. Se compara de las bases -12 a +5, considerando al AG
(encerrado en una caja) como posicion -2 y -1, respectivamente. Las letras N indican que puede
tratarse de cualquiera de las cuatro bases. Los asteriscos sefialan los nucleétidos conservados.



2.5 Localizacion de la region de poliadenilacion

La Figura 23 muestra la secuencia de una de las clonas positivas (C128 PA4-a2) de la region
de poliadenilacion del mRNA de C128. En ella se sefialan los oligos usados en el segundo
PCR vy el codon de término. El andlisis de la secuencia de todas las clonas positivas revelo
gue la poliadenilacién ocurre en una regién que abarca de la C localizada 46 bases rio abajo
del codén de término (clona C128 PA4-a2), hasta la G ubicada a 136 bases del codon de
término de C128 (clona C128 PA4-bl). Ademas, 2 de las 4 clonas positivas presentaron la
cola de poli-A en la C localizada 48 bases del coddn de término (clonas PA4-al y PA4-a4)
(Fig. 24).

ATGCGCGECCECGEEGEAAT TCGAT TAT GGAGCGECGACT GCATGGT TGGECTACGGT GCGTCCAACCTC  C128-PA
CTACNGCGAGCGACT TCTCAT CAGCT CCGACAT GT TCACGGCGGACAT TTGCCACGT GTGCGGTA
ACCTCGGCTACAACAAT CGCTGTACGT ACTGCAAAACCAAGGGEGACTACCT CCAAGGT GAACATG
CCCTACGCCTTCAAGCTACT TATCCAAGAGCTACAGGEGECAT GEGEGEGT CAGCCT TCGCCT CACGAT
GGACT CCCCGACAINAeCCGCCACACGECGIGECCC GCATCGIC CGIGITC ]
AAAAAAAAAAAAAAAAAT CTAGAT GT GGAT CCGT GAACCT TCAGAGGATGATGCTCACT CGCCAG B2

Figura 23. Secuencia nucleotidica de la clona C128 PA4-a2. En ella se subrayan los
oligonucleétidos C128-PA4 y B2. La region 3" no traducida se muestra enmarcada y el cuadro
negro sefala el codon de término (TAG) del gen. La secuencia se gener6 con el oligo SP6.

Adicionalmente, se encontré una region rica en pirimidinas 73 bases rio abajo del sitio de
poliadenilacion mas alejado del coddn de término (y a 163 bases del sitio de poliadenilacion
mas cercano al TGA); esta segunda regidén rica en pirimidinas tiene una longitud de 11 bases
(Fig. 24). Como ocurre en el trans-splicing, regiones ricas en pirimidinas son necesarias para

que se lleve a cabo la poliadenilacion de los mMRNA en Leishmania y otros Tripanosoméatidos.



CCGGECGAGT TAATGCAGECCTACGT TTTCTTTGEGECCCAT TTACTACCAGCGCCT TAAGCACATG
GI'CACAGACAAGAT GCACGCCCGCT CGACCGEGECCACGGT CGATGCTCACT CGCCAGCCAACCGA c128- PA3
GGGT CGGT CTCGCAGT GGTGGT CTCCGCGT TGGT GAAAT GGAGCGCGACTGCATGGTTGECTACG  c128- PA4
GI'GCGTCCAACCT CCTCAACGAGCGACT TCTCATCAGCTCCGACATGT TCACGGCGGACATTTGC

CACGT GT GCGGT AACCT CGGCTACAACAAT CGCTGTACGT ACTGCAAAACCAAGGGEGACTACCTC

CAAGGT GAACAT GCCCTACGCCTTCAAGCTACT TATCCAAGAGCTACAGGGCAT GEGEGT CAGCC
TTCGCCTCACGATGGACT CCCCGACAIIE CCGCCACACGGCGT GBCCCTTTGCATCGTCTTTCGT
GITCTTTTCC TC?*TTAACGCTACCCCGT GTAAT GGACAGAAAACT AGCAGAGCT CGGTCATGCAC
TCCTGTGTTGCACTCTGCACTAGT TTTGCTTCCCTG CGAGGCCT CACCGGT TGTTCTCACAACAA
CTGI'CCTGCTTCACCAT CCCGGAAAAGAAACGAGAT GT GGGCCGCCTCCCTCCT TGACGT GCCAG
AAGGAGGGECACAGCCT CGCGECATCTCTTGAAACAGGECT GCT T TAGGCAACGCGT GECCG

Figura 24. Secuencia nucleotidica de laregién 3’ de C128 en L. major. En un cuadro negro se
muestra el coddén de término (TAG). Se sefialan sombreados los nucleétidos aceptores de la cola
de poli-A (el superindice se refiere al numero de clonas que coincidieron con ese sitio). El recuadro
punteado sefiala la region rica en pirimidinas. Las secuencias de los oligos usados se encuentran
subrayadas.

3. Experimento tipo Southern-blot

El genoma de L. major Friedlin, cepa de referencia del Proyecto del Genoma de Leishmania,
ha sido ya totalmente secuenciado (lvens et al., 2005). El analisis de la secuencia indicé que
el genoma de L. major contiene sélo una copia del gen de C128, la segunda subunidad méas
grande de Pol Ill. En L. mexicana, por otro lado, no hay secuencias disponibles, por lo que a
la fecha se desconoce el numero de copias de C128 en esta especie. Para corroborar que
C128 es un gen de copia Unica en L. major y determinar el nimero de copias de C128 en L.

mexicana, se llevaron a cabo experimentos tipo Southern-blot.

3.1 Amplificacién y clonacion de un fragmento de C128

Para usar como sonda en los ensayos Southern-blot, se amplifico por PCR un fragmento del
gen de C128 de 846 pb, usando los oligos C128 1-5" y C128 2-3" (Figs. 25y 26A).



AACAAGCGATTCGAGACAACCGGAACGCT GATGGCCCTCTTGT TTGAGGACTTGCTGAAGCAATTC - €128 1-5
AACCGCGT TGT GAAGACGGCGAT GGAT CAGCAGCT GT CCAGAAAGGACT CCACACGCCCGI TCAAC
GTGAAGCAGCT GATGGAGAGCAAGAT GGAGGT GATCCAGAAT GGCAT GCGCAT GGCGAT CAGCAGT
GGCCGATGEGACT TGAAGCGCT TCAACAT GAACCGGCAGGGECATCACACAGGT GCTCTCGAGECTC
TCGTACATTGCCAGCCT CGECAT GAT GACGCGGECT GGCGT CCTCGT TCGAGAAGACGCGCAAGGTA
AGT GGCCCACGCT CGCT GCAGCCGAGT CAGT GGGGGATGGT GT GCCCCTGCGATACACCAGAGEEC
GAGAGT TGCGGT CTAGT GAAGAACT TTGCGACGCT CAGCCAGGT CACCT TGGACCT CAACGACAAC
TACGT CCGT GCCGCCGCGCACGCACT TGGT GT GGAGGAGAT CGACACCGT TACGCCGACGGACTTT
CTACACTACTGCACCGT TTTCCTCAACGGECACCCT CATTGGCAT TCACCGCTACCCCAACCGACT G
TGCGCCGECATTCGCACT CTTCGECGCT CCGGT CGT CTTCACCCGCACGT GT CCATCTCAACGCAG
CCACGGCAGCGCACAGT CCAGAT CGECAGT GATGGECGGT CGCATCGT TCGCCTGCTCATCATCGT G
CGCGACGGAAAGCCGGECCGT CACCT CTGCCCACCT CGACCGCCT GCGCGACCGECTGT GCACCCAC
AACGACT TTCTGGCGGAGGEECT GACAGAGT ACGT GGACGT GAACGAAT CGAAT C128 2-3

Figura 25. Secuencia de C128 amplificada por PCR para usar como sonda. Para la
amplificacion se usaron los oligos que se indican en la secuencia. El tamafio del fragmento
amplificado es de 846 nucledtidos.

Una fraccién del producto de PCR se corrié en un gel de agarosa, en el cual se verifico que
el tamafio del fragmento correspondiera al esperado (Fig. 26A). EIl fragmento fue clonado en
el vector pGEM-T Easy, para lo cual fue inicialmente ligado en dicho vector, y con la mezcla
de ligacion fueron transformadas células competentes JM109 de E. coli. De varias de las
colonias obtenidas se aislaron los plasmidos por el método de minipreps, y éstos fueron
digeridos con Eco RI para separar al inserto del vector de clonacion (Fig. 26B). Dos de las
clonas que tuvieron el inserto del tamafo esperado fueron enviadas a secuenciar (Unidad de
Secuenciacion de la UBIPRO, FES lztacala) para verificar la identidad del fragmento de
C128. De una de las clonas positivas se purifico el inserto y se verificé en un gel de agarosa
la cantidad del mismo (Fig. 26C). De esta manera el fragmento de C128 de 846 pb quedd

listo para usarse como sonda en los siguientes experimentos.
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Figura 26. Amplificacion y clonacion de un fragmento de 846 pb del gen de C128 de L.
major. Panel A: Reaccion de PCR para amplificar un fragmento de 846 pb. Panel B: El fragmento
de 846 pb, clonado en el vector pGEM T-Easy, fue liberado digiriendo con Eco RI. La banda
correspondiente al vector (3 kb) se sefiala. Se muestran dos clonas independientes. Panel C:
Inserto de 846 pb purificado; una alicuota de éste se us6 para marcar radioactivamente.

3.2 Digestion y electroforesis del DNA genémico

Con el objeto de seleccionar las enzimas de restriccion para llevar a cabo el experimento
Southern-blot, se analizé la secuencia que rodea al gen de C160 en L. major y se construyd
un mapa de restriccion de la region (Fig. 27). Se seleccionaron seis enzimas de restriccion
en total (Apa I, Eco RV, Hind Ill, Nco I, Sac | y Spe |) cuyos sitios de corte flanquean al
fragmento de C128 usado como sonda, de forma que en la autorradiografia final del

experimento se esperaria observar sélo una banda con cada enzima de restriccion.

De esta manera, fue purificado DNA genomico de L. major y L. mexicana, y fue digerido con
las enzimas de restriccion antes mencionadas. Las digestiones se corrieron en un gel de
agarosa al 0.8%, bajo las condiciones que se especifican en el apartado de materiales y
métodos. Al término de la corrida, el gel fue tefiido con bromuro de etidio y fotografiado junto
a una regla fluorescente (Fig. 28). En el gel pudo observarse que todas las enzimas cortaron

eficientemente el DNA, por lo que se continu6 con la transferencia.
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Figura 27. Mapa de restriccion de la region del cromosoma 20 de L. major gue contiene el
gen de C128. La caja que se presenta debajo del gen C128 representa el fragmento de 846 pb
usado como sonda. Las lineas con nimeros indican el tamafio (en pb) de los diversos fragmentos
de restriccion.

3.3 Transferencia e hibridacion

El DNA del gel fue transferido a un filtro de nylon (Hybond-XL) e hibridado con el fragmento
de DNA de 846 pb correspondiente a C160 (Fig. 26C) marcado radioactivamente con P*.
Después de ser lavado, el filtro fue expuesto en una placa de rayos X para obtener la
autorradiografia (Fig. 29). Para L. major, se observaron las bandas de los tamafios
esperados: 2.74 kb para Apa I, 3.27 kb con Eco RV, 4.28 kb con Hind lll, 4.49 kb con Nco |,
3.08 kb con Sac | y finalmente 7.58 con Spe I. Con esto confirmamos que en L. major C128
es un gen de copia Unica. Con respecto a L. mexicana, también se presentd s6lo una banda
en cada carril, lo que nos indica que también esta especie de Leishmania presenta
Gnicamente una copia del gen de C128 en su genoma. Los tamafios de las bandas
obtenidas son los siguientes: 5.7 kb con Apa I, 9.2 kb con Eco RV, 4.4 kb con Hind Ill, 4.65
kb con Nco Iy 12.1 kb con Sac I. En el caso de Spe |, no fue posible determinar el tamafio
de la banda obtenida, pues su tamafo es superior al de la banda mas grande del marcador
de peso molecular (12.2 kb) (Fig. 29).
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Figura 28. Perfil electroforético de DNA gendmico de Leishmania digerido.

El DNA fue

digerido con las endonucleasas que se indican y corrido en un gel de agarosa al 0.8%. En el carril

1 se aprecia el marcador de peso molecular (escalera del kb).
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Figura 29. Autorradiografia del experimento tipo Southern-blot. La membrana de nylon que
contenia el DNA gendmico digerido con las enzimas que se indican fue hibridada con un fragmento

de C128 marcado con P*. Se sefialan los tamafios de las bandas obtenidas.



4. Experimento tipo Northern-blot

Con el objeto de analizar el tamafio y la abundancia de los transcritos de C128 en L. major y
L. mexicana en fase media de crecimiento logaritmico y en fase estacionaria, realizamos un
experimento tipo Northern-blot. Como paso inicial, se extrajo RNA total de L. major y L.
mexicana en las dos fases de la curva de crecimiento. Después, 12 ug de cada RNA se

corrieron en un gel desnaturalizante de agarosa (Fig. 30).

Kl

W —| =

IR i

s —

Figura 30. Perfil electroforético del RNA total de L. major (carril 1) y L. mexicana (carril 2). Se
corrieron 12 ug de RNA total en un gel desnaturalizante de agarosa al 1%. En ambos casos, el
RNA mostrado corresponde a promastigotes en fase media de crecimiento logaritmico. El carril 1
corresponde al marcador de peso molecular (escalera de RNA de 10 kb). Se sefialan las
moléculas grandes de RNA ribosomal.

Posteriormente se llevé a cabo la transferencia del RNA a una membrana de nylon y la
hibridacién con una sonda radioactiva (marcada con *P) correspondiente a una parte del gen
de C128 (846 pb, Fig. 27C). Después de realizar los lavados, la membrana radioactiva fue

expuesta en una placa de rayos X para obtener la autorradiografia; ésta mostré que el mMRNA



de C128 tiene un tamafo aproximado de 3.8 kb tanto en L. major como en L. mexicana (Fig
31). Para L. major, la sefal de hibridacién fue mas intensa con el RNA de células en fase
media de crecimiento logaritmico, mientras que en L. mexicana los dos tipos de RNA
mostraron sefial con intensidad muy similar.  Para determinar si las diferencias observadas
entre las dos muestras de RNA de L. major son reales, o simplemente pudieran deberse a
gue se cargaron cantidades diferentes de RNA en el gel, se procedio a re-hibridar el filtro de
nylon con una sonda del gen de a-tubulina. Previamente se ha comprobado que a-tubulina
se expresa de la misma manera en células en fase media logaritmica que en células en fase
estacionaria, por lo que es usada como control de carga en Northern-blots. Como puede
apreciarse en la Fig. 31 (panel inferior), la intensidad relativa de las bandas de hibridacién
obtenidas con a-tubulina en los diferentes carriles es muy similar a la obtenida con C128.
Esto nos indica que la cantidad de RNA cargada en los distintos carriles del gel no fue la
misma: se cargdb mas RNA de L. major en fase logaritmica; en base a esto, se puede concluir
gue la expresion de C128 es muy similar en las dos fases de la curva de crecimiento celular,

en ambas especies de Leishmania.

L. mafor L. mexicana
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Figura 31. Autorradiografia del experimento tipo Northern-blot de C128. En la parte superior
se indican las muestras que pertenecen a cada especie de Leishmania, ya sea de fase media de
crecimiento logaritmico (M) o de fase estacionaria (E). Como sonda se usé un fragmento de 846
pb de C128. EIl la parte inferior se muestra la re-hibridacién de la membrana de nylon con a-
tubulina.



DISCUSION

C128 presenta nueve regiones altamente conservadas

C128 es la segunda subunidad mas grande de Pol Ill, enzima encargada de sintetizar
moléculas pequefias de RNA que son esenciales para el crecimiento celular, tales como
RNAt, RNAr 5S y snRNAs. Dicha subunidad es homoéloga de las segundas subunidades
mayores de Pol | (A135) y de Pol Il (B150), asi como de las subunidades B’ y B” de Archea y
de la subunidad 8 de E. coli. El gen de C128 fue uno de los ~8200 genes identificados en
L. major al secuenciarse en su totalidad el genoma del parasito (lvens, et al., 2005).
Posteriormente, fueron aislados complejos transcripcionales de Pol Il en L. major, y se
confirm6 que C128 forma parte de ellos (Martinez-Calvillo, et al.,, 2007). Comparaciones
previas de secuencias de aminoacidos de C128 mostraron la presencia de nueve regiones
conservadas (A-1). Con el objeto de determinar si en L. major y otros tripanosomatidos se
presentan las regiones conservadas, se llevaron a cabo comparaciones con el programa
CLUSTAL W. Al incluir en la comparacion a la subunidad 3 de E. coli, se observaron las 9
regiones conservadas (datos no mostrados). Cuando en las comparaciones se incluyen
solamente secuencias de organismos eucariontes, ademas de las nueve regiones se
observan algunas otras secuencias mas o menos conservadas (Fig. 12). Asi, nuestros
resultados mostraron la presencia de las nueve regiones conservadas en los
tripanosomatidos. La regién conservada méas grande corresponde a la regién | (92 pb),
seguida de la region H (78 pb). Las regiones B y C son las mas pequeias (17 pb).

Las regiones conservadas de la secuencia de C128 de L. major presentan mayor porcentaje
de identidad con las secuencias de T. cruzi (88%) y T. brucei (87%) (Tabla 1), lo cual refleja
la estrecha relacién evolutiva entre las tres especies. En este sentido, resulta interesante
gue el porcentaje de similitud de C128 entre L. major y G. lamblia (54%) sea menor al del
resto de los organismos comparados, incluidos H. sapiens (67%) y S. cerevisiae (64%). En
cuanto a los dominios, en promedio el mas conservado es el E (84% de identidad) y el

menos conservado es el dominio G (43% de identidad) (Tabla 1).



La subunidad C128 de L. major tiene un tamafo de 1132 aa, que es similar al tamafio de
dicha subunidad en las otras especies analizadas, que va de 1119 aa (E. histolytica) a 1238
aa (G. lamblia). La excepcion la constituye C128 de P. falciparum, que tiene un tamafio de
1450 aa. Como puede apreciarse en la fig. 12, en la secuencia de C128 de P. falciparum se
presenta una extension muy grande en el extremo amino terminal. Ademas, se presenta una
insercion entre los dominios conservados F y G. Por otra parte, G. lamblia presenta una
insercion entre los dominios conservados B y C. A la fecha se desconoce el significado

funcional que pudieran tener dichas inserciones y extensiones en estas dos especies.

La comparacion de las secuencias de DNA de C128 mostro un alto grado de conservacion
entre tripanosoméatidos y humano (Fig. 13). La similitud en la secuencia se presenta a lo
largo de todo el gen, pero es mayor en las regiones conservadas A-H. La identidad entre L.
major y T. brucei fue del 68%, mientras que entre L. major y T. cruzi fue del 70%. Asimismo,
el porcentaje de identidad entre L. major y H. sapiens fue del 54%. Como era de esperarse,
la similitud en la secuencia nucleotidica es menor a la de la secuencia de aminoacidos, pues
muchos de los cambios a nivel de DNA no producen alteraciones en la secuencia de

aminoécidos.

Posibles funciones de las regiones conservadas

Existe evidencia experimental que indica que C128 y C160 contienen en conjunto el centro
catalitico para polimerizar RNA, y que estan involucradas en el inicio, elongacion y término
de la transcripcion (Archambault y Friesen, 1993; Rozenfeld y Thuriaux, 2001). Asi, algunas
regiones de las dos subunidades mayores forman un amplio canal, el cual conduce al DNA
hacia el interior de de un “bolso catalizador”. Este bolso contiene el sitio de union de
nucleétidos trifosfatados (NTPs), ademas de un motivo quelante de Mg*? que forman en
conjunto el sitio catalitico de la polimerizacion de RNA (Cramer et al., 2001). La presencia de
estas estructuras en todas las RNA polimerasas indica que el mecanismo transcripcional

basico se encuentra conservado universalmente.

El hecho de que las regiones A-I de C128 (y de las segundas subunidades mayores de Pol |

y Pol Il) se encuentren conservadas a lo largo de practicamente toda la escala evolutiva



sugiere que dichas regiones juegan un papel importante en el proceso de transcripcion (Kéck
et al, 1988). A la fecha se conoce poco sobre las funciones particulares que llevan a cabo
las regiones conservadas de C128. En muchos casos, las funciones se han determinado en
las subunidades homologas de C128 (B150 de Pol Il, A135 de Pol |, y subunidad B de la
polimerasa de E. coli) y por extrapolacion se han asignado a C128. A continuacion se

presenta un resumen de lo que se sabe hasta ahora.

Estudios de mutagénisis en levadura comprobaron que la region A esta involucrada en el
ensamblaje y estabilidad de la enzima. Ademas, presumiblemente participa en la unién a
Zinc (Archambault y Friesen, 1993). En el caso de Pol I, esta region interactia con la
subunidad ABC10a. (Cramer et al., 2001). Estudios similares mostraron que la region D se
encuentra involucrada en la elongacion y terminacion. Estos ultimos efectos también se
observaron en las regiones F e I. Ademas, se ha encontrado que mutaciones en la region F
disminuyen la precisién del reconocimiento del promotor y por tanto de la transcripcién. Se ha
reportado que esta region contiene los aa E y D (posicion 752 y 753 en humano) que
corresponden al sitio catalitico de la enzima (junto con una region de la subunidad C160)
(Archambault y Friesen, 1993; Hu et al., 2002; Cramer et al.,, 2006). Por otro lado se ha
demostrado que la region H de B150 interactia con B44 (homdélogo a AC40 en Pol 1ll) y
ABC10B (Cramer et al., 2001). Otros estudios han demostrado que esta regién interactla
directamente con los nucledtidos. Por otro lado, rio abajo de la region | se ha encontrado el
dominio de unioén al Zinc (CGQCGLLGYSGWCHYC). Otros estudios han mostrado que
mutaciones realizadas en las regiones D, F, H e | del polipéptido 8 alteraron la identificacion
especifica del promotor, y afectaron la elongacion. Las mismas mutaciones (excepto en la
region H) mostraron alteraciones en la terminacion de la transcripcion. Resultados similares
se obtuvieron al realizar estudios en el gen de C128 de S. cerevisiae (Dieci et al., 1995;

Sepehriy Hernandez, 1997).

Caracterizacion de los sitios de procesamiento de C128 de L. major

En este trabajo se obtuvieron clonas de cDNA mediante RT-PCR para localizar los sitios de

procesamiento del gen de C128 en L. major. En dichas clonas, el miniexdn completo (39

bases) se identificd en el extremo 5’, 38 pb rio arriba del codon de inicio del gen (Figs. 20 y



32). El sitio aceptor del miniexon consistio en el dinucledtido AG, lo cual resulté consistente
con estudios similares en otros genes de Tripanosomatidos, y que es también el sitio
consenso del cis-splicing (Requena et al., 2003). En términos generales, la localizacion de
los sitios de corte y de unidn estan determinados por secuencias del mMRNA precursor. En T.
brucei, el control del trans-splicing reside en las regiones intergénicas contenidas en los
precursores; son particularmente importantes los tractos de pirimidinas localizados rio arriba
del sitio aceptor del miniexén. En este sentido, en nuestras clonas observamos que el tracto
de polipirimidinas se encuentra a 52 pb rio arriba del sitio aceptor del miniexdn y tiene una
longitud de 13 nucledtidos. Un estudio realizado en L. chagasi demostré que para la maxima
eficiencia del trans-splicing se requiere la presencia del tracto de polipirimidinas de entre 31y
69 nucleotidos localizados rio arriba del sitio aceptor del miniexén. Diversos estudios
examinaron las secuencias en los sitios de adicion del miniexon, confirmando la fuerte
preferencia (cerca del 84%) del miniexén por el primer AG rio abajo del tracto de
polipirimidinas como sitio aceptor, es decir que este tracto se encuentra inmediatamente rio
arriba del AG (Stiles et al., 1999). Otros estudios reportan tractos de pirimidinas con
longitudes que van de 9 a 30 residuos, a distancias variables del AG (de 10 a cientos de
pares de bases), lo cual concuerda con lo que nosotros encontramos en C128. Requena y
colaboradores (2003), reportaron una probable secuencia consenso en la region que rodea al
sitio aceptor del miniexon, al analizar los nucledtidos que se encuentran en las posiciones -10
a +7, en relacion al AG, en 25 diferentes secuencias. Al comparar la region que rodea el sitio
aceptor del miniexén de C128 con la secuencia consenso, encontramos que se presenta
identidad en 6 de las 17 bases analizadas. La identidad es mayor si se considera que en
otras seis posiciones de la secuencia consenso puede presentarse cualquiera de las cuatro
bases (Fig. 22).
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Figura 32. Andlisis de los sitios de procesamiento de | gen de C128. Pi, tracto de polipirimidinas;
AG, Sitio aceptor del miniexdn; PA, region de poliadenilacion; ME, miniexdn. Se indica el tamafio (en
pb) de las distintas regiones.

Con respecto al procesamiento del extremo 3" del mRNA de C128, encontramos que la
poliadenilacién no se presenta en un nucleétido particular, sino en una region localizada
entre 45 y 135 bases rio abajo del codén de término. En tripanosomatidos es comun que la
poliadenilacion se presente en varios puntos de una region determinada, mas que en un
nucledtido unico. EIl analisis de diferentes mRNAs de T. brucei indicé que el tamarfio de la
region 3’-UTR varia de 21 a 5040 bases, con un tamafio promedio de 348 nucledtidos (Benz
et al., 2005). La seleccion de los sitios de poliadenilacién es un evento impredecible, aunque
existe una fuerte preferencia para que la poliadenilacion ocurra en secuencias CA, GA o TA.
A 73 pb rio abajo de la region de poliadenilacion mas alejada del codén de término de C128
encontramos una region rica en pirimidinas. Esta distancia es un poco menor a la reportada
en T. brucei (de 100 a 400 bases). Dicho tracto de pirimidinas estd formado por 12 bases
(Fig. 24), siendo este tamafo parecido al de los tractos de pirimidinas que participan en la
poliadenilacion en T. brucei (8-17 bases). Adicionalmente, la poliadenilacion incrementa la
estabilidad del mMRNA y permite controlar los niveles de la expresion génica durante el

desarrollo del parasito (Palenchar y Bellofatto, 2006).

Numero de copias de C128 en Leishmania

Determinar el nUmero de copias de un gen especifico es necesario cuando se quiere conocer
su funcidon mediante deleciones tipo knock-out; es decir, cuando se quiere eliminar todas las
copias del gen bajo estudio para observar el efecto que ésto tendria en la célula, y de esta
manera tratar de dilucidar la funcién de dicho gen. Mediante recombinacién homdloga, es
posible realizar knock-outs génicos en Leishmania y otros tripanosomatidos, substituyendo el
gen de interés por un gen que confiera resistencia a una droga. Mientras mayor sea el
namero de copias de un gen, mayor sera el numero de pladsmidos necesarios, con genes de

resistencia a drogas diferentes, para eliminar todas sus copias del genoma.



En nuestro laboratorio tenemos contemplado analizar la funcion de C128 en L. major y L.
mexicana mediante este tipo de andlisis, por lo que resulta necesario determinar el nimero
exacto de copias del gen. La secuenciacion del genoma de L. major, finalizada
recientemente, demostro la presencia de ~8200 genes en este pardsito. La mayoria de las
genes estan organizados en grupos largos de genes en una misma cadena de DNA
(unidades policistronicas) (Fig. 8). Muchos de los genes son de copia Unica, mientras que
otros forman parte de familias génicas. Aunque el analisis de la secuencia del genoma de L.
major revelo la presencia de sélo una copia del gen de C128, es frecuente encontrar errores
en las secuenciaciones, dada la presencia de regiones repetidas en el genoma de los
tripanosomatidos que dificultan el andlisis. Por otra parte, el genoma de L. mexicana no ha
sido aun secuenciado en su totalidad, por lo que se desconoce el nimero de copias de C128
en esta especie. Por ello, para confirmar que C128 es un gen de copia Unica en L. major y
determinar el nimero de copias de C128 en L. mexicana, se llevaron a cabo experimentos
tipo Southern-blot. Nuestros resultados en L. major mostraron las bandas esperadas, con el
tamafo esperado, lo cual corrobord que en el genoma de este parasito solo existe una copia
del gen de C128. Por otro lado, los resultados con L. mexicana también indican que C128 en

un gen de copia Unica (Fig. 29).

En levadura, las 17 subunidades que conforman Pol Il son codificadas por un gen de copia
Unica, y todos estos genes son esenciales para el crecimiento celular. Ademas, en P.
falciparum ha sido identificada sélo una copia del gen de C160 (Li et al., 1991). También se
ha reportado que Arabidopsis thaliana contiene dos genes que codifican las subunidades
AC40 (de Pol I y 1llIl) (Ulmasov et al., 1995). En L. major se han identificado, mediante
analisis in silico y purificacion de complejos transcripcionales por el método del TAP-tag, los
genes de 16 subunidades de Pol Ill, incluido C128. Unicamente el gen de la subunidad C31
no ha sido identificado en tripanosoméatidos. En tripanosométidos, a diferencia de levadura,
cuatro de las subunidades de Pol Ill son codificadas por dos genes diferentes: ABC10,
ABC23, ABC27 y C82. Las tres primeras son en realidad subunidades comunes para las tres
RNA polimerasas, mientras que C82 es exclusiva de Pol Ill. Evidencia experimental indica
gue las dos isoformas de ABC10B, ABC23 y ABC27 que presentan los Tripanosomatidos
forman parte de complejos de transcripcion diferentes, pues mientras una de ellas es
exclusiva de Pol I, la otra se comparte entre Pol Il y Pol Ill. En cuanto a C82, a la fecha se

desconoce si los dos genes son funcionales, o si uno de ellos corresponde a un pseudogen.



Curiosamente, solo L. major presenta las dos copias de C82 (y no T. brucei ni T. cruzi). En
algunas plantas se ha reportado la presencia de dos copias de los genes de B220 y B150
(subunidades mayores de Pol Il) (Luo et al., 2007). En este contexto, también en T. brucei
hay dos copias idénticas de B220 (Kock et al., 1988), aunque en otros tripanosomatidos hay

so6lo una copia.

Sintesis de C128 en diferentes puntos de la curva de crecimiento

Para conocer la abundancia relativa y el tamafio de los transcritos de C128 transcritos en
cultivos de promastigotes de L. major y L. mexicana durante las fases de crecimiento media
logaritmica y estacionaria, fueron realizados ensayos tipo Northern-blot (Fig. 31). Logramos
determinar que en ambos casos, el mRNA del gen tiene un tamafo de 3.8 kb. En L. major,
este resultado es consistente con el tamafio esperado, pues ya conociamos que el tamafo
del gen es de 3399 pb; ademas, en este trabajo determinamos que sus regiones 5" y 3" no
traducidas tienen una longitud de 38 y 45-136 bases, respectivamente. Si ademas
agregamos el miniexén (39 bases) y consideramos que la cola de poli-A normalmente

contiene de 100-300 bases (Fig. 32), entonces un mRNA de 3.8 kb tiene el tamafo esperado.

Se ha reportado que la curva de crecimiento de muchos organismos representa una
herramienta util para analizar la expresion diferencial de genes, pues en la mayoria de los
casos las células sufren cambios morfoldgicos y fisiologicos al pasar de la fase media de
crecimiento a la fase estacionaria. En el caso de Leishmania, se ha observado que durante
la fase estacionaria una alta proporcion de los promastigotes prociclicos (formas no
infectivas, pero replicativas) se transforma en promastigotes metaciclicos infectivos,
caracterizados morfolégicamente por ser alargados y poco moviles, que ademas no pueden
replicarse. Aunque en Leishmania no se ha analizado la expresién génica en este proceso,
en T. cruzi hay reportes que indican que la transcripcion de Pol | y Pol Il se ve reducida
cuando las células pasan de fase logaritmica a fase estacionaria, por lo que se ven reducidos
los transcritos al ser analizados mediante Northern-blot (Cevallos et al., 2005). Sin embargo,
también se reportd que los transcritos se estabilizan en fase estacionaria, lo que en otras
palabras implica que la vida media de los mMRNA es mayor en esta fase, comparada con la

fase logaritmica (Cevallos et al., 2005). Nuestros resultados indicaron que en L. major no



hay diferencias significativas en la expresion de C128 en células en fase logaritmica versus
células en fase estacionaria (Fig. 31). Lo mismo encontramos en el caso de L. mexicana.
Esto sugiere que, a pesar de pertenecer a la misma familia, T. cruzi y Leishmania regulan la
expresion genética en fase estacionaria de manera diferente. Es probable que en L. major
haya una reduccion menos drastica en la sintesis de RNA al entrar en la fase estacionaria, 0
bien que la estabilizacion de los transcritos en fase estacionaria sea mas marcada en este

parasito.



CONCLUSIONES

En el presente trabajo, hemos identificado nueve regiones conservadas en la subunidad
C128 de Pol Il en L. major y otros tripanosomatidos. Dichas regiones corresponden a las
previamente identificadas en otros organismos. Las secuencias que conservan mayor
similitud con la de L. major son las de T. cruzi y T. brucei. Experimentos futuros permitiran
definir si, como se espera, estas regiones conservadas son importantes para la funcion de
C128 en L. major. Mediante ensayos de RT-PCR localizamos el sitio aceptor del miniexén a
38 bases del ATG de C128. Al analizar la secuencia que rodea al AG aceptor no
encontramos una marcada similitud con una secuencia consenso reportada. También
identificamos la regién en la que ocurre la poliadenilacion del transcrito a 46-136 bases rio
abajo del codon de término del gen. Esto nos indica que en el RNAm de C128 las regiones
5"y 3’ no traducidas son cortas. Localizamos también regiones ricas en pirimidinas en las
inmediaciones de los sitios de procesamiento, las cuales podrian participar en la adicion
tanto del miniexdbn como de la cola de poli-A. Mediante experimentos tipo Southern-blot,
corroboramos la existencia de una sola copia del gen de C128 en L. major. Asimismo,
determinamos que en L. mexicana C128 es también un gen de copia Unica. Por otro lado,
mediante ensayos tipo Northern-blot encontramos que el mMRNA de C128 tiene un tamafio de
3.8 kb en L. major y L. mexicana. Ademas, no observamos diferencias significativas en la
expresion del mRNA de C128 al comparar células en fase de crecimiento logaritmico con

células en fase estacionaria.
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