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RESUMEN

Leishmania es un protozoario flagelado que en el hombre produce la
leishmaniasis. Pertenece a la familia Trypanosomatidae, junto con otros parasitos
como Trypanosoma cruzi y Trypanosoma brucei. Estos organismos se
caracterizan por presentar mecanismos de expresion genética atipicos, tales como
la transcripcion policistrénica 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
[II (Pol 1ll), 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 analisis del proceso
transcripcional es identificar y caracterizar las subunidades que forman parte de
Pol Il en L. major. A este respecto, en levadura Pol lll esta formada por 17
subunidades, siendo C160 la subunidad mas grande; esta subunidad contiene
parte del centro catalitico para polimerizar el RNA. Dado el papel esencial de
C160 en la transcripcion de Pol Ill, nuestro interés esta dirigido hacia la
caracterizacion de esta subunidad. Asi, mediante experimentos tipo Southern-
blot, usando como sonda un fragmento de C160 de 921 pb marcado con *P, se
confirmé que C160 es un gen de copia unica en el genoma de L. major, y se
determiné que en L. mexicana hay también solamente una copia de dicho gen.
Ademas, realizando ensayos de RT-PCR fueron localizadas las sefales de
procesamiento (sitio aceptor del miniexdn y regiéon de poliadenilacién) del mRNA
de C160. El analisis de las clonas de cDNA obtenidas permitio localizar la region
de poliadenilacion entre las 136 y 323 bases rio abajo del codon de término. Por
otra parte, el sitio aceptor del miniexdn (AG) se localizé 536 bases rio arriba del
codén de inicio de C160. Regiones ricas en pirimidinas (presumiblemente
involucradas en el procesamiento del mRNA) fueron localizadas en las
inmediaciones de las regiones de procesamiento. Al realizar una comparaciéon de

la region que rodea al sitio aceptor del miniexén de C160 con una secuencia



consenso para L. major previamente reportada, se observdé que existe poca
similitud entre las dos secuencias, lo que sugiere que unicamente el AG y la region
rica en pirimidinas son necesarios para el trans-splicing. Mediante experimentos
tipo Northern-blot se determind que el mMRNA en L. major tiene un tamafo
aproximado de 5.7 kb, mientras que su tamafio en L. mexicana es de 5.5 kb. No
observamos diferencias significativas en la expresion de C160 al comparar células
en fase de crecimiento logaritmico con células en fase estacionaria. Finalmente,
la comparacion de la secuencia de C160 entre tripanosomatidos revel6 la
presencia de 8 regiones conservadas. Dichas regiones coinciden con las regiones
conservadas A-H previamente reportadas en otros organismos. Experimentos
futuros permitiran definir si, como se espera, estas regiones conservadas son

importantes para la funcion de C160 en L. major.



INTRODUCCION

Leishmania es un protozoario flagelado de importancia médica y bioldégica. Este
organismo, descrito por primera vez en 1900 por Leishman (Handman, 2000), es
un parasito intracelular en las células del sistema reticuloendotelial de vertebrados.
Varias especies de Leishmania producen en el hombre la leishmaniasis (Shaw y
Lainson, 1987). Leishmania pertenece a la familia Trypanosomatidae, del orden
Kinetoplastida, la cual incluye a otros parasitos como Trypanosoma cruzi y

Trypanosoma brucei (Kudo, 1979).

Todas las especies de Leishmania son transmitidas por mosquitos vectores de los
géneros Phlebotomus (en el viejo mundo) y Lutzomyia (en el nuevo mundo). El
ciclo de vida de Leishmania se inicia cuando un mosquito es infectado al picar a
un mamifero que presenta leishmaniasis (Fig. 1). Dentro de las células del
mamifero los parasitos se encuentran en un estadio denominado amastigote, y
éstos se diferencian en promastigotes prociclicos en el intestino medio del
mosquito, en donde se replican repetidamente por fisidn binaria; en este momento
el parasito ha cambiado morfolégicamente: de ser redondo y con un flagelo muy
corto, pasa a una forma alargada, delgada y con flagelo largo. Los parasitos
migran después al aparato picador-chupador del insecto, en donde pasan al
estadio de promastigotes metaciclicos; éste es un estadio infectivo, incapaz de
replicarse. Cuando el mosquito infectado pica a un mamifero le transmite al
protozoario, que se aloja rapidamente en los macrofagos, dentro de
fagolisosomas, donde se diferencia en amastigotes. Estas formas se replican y
posteriormente lisan al macréfago, liberandose y pudiendo entonces infectar otras
células (Fig. 1) (Handman, 2000). Leishmania es un organismo digenético, pues
habita en dos hospederos especificos: el mosquito, que es donde se desarrolla
como promastigote en el intestino del insecto vector y en macrofagos de
mamiferos, donde sobrevive y se desarrolla intracelularmente como amastigotes

no flagelados.
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Figura 1. Ciclo de vida de Leishmania (tomado de CDC).

Tipos de leishmaniasis

La leishmaniasis tiene diversas manifestaciones clinicas, que van desde las
lesiones ulcerativas en la piel, inflamacion y completa destruccion de las mucosas,
hasta la infeccion diseminada visceral también conocida como “Kala-azar”. Esta
enfermedad puede ocurrir en multiples regiones endémicas en todo el mundo (Fig.
2), afectando tanto a nifios como adultos y es causada por casi dos docenas de
distintas especies de Leishmania. Varios animales domésticos pueden ser
también infectados por Leishmania y servir como reservorios del parasito. Hay
tres tipos principales de leishmaniasis: cutanea, mucocutanea y visceral (Murray et
al., 2005).



Distribucion mundial de la Leishmaniasis cutanea

B Areas endémicas

Fuente: O.M.5. 2005

Figura 2. Distribucion mundial de leishmaniasis cutanea; esta distribucion es muy similar a la de la

leishmaniasis visceral (tomado de la Organizacién Mundial de la Salud, 2005)

Leishmaniasis Cutanea

Este tipo de leishmaniasis es causada en el viejo mundo (en el Mediterraneo y en
regiones del mar Caspio) por L. major, L. tropica y L. aethiopica; mientras que en
América es causada principalmente por L. mexicana, L. amazonenesis, L.
braziliensis y L. peruviana. La leishmaniasis cutanea se caracteriza por la
presencia de lesiones, como lo son las papulas, nédulos y ulceras, aunque las
lesiones ulcerativas son mas comunes en el nuevo mundo. En principio una
papula es visible en donde el mosquito ha picado, después se forma un nodulo,
que crece y se transforma en una ulcera. En la enfermedad del viejo mundo
también se forman lesiones en forma de una placa delgada o hiperqueratosis
parecidas a verrugas. Se han reportado casos de pacientes infectados con el
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) que desarrollan también la

leishmaniasis cutanea (Murray et al., 2005).



Leishmaniasis mucocutanea

Este tipo de leishmaniasis es conocida también como “espundia”, y causa una
destrucciéon masiva de la faringe y de las cavidades oral y nasal. La leishmaniasis
mucocutanea se inicia con un eritema y ulceraciones, produciéndose después las
lesiones inflamatorias destructivas. En el enfermo, las desfiguraciones vy
mutilaciones producidas en el rostro causan gran sufrimiento de por vida. Esta
enfermedad es ocasionalmente reportada fuera de Latinoamérica, y puede ser
adquirida por los viajeros (Murray et al., 2005). Las especies de Leishmania que
en América causan este tipo de enfermedad son: L. braziliensis y L. guyanensis,
mientras que en Africa, Asia y Europa es causada por L. donovani, L. major y L.
infantum (Desjeux, 2004). Esta es una enfermedad de importancia en salud
publica en paises subdesarrollados debido a la agresividad con la que ataca al

paciente y también por el nivel de mortalidad que llega a ser significativo.

Leishmaniasis visceral

La leishmaniasis visceral es causada por L. donovani en el subcontinente de la
India, Asia y Africa, por L. infantum en la regién del Mediterraneo, en el sureste y
centro de Asia, y por L. chagasi en América. La leishmaniasis visceral se
manifiesta por medio de fiebre, debilidad, anorexia y pérdida de peso; Los nifios
pueden desarrollar diarreas y el retrazo de crecimiento. La hepatomegalia y la
esplenomegalia son a menudo las principales caracteristicas de la leishmaniasis
visceral. El oscurecimiento de la piel (fiebre negra o kala-azar) es frecuente. La
anemia, la leucopenia o trombocitopenia y la hipergamaglobulemia son también
caracteristicas. La leishmaniasis visceral puede presentar una recaida (de 6-12
meses después de un tratamiento aparentemente efectivo) y puede venir una
recrudescencia de la infeccidn. La reaparicion puede ser espontanea. Con el
tiempo la enfermedad no tratada puede causar caquexia, enfermedad
multisistemica, sangrado de trombocitopenia, susceptibilidad a las infecciones

secundarias y por ultimo, puede causar la muerte (Murray et al., 2005).



Cada afo, un estimado de 1.5 a 2 millones de nifios y adultos desarrollan
leishmaniasis (cutanea: 1-1.5 millones; visceral: 0.5 millones), y la incidencia de la
infeccidbn es substancial cuando las infecciones subclinicas son incluidas. La
leishmaniasis esta asociada a aproximadamente 70 000 muertes al afo. El 90%
se manifiesta como leishmaniasis cutanea en Afganistan, Pakistan, Siria, Arabia
Saudita, Algeria, Iran, Brasil y Peru; el 90% de la leishmaniasis visceral se
presenta en la India, Bangladesh, Nepal, Sudan y Brasil.

En los ultimos afios se han producido progresos tangibles en la diagnosis, el
tratamiento y en control del vector. Los investigadores han incrementado los
conocimientos en cuanto a la comprension de la enfermedad, la susceptibilidad, la
expresion asi como la relacion parasito-hospedero y también en términos del

desarrollo de vacunas contra esta enfermedad.

Es importante mencionar que la secuencia del genoma, tanto de Leishmania major
como la del vector Lutzomyia longipalpis ha sido recientemente completada. Este
logro es un claro avance en cuanto a la comprension de diversos aspectos de la
biologia del parasito, la transmision y la patogénesis, lo cual llevara a que esta
enfermedad sea un blanco mas facil en los tratamientos con drogas y con vacunas

mucho mas efectivas (Murray et al., 2005).

Leishmaniasis en México

Se considera que la leishmaniasis puede llegar a ser un problema de salud publica
en México, pues ha sido reportada en 22 estados. La presencia de leishmaniasis
cutanea (causada por L. mexicana) se reportd por primera vez en México en 1912,
en los trabajadores del chicle y por eso recibe el nombre de “Ulcera del chiclero”.
Hasta 1994 solo cuatro casos de leishmaniasis mucocutanea habian sido
registrados en México. Esos casos se confirmaron en los estados de Oaxaca,
Veracruz y Tabasco y se consider6 que el agente causal fue L. mexicana. En el

estado de Campeche, la leishmaniasis cutanea es causada por L. mexicana y L.



braziliensis. Por ultimo, entre 1987 y 1994 se reportaron 326 casos humanos de
leishmaniasis cutanea en el estado de Nayarit, los cuales también fueron

causados por L. mexicana (Sanchez-Tejeda et al., 2001).

Tratamiento

El control de la leishmaniasis ha sido entorpecido por el hecho de que esta
enfermedad es una zoonosis, que tiene como principales hospederos a roedores,
perros y otros animales domésticos. El antimonio organico pentavalente ha sido el
farmaco principal en el tratamiento de la leishmaniasis en la ultima mitad del siglo.
Otras drogas como la anfotericina B, alopurinol y aminosidina (paramomicina) no
han probado ser tan utiles como inicialmente se esperaba. Los intentos hasta
ahora realizados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en sus
programas de control de vacunacion solo se han llevado a cabo para tratar la
leishmaniasis cutanea. Esto significa que ha habido logros en esta area, pero aun
queda un largo camino antes de la producciébn de una vacuna exitosa para

administrarla de una forma masiva en el campo (Handman, 2000).

En nuestro laboratorio estamos interesados en estudiar los mecanismos de
expresion genética en Leishmania major Friedlin, la cepa de referencia del
“Proyecto del Genoma de Leishmania’. En particular, nuestro interés esta
enfocado hacia el analisis de la transcripcion de la RNA polimerasa Il (Pol I11), la
cual sintetiza moléculas de RNA pequefas que son esenciales para el crecimiento

celular.

Transcripcion en eucariontes

La transcripcidon involucra la sintesis de una cadena de RNA, tomando como
templado a una molécula de DNA de doble cadena. El RNA resultante es idéntico
en secuencia a una de las hebras de DNA, que es llamada hebra codificante; y es

complementario a la otra hebra, que fue usada como templado para esta sintesis.



La sintesis del RNA es catalizada por la enzima RNA polimerasa. La transcripcion
comienza cuando la RNA polimerasa se une a una regioén especial, el promotor,
localizado generalmente rio arriba del gen. En la mayoria de los genes el
promotor incluye las primeras bases transcritas. Desde este punto, la RNA
polimerasa avanza a lo largo del templado, sintetizando al RNA hasta que alcanza
una secuencia que le indica donde debe detenerse, llamada terminador. Esta
accion define una unidad de transcripcion, que se extiende desde el promotor

hasta el terminador.

El producto de la transcripcién es conocido como transcrito primario. Este
consistira de un RNA que se extiende desde el promotor hasta el terminador,
poseyendo los extremos originales 5" y 3°. Sin embargo el transcrito primario es
casi siempre inestable, por lo que tiene que modificarse en sus extremos para no

ser degradado.

La transcripcidn es la primera etapa en la expresidon del gene; este paso se
encuentra debidamente controlado. Las proteinas reguladoras son la que
determinan si un gen en particular se encuentra listo para ser transcrito por la RNA
polimerasa. La mayoria de los eventos de la regulacion ocurren durante el inicio
de la transcripcion, aunque las etapas subsecuentes a la transcripcion se regulan

algunas veces (Lewin, 2004).

RNA polimerasas

El ndcleo eucaridtico tiene tres tipos de RNA polimerasas, cuyas masas
moleculares estan comprendidas entre 500 y 700 kDa. Cada una de ellas se
encarga de producir diferentes moléculas de RNA. La RNA polimerasa | (Pol ) se
localiza en el nucleolo y se encarga de catalizar las sintesis del precursor 45S del
RNA ribosomal (rRNA), el cual se procesa para generar las moléculas de rRNA
maduras 28S, 18S y 5.8S. Por otra parte, la RNA polimerasa Il (Pol Il) se

encuentra situada en el nucleoplasma, y se encarga de sintetizar los precursores



del mRNA y de algunos RNAs pequefios nucleares (snRNAs) (Voet y Voet, 1995).
La RNA polimerasa Il (Pol Ill) también se encuentra presente en el nucleoplasma,
y se encarga de sintetizar los precursores del rRNA 5S, los RNA de transferencia

(tRNA) y de una variedad de otros RNAs pequefios nucleares y citosolicos.

Ademas de estas enzimas nucleares (que también son conocidas como RNA
polimerasas A, B y C, respectivamente), las células eucaridticas contienen RNA
polimerasas mitocondriales y de cloroplastos (Voet y Voet, 1995). Dentro de las
polimerasas mas estudiadas esta la Pol |ll de Saccharomyces cerevisiae, la cual
se encuentra bien definida, y todas sus subunidades han sido caracterizadas. Pol
[Il es la mas compleja de las RNA polimerasas, pues contiene el mayor numero de
subunidades: 17 en levadura, comparado con 12 subunidades de Pol Il y 14
subunidades en Pol | (Fig. 3) (Paule y White, 2000). Cinco de las 17 subunidades
son compartidas con Pol | y [l (ABC27, ABC23, ABC14.5, ABC10a y ABC10pB), dos
son compartidas con Pol | (AC19 y AC40) y diez son exclusivas de Pol Ill (C160,
C128, C82, C53, C37, C34, C31, C25,C17 y C11) (Hu et al., 2002).

RMNA Peolimerasa lll

TFINBE TFIIC

Figura. 3. Esquema de la constitucion general de la RNA polimerasa Ill y los factores de

transcripcion TFIIIB y TFIIC, visto en un ensamble de un tRNA con sus respectivas cajas Ay B.



Un total de 17 genes de copia unica codifican las subunidades de la Pol Ill en S.
cerevisiae. Se sabe que 16 de estos genes son esenciales, y uno todavia no se
ha analizado. Cinco de estas subunidades son definidas como un nucleo central
en Pol lll, por estar evolutivamente relacionadas con las 5 subunidades de la RNA
polimerasa de Escherichia coli: (1) C160 (C se refiere a Pol Ill, mientras que el
numero 160 es la masa aproximada en kDa) es la subunidad mayor,
evolutivamente relacionada con las subunidades mayores de Pol | y Pol Il, y con la
subunidad mayor de RNA polimerasas arqueobacteriana y bacteriana (A y B,
respectivamente); (2) C128, que es similarmente relacionada con la segunda
subunidad mayor de Pol | y Pol Il, y con las subunidades B de arqueobacterias y 3
bacteriana; (3) AC40, que es una subunidad comun entre Pol | y Ill, y esta
evolutivamente relacionada con subunidades de Pol Il B44 (RPB3), a bacteriana y
D de arqueobacteria; (4) AC19, que esta relacionada con las subunidades B12.5
(RPB11) de Pol Il, a de arqueobacterias, y L de bacterias; (5) ABC23 (RPB6), que
estd relacionada con subunidades w de E. coli y K de arqueobacterias
(Geiduschek y Kassavetis, 2001).

Promotores de Pol Il

Un promotor se define como la secuencia de DNA que es suficiente para dirigir la
correcta iniciacion de la transcripcion de un gen, mediada por una RNA polimerasa
(Pieler et al., 1987). La caracteristica mas llamativa e inusual de los promotores
usados por Pol lll, es que la mayoria requiere elementos localizados rio abajo del
nucledtido +1 (sitio de inicio de la transcripcidn), dentro de la regién codificadora.
Estas regiones de control interno son generalmente estructuras compuestas de
bloques esenciales separadas por regiones no esenciales (Paule y White, 2000).
Los promotores de los genes que son transcritos por Pol Il pueden clasificarse en

tres tipos (Fig. 4).

El tipo 1 esta presente en los genes del rRNA 58S, y se caracteriza por la presencia

de tres secuencias intragénicas elementales: las cajas A 'y C y un elemento



intermedio (Fig. 4) (Pieler et al.,, 1987). En el gen somatico del rRNA 5S de
Xenopus laevis la caja A se localiza entre las bases +50 y +64; el elemento
intermedio entre +67 y +72, y la caja C de +80 a +97. EIl promotor es
relativamente intolerante a cambios en el espaciamiento entre los elementos

individuales.

Los promotores del tipo 2 son identificados por presentar como elementos de
control interno una caja A y una caja B (Fig. 4). La caja A se localiza
generalmente (alrededor de 10-20 pb) del sitio de inicio de la transcripcion. El
bloque B se localiza a distancias variables (entre 30-60 pb) rio abajo del bloque A.
La localizacion del bloque B es extremadamente variable, en parte porque algunos
genes del tRNA tienen intrones cortos dentro de sus regiones de codificacién. Los
genes de tRNA y de adenovirus VA RNA han sido estudiados exhaustivamente

como modelos poseedores de esta clase de elementos.

La caracteristica principal de los promotores del tipo 3 radica en que las
secuencias residen exclusivamente rio arriba del gen, es decir, se encuentran
posicionados extragénicamente (Fig. 4). El prototipo de este grupo lo constituye el
gen del snRNA U6. Estos promotores tienen una secuencia TATA cerca de la
posicion -30 que es critica para la determinacion del sitio de inicio de la
transcripcion, y un elemento de secuencia proximal (PSE) alrededor de la posicion
-60. Estos dos elementos constituyen un promotor basal sujeto a la actuacion de
un elemento de secuencia distal (DSE) (Willis, 1993). EI promotor mejor
caracterizado del tipo Il ha sido el del gene U6 en humano. Estas secuencias
requieren para la expresion eficiente una caja TATA entre las -30 y -25pb, una
secuencia de elemento proximal (PSE) entre las -66 y -47, ademas requieren de
un elemento distal (DSE) entre -244 y -214pb (Paule y White, 2000).
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Figura 4. Representacion de los tipos de promotores de Pol Ill. Se indica la posicion de las cajas
A, B, Cy TATA, asi como el elemento intermedio (El), el elemento de secuencia proximal (PSE) y

el elemento de secuencia distal (DSE).

Factores de transcripcién

Ciertas proteinas, denominadas factores de transcripcién, tienen afinidad
especifica por los promotores. Son proteinas muy conservadas evolutivamente,
que promueven la formacién de un complejo plurimolecular alrededor del sitio de
inicio de la transcripcidn, que incluye el promotor, los propios factores de
transcripcion generales y la RNA polimerasa. Se puede decir que al reconocer el
promotor actuan como mediadores para que se fije la polimerasa, definiendo asi el
punto de inicio de transcripcion y activando a la enzima para que comience a
sintetizar el RNA (Willis, 1993). Por lo tanto, el inicio de la transcripciéon es un
proceso que se lleva acabo al formarse un complejo que se encuentra unido por
enlaces proteina-DNA vy proteina-proteina. La informacidén acerca de los factores
de transcripcion de Pol Il se encuentra mejor detallada en sistemas como el de S.
cerevisiae y en el humano. La levadura se toma como referencia para otros
organismos. El analisis de la transcripcion de Pol Il en humano proporciona datos

interesantes acerca del aparato de transcripcion de la Pol |l en metazoarios. Para



pol 1l se han descrito tres factores de transcripcion, TFIIIA, TFIIIB y TFIIC, los

cuales se describiran a continuacion.

TFIIA

El reclutamiento de TFIIIC en los genes del rRNA 5S requiere de la presencia de
un factor gen-especifico conocido como TFIlIA. Es un factor especifico de los
promotores del tipo |, y se une directamente al DNA. EI TFIIIA de X. laevis fue el
primer factor de transcripcion eucariético purificado y ademas el primero del cual
se clon6 el cDNA. Es también miembro fundador de la familia conocida como
Dedos de Zinc, puesto que la mayor parte de sus 344 aminoacidos forman nueve
dedos de zinc dispuestos en tandem. TFIlIIA sirve como un adaptador,
proporcionando una plataforma que permite que TFIIIC sea reclutado sobre los
genes del rRNA 5S.

TFIIB

Sin importar el tipo de promotor, la funcion primaria del TFIIIC es reclutar a TFIIIB.
Este proceso ha sido mejor caracterizado en levadura, en donde TFIIIB se ha
reconstituido enteramente a partir de componentes recombinantes. Es un
complejo de tres polipéptidos, uno de los cuales es el TBP (TATA-binding protein)
(Fig. 3). El mas grande de los componentes de TFIIIB tiene un peso molecular de
90 kDa, y es conocido como polipéptido B™"; esta proteina es poco conservada,
excepto por un dominio llamado SANT. EI otro componente de TFIIIB es una
subunidad de 70 kDa que exhibe una identidad del 23 % y una semejanza del 44
% con TFIIB. Debido a esta homologia, se conoce como factor TFIIB-relacionado
o BRF (Paule y White, 2000). EI TFIIIB de levadura es una proteina que se une al
DNA que puede ser atraida de dos maneras a regiones de union rio-arriba del sitio
de inicio de la transcripcion: se une directa y fuertemente a cajas TATA a través de
TBP, o puede ser atraida al complejo de iniciacion a través de la interaccion con
TFIIC. En cualquier caso, el TBP termina haciendo contacto directo con el DNA
(Geiduschek y Kassavetis, 2001).



TFIIC

El armado del complejo de iniciacion en los genes de tRNA comienza cuando las
secuencias de los bloques A y B son reconocidas por el complejo llamado TFIIIC
(Transcriptional Factor IlIC). Este es uno de los mayores y mas complejos
factores de transcripcidon conocidos. En S. cerevisiae, TFIIIC esta compuesto de 6
subunidades (1138, 1131, 195, 191, 160 y 155) (Fig. 3). Experimentos de
Fotocrosslinking han mostrado que varias subunidades de TFIIIC se extienden a
través del gene tRNAY". Se encuentran en contacto tanto con el bloque A como el
B, aunque el ultimo es el determinante principal para la afinidad de unién. Es
notable que esos dos elementos promotores sean reconocidos simultaneamente
por un solo factor, puesto que la distancia que los separa puede variar

substancialmente entre diversos genes (Paule y White, 2000).

Organizacion genOGmica en tripanosomaétidos

Las caracteristicas genéticas de los tripanosomatidos han sido objeto de
considerables investigaciones, sobre todo en los ultimos afios. En términos de
genética molecular los organismos mas estudiados son Leishmania vy
Trypanosoma. Los tripanosomatidos tienen dos genomas, uno dentro del nucleo y
otro dentro de la mitocondria. El ultimo, llamado cinetoplasto, constituye entre el
10-30 % del DNA total en la célula. Se sabe que estos organismos son diploides.
Una caracteristica general es que muchos de los genes presentan varias copias
organizadas en tandem. El caso mas notable es el de los genes de las
glicoproteinas de superficie variables (VSG) en T. brucei, que presenta alrededor

de 1000 copias en el genoma del parasito.

El genoma de Leishmania tiene un tamafo de alrededor de 34 Mb, y esta
organizado en 36 cromosomas que van desde los 0.3 hasta a 2.5 Mb (Martinez-
Calvillo et al., 2004). La identificacién de los 36 cromosomas se llevd a cabo por
medio de electroforesis en campos alternos pulsados, pues los cromosomas en

estos organismos no se condensan significativamente durante su ciclo celular.



Recientemente se finalizd la secuenciacion del genoma de L. major Friedlin, la
cepa de referencia del Proyecto del Genoma de Leishmania. Al analizar la
secuencia se observdO que en este organismo, los genes se encuentran
organizados en grupos grandes de genes en la misma cadena de DNA (unidades
policistréonicas). El analisis de la secuencia también revel6 la presencia de ~8,200
genes (lvens et al.,, 2005). La mayoria de estos genes no muestran ninguna
similitud con los genes de otros organismos (excepto otros tripanosomatidos), y es
probable que muchos de ellos tengan funciones parasito-especificas (Myler et
al.,1999; Worthey et al., 2003).

Procesamiento de los mRNA en tripanosomatidos

Leishmania, asi como otros miembros de la familia Trypanosomatidae, presentan
mecanismos de expresion genética inusuales. La trascripcion es tripanosomatidos
es policistronica, es decir, varios genes se transcriben juntos, generando
transcritos primarios largos que tienen que ser procesados para dar origen a los
MRNA maduros (Fig. 5). Los mRNA maduros se generan a partir de los
transcritos policistronicos mediante trans-splicing (en el extremo 5) vy
poliadenilacion (en el extremo 3’). El trans-splicing, o splicing entre dos moléculas,
es un evento de procesamiento de RNAs en eucariontes en donde participan dos
moléculas precursoras independientes. Fue descrito originalmente en
tripanosomatidos, y después fue encontrado también en nematodos, trematodos y
Euglena. En todos estos organismos la reaccion intramolecular da como resultado
un exon no codificante, llamado Spliced-Leader (SL) o miniexdn, en el extremo 5’
de los mRNA maduros, y otro exén codificante que contiene el codén iniciador
ATG con el marco de lectura completo (Cevallos y Hernandez, 2001). En
tripanosomatidos, el SL es de 39 nucleétidos y esta presente en todos los mRNA
maduros. El SL contiene el “cap” en su extremo 5’, el cual es necesario para la
estabilidad de los mMRNA (Vanhamme y Pays,1995).



Genes del RNA SL Unidad policistrénica
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Figura 5. Sintesis de mRNA en Leishmania. El circulo en el extremo 5’ del RNA SL representa el
cap. En el transcrito primario se indican las regiones de procesamiento para adicionar el RNA SL
(SL) y la cola de poli-A (PA). En el mRNA maduro se sefala la cola de poli-A (AAA).

El mecanismo de trans-splicing es muy similar al del cis-splicing, y en ambos
participan los snRNAs. En tripanosomatidos se sabe poco sobre las secuencias
necesarias para el trans-splicing. El sitio 3’ aceptor del SL es siempre el
dinucleétido AG, sitio consenso usado también en el cis-splicing. Una serie
continua de pirimidinas contiguas al dinucleétido AG es también importante, pues

si estas son removidas experimentalmente se activan sitios aceptores cripticos.

No se sabe de una sefial consenso de poliadenilaciéon en tripanosomatidos. Sin
embargo, se ha observado que regiones ricas en pirimidinas, localizadas rio abajo
de los sitios de poliadenilacidon, son muy importantes para este proceso. Hay
evidencias que indican que la poliadenilacién y el trans-splicing estan acoplados, y

que una misma region rica en pirimidinas regula ambos eventos.



Promotores en tripanosomatidos

Poco es lo que se conoce sobre el inicio de la transcripcidn en tripanosomatidos.
Las unicas regiones promotoras que han sido ampliamente caracterizadas son las
de la unidad de rRNA (transcrita por Pol I) (Martinez-Calvillo et al., 2001; Yan et
al., 1999) y las del RNA SL (transcrito por Pol II) (Gilinger y Bellofatto, 2001;
Gilinger et al., 2004; Saito et al., 1994).

Los promotores de Pol | se identificaron por primera vez en T. brucei, no s6lo en el
locus del rRNA, sino también rio-arriba de los genes que codifican los VSG vy las
prociclinas GPEET. EI unico promotor de pol Il caracterizado es el del RNA SL,
que interviene directamente en el trans-splicing. La célula requiere una gran
cantidad de este RNA, pues el SL debe estar presente en todos los mMRNA. Para
cubrir esta necesidad, los tripanosomatidos presentan mas de cien copias del gen
del RNA SL por genoma haploide. Cabe aclarar que, a diferencia de los genes de
MRNA, el gen del RNA SL es transcrito de manera monocistronica. EI promotor
del RNA SL ha sido analizado detalladamente en tres especies: T. brucei,
Leptomonas seymoury y Leishmania tarentolae y se encontré6 que se encuentra
conservado, consistiendo de un elemento bipartito rio-arriba y un elemento

iniciador cerca del sitio de inicio de la transcripcidén (Gunzl et al., 2008)

El analisis transcripcional realizado en los cromosomas 1y 3 de L. major demostré
que la transcripcion de Pol Il inicia unicamente “rio arriba” del primer gene de una
unidad policistronica (Martinez-Calvillo et al., 2003; Martinez-Calvillo et al., 2004).
En el caso del cromosoma 1, la transcripcion fue examinada por analisis de run-on
nuclear, usando sondas de DNA de cadena sencilla correspondientes a la mayoria
de los 79 genes del cromosoma. Dichos genes se encuentran organizados en dos
unidades policistronicas, una de 29 genes (en la cadena de abajo) y otra de 50
genes (en la cadena de arriba). Los resultados indicaron que la transcripcion de
todo el cromosoma inicia unicamente entre los genes 29 y 30, en la regidén del

cromosoma donde se da el cambio en la orientacion de los genes. De esta



manera, los mMRNAs de estos dos grupos de genes son transcritos

divergentemente y hacia los teldbmeros (Martinez-Calvillo et al., 2003).

El cromosoma 3 de L. major presenta dos unidades policistronicas convergentes
de 67 y 30 genes. El analisis transcripcional por medio de run-on nuclear revel6
que la transcripcion inicia unicamente rio arriba del primer gen de cada unidad
policistronica, tal como se observo en el cromosoma 1. Entre las dos unidades
policistrénicas convergentes se localiza un gen de tRNA (transcrito por Pol Ill). De
manera interesante, se encontré6 que la transcripcién del cromosoma (de Pol II)

termina en la regién que contiene dicho gen (Martinez-Calvillo et al., 2004).

Promotores de Pol Ill en tripanosomatidos

En tripanosomatidos, Pol Il transcribe todos los shRNAs (U1 a U6), ademas de los
tRNA y el rRNA 5S. Analisis de secuencia de los genes de tRNA y del rRNA 5S
han permitido la identificacién de los dominios de control interno (cajas A, By C),
pero a la fecha no se ha caracterizado funcionalmente ningun promotor. En
cambio, varios promotores de genes de snRNAs y del gen del RNA 7SL han sido
caracterizados en T. brucei y en Leptomonas. Estos genes tienen un gen de tRNA
contiguo, hacia su extremo 5  localizado en la cadena opuesta de DNA.
Sorprendentemente, las cajas A y B del tRNA vecino son esenciales para la
expresion del snRNA y del RNA 7SL. En la mayoria de casos, se requieren
también elementos regulatorios intragénicos del snRNA y del RNA 7SL (Fantoni et
al., 1994; Nakaar et al., 1995) para lograr un nivel de expresién éptimo. Hasta la
fecha, ningun promotor de Pol Il ha sido caracterizado en Leishmania. De igual

manera, ninguna de las subunidades de Pol lll ha sido analizada en este parasito.



Subunidades de Pol Illl en Leishmania

El analisis in silico realizado con el genoma de L. major revel6 que la mayoria de
los genes que codifican para las subunidades de Pol lll, incluida C160, estan
presentes en L. major. Sin embargo, ningun factor de transcripcion fue
identificado. Con el objeto de identificar a los componentes proteicos de los
complejos transcripcionales de Pol Ill en L. major, recientemente se report6 el uso
de la técnica de Purificacion por Afinidad en Tandem (TAP-tag), usando como
blanco el gen de la subunidad ABC23. 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. EIl gen de C160 se localiz6 en el

cromosoma 34 del L. major.

De las 17 subunidades que conforman Pol lll en levadura, C160 es la subunidad
mas grande y juega un papel muy importante en el proceso de transcripcion.
C160 contiene, junto con C128 (la segunda subunidad mas grande), el centro
catalitico para polimerizar RNA, y aparentemente no sélo esta involucrada en el
inicio y elongacion de la transcripcion, sino que también participa en el término de
la misma (Willis, 1993; Geiduschek y Kassavetis, 2001; Huang y Maraia, 2001).
Dado el papel esencial de C160 en la transcripcion de Pol lll, la caracterizacion de
su gen en Leishmania resulta necesaria para lograr un mejor entendimiento de los
procesos de expresion génica en los protozoarios parasitos de la familia

Trypanosomatidae.



OBJETIVOS

. Determinar el numero de copias del gen de C160 en los genomas de

Leishmania major y Leishmania mexicana.

. Localizar el sitio aceptor del miniexon y la region de poliadenilacion en el
MRNA de C160 de L. major.

. Analizar el tamafio y la abundancia de los transcritos de C160 en cultivos
de promastigotes de L. major y L. mexicana en fase media de crecimiento

logaritmico y en fase estacionaria.

. Comparar las secuencias de aminoacidos y DNA de C160 en L. major con
secuencias homologas en otros organismos para localizar probables

dominios funcionales.



MATERIALES Y METODOS

Cultivos celulares
En este trabajo se utilizaron promastigotes prociclicos de Leishmania major
Friedlin y la cepa Bricaire de Leishmania mexicana, que fueron crecidos a 27°C en
medio BM 1X (infusién de cerebro y corazén 0.25X, M199 0.5X, suplementado con
suero fetal bovino 10%, hepes 40 mM pH 7.5, hemina 0.01mg/ml, biotina 0.02%,
biopterina 1.25 ug/ml, penicilina [100 u/ml]/estreptomicina [0.1 mg/ml]), hasta que

éstos alcanzaron la fase media de crecimiento.

Conteo de parasitos
De los cultivos se hizo una dilucién 1:10, tomando 50 ul de cada cultivo y
mezclando con 450 ul de formaldehido al 2%, de los cuales se tomaron 10 ul y se
colocaron en una camara de Neubauer. Se conté el numero de parasitos en
cuatro cuadros en diagonal de cada uno de los cuadrantes principales. El valor
obtenido se multiplicé por 10° para obtener el nimero de parasitos por ml de

cultivo.

Extraccion de RNA total
Los cultivos fueron cosechados en la fase media de crecimiento logaritmico,
centrifugando a 9000 g durante 10 min a 4°C en el rotor 220.78 VO2 (Hermle). La
pastilla de células se lisé usando el reactivo TRIZOL-LS, pipeteando
repetidamente. Se usaron 750 pl del reactivo por cada 5 X 10”7 células.
Posteriormente se procedié a realizar la fase de separacién, donde se incubaron
las muestras a temperatura ambiente por 5 min y después se adicionaron 200 pl
de cloroformo por cada 750 pl de TRIZOL-LS. Las muestras se agitaron
vigorosamente y se centrifugaron a 12 000 g por 5 min a 4°C. Después de este
proceso la mezcla se separé en una fase roja y una acuosa. Para precipitar el
RNA, se transfirio la fase acuosa a un tubo nuevo y se mezcldé con 500 ul de

alcohol isopropilico, por cada 750 ul de reactivo TRIZOL-LS. Se incub6 a



temperatura ambiente durante 10 min y se centrifug6é a 12 000 g, durante 10 min,
a 4°C. Se lavd la pastilla de RNA una vez con 1 ml de etanol al 75 % por cada
750 pl de reactivo de TRIZOL-LS que fue usado en la homogenizacion inicial (7.12
ml de etanol 75 %), se mezcld en un vortex, Genie 2 (DAIGGER) y se centrifugo a
7500 g por 5 min a 4°C. La pastilla de RNA obtenida se dej6 secar, manteniendo
el tubo destapado por 10 min y se disolvié en 300 pl de agua libre de RNAsas. El
RNA se mantuvo a -20°C. La concentracion del RNA fue determinada leyendo en
el espectrofotometro (Life Science Analiser-DNA, Genova) a 260 y 280 nm (1 D.
0. a 260 nm = 40 pg/ml).

Aislamiento de DNA gendmico (DNAQ)

Un total de 3X10°® células en fase media de crecimiento logaritmico se
centrifugaron durante 10 min a 9000 g a 4°C. Se resuspendio la pastilla en 5 ml
de una solucion que contiene: 5 ml de SSC 1X, 4.5 ml de TNE, 0.5 ml de sarcosyl
al 10 %. Después se agregaron 100 ug de proteinasa K y se agité en vortex,
manteniendo la mezcla a 55°C durante 2 hrs. Posteriormente se adiciond 1
volumen de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1), se agitd en vortex y se
centrifugé a 7000 g por 8 min, a 4°C. La fase acuosa se transfiri6 a un tubo
nuevo, y se realiz6 una extraccién con 1 volumen de cloroformo, centrifugando a
7000 g durante 8 min a 4°C. Posteriormente se transfirié la fase acuosa a un tubo
nuevo y el DNA se precipitd con 0.1 volumen de acetato de sodio 3 My 2.5
volumenes de etanol absoluto y se mantuvo toda la noche a -20°C. Posteriormente
se centrifugd a 16000 g, a 4°C por 15 min, y se lavo la pastilla con etanol al 70 %.
Por ultimo, el DNA se resuspendié en TE (Tris 10mM pH 7.6; EDTA 0.2 mM pH
8.0). La concentracion del DNA fue estimada en un espectrofotometro a 260 y 280
nm (1 D. O. 260 nm = 50 ug/ml).

Electroforesis en gel de agarosa
Los fragmentos de DNA resultantes de distintos experimentos fueron fraccionados
por electroforesis en geles de agarosa (Agarose D-1 Low EEO, CONDA) tefidos

con bromuro de etidio (a una concentracién final de 10 mg/ml). El buffer de corrida



fue TBE 1X (Tris-HCI 5.4 %, acido boérico 2.74 % y EDTA 0.46 %), y se uso6 una
camara de electroforesis “Gel XL ultra V2" (Labnet). Las corridas se realizaron
generalmente a 100 V, durante 40 min 6 hasta que el primer colorante corriera tres
cuartas partes del gel. Las bandas de DNA fueron visualizadas en un
transiluminador de luz ultravioleta (TFX-35, Life Technologies) y fotografiadas en
un aparato FUJIFILM FLA-500. Como marcador de tamafio se uso la escalera de
DNA de 1 kb (Invitrogen).

Tratamiento de RNA con DNAsa |

Este proceso se llevo a cabo para eliminar el DNA contaminante en la muestra de
RNA. Para esto, se tomaron 5 ug de RNA total en un tubo Eppendorf y se
agregaron 4 ul de buffer 10X de DNAsa |, 3 ul de DNAsa | (Invitrogen) equivalente
a 3 unidades. Después se llevd a un volumen de 40 ul con agua tratada con dietil
pirocarbonato (DEPC), se mezcld e incubo6 el tubo a temperatura ambiente por 15
min. Posteriormente se agreg6 2 ul de EDTA 25mM (para inactivar a la DNAsa [)
y se calenté por 10 min a 65°C. El RNA se precipitd con 1/10 volumenes de
acetato de sodio 3M y 2.5 volumenes de etanol y se resuspendié en 5 ul de agua
DEPC.

RT-PCR

Sintesis de cDNA

A partir del RNA total se sintetiz6 cDNA (DNA complementario). Para localizar los
sitios de poliadenilacion, el cDNA se produjo con el primer Nested (dT)
(CCTCTGAAGGTTCACGGATCCACATCTAGATTTTTTTTTTTTTTTTTTVN),
mientras que para mapear el sitio aceptor del Spliced-leader se sintetizé con el
primer C160-ME-1 (CATCGTTGACGCCGAAGTTCTT). Para esto, en un tubo
Eppendorf libre de nucleasas se adicionaron los siguiente reactivos: 1 ul del oligo
correspondiente 50 uM (Nested-dT o C160-ME-1), 5 ng de RNA total (tratado con
DNAsa [), 1 ul de mezcla de dNTP 10 mM (10 mM de cada nucleétido: dATP,
dGTP, dTTP y dCTP), con agua DEPC a volumen de final de 13 ul. Después se




calento6 la mezcla a 65°C durante 5 min y se incubd en hielo por 5 min. Se colect6
el contenido del tubo mediante una breve centrifugacion en una microcentrifuga
(Beckman Coulter), y se adicionaron 4 ul de buffer first-strand 5X, 1ul de RNAsin
(inhibidor de RNAsas), 1ul de transcriptasa reversa SuperScript Il (200
unidades/ul, Invitrogen); se mezcld pipeteando (subiendo y bajando suavemente).
Después se procedio a incubar a 50°C por 45 min. Para inactivar la reaccion se
calent6 a 70°C durante 15 min, fue entonces cuando el cDNA estuvo listo para ser

amplificado por PCR.

PCR

Para realizar la reaccion de PCR se adiciond lo siguiente a un tubo Eppendorf: 5ul
Buffer PCR 10X [200 mM Tris-HCI (pH 8.4), 500 mM KCI], 5ul MgCl, 50 mM, 1ul
de mezcla de dNTP 10mM, 1ul de oligo sentido (10 uM), 1ul de oligo antisentido
(10 uM), 1 ul Tag DNA polimerasa (5U/ul, RED Taq, SIGMA), 2ul de cDNA; esta
mezcla se llevé a un volumen de 50ul con agua destilada estéril, mezclando
suavemente. Después la mezcla se llevd al termociclador (Palm-cycler, Corvett
Research) en donde se efectuaron las reacciones en las siguientes condiciones: |
Ciclo- 94°C por 3 min; Il Ciclo- 94°C por 1 min, 58°C por 2 min, 72°C por 2 min, 30

veces; lll Ciclo- 72°C por 7 min.

Clonaciones en el vector pGEM-T Easy

Purificaciéon de DNA de geles de agarosa

Para este procedimiento se usé el kit QIAEX Il (QIAGEN). Para ello, primero se
separd el DNA por electroforesis en un gel de agarosa al 1.2 %, para después
cortar del gel las bandas de interés (tomando la minima cantidad de gel,
removiendo el exceso de agarosa). Se peso el fragmento del gel que contenia el
DNA, y se adicionaron 900 ul de buffer QX1 (correspondientes a 3 volumenes).
Después se adicionaron 10 ul de perlas QIAEX 1l y se incubd a 50°C por 10 min,
mezclando cada 2 min. Posteriormente se centrifugd a velocidad maxima por 30

min y se lavo la pastilla con 500 ul de buffer QX01. Se resuspendié y centrifugd



nuevamente, y la pastilla se lavé 2 veces con 500 ul de buffer PE. Después, la
pastilla se dejo secar por 25 min y se resuspendié en 20 ul de Tris-Cl 10 mM, pH
8.5, incubandose después a temperatura ambiente por 5 min. Pasado este tiempo
se centrifugd la mezcla a velocidad maxima por 30 seg. Posteriormente se tomd

el sobrenadante, que contenia el DNA purificado, y se transfirié a un tubo nuevo.

Ligacion en el vector pGEM-T Easy

Primero se centrifugd el tubo que contenia el vector pGEM-T Easy (Promega) para
colectar toda la muestra en el fondo del tubo. La reaccion de ligaciéon se llevd a
cabo mezclando lo siguiente: 5ul buffer de rapida ligacién 2X, 0.75 ul de pGEM-T
Easy (50ng), 3.25 ul del producto de PCR, 1 ul de T4 DNA ligasa (100 u). La

muestra se mezclo pipeteando y se incubd a 4°C durante toda la noche.

Transformacion

Para el proceso de transformacién se usaron células competentes de alta
eficiencia (>10® UFC/pg) y media eficiencia (>10” UFC/ug) de la cepa JM109 de E.
coli (Promega). Primero se prepararon placas de medio LB con ampicilina (100
ug/ml), suplementadas con 20 ul de Xgal 40 ug/ml y 100 pl de IPTG 0. 5 mM. A
un tubo de microcentrifuga estéril, enfriado previamente en hielo, se adicionaron 2
ul de reaccion de ligacion. Posteriormente se transfirieron 35 ul de células
competentes JM109, y se mantuvo el tubo en hielo por 20 min. Pasado este
tiempo se di6 un choque térmico de 42°C por 48 seg, retirdndolas después de este
periodo y pasandolas rapidamente a hielo, en donde reposaron por 2 min.
Posteriormente se transfirieron las mezclas a tubos de 15 ml, y se adicionaron
950 ul de medio SOC [Bacto-tryptone, Bacto (2 gr/100ml, yeast extract, NaCl 1M,
KCI 1M, Mg** stock ) MgCl, 1 M- 6 agua, MgSO4- 7 agua], Los tubos se incubaron
1.5 hrs a 37°C en agitacion (150 rpm) en una incubadora de piso (Max Q 5000,
Barnstead Lab-Line). Después, y con la ayuda de un asa triangular, se
plaquearon 100 ul de cada cultivo de transformacion en placas de LB/ampicilina,

Estas se dejaron incubando a 37°C durante toda la noche.



Purificacion de plasmidos en pequefia escala (minipreps)

Este ensayo se llevo a cabo con el kit QlAprep de QIAGEN, usando 2.5-5 ml de
cultivos crecidos toda la noche (provenientes de las colonias obtenidas en la
transformacién). Los cultivos se centrifugaron a 15000 g durante 30 seg, y el
botdn celular se resuspendio en 250 ul de buffer P1. Después se adicionaron 250
ul de buffer P2, agitando los tubos por inversion. Después se adicionaron 350 pl
de buffer N3, se agito por inversidon, y se centrifugd por 10 min a 15000 g en la
microcentrifuga; el sobrenadante obtenido se transfiri6 a las columnas de
centrifugacion QlAprep. Las columnas se centrifugaron 60 seg y se elimin6 el
sobrenadante. A continuacién se lavaron las columnas con la adicién de 0.75 ml
de buffer PE, y fueron centrifugadas durante 60 seg. El liquido acumulado en el
fondo de las columnas se decantdé y después se centrifug6b 1 min. Pasado este
periodo se eluyé el DNA de las columnas, adicionando 50 ul de buffer EB e
incubando por 1 min a temperatura ambiente. Finalmente, la columna se
transfirid a un tubo nuevo y se centrifugdé durante 1 min. En el tubo se colecto el
DNA de plasmido. Este DNA fue digerido con la enzima Eco RI, para verificar el
tamano del inserto clonado en el vector. Para esto, se mezclaron 10 yl DNA, 1 ul
(10 U) de Eco RI (Invitrogen), 2 ul buffer 10X (REact 3), 7 ul de agua, en un
volumen final de 20 pl por muestra de DNA. Los tubos se incubaron por 5 hrs a
37°C.

Desalado de DNA
El kit QIAEX Il de QIAGEN se utilizd para limpiar (eliminar sales) el DNA de un
amplificado de PCR; para esto, se colocaron 30 uyl de DNA en un tubo limpio, y se
adicionaron 90 ul de Buffer QXI; después se agregaron 10 pl de acetato de sodio 3
M, pH 5.0 y se mezcld subiendo y bajando suavemente. Posteriormente se
agregaron 10 pl de perlas QIAEX Il (previamente mezclada en vortex por 30 seg),
y se incubo a temperatura ambiente por 10 min, agitandose en vortex cada 2 min.
A continuacion la mezcla se centrifugd a 15000 g por 30 seg y se retird el
sobrenadante. La pastilla obtenida se lavd 2 veces con 500 ul de buffer PE.

Posteriormente el sobrenadante se elimin6 y se dejo secar la pastilla a



temperatura ambiente, dejando el tubo destapado. Después se resuspendid la
pastilla en 20 ul de Tris-Cl, pH 8.5, incubando a temperatura ambiente durante 5
min. Como ultimo paso se centrifugé la mezcla por 30 seg a 15000 g y el

sobrenadante (DNA limpio) se transfirié a un tubo nuevo.

Digestiones de DNA gendémico con enzimas de restriccion
Se digirieron 6 ng de DNAg de L. major y de L. mexicana (con las enzimas Apa |,
Cla I, Hind Ill, Sal I, Sph | y Xho I), en un volumen final de 20-25 ul. Las
digestiones de DNAg se llevaron a cabo empleando concentraciones de enzimas
de restriccion en un exceso de 5 veces, considerando las condiciones
recomendadas por las casas comerciales de las enzimas (NE-Biolabs e

Invitrogen). Las muestras se incubaron a 37°C durante toda la noche.

Experimento tipo Southern-blot
El DNA digerido con las enzimas Apa |, Cla I, Hind Ill, Sal I, Sph | y Xho I, fue
fraccionado por electroforesis en un gel de agarosa al 0.8%. Se corrié a 80 V por
5 hrs aproximadamente, hasta que el primer colorante recorri tres cuartas partes
del gel. Al terminar la corrida se hizo una muesca en el gel en la parte superior
izquierda quedando el marcador en el primer carril. Se fotografio el gel junto a una
regla fluorescente poniendo el cero a la altura del primer pozo. Posteriormente el
gel se colocod en un recipiente y se enjuago dos veces con agua desionizada,
agitandolo suavemente. A continuacién el gel se colocé en una solucion
despurinizante (11 ml de HCI, mas 989 ml de agua desionizada), durante 10 min y
posteriormente se enjuagd 3 veces con agua desionizada. Después se transfirid
el gel a una solucién desnaturalizadora (87.66 gr de NaCl, 20 gr de NaOH y agua
a un volumen final de 1 L) durante 50 min, en agitacion constante y suave. Al
termino del periodo se enjuagd 2 veces con agua desionizada. Posteriormente el
gel se sumergi6 en una solucién neutralizante (NaCl 87.66 gr, Tris Base 66.6 gry
agua a un volumen final de 1 L, pH 7.0) durante 30 min, en agitacién constante y
suave. Después de este tratamiento el gel se sometié a la transferencia por
capilaridad, usando SSC 10X (3.0 M de NaCl, 0.3 M Acetato de sodio a pH 7.0)



como buffer de transferencia. Para esto, se coloc6 en el interior de un recipiente
amplio una base de cristal forrada con dos capas de papel Whatman (el papel se
colocd doblado hacia abajo, quedando en contacto con el fondo del recipiente),
adicionando solucién de transferencia para humedecer el papel. Después se
coloco sobre el papel el gel de manera invertida. A continuacion se coloco en la
parte de arriba del gel una membrana de Hybond (Amersham). La membrana era
del mismo tamafo del gel, y previamente fue hidratada en solucion de
transferencia; sobre la membrana de Hybond se colocaron dos capas de papel
Whatman del tamafio de la membrana, previamente humedecidas. Por encima de
este complejo se colocd una capa gruesa de sanitas de aproximadamente 6 cm,
sobre la cual se acomodd un cristal con un ligero peso sobre él. Se adicioné
solucion de transferencia y se dejo toda la noche; al dia siguiente se remplazé el
paquete de sanitas por uno de menor grosor y se agregb mas SSC 10X, y se
continu6 con la transferencia por varias hrs mas. Después de este proceso se
desmonto el blot; antes de quitar la membrana, se marc6 cada pozo y se hizo una
muesca en la membrana para ubicar el carril 1. A continuacién, la membrana se
enjuagd en SSC 2X por 1 min, dos veces. La membrana se dej6é secar durante 5
min, y se procedio a fijar el DNA a la membrana en el horno de luz UV Stratalinker
1800 (Stratagene). Después se dejo secar la membrana a temperatura ambiente,
y se guardd a la misma temperatura. Por ultimo, para verificar que el DNA se
hubiera transferido a la membrana, el gel fue tefildo con bromuro de etidio (0.5
Mg/ml) y observado en un trans-iluminador de luz UV.

Las membranas fueron prehibridadas por 2 hrs a 42°C, en 20 ml de solucion de
hibridacion, [Formamida 50%, SSC 5X, SDS 0.2% y Solucién Denhardts 4X (Ficoll
400 0.08%, PVP-40 0.08%, Albumina serica bovina 0.08%)]. Después, las
membranas se hibridaron por 24 hrs con 5x10° cpm (cuentas por minuto) de DNA
marcado con P (desnaturalizado) en la misma solucién de hibridacion.
Transcurrido este periodo se realizd el lavado de filtros; el primer lavado se hizo
por 3 min a temperatura ambiente en SSC 2X y SDS 0.1%. Después se lavo con
la misma solucién a 65°C por 30 min. Posteriormente se hicieron dos lavados con
SSC 0.5X 'y SDS 0.1% a 65°C por 30 min. Todo este procedimiento se realiz6 en



botellas de hibridacion de 16 cm, en un horno de hibridacidn marca Termo electron
corporation. Terminados los lavados, la membrana se puso a secar sobre papel
Whatman, se envolvié en plastico y se expuso en las placas de rayos X. El
revelado de la placa se llevd a cabo en un cuarto oscuro con luz roja. Primero se
dejo la placa en la solucidén reveladora hasta que se visualizaron las bandas,
inmediatamente después se transfirid en agua por 2 min y para finalizar se colocé

por 10 min en solucion fijadora, y se puso a secar.

Experimento tipo Northern-Blot
El RNA total de Leishmania fue fraccionado por electroforesis en un gel
desnaturalizante de agarosa al 1.2% y formaldehido al 6%, en buffer MOPS 1X
(Mops 0.05 My EDTA 1mM, pH 7). Para cada carril, se precipitaron 12 pug de
RNA con ETOH absoluto y acetato de sodio y se resuspendieron en 3 ul de agua
DEPC. Posteriormente se adicion6 a cada tubo 4.4 ul de buffer A (294 ul de buffer
Mops/EDTA 10X pH 7.0, 706 pyl de agua DEPC), 11.6 puyl de
formaldehido/formamida (89 ul de formaldehido 37%; 250 pl de formamida
desionizada). Después se calenté la mezcla a 70°C por 10 min, y se pasoé a hielo
inmediatamente, y justo antes de cargar en el gel se agregd 1.5 ul de Buffer de
carga (2 pl formaldehido 37%, 5 pl de formamida desionizada, 7 pl colorantes). La
electroforesis se llevd a cabo a 80 V, hasta que el azul de bromofenol migré tres
cuartas partes del gel (aproximadamente 5 hrs), mezclando el buffer de corrida
(MOPS 1X) cada hora. Al término de la corrida, se cortaron del gel los carriles con
los marcadores de peso molecular (10 Kb RNA Ladder, invitrogen), se tifieron con
bromuro de etidio (0.5 pug/ml) por 5 min, y se fotografiaron junto a una regla
fluorescente. El resto del gel se lavo 2 veces (5 min por vez) con agua
desionizada. Posteriormente se dejé 30 min en agua y posteriormente, 60 min en
SSC 10X. El blot se hizo de la misma forma que en el experimento tipo Southern-
Blot, teniendo cuidado de eliminar todas las burbujas entre el gel y la membrana
de Hybond. Al dia siguiente se cambiaron las sanitas y se continu6é con
transferencia hasta que se humedeci6 el segundo paquete de sanitas. El filtro se

lavd una vez con SSC 2X. A continuacion se dejo secar a temperatura ambiente y



después se fijo el RNA a la membrana con luz UV en el Stratalinker. Por ultimo se
guardo la membrana a temperatura ambiente. La prehibridacion, hibridacién y
lavado de las membranas se llevoé a cabo como se indica en los experimentos tipo

Southern.

Marcaje radioactivo de C160
El marcaje de C160 se realiz6 con el kit High Prime (Roche), tomando 2.5 pul de
DNA (25 ng) que previamente fue purificado de un gel de agarosa. El DNA se
llevé a un volumen final de 11 ul con 8.5 ul de agua, y fue desnaturalizado por
medio de calor. Después se adicionaron 4 nul de solucion High Prime, y 5 ul (50
uCi) de [a*P] dCTP; se mezcld y centrifugd brevemente incubandose a 37°C
durante 10 min. Después la reaccion se detuvo adicionando 2 ul de EDTA 0.2 M
pH 8. Finalmente los nucleétidos que no fueron incorporados al DNA se
removieron con una columna de Sefadex G-50 (ProbeQuant G-50, Amersham),

siguiendo las indicaciones de la casa comercial.

Secuenciacion
Este procedimiento se llevé a cabo en la Unidad de Biotecnologia y Prototipos
(UBIPRO) de la FES-Iztacala, en el laboratorio de analisis y quimica de ADN. Las
muestra enviadas se procesaron en el Secuenciador Automatico 3100, Genetic

Analyser de Applied Biosistems.

El analisis in silico de las secuencias se realizd utilizando los programas

bioinformaticos Blast 2.0 (Basic Local Alignment Search Tool) y Clustal W 1.82.



RESULTADOS

1. Determinacion del nimero de copias del gen de C160 en Leishmania

La secuenciacion del genoma de Leishmania major Friedlin se finalizé en el 2005
(lvens et al, 2005). De acuerdo con dicha secuencia, el genoma de L. major
contiene sélo una copia del gen de la subunidad mayor de Pol Ill, C160. En L.
mexicana, por otro lado, no hay secuencias disponibles, por lo que a la fecha se
desconoce el numero de copias de C160 en esta especie. Para corroborar que
C160 es un gen de copia unica en L. majory determinar el numero de copias de

C160 en L. mexicana, se llevaron a cabo experimentos tipo Southern-blot.

Para usar como sonda en los ensayos Southern-blot, se amplific6 por PCR un
fragmento del gen de C160 de 921 pb (Fig. 6 A). Dicho fragmento fue clonado en
el vector pPGEM-T Easy (Fig. 6 B).
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Figura 6. Clonacién de un fragmento de 921 pb del gen de C160 de L. major. Panel A: Reaccién
de PCR para amplificar un fragmento de 921 pb. Panel B: El fragmento de 921 pb, clonado en el
vector pGEM T-Easy, fue liberado digiriendo con Eco RI. La banda correspondiente al vector (3 kb)
se sefiala. Panel C: Inserto de 921 pb purificado. Una alicuota de éste se usé para marcar
radioactivamente.



Para seleccionar las enzimas de restriccion y llevar a cabo el Southern-blot, se
analizé la secuencia que rodea al gen de C160 en L. major y se construyé un
mapa de restriccion (Fig. 7). Se eligieron 5 enzimas (Apa |, Hind Ill, Sall, Sphly
Xho 1) cuyos sitios de corte flanquean al fragmento usado como sonda y una
enzima (Cla 1) que corta dentro de fragmento usado como sonda. Con las
primeras se esperaria una banda en la autorradiografia, mientras que con la ultima

se esperarian dos bandas. Los tamafos esperados de las bandas son los
siguientes:

« Apal 7904 pb
s  Hind 1l 4075 pb
. Sall 3761 pb
« Sphl 1665 pb
« Xhol 3466 pb
« Clal 3624 y 6492 pb
0340 0350 0370
L]
: 7904 |
: 3624 | 6492 |
: 4075 |
: 3761 |
——1665—1

f 3466 !

Figura 7. Mapa de restriccion de la region del cromosoma 34 de L. major que contiene el gen de
C160. La caja que se presenta debajo del gen C160 representa el fragmento de 921 pb usado

como sonda. Las lineas con numeros indican el tamafio (en pb) de los diversos fragmentos de
restriccion.



Para iniciar el ensayo, fue purificado DNA genémico (DNAgQ) de cultivos de L.
majory de L. mexicana. Después, 5 ug del DNA fueron digeridos con las enzimas
antes mencionadas. Las electroforesis se llevaron a cabo en geles de agarosa al
0.8 %. Al término de las corridas, los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio y
fotografiados junto a una regla fluorescente (Fig. 8). En los geles pudo apreciarse

que todas las enzimas de restriccion cortaron eficientemente el DNAg.
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Figura 8. Electroforesis de DNAg de L. major (A) y L. mexicana (B) en geles de agarosa al 0.8 %
tefiidos con bromuro de etidio. EI DNA fue digerido con las enzimas que se indican. En el primer
carril de cada gel se muestra el marcador de peso molecular (escalera de 1 kb).

Posteriormente, el DNA de los geles fue transferido a membranas de nylon, y
éstas fueron hibridadas con el fragmento de DNA correspondiente a C160
marcado radioactivamente con *?P. Después de ser lavados, los filtros fueron
expuestos en placas de rayos X para obtener las autorradiografias (Fig. 9). En el

caso de L. major se observaron las bandas del tamafo esperado (Fig. 9 A), con lo



cual confirmamos que solamente hay una copia del gen de C160 en el genoma de
este parasito. En cuanto a L. mexicana, se observé una banda en las digestiones
con Apa l, Xho | y Hird lll (de 9.5, 6.0 y mas de 12 kb, respectivamente). Como
sucede con L. mgjor, en la digestién con Cla | se apreciaron dos bandas (de 9.8 y
3.4 kb); ademas, con Sa/l también se observaron dos bandas (de 1.8 y 0.9 kb) en
la autorradiografia. Esto indica que en L. mexicana hay un sitio de corte de Claly
Sall dentro del fragmento del gen de C160 que se us6 como sonda. En el caso de
Sph | se aprecian tres bandas de alto peso molecular (una de 8 kb y dos de mas
de 12 kb), que parecieran ser resultado de una digestion parcial. Estos resultados

nos indican que C160 es también un gen de copia Unica en L. mexicana.
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Figura 9. Experimento tipo Southern-blot para determinar el nimero de copias de C160 en L.
major (panel A) y L. mexicana (panel B). Las membranas de nylon que contenian DNAg digerido
con las enzimas que se indican fueron hibridadas con un fragmento de C160 marcado con “p. se
sefialan los tamaros de las bandas obtenidas.



2. Caracterizacion del mRNA de C160

Para caracterizar el mRNA de C160 mediante experimentos de RT-PCR vy
ensayos Northern-blot se purific6 RNA total de cultivos de L. magjor en fase media
de crecimiento logaritmico y en fase estacionaria. Para ello, primero se
estandarizaron las condiciones de crecimiento de L. major en medio liquido BM,
encontrando que los promastigotes alcanzan la fase media de crecimiento
logaritmico en tres dias y la fase estacionaria de 6 a 7 dias (Fig. 10), una curva

muy similar fue observada en L. mexicana (datos no mostrados).
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Figura 10. Curva de crecimiento de promastigotes de L. major. El numero de parasitos, creciendo
en medio BM, se determind en una camara de Neubauer.

2.1 Localizacion de los sitios de procesamiento del mRNA de C160.

Con las células en fase media de crecimiento logaritmico (cultivos de tres dias) se
aisl6 RNA total para llevar a cabo ensayos de RT-PCR para localizar las senales
de procesamiento (el sitio aceptor del miniexén y la regién de poliadenilacion) del
mMmRNA de C160. Antes de proceder con el experimento, el RNA se analizé en un
gel desnaturalizante de agarosa, observandose que presentaba muy buena
calidad (Fig. 11).
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Figura 11. Electroforesis en un gel desnaturalizante de agarosa al 1% del RNA total aislado de
cultivos de L. majoren fase media de crecimiento logaritmico. Las tres bandas prominentes que se

observan corresponden a las tres moléculas grandes del RNA ribosomal de L. major (18S, 24Sa. y
24SB). Carril M: marcador.

Para localizar el sitio de poliadenilacion, el cDNA se prepard con el primer Nested-
dT (CCTCTGAAGGTTCACGGATCCACATCTAGATTTTTTTTTTTTTTTTTTVN),
usando la enzima transcriptasa reversa. Posteriormente se llevé a cabo un PCR
con los oligos C160-PA-1 (TTGAAGTCGTCTGGCAAGGCT) vy Bf1
(CCTCTGAAGGTTCACGGAT) (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 1400 pb (Fig. 12
A). Para lograr mayor especificidad en la amplificacion, llevamos a cabo un
segundo PCR con los primers C160-PA2 (AGGTGTTCCTGCGCAGCTCTT) y B2



(CACGGATCCACATCTAGAT).

Esta vez se observaron solo dos bandas (de

aproximadamente 340 y 500 pb) en un gel de agarosa (Fig. 12 B, carril C160 PA).
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Figura 12. Amplificacion por PCR de las regiones de poliadenilacion (C160 PA) y del sitio aceptor
del miniexén (C160 ME) del mRNA de C160. Panel A: electroforesis de los productos del primer
PCR para localizar los sitios de poliadenilacién de C160. Panel B: Productos del segundo PCR
para localizar los sitios de poliadenilacién de C160, y productos de PCR para identificar del sitio
aceptor del miniexén. Carril M: marcador de tamafio (escalera de 1 kb).

Por otro lado, para localizar el sitio aceptor del miniexon, el cDNA se prepard con
el primer C160 ME 1 (CATCGTTGACGCCGAAGTTCTT). Posteriormente se llevo
a cabo un PCR con los oligos C160-ME-2 (AGAGAGGAGACTGTACTTGAT) y




Miniexon (AACGCTATATAAGTATCAGTT), amplificandose dos bandas de
alrededor de 400 y 700 pb (Fig.12 B, carril C160 ME).

Las cuatro bandas que fueron amplificadas (dos de la regién de poliadenilaciéon y
dos de la region del miniexon) fueron purificadas de geles de agarosa (Fig. 13) y

clonadas en el vector pGEM-T Easy.

M 1 2

A B

Figura 13. Insertos de la regién de poliadenilacién (panel A) y del sitio aceptor del miniexén (panel
B) purificados de geles de agarosa. Se indican los tamanfios de los insertos. Carril M: marcador de
peso molecular.

Para llevar a cabo la clonacién, los cuatro fragmentos de DNA fueron inicialmente
ligados en el vector pGEM-T Easy. Con las ligaciones fueron transformadas

células competentes JM109 de E. coli De seis colonias correspondientes a cada



inserto fue aislado el DNA de plasmido mediante la técnica de minipreps. Los
plasmidos fueron después digeridos con Eco Rl para liberar los insertos clonados
y analizar su tamafo mediante electroforesis (Fig. 14). En todos los carriles del
gel se observé una banda de 3 kb que corresponde al vector, ademas de las
bandas mas pequefias que corresponden a diferentes fragmentos de C160 (Fig.
14).
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Figura 14. Electroforesis de DNA de minipreps digeridos con Eco RI. Del carril 2 al 14 se
observan los insertos de C160 poliadenilacion (de aproximadamente 340 y 500 pb); del carril 16 al
28 observamos los insertos de C160 miniexén (de aproximadamente 400 y 700 pb). Se sefalan
con un tridngulo las 10 clonas enviadas a secuenciar. En los carriles 1 y 29 se muestra el
marcador de peso molecular (escalera de 1 kb).

Cinco clonas correspondientes a poliadenilacién y cinco clonas de la regién del
miniexdén fueron enviadas a secuenciar con los oligos SP6 y T7. Dos ejemplos de
las secuencias obtenidas se muestran en la Fig. 15, en donde se indican los oligos
usados en la amplificacion (C160-PA-2 y B2 para la regiéon de poliadenilacion, y

C160- ME-2 y Miniexdn para la region del sitio aceptor del miniexén).



CGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTAACCACCACACCCGLCCGLCGCT
TAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTTCCATTCGCCATTTCAGGGCTGCGCAAACTGTTGGGA
AGGGCGATTCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTG
CAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGG
CCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCG
GCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTAGGTGTTCCTGCGCAGCTCTTTCATGGCATA
CGCCGCCGCGCACGGGGCGGCGACGCATCGAGGCCTGCGTGGCTGCTTTTCAAGTCGGTC
GCTCTCCGCCGAGGGGGTCTTCCGGTTGGACCTCTTCGCGTCGIGACATCTCCAGAAAGC
TTCGCTACTGCTCCATCACCGCCGCCGTGCCTTCAAGTCACTGACCTCTCCCCTCCCCTC
CCCCTATACACACACACACACGCTCACACACCCATGAGCGCCTGGTGTCGTTGTCGTTGT
CTAAATTTTCGAAAAAAAAAAAAAAAARATCTAGATGTGGATCCGTGAATCACTAGTGAA PA 2
TTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTGGATGCATAGCTG

Panel A

W
N

CNAATGGGCCCGANGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTAAC | Miniexdn
GCTATATAAGTATCAGTTTCTGTACTTTATTGGCCCTGTCGCCGTCTCCACTCCTCACTG
GCCGCGTTACTGTCGTTACAGCCTTGCCGCTCTCCCGTAAGGTACCGTTGTGCACATGTG
CGGGTCTGTGCGCAGGTTTACGCGTCGCTGAAAGCAAACAACGAATCATTAAAACGAGAA
GAGACGTCAGCTCGGCGACTTGCGAAGGTCTTCGGGAGACCAGATCAGCAGGCGTTAAGG
CAATCGGAAAAGGGAGGGCGGCACCCCCCAGCCACTTTCCTGCTCTCTTCGGTCTGTGTG
TGTGTGTGCGTGCGTGTGTGTGTGTCTGTCTGTCTGTCTGTCTGTCTGCTCCCCCTCTAC
GCGTTAGACGGCCGTGCTGACAGTGCGCCGTCGTGTGTAGCCCGCCTCGTTGCTCGCTCC
TCACCTCCTGCGGCCTTGTCTCCTTGCGGGCGCGTACCGCTCCGTTTCACGTGCATCTCC
TCGTGACCACCCTCCCCCTCCTTCCCAGCTCAGCGGCCCTCACGCAAAAGATAACGCGCG
TACGCATACGCACACGACGGCACACGCAATGTCTCAGACGGCCACCACGGCTGCGCAGTT
TGTGCAGCCGCTGCTTGATAAGCCGGTGGAGGTGACCTCGATCAAGTACAGTCTCCTCTC | ME IT
TAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACNATATGGGANANCTCCNACGCGT

Panel B

Figura 15. Secuencia nucleotidica de las clonas PA-II-1 (panel A) y ME-1-4 (panel B). La
secuencia del panel A se obtuvo con el oligo SP6. En ella se indican los oligonucle6tidos C160-
PA2 y B2 (subrayados en negritas cursivas), asi como el codon de termino TGA. La secuencia del
panel B se obtuvo con el primer T7. En ella se sefalan los oligos Miniexéon y C160-ME2
(subrayados en negritas cursivas), asi como el codoén de inicio ATG. Las secuencias contiguas al
oligo Miniexén (que se encuentran en negrita cursiva, pero sin subrayar) son parte del spliced-
leader o miniexdn completo.

Las cinco clonas de poliadenilacién fueron positivas, localizandose la region de
poliadenilacion del mRNA de C160 entre 136 y 323 pb rio abajo del codon de
término de C160 (Fig. 16 B). Esta distancia es similar a la reportada para otros
genes de Leishmaniay de T. brucel. Rio abajo de la region de poliadenilacion (a
176 pb) encontramos una regioén rica en pirimidinas (formada por 14 pirimidinas)
(Fig. 16 B). Dicha region puede ser importante para que se lleve a cabo el

proceso de poliadenilacion.



acctccaacacgcacacacgcgcctcccatgcagcagtatgeccgaatgtcacccacatgcatacacgecgegce
gcacacctttgcgaacggcgaacggtgtgtctgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtggcaccatcacctcgtcect
ctgctaccgcgcacttcgcatgtttggtctecgecgecactectectegetgtectececgtectecttetettttecteg
ccgctaaccgtccctgecggacgcectcatgectegetetttetttecttaggeccctgtegecgtectecactecte
actggccgcgttactgtcgttacagccttgeccgcectcteccgtaaggtaccgttgtgcacatgtgecgggtetyg
tgcgcaggtttacgcgtcgctgaaagtaaacaacgaatcattaaaacgagaagagacgtcagctcggecgact
tgcgaaggtcttcgggagaccagatcagcaggcgttaaggcaatcggaaaagggagggcggcaccccccagce
cactttcctgctctecttecggtctgtgtgtgtgtgtgecgtgegtgtgtgtgtgtctgtctgtectgtetgtectyg
tctgctcccececctctacgegttagacggeccgtgctgacagtgecgecgtegtgtgtagececgectegttgeteg
ctcctcacctcectgeggecttgtectecttgecgggecgegtaccgetecegtttcacgtgecatctectegtgacce
accctccccectectteccagcectcagcggecctcacgcaaaagataacgcgcecgtacgcatacgcacacgacgg
cacacgcaatgtctcagacggccaccacggctgcgcagtttgtgcageccgectgettgataagecggtggagg
tgacctcgatcaagtacagtctcctctctgaagacacgatccaccgectctecggtecctgecctgecaccgeg
tgattgggaccgaaaagaacttcg

Panel A

cggccttgaagtcgtctggcaaggctgcggcggtcggcaagcacagcaagaaggtggageccgacgeccgaagg
aggtgttcctgcgcagcectctttcatggcatacgeccgecgegcacggggecggecgacgcatcgaggectgegtyg
gctgcttttcaagtcggtcgectctececgeccgagggggtectteccggttggacctecttegegtecgtgacatetece
agaaagcttcgctactgctccatcaccgccgceccgtgeccttcaagtcactgacctctcecceccectecececctecceect
atacacacacacacacgctcacacacccatgagcgcecctggtgtegttgtegttgtctaaatttttgaatcga
gcaaaaaggtgaagggcgttgctttccctggecgectgecgtgcactcecctectgegacggcacgtgtttacgteg
actcgcgccctgcecccecceccaccccggcegceccagcecttecgecatgegtggatgecggegtgatttcactecttttgegg
tgctggccaacggctcgeccectcececcctacccaccccatcaaccggcaccggegtgagtgtaggegtgete
accaagtgcaagcacctgcactggatgccaccacacaccctctecttgtcattgtccaggtagtggecggegg
cagcggtaagaagagtatgtatgcggcggaggacatccgccaatgcgecgectctcaccececgtecececectecect
tcgcagacgaagctcccaacgcecttcecttegecgetettettettegtgtgcaccgecatcectececcactgteceag
ctgggtgcgtctttacg
Panel B

Figura 16. Secuencia nucleotidica de C160 en L. major. Panel A. Regioén 5’ del gen de C160. Se
presentan sombreados el sitio aceptor del miniexdn (AG), el codén de inicio (ATG) y el oligo C160
ME 2. Rio arriba del AG aceptor del miniexén se sefiala (en negritas y subrayada) una region rica
en pirimidinas. Panel B. Region 3’ del gen de C160. Las secuencias sombreadas representan el
codon de témino (TGA) y el oligonucleétido C160-PA-2. Asimismo, se presentan sombreados y
subrayados los sitios de poliadenilacion: a, t, ¢ y ¢ (todos localizados rio-abajo del codén de
término). Una region rica en pirimidinas localizada rio abajo de los sitios de poliadenilacion se
muestra en negritas y subrayada.

Con respecto a las clonas correspondientes al sitio aceptor del miniexén, sé6lo dos
de ellas resultaron positivas. En éstas se localizdé el miniexén a 536 pb rio arriba
del codén de inicio (Fig. 15 B). Al comparar la secuencia del mRNA de C160 con
la de su gen, encontramos un dinucleétido AG en la region donde fue agregado el
miniexon (Fig. 16 A). Este AG corresponde, por lo tanto, al sitio aceptor del

miniexon. La distancia encontrada entre el AG y el coddén de inicio (536 pb) es



similar a la que se ha reportado para otros genes de Leishmania. Analisis llevados
a cabo en otros genes han mostrado que invariablemente se presentan tractos
ricos en pirimidinas rio-arriba del sitio aceptor del miniexén, y que estas
secuencias son necesarias para que se lleve a cabo el trans-splicing. Al analizar
la secuencia de C160, se encontré una region rica en pirimidinas (formada por 17
pirimidinas) muy cerca (47 pb rio-arriba) del sitio aceptor del miniexén (Fig. 16 A).

Al comparar la region que rodea al sitio aceptor del miniexén de C160 (de las
bases -12 a +5) con una probable secuencia consenso para L. major previamente
reportada (Requena ef a/, 2003), observamos que existe poca similitud entre las
dos secuencias, pues ademas del AG, sélo se localizaron dos nucleétidos

conservados: una C en la posicion +4 y una C en la posicion -5 (Fig. 17).

-12 -5 -1 +4
Secuencia Consenso CCNCCCNCNCAGNANC/TN
Cl60 Miniexdén TTgTTnggT&ggccg '£

Figura 17. Comparacién de la regidon que rodea al sitio aceptor del miniexén entre C160 y una
secuencia consenso para L. magjor. Se compara de las bases -12 a +5, considerando al AG
(encerrado en una caja) como posiciéon -2 y -1, respectivamente. Las letras N indican que puede
tratarse de cualquiera de las cuatro bases. Los asteriscos sefialan los nucleétidos conservados.



2.2 Analisis del tamafio y abundancia del mRNA de C160 en L. major.

Se llevaron a cabo experimentos tipo Northern-blot para determinar la abundancia
y tamafo de los transcritos de C160 en cultivos de promastigotes de L. majory L.
mexicana en fase media de crecimiento logaritmico y en fase estacionaria. Dicho
experimento se inici6 corriendo en un gel desnaturalizante de agarosa el RNA de

las dos diferentes especies de Leishmania (Fig. 18).

M 1 2

Figura 18. Gel desnaturalizante de agarosa al 1.2 % en el que se muestra RNA de L. major (carril
1) y L. mexicana (carril 2). En ambos casos, el RNA mostrado corresponde a promastigotes en
fase media de crecimiento logaritmico. En el carril M se presenta el marcador de peso molecular
(escalera de RNA de 10 kb). Se indica la posicion de las tres moléculas grandes de RNA
ribosomal (18S, 24Sa y 24SB).



Después se realiz6 la transferencia del RNA del gel a una membrana de nylon
para hibridarlo con un fragmento del gen de C160 marcado radioactivamente con
2p. La autorradiografia del experimento mostr6 que el mRNA de C160 en L.
major tiene un tamafo aproximado de 5.7 kb, mientras que su tamafo en L.
mexicana es de alrededor de 5.5 kb (Fig. 19). En el caso de L. major, la sefial de
hibridacion fue mas intensa con el RNA aislado de células en fase media de
crecimiento logaritmico, mientras que en L. mexicana la sefal fue mayor con el
RNA aislado de células en fase estacionaria. Para determinar si estas diferencias
son reales, o simplemente pudieran deberse a que se cargaron cantidades
diferentes de RNA en el gel, se procedidé 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. 19, la intensidad relativa de las bandas
de hibridacién obtenidas con a-tubulina en los diferentes carriles es muy similar a
la obtenida con C160. Esto nos indica que la cantidad de RNA cargada en los
distintos carriles del gel no fue la misma: se cargd menos RNA de L. major en
fase estacionaria y de L. mexicana en fase logaritmica; en base a esto, podemos
concluir que la expresion de C160 es muy similar en las dos fases de la curva de

crecimiento celular, en ambas especies de Leishmania.



L. major L. mexicana

+~ = s |—0O-tubulina
2.0 kb.

Figura 19. Hibridacion tipo Northemn-blot de C160. Se usd RNA de L. majory L. mexicana en
fase media de crecimiento logaritmico (Log) y en fase estacionaria (Est). Como sonda se us6 un
fragmento del gen C160. En la parte inferior se muestra la re-hibridacion del filtro de nylon con
una sonda de a-tubulina como control de carga.

3. Comparacién de la secuencia de C160 entre varias especies.

Estudios previos han reportado la presencia de regiones conservadas en la
subunidad mayor de Pol Ill entre varias especies de eucariontes. Incluso al
comparar las secuencias de C160 con aquellas de la subunidad B’ de la RNA
polimerasa de E. coli se han encontrado regiones con cierto grado de
conservacion. Para determinar si entre las secuencias de aminoacidos de C160
de Leishmania major y la secuencia de subunidades mayores de otros
tripanosomatidos y eucariontes se presentan regiones conservadas, se realizé un
alineamiento con el programa Clustal W 1.82. Este analisis revel6 la presencia de
8 regiones conservadas, las cuales coinciden con las regiones conservadas A-H
previamente reportadas. En la Fig. 20 se muestran las 8 regiones conservadas en
la secuencia de aminoacidos de C160 de L. major, mientras que en la Fig. 21 se
muestra el alineamiento de cada dominio conservado entre ocho especies
diferentes de eucariontes. El dominio conservado mas pequefio es el E, que tiene
solo 48 pb, mientras que el dominio conservado F es el mas grande, siendo de
399 pb.



MSQTATTAAQ FVQPLLDKPV EVTSIKYSLL SEDTIHRLSV LPCHRVIGTE KNEGVNDGRL
GPSDRLSVCN TCGQRSIECT GHAGHIDLEV PVFHLGYEFSA VIRVCRTICK RCSNVLLTRE
EMEYYLHRLR STTHEPQQRA AITIKGIQEDA YKTRVCLMCG GLNGTVRRVR PMRIVHEKYL
VDLRRGEQAN EDPTAFFQEE LRSAVMHNSE VGAHKEFVHE FLHPQRVKKL FEAIPQEQVP
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DAARSVETWE LLQTRVARLL DAALPGFPSH LRTVECKSYA QRMKGKQGRE RGNLSGKRVD
FSGRSVISPD PNLRIDELAV PLRVARVLTY PQRVFAGNIQ LMRRLVRNGP HVHPGALTVY
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VTSRDALFDR ASFTQMVSHW LGNETQYALP TPATLKPAEL WTGKQLFELI E
LRPTPETQLL LNLEAKARFY SGAGRHDDPA EGYVAFLDSV FLSGRLDKKL LGGGAKDGLEFE
ARLYALGGGE QTATCMSRIA QFTARYLONY GFSLGLGDVS PTPSLNEKKA AVLAVSEDKC
DRLISLAKTG RLIPKPGMSV KQSLEAMLNA ELSQVRDACG SAAVQALDAK SNAPLIMVNS F

GSKGSALNTA QMMACVGQQT VSGKRIMNAF QDRALPHEFPR FAEDPASRGE VASSFYSGLS
PTEFFFHGMA GREGIVDTAV KTAETGYIYR RLSKAMENLS VGYDASVRSV QGNIVQLRYG
EDGMDPWLME GAHGTPLNLD QEWLSNRAAY ARFRKHIDSV ISEGWGSGGL AASADPLLQT
YRRLYDEWHA VSMLPGELDT FVHHLLHADE ATLASCARLM EVEAATIRGAT PSSAAASQQL
LOQLAQQHGS DRLRSDIQAF FRKKRDELVQ LRQKLKLPLD AHAPAAASAK AVRGGEKRKP
GPHGDVPPSV TADASTSAAA VQAFAESLQA ELLPLTKGML LHFLEASARK VHRKLCE-

EDEFTSIDLA SASRTQYQAA RAVKGLMERV LLKEITREMV EVVTPRAYYI HIFLNMELIE
RLLLPIDAAV VCQRLYAAAA RPMSPLRHLS EACADVVSRD SLVIKSYEKD PARVHEFNVQH
LLTLLPDLVV GGVPGVNRVM IADRSEKLLA EGAELLSVMS LPYVDGVRTT CNHVAVIERA
LGIEAARETI VKEITSILQA YSLNIDIRHI YLLADVMTSR GVVLGITRYG IQKMNNNVLT H
MASFERTTEH LYNAAMTERE DVNLSVSESI IIGKPIPLGT SSEFNILLNKG SVAPPGSNTG
RMPSPQRSAH AAAAALKSSG KAAAVGKHSK KVEPTPKEVEF LRSSFMAYAA AHGAATHRGL
RGCFSSRSLS AEGVFRLDLE AS

Figura 20. Secuencia de aminoacidos de la subunidad mayor de pol lll (C160) de L. major. Las
ocho regiones conservadas se presentan subrayadas y sombreadas. Por otra parte encerrado en
una caja se encuentra el motivo que esta conservado en todas las subunidades mayores ubicado
en laregién D.



Figura 21. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de las regiones conservadas de C160 de L.
major entre ocho especies diferentes, este se realizé mediante el programa Clustal. "*” indica que los
residuos de aminoacidos en cada columna son idénticos en todas la secuencias de cada alineamiento.
“” indica que se han observado sustituciones conservadas. “.” significa que se han observado
sustituciones semiconservazas. Encerrado en una caja se sefala el motivo que esta conservado en
todas las subunidades mayores ubicado en la regién D.
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Como era de esperarse, las secuencias de L. major tienen mayor similitud con las de
otros tripanosomatidos, como 7. bruceiy T. cruzi (Fig. 21 y Tabla 1). En promedio hay
80.8% de identidad entre L. majory T. brucei, y 82.1% de identidad entre L. majory T.
cruzi (Tabla 1). Por otro lado, entre L. major y el protozoario Giardia lamblia hay
solamente 44.8 % de identidad. Esta similitud es incluso menor a la que presentan
Homo sapiens y S. cerevisiae con L. major (611 y 589 % de identidad,
respectivamente). En promedio, los dominios mas conservados son el E y el G, con 77.2
y 76.5 % de identidad, respectivamente; mientras que los dominios menos conservados

son el Ay el B, que muestran 48.7 y 47.4 % de identidad, respectivamente (Tabla 1).

En lo que respecta a la secuencia de nucle6tidos de C160, la identidad entre L. majory
T. brucei, y entre L. majory T. cruzi es, en ambos casos, del 61 %. Por otra parte, el
porcentaje de identidad entre L. mgjory S. cerevisiae es de solamente 19 % (Fig. 22).
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. 22 se muestra el
alineamiento de solo una parte de los genes, en la que estan contenidas las regiones
conservadas A, B y C. El resto del gen presenta una conservacion similar (datos no

mostrados).



Dominios Promedio de
A B C D E F G H similitud
Especies VS L. major
E. histolytica 53 36 63 67 75 57 71 51 59.1%
G. lamblia 6 34 2 2 43 48 69 51 44.8%
H. sap/'ens 49 46 75 68 75 61 71 44 61.1%
P. falciparum 47 42 59 71 93 65 66 46 61.1%
S. cerevisiae 4 39 73 69 75 61 2 46 59.8%
T. brucei 73 65 84 84 93 81 93 74 80.8%
T. cruzi 69 70 88 91 87 78 94 80 82.1%
% entre 48.7% | 47.4% 70.8% 72% 77.28% 64.4% 76.5% 56%
dominios

Tabla 1. Porcentajes de identidad en la secuencia de aminoacidos de las regiones conservadas de C160 entre
L. majory otros organismos eucariontes.



Figura 22. Alineamiento de la secuencia de nucleétidos de C160 entre L. majory otras especies. Se
muestran solo los primeros 1467 nucledtidos del gen de L. major, en donde se incluyen las regiones
conservadas A, B y C (las cuales se muestran sombreadas). Los asteriscos indican la presencia del
mismo nucleétido en las cuatro especies.
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ATGCTAAAAGGAGGTAGCAGTACATCTTTCCTGCTTCCGCAGCAGTTTGTTGAACCGCTTCCTCACGCACCTGTAGAGATTAGTGCACTACACTACGGCC
ATGCCTGGAGAAGGCGCTGCAGCACCCCTGTTGCTTCCGCAGCAGTTTGTGGAGCCATTGCCGAATGCGCCGGTTGAGATACGTGCATTGCATTATGGCC

ATG---——=—===—= TCTCAGACGGCCACCACGGCTGC——--GCAGTTTGTGCAGCCGCTGC TTGATAAGCCGGT GGAGGTGACCTCGATCAAGTACAGTC
ATG---——=—==-—= AAGGAAGTCGTTGTAAGTGARACC-CCGAAAAGGATTAAAGGGCT G- -GAATTTAGCGCTTTAAGCGCTGCCGAT--ATTGTCGCC
* k% * * * K * * * * * * * * * * ok * %
TTCTTTCTCGTAACGATGTGCATCG----TCTTTCCGTACTTCCATGTCGCCGTGTTGT TGGTGATGTTAAAGAGTACGGAGTCAATGACGCCCGTCTTG
TTCTTTCACGCAGCGACATTCACCG----CCTCTCCGTCCTTCCATGCCGACGTGTCAT TGGGGCTGTGAAGGAGTATGGCGTGAATGACCCCCGCCTCG
TCCTCTCTGAAGACACGATCCACCG----CCTCTCGGTCCTGCCCTGCCACCGCGTGAT TGGGACCGAARAGAACTTCGGCGTCAACGATGGCCGCCTTG
CAGTCTGAAGTGGAAGTGTCTACAAGAGATCTCTTCGAT TTAGAAAAAGAT CGTGCTCCTAAGG-CGAACGGTGCT TTAGACCCCAAGATGGGTGTCTCT
* % * * * *x K * * **x % * * * * *  kk *  kx

GCGTATGCGACCGTCTTTCCATCTGCGAAACTTGCGGACTCAACAGCATCGAGTGTGTTGGACATCCGGGTCACATTGACCTCGAGGCACCAGTTTTTCA
GCGTGTGTGATCGTGTCTCCTTCTGCGCGACATGTGGTCTGCGAAGCATTGACTGCGTCGGTCACCCCGGCCACATCGATCTCGAGACCCCTGTCTTTCA
GCCCGAGTGACCGCTTGTCGGTGTGCAACACCTGTGGTCAGCGCAGCATCGAGTGCACTGGCCACGCCGGCCACATCGACCTCGAGGTGCCCGTCTTCCA
TCCT---——- CCAGTCTTGAATGTGCAACCTGTCACGGCAACTTGGCATCG--TGTCATGGCCATTTTGGTCACTTAAAATTAGCTTTGCCTGTTTTCCA
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TCTTGGTTTCTTCACCACAGTGTTGCGAATTTGCCGTACTATATGCAAACGCTGCTCGCATGTGTTACTAGATGATACTGAAATCGATTATTATAAGAGG
CCTCGGTTTCTTTACCACAATTTTACGTATCTGTCGTACGATATGCAAACGCTGTTCTCATCTGCTTTTGGATGACGCGGAGATTGAGTACTACAAGCGG
CCTCGGCTACTTCTCTGCAGTCATTCGAGTGTGCCGCACAATCTGCAAGCGCTGCTCCAACGTACTCCTCACACGAGAGGAGATGGAGTACTACCTGCAC
CATTGGGTACTTCAAAGCCACCATTCAAATACTGCAAGGTATCTGTAAAAACTGTTCTGCCATATTGTTATCAGAAACAGATAAAAGACAATTTTTGCAT
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CGGTTGAGGTCCACGACACATGAGCCGCAGCAG-CGCGCCGCCATCATCAAGGGTATCCAGGAGGACGCCTACAAGACGCGCGTGTGCCTCATGTGCGGT
GAACT-TCGTCGTCCAGGCGTAGATAATTTAAGACGTATGGGTATATTGAAGAAGATTTTGGACCAATGTAAAAAGCAAAGAAGGTGTCTGCATTGTGGT
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GGCTTAAATGGGGATGTGCGACGAGT-ACGTCCTTTAC-GCCTTGTACACGAAAAGTATCGTGT-TGAACCACGCCGAGGGG-AAGAGTCTGTTGAAGGC
GGGCTGAACGGCACGGTGCGGCGGGT-GCGGCCAATGC-GTATCGTCCACGAAAAGTACCTCGT-CGATTTGCGCCGCGGTG-AGCAGGCGAACGAGGAC
GCTCTTAATGGTGTCGTGAAAAAAGCCGCTGCTGGTGCTGGTTCAGCCGCGTTGAAGATTATCCATGATACATTTCGTTGGGTAGGTAAAAAGTCCGCTC
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CCTGGTGGTTTCTTTGACGCTGAG--CTGCGAACTGCATGTGCTTACAACAAGGTCGTCGGCGAGTGTAGAGAGTTCGTTCACGACTTCCTTGACCCCGT
GTCGAAACTTTTTTTGACTATGAG--TTGCGCGCGGCATGTGCATACAACAAGGTGGTGGAGGAAAGCAAAGAGAATGTCCATGAATTTCTCGATCCGGC
CCGACGGCGTTTTTCCAGGAGGAG--CTGCGGTCCGCTGTGATGCACAACTCGGAGGTGGGCGCGCACAAGGAGTTCGTACACGAGTTCCTGCATCCGCA
CTGAAAAGGATATTTGGGTGGGAGAATGGAAGGAAGTTCTTGCTCATAATCCAGAACTAGAGCGTTATGTGAAACGT-TGTATGGATGATTTAAATCCAC
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ACGTGTCCGGCAGCTATTTCTTGCGG-TTCCACCTGGGGAAGTCATACTGTTAGGCCTAG-~--—-—— CACCTGGAGTTAGTC--CTACGGATCTACTCATG
TCGGGTGCGTCAAATGTTTCTAGCCG-TGCCACCGGACGAGGTCTTACTCCTTGGCTTGC--—-—-—— TACCCGGTACAAGTC--CTGTGGATCTGCTTGTG
GCGTGTGAAGAAGCTTTTCGAAGCGA-TTCCGCAGGAGCAGGTGCCGTTGCTAGGCCTGC--—-—-—— AACCTGGCACCAGTC--CATGCAGCCTCCTCATC
TGAAAACTTTAAATCTTTTCAAGCAAATTAAGTCTGCAGATTGTGAGCTGCTTGGTATAGATGCAACAGTTCCCTCTGGTAGACCAGAGACTTACATATG
* * K * K * * * * * kK * * * * * * K% *

ACAACACT-TCTTGTGCCTCCCGTGCCCGTGCGGCCA--CGAGGGTGTGCGGGGACAACGACCGTTCG-CGATGATGATCTCACAGCTCAGTACAACGAC
ACAACGCT-GCTCGTTCCTCCTGTCTCGGTGCGACCA--CGTGGCAGTTCTGGAACTGCAAATATCCG-TGACGACGACCTCACAGGGCAGTACAACGAC
AGCACCTT-GCTCGTCCCACCCGTGTGCGTGCGGCCG--CGCGGCATGTCGACGACGAGCCACATCCG-CGAGGATGACTTGACGACGCAGTACAACGAG
GAGATATTTACCCGCACCTCCGGTTTGTATAAGGCCTTCCGTTATGATGCAAGACTCTCCAGCATCTAACGAAGATGACTTGACAGTAAAGCTTACGGAA
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ATCCTGGTCAGCACAGATACCATGCAGGACGGATCTCTTGATG-—---—— CCACTAGGTATACG--GAGACGTGGGAGATGTT-GCAGATGAGGGCAGCGA
ATTCTTATTAGTTCTGATACGCTTCAGGATGGCTCTATCGATG----—— CCAGCAAATACACA--GAAACGTGGGAAATGCT-TCAAATGCGTGCAGCTC
ATTCTTATCTGCTCTGACATGATGAGCGACGGCACAAACGACG-—--—-—— CCGCGCGCAGCGTA--GAGACGTGGGAGCTGCT-GCAGACGCGTGTGGCGC
ATAGTTTGGACTTCGTCTTTAATCAAAGCCGGTCTTGACAAGGGTATTTCCATTAACAATATGATGGAACATTGGGATTACTTACAACTGACTGTTGCAA
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GGCTACTTGATTCGAGTCTT-—--—-—- CCAGGGTTTCCACCAAATGTCCGTACCAGTGATTTGAAATCATATGCT——--=-—-————————— CAAAGACTAAA
GACTTATTGATTCCGCTCTA-—-———- CCGGGGTTCCCACCGCACATGCGTACCGCGGACGTCAAGTCTTACGCA- - === ————————— CAACGCCTTAA
GGCTGCTGGATGCGGCGCTG—————— CCAGGGTTTCCTTCGCACTTGCGCACCGTCGAGTGCAAGTCCTACGCG-—===—-————————— CAGCGCATGAA
TGTACATCAACTCAGACTCAGTCAATCCTGCGATGCTACCAGGTTCATCCAATGGCGGCGGAAAAGTGAAACCAATTAGAGGGTTCTGCCAAAGACTAAA
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GAGCAAACATGGCAGGTTCCGCTGTAACCTCAGTGGGAAACGTGTAGACTACTCGGGTCGCTCCGTCATTTCACCCGACCCAAATCTTGATGTGGATGAG
AGGAAAACACGGAAGGTTTCGAGGAAATCTCAGTGGGAAACGTGTGGACTTCTCTGGCCGTTCTGTCATTTCACCCGATCCTAACCTTGATGTTGATGAA
AGGCAAGCAGGGCCGTTTCCGGGGCAACCTCAGCGGCAAACGCGTCGACTTCTCTGGACGGTCTGTCATTTCACCCGACCCAAACCTTCGCATCGACGAG
GGGTAAACAAGGTCGATTCAGGGGTAATTTGTCTGGTAAGCGTGTCGATTTTTCTGGTAGAACTGTTATTTCTCCGGACCCAAACTTGTCCATTGACGAG
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CTCGCAGTGCCCCTTCATGTTGCCCGTGTGCTGACCTACCCTCAAAGAGTTTTCAAGGCCAACCATGAGCTAATGCGTCGACTTGTGCGCAACGGCCCGL
TTGGCCGTGCCACTTCGAGTGGCACGGGTATTGACGTATCCGCAACGTGTTTTTAAATCAAATTTGGAACTCATGCGTCGGCTTGTACGCAATGGCCCGA
CTCGCCGTGCCGCTGCGCGTCGCGCGTGTGCTGACGTACCCGCAGCGCGTCTTTGCTGGCAACATCCAGCTCATGCGTCGACTCGTGCGTAACGGCCCGL
GTTGCTGTCCCAGATCGTGTTGCAAAAGTCTTGACGTATCCCGAAAAGGTAACAAGGTATAATAGACATAAATTACAAGAATTAATTGTAAATGGACCCA
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ACGTTCACCCTGGCGCCACTACCGTTTACCTGGCGCAG--GAAGGCTCAAAGAAGTCCCTCAAGAACGAGCGGGATCGACACCGCCTGGCAGCACGCCTT
ATGTGCATCCAGGCGCCGTCGCAGTGTACCTTGCACAG--GAAGGATCAAAGAAATCGCTTAACCATGAACGTGACCGTGAGTCGCTTTCTGCAAGATTG
ACGTGCACCCGGGCGCCCTCACCGTTTACCTTTCGAAG--GAGTGCTCGCGCAAGTCGCTGCGCAACGCCCGCGACCGTGAGGCCATCGCGGCGCGCCTC
ATGTCCATCCTGGGGCGA--ACTATTTACTGAAAAGAAACGAAGATGCAAGAAGAAACCTAAGATATG---GTGATCGTATGAAGTTAGCCAAAAATTTA
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GCAGTTGGAGACATTGTTGAGCGACATGTGATGAATGGTGACTTGGTTTTATTTAATCGCCAGCCTTCGCTTCATCGTGTTTCAATGATGGCCCATCGTG
TCTATTGGAGACGTTGTGGAGCGGCATGTGATGAATGGCGACGTTGTGTTGTTTAATCGGCAGCCTTCACTTCATCGTATCTCCATGATGGCCCACCGGG
AGCATAGGCGACGTCGTGGAGCGGCACGTGATGAACGGTGACTACATCCTCTTCAACCGCCAGCCGTCGCTCCACCGCATATCGCTCATGGCGCACCGCG
CAAATTGGTGATGTCGTCGAAAGACATTTAGAAGACGGTGATGTGGTCCTATTCAACCGTCAACCATCTTTGCATAGATTATCAATTTTATCGCATTATG

* Kk kK * Kk k% * Kk k * * kk k% * * kk kk kK kK kk k% * kK * * kK * * * kK *

780
780
765
773

876
876
861
873

967
967
952
973

1046
1046
1031
1073

1146
1146
1131
1173

1246
1246
1231
1273

1344
1344
1329
1368

1444
1444
1429
1468



Discusion

C160 es un gen de copia Unica en Leishmania

Recientemente se finalizd la secuenciacion del genoma de L. mgjor. Al analizar la
secuencia del parasito se encontraron ~8200 genes, los cuales estan organizados
en grupos largos de genes en una misma cadena de DNA (unidades
policistronicas) (Fig. 5). Interesante resulté el hecho de que la mayoria de los
genes no muestra similitud con los genes de otros organismos, lo cual nos indica
que estos genes pueden ser especificos de los miembros de la familia
Trypanosomatidae (Myler ef a/, 2000). Muchos de los genes son de copia Unica,

mientras que otros forman parte de familias génicas.

Conocer el numero de copias de un gen determinado es necesario cuando se
quiere conocer su funcidbn 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 funcion de dicho
gen. En Leishmania y otros tripanosomatidos es posible realizar knock-outs
génicos mediante recombinacién homdloga, substituyendo el gen de interés por el
gen de un marcador de seleccion (como alguno que confiera resistencia a una
droga). Mientras mayor sea el nimero de copias de un gen, mayor niumero de
construcciones (con marcadores de seleccion diferentes) sera necesario para
eliminar toda sus copias del genoma. Como en nuestro grupo de trabajo tenemos
contemplando en un futuro analizar la funcién de C160 en L. majory L. mexicana
mediante este tipo de analisis, resulta necesario determinar el numero exacto de

copias del gen.

El analisis de la secuencia del genoma de L. majorreveld la presencia de so6lo una
copia del gen de C160. Sin embargo, es frecuente encontrar errores en las
secuenciaciones, dada la presencia de regiones repetidas en el genoma de los

tripanosomatidos que dificultan el analisis. Por otra parte, el genoma de L.



mexicana no ha sido aun secuenciado en su totalidad, por lo que no se conoce el
numero de copias de C160 en esta especie. Por ello, para confirmar que C160 es
un gen de copia unica en L. majory determinar el numero de copias de C160 en L.
mexicana, se llevaron a cabo experimentos tipo Southern-blot. En la
autorradiografia de L. major se observaron las bandas esperadas, con el tamafio
esperado, lo cual corrobor6 que en el genoma de este parasito solo existe una
copia del gen de C160. Los resultados con L. mexicana también indican que C160

en un gen de copia unica (Fig. 9).

Se sabe que todas las 17 subunidades que conforman Pol lll en S. cerevisiae (Fig.
3) son codificadas por un gen de copia Unica, y que todos los genes son
esenciales para la viabilidad celular. En L. magjor se han identificado, mediante
analisis /n silico y purificacion de complejos transcripcionales, los genes de 16
subunidades de Pol lll, entre los que se encuentra C160. Solo el ortdlogo de la
subunidad C31 no ha sido identificado en este parasito. A diferencia de levadura,
cuatro de las subunidades de Pol lll en L. magjor son codificadas por dos genes
diferentes: ABC10p, ABC23, ABC27 y C82. Las tres primeras son en realidad
subunidades comunes para las tres RNA polimerasas, mientras que C82 es
exclusiva de Pol lll. Ahora se sabe que las dos isoformas de ABC103, ABC23 y
ABC27 que presentan los Tripanosomatidos forman parte de complejos de
transcripcion diferentes, pues mientras una de ellas es exclusiva de Pol |, la otra
se comparte entre Pol Il y Pol lll. Con respecto a C82, a la fecha se desconoce el

significado funcional de la presencia de dos isoformas diferentes de la proteina.

Por otra parte, es importante sefalar que en 7. bruceise ha reportado la presencia
de dos copias idénticas del gen de la subunidad mayor de Pol Il (B220) (Kock et
al, 1988; Smith ef a/, 1989). C160 esta evolutivamente relacionada con esta
subunidad, asi como con la subunidades mayores de Pol | (A190) y de las RNA
polimerasas de arqueobacterias y bacterias (A y B ° respectivamente)
(Geudescheck y Kasbetis, 2001).



Mapeo del sitio aceptor del miniexén y de la region de poliadenilaciéon de

C160 en L. major

Mediante ensayos de RT-PCR se obtuvieron clonas de cDNA de C160 para
localizar el sitio aceptor del miniexén y la regién de poliadenilacion. Dicho analisis
nos permiti6 determinar que el sitio aceptor del miniexdn AG se localiza a 536 pb
rio arriba del codén de inicio de C160 (Fig. 16 A). Existen pocos reportes del
tamano de regiones 5’ no traducidas en Leishmania. En T. brucei se encontré que
el tamafio de dicha regién varia desde s6lo 7 bases (en el gen de la proteina
ribosomal S16) hasta 1030 bases (en el gen de una proteina hipotética) (Benz et
al, 2005). Sin embargo, el 92% de los 5-UTRs analizados en 7. bruceies menor
a 300 bases, reportandose un tamano promedio de 68 bases. En este contexto, la
region 5’-UTR de C160 en L. magjorresulta ser muy grande. Al comparar la region
que rodea al sitio aceptor del miniexdn de C160 con una probable secuencia
consenso previamente reportada (Requena ef al, 2003), encontramos que existe
una similitud baja, de solo dos nucleétidos: una C en la posicion +4 y una C en la
posicion -5 (Fig. 17). Analisis llevados a cabo en otros genes han mostrado que
invariablemente se presentan tractos ricos en pirimidinas rio-arriba del sitio
aceptor del miniexén, y que estas secuencias son necesarias para que se lleve a
cabo el trans-splicing. Al analizar la secuencia de C160, encontramos una region
rica en pirimidinas (formada por 17 pirimidinas) muy cerca (47 pb rio-arriba) del
sitio aceptor del miniexén. Estudios previos en 7. bruceihan mostrado que tractos
de pirimidinas de 9 6 10 bases son suficientes para dirigir el trans splicing, aunque
el tamafio promedio es de 13 bases (Benz ef a/, 2005). La distancia promedio
entre el tracto de pirimidinas y el AG aceptor es de 24 bases, aunque se han
reportado distancias entre 10 y 80 bases. Asi, el tracto de 17 pirimidinas
localizado en el gen de C160 de L. major puede considerarse grande (Fig. 16 A), y

esta localizado a una distancia relativamente grande del sitio aceptor del miniexon.

Actualmente se sabe que la cola de poli A es requerida para completar el

procesamiento del mRNA y no existe una sefial consenso para que se dé la



poliadenilacion en el extremo 3" del transcrito. En el presente estudio,
encontramos varios sitios de poliadenilacién para el mMRNA de C160. Todos ellos
se presentan en una region localizada entre los 136 y 323 pb del codon de término
de C160. Es comun que la poliadenilacién se presente en varios puntos de una
region determinada, mas que en un nucle6tido unico. EI andlisis de diferentes
transcritos de 7. brucei/ indico que el tamafio de la regiéon 3’-UTR varia de 21 a
5040 bases, con un tamafo promedio de 348 nucleotidos (Benz ef al, 2005). A
176 pb rio abajo de la regidén de poliadenilacion mas alejada del codon de término
de C160 encontramos una regidn rica en pirimidinas. Esta distancia es similar a la
reportada en 7. brucei (de 100 a 400 bases). Dicho tracto de pirimidinas esta
formado por 14 bases (Fig. 16 B), siendo este tamafio parecido al de los tractos de

pirimidinas que participan en la poliadenilacion en 7. brucei (8-17 bases).

Tamaio y abundancia del mRNA de C160

Uno de los objetivos de este trabajo fue determinar la abundancia relativa y el
tamano de los transcritos de C160 en cultivos de promastigotes de L. majory L.
mexicana en fase media de crecimiento logaritmico y en fase estacionaria (Fig.
10), mediante experimentos tipo Northern-blot. Nuestros resultados mostraron
que el mRNA de C160 en L. major tiene un tamafio aproximado de 5.7 kb,
mientras que su tamafio en L. mexicana es de alrededor de 5.5 kb (Fig. 19). En el
caso de L. mgjor, este tamafo es el esperado, considerando que el gen tiene un
tamano de 4749 pb y que las regiones no traducidas 5 y 3’ tienen un tamano de
536 y 136-323 pb, respectivamente (ver seccidn anterior); si ademas
consideramos que la cola de poli-A pudiera tener un tamafo de alrededor de 100
bases, entonces el tamano del mMRNA de C160 seria de aproximadamente 5.7 kb,
que es justamente el tamafio que obtuvimos en el Northern-blot. Ya se ha
reportado en 7. brucei que el mMRNA de C160 tiene un tamano de 5.4 kb, mientras
que el mRNA de A190 (subunidad mayor de Pol I) es de 6.9 kb (Kock ef a/., 1988;
Smith et al, 1989).



Al comparar la abundancia de los transcritos de C160 entre promastigotes
prociclicos en fase logaritmica y promastigotes prociclicos en fase estacionaria, no
encontramos diferencias significativas en ninguna de las dos especies de
Leishmania (Fig. 19). La curva de crecimiento de promastigotes representa una
herramienta atil para analizar la expresion diferencial de genes, pues las células
sufren cambios morfoldégicos y fisiologicos al pasar de la fase media de
crecimiento a la fase estacionaria. Durante la fase estacionaria, una alta
proporcion de los promastigotes prociclicos se transforma en promastigotes
metaciclicos, que son formas infectivas que no tienen la capacidad de replicarse.
Morfol6gicamente, las células se alargan y disminuyen su movilidad. En 7. cruz,
se ha reportado que la transcripcion de Pol | y Pol Il se reduce en células en fase
estacionaria, lo cual se hace evidente al analizar los transcritos mediante
Northern-blots; sin embargo, la vida media de los mMRNA es mayor en células en
fase estacionaria que en fase logaritmica (Cevallos y Hernandez, 2005). En
Leishmania no existen reportes al respecto. Nuestros resultados muestran que la
abundancia del mMRNA de C160 no disminuye en la fase estacionaria (Fig. 19),
contrario a lo reportado en 7. cruzii esto podria ser resultado de una reduccion
menos drastica en la tasa de transcripcidbn en Leishmania al entrar a la fase
estacionaria, o bien deberse a una estabilizacion muy marcada de los mRNA en la

fase estacionaria (0 a una combinacién de ambas).

Identificacion de Regiones Conservadas de C160 en L. major

Comparaciones de secuencias de aminoacidos de C160 en diferentes especies de
organismos eucariontes nos revelaron la presencia de 8 regiones conservadas (A-
H), distribuidas a lo largo de toda la proteina. Como se observa en la Fig. 21, el
dominio conservado mas pequefio es el E, que tiene sélo 48 pb, mientras que el
dominio conservado F es el mas grande, siendo de 399 pb. Las secuencias de L.
majortienen mayor similitud con las de otros tripanosomatidos, como 7. bruceiy T.
cruzii en promedio se encontr6 80.8 % de identidad entre L. mgjory T. brucei, y

82.1 % entre L. mgjory T. cruzi. Por otro lado, entre L. majory el protozoario G.



lamblia hay solamente 44.8 % de identidad. Resulta sorprendente que esta
similitud es incluso menor a la que presentan H. sapiens'y S. cerevisiae con L.
major (61.1 y 58.9 % de identidad, respectivamente). En promedio, los dominios
mas conservados son el E y el G, con 772 y 76.5 % de identidad,
respectivamente; mientras que los dominios menos conservados son el B y el A,

que muestran 47.4 y 48.7 % de identidad, respectivamente (Tabla 1).

En general, las secuencias de las subunidades mayores de Pol Ill de los ocho
organismos estudiados tienen un tamafio similar, que va de 1379 aa (£
histolytica) a 1671 aminoacidos (G. /amblia). La excepcion es C160 de
Plasmodium falciparum, que presenta un tamafio de 2339 aminoacidos. En el
alineamiento de las secuencias de los diferentes organismos eucariontes (datos
no mostrados), se observd que existen cuatro inserciones significativas en la
secuencia de C160 de P. falcjparum: entre los dominios conservados C y D, entre
DyE,entre FyGyentre GyH. Porotro lado, una insercion fue identificada en la
secuencia de G. /amblia entre los dominios conservados C y D. Esta inserciones
traen como consecuencia el tamafio mayor de C160 en P. falciparumy en G.
lamblia.  Se desconoce el significado funcional que pudieran tener estas

inserciones.

El alineamiento de la secuencia de nucleétidos de C160 mostrdé que la identidad
entre L. magjory T. brucei, y entre L. majory T. cruzies del 61 %, en los dos casos
(Fig. 22). Por otra parte, el porcentaje de identidad entre L. majory S. cerevisiae
es de solamente 19 %. 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

aminoacidos.



Probables funciones de las regiones conservadas

Al igual que en bacterias, las 2 subunidades mayores de todas las RNA
polimerasas de eucariontes forman un canal, el cual conduce al DNA hacia el
interior de un “bolsillo catalizador”. Este bolsillo contiene el sitio de unién de
nucleodtidos trifosfatados (NTPs), ademas de un motivo quelante de Mg*?
(NADFDGD) que forman en conjunto el sitio catalitico de la polimerizaciéon 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. Las subunidades especificas proporcionan las
caracteristicas especificas o distintivas para cada tipo de RNA polimerasa. El
hecho de que las regiones A-H de C160 (y de las 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. A la fecha se conoce poco sobre las funciones particulares que
llevan a cabo las regiones conservadas de C160. En muchos casos, las funciones
se han determinado en las subunidades mayores de Pol | o Pol I, y por
extrapolacion se han asignado a C160. A continuacion se presenta un resumen

de lo que se sabe hasta ahora.

» Region A: contiene aminoacidos que se unen a atomos de zinc. Esta union es
un prerrequisito para la formacion de una enzima funcional. La region A esta
ademas involucrada en ensamble y estabilidad de la polimerasa, asi como en la
interaccion con las subunidades C82, C34 y C31 (Archambault y Friesen, 1993;
Cramer et al., 2001).

» Region C: contiene una region aparentemente involucrada, junto con la region
D, en la union a la molécula de DNA. Participa en el ensamblaje y estabilidad de

la polimerasa.



» Region D: este dominio resulta sorprendente por el hecho de tener el motivo
YNADFDGDEMN, el cual es parte del sitio catalitico y se encuentra conservado en
todas las subunidades mayores. Cuando se limita al heptapéptido NADFDGD,
también se encuentra en las RNA polimerasas de arqueobacterias, £. coli, virus
vaccinia y RNA polimerasas de cloroplastos. Se ha demostrado que al mutar este
motivo se afecta directamente la elongacién de la transcripcion; ademas, se ha
visto que contiene un sitio de unibn a magnesio, el cual confiere estabilidad a la
polimerasa (Kock ef a/., 1988; Cramer ef al, 2001). Este motivo fue identificado

en la secuencia de C160 de L. mgjor (Fig. 20).

» Region E: al realizar un estudio usando como modelo la estructura
tridimensional de Pol Il en levadura, se mostré que este dominio interactia con la
subunidad ABC14.5 (Cramer et al,, 2001).

» Region F: contiene el sitio de unién de la droga a- amanitina, inhibidor de las
RNA polimerasas (Archambault y Thuriaux, 1993). También se ha visto que este
dominio interactua con las subunidades B12.6 y B150 durante el ensamblaje de

Pol Il (Cramer ef al, 2001). Participa en el término de la transcripcion.

» Region G: en Pol Il de levadura, se ha visto que interactua con la subunidad

ABC23 (Cramer et al, 2001). Participa en el inicio de la transcripcion.

» Region H: se cree que esta involucrada en elongacion de la transcripcion
(Archambault y Friesen, 1993). Estudios de estructura tridimensional sugieren que
este dominio interactua con C128 y ABC23 (Cramer ef a/, 2001). Aparentemente

involucrado, junto con la regién D, en la unién a nucledétidos.



CONCLUSIONES

Mediante experimentos tipo Southern-blot se confirmé que C160 es un gen
de copia unica en el genoma de L. major. Asimismo, se determin6 que en

L. mexicana hay también solamente una copia de dicho gen.

La localizacion de las senales de procesamiento del mRNA de C160 se
realizé por medio de ensayos de RT-PCR. Asi, se encontré que la region
de poliadenilacion se localiza entre las 136 y 323 bases rio abajo del codén
de término; ademas, una regioén rica en pirimidinas (14 bases) se ubic 176

bases rio abajo de la regidén de poliadenilacion.

El sitio aceptor del miniexén (AG) se localizé 536 bases rio arriba del codén
de inicio de C160, y se identifico una region rica en pirimidinas (17 bases) a
una distancia de 47 bases del sitio aceptor del miniexén. Al comparar la
region que rodea al sitio aceptor del miniexébn de C160 con una probable
secuencia consenso para L. major previamente reportada, encontramos
que existe poca similitud entre las dos secuencias, pues ademas del AG,
sbélo se encontraron dos nucleétidos conservados. Esto sugiere que
unicamente el AG y la region rica en pirimidinas son necesarios para el

trans-splicing.

Para analizar los transcritos de C160 se realizaron experimentos tipo
Northern-blot, en donde se observé que el mMRNA en L. major tiene un
tamano aproximado de 5.7 kb, mientras que su tamafio en L. mexicana es
de 5.5 kb. No observamos diferencias significativas en la expresién de
C160 al comparar células en fase de crecimiento logaritmico con células en

fase estacionaria.



La comparaciéon de la secuencia de C160 entre tripanosomatidos reveld la
presencia de 8 regiones conservadas. Dichas regiones coinciden con las
regiones conservadas A-H previamente reportadas en otros organismos.
En la regién conservada D se encontré un motivo que esta conservado en
todas las subunidades mayores. Experimentos futuros permitiran definir si,
como se espera, estas regiones conservadas son importantes para la

funcién de C160 en L. major.
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