XX Congreso Latinoamericano de Parasitologia

Leishmaniasis

BioLogiA MOLECULAR

Biomédica 2011;31(sup.3):23-205

Epidemiologia molecular de la
leishmaniasis cutanea americana en la
subregion norte del departamento de
Antioquia

C. D. Agudelo, L. Posada, J. E. Pérez, L. M. Carrillo, I.
D. Vélez

Programa de Estudio y Control de Enfermedades
Tropicales, Universidad de Antioquia, Medellin,
Colombia

Introduccidén. La leishmaniasis cutanea es una
enfermedad originalmente selvatica causada
por parasitos tripanosomatidos del subgénero
Leishmania; el norte de Antioquia es la segunda
subregibn que mas casos aporta para el
departamento. La importancia de diferenciar las
especies del parasito para el analisis clinico y
epidemiolégico, hace necesaria la implementacion
de una herramienta que permita no sélo el
diagnostico sino la diferenciacién entre especies
de manera rapida y eficiente.

Nos propusimos estandarizar una PCR LSSP
a partir de la amplificacién de fragmentos del
minicirculo del kDNA en raspado de lesiones de
pacientes con leishmaniasis cutdnea americana.
Se propone el uso del cinetoplasto como molde
debido a que se encuentran en un gran namero
de copias y a que contiene regiones variables y
conservadas que permiten detectar diferencias inter
e intraespecificas debidas a la heterogeneidad de
estos minicirculos, lo que se traduce la secuencia
en un sello genético caracterizado por un unico
patron de bandas.
Deestamanera, se podriahacerunacaracterizacion
de las especies circulantes en cada uno de los
miembros del ciclo y plantear un modelo que
expligue como se da el ciclo ecoepidemioldgico
de la enfermedad, y la relacién de los reservorios
silvestres domésticos y los vectores, con los casos
diagnosticados.

Materiales y métodos. Se hicieron capturas de
flebotomineos en reposo y con trampas CDC,
Shannon y adhesivas; se realiz6 el diagnéstico y la
identificacién de cepas por métodos directos, IFI,
PCR LSSP; hubo aplicacién de leishmanina; y se
estudio la infeccion de reservorios domésticos y
silvestres.
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Resultados. Se ha logrado estandarizar con
una sensibilidad de 1 parasito por pl, una PCR
convencional que permite amplificar un fragmento
de 120 pb del cinetoplasto en parasitos del
subgénero Viannia; esto como punto de partida
para continuar la estandarizacién de la LSSP-PCR
que permita las discriminacion entre especies de
este subgénero en las muestras de huéspedes,
vectores y reservorios que seran recolectadas en
la zona de estudio.
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Volumenes de fagosoma similares
a la infeccion por Leishmania
amazonensis, alteran la produccion de
IL-12 en fagocitosis de particulas de
latex y es retenida en compartimentos
del aparato de Golgi
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Introduccién. La ruta intracelular de efectores
inmunolégicos secretados por macréfagos y su
relacion con transito vesicular estdn escasamente
descritas. La infeccién por Leishmania disminuye
la secrecion de oOxido nitrico y de factor necrosis
tumoral alfa y este decremento se explica
parcialmente por el volumen de la vacuola
parasitofora.
El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto
de los fagosomas de diferente volumen en la ruta
intracelular y transito vesicular de la interleucina 12
(IL-12).
Materiales y métodos. Se activaron macrofagos
J774A.1 luego de lafagocitosis de perlas de latex
con diferente diametro y proporcién, o infectados
con Leishmania amazonensis. La expresion de IL-
12 se evaluo por PCR en tiempo real, la ubicacion
intracelular por inmunofluorescencia y microscopia
confocal con anticuerpos especificos anti-IL-12 y
anti-componentes de la via endocitica eucariota de
secrecion clésica, y la secrecién por citometria de
flujo.
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Resultados. Es necesaria la activacion por expo-
sicién a interferén gama (INF-y) y lipopolisacarido
para la secrecién de IL-12. Esta es dependiente
de la dosis y bifasica, con un primer pico en las
primeras dos horas y uno tardio a las 6 horas
después de la activacion. La distribucién de 1L-12
luego de la activacion es inicialmente perinuclear y
luego de 4 horas es hacia la membrana plasmatica.
La fagocitosis per se no induce secrecion de IL-12
en contraste con la infeccién por Leishmania 'y es
necesario activacion con INF-y y lipopolisacéaridos.
La cantidad y ubicacién intracelular de IL-12 en los
macrofagos activados es alterada por volumenes
mayores a 160 pm? luego de la fagocitosis de perlas
de latex o de la infeccion por L. amazonensis. La
IL-12 es retenida entre el reticulo endoplasmatico
y el aparato de Golgi.

Conclusiones. Estos resultados sugieren que
los volimenes grandes de fagosoma, entre los
cuales estaria los de la vacuola parasitéfora de
Leishmania, alteran la ruta intracelular de IL-12
en vesiculas t-SNAREs que contienen SNAP-23,
por la via clasica de secrecion y comprometen su
produccién.
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Introduccién. A lo largo de su ciclo de vida

digenético, los protozoos parasitos del género

Leishmania deben enfrentar cambios drasticos

de temperatura, pH y osmolaridad, pero los

mecanismos de resistencia a estos cambios no
son bien comprendidos. Mediante estudios de
expresién heterdloga, nuestro grupo ha identificado
una corriente anidnica proveniente del parasito,

posiblemente implicada en la regulacién del pH y

de la osmolaridad. Varias secuencias codificantes

para canales aniénicos tipo CLC putativos han sido
encontradas en el genoma de todas las especies
secuenciadas de Leishmania.

En este trabajo se demuestra la transcripcion de

una de ellas en Leishmania braziliensis y se valida
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su posible funcionalidad como canal aniénico
mediante analisis bioinformaticos.

Materiales y métodos. Se sintetiz6 cDNA a partir
de ARN extraido de promastigotes metaciclicos de
L. braziliensis utilizando oligonucle6tidos cebadores
especificos; se amplificé la secuencia LbrM04__
V2.1010 (GeneDB), de 3.558 bp, codificante para
un canal de cloruro tipo CLC putativo, mediante
PCR. A partir de la secuencia reportada en GeneDB
se desarrollaron andlisis bioinformaticos para
determinar la factibilidad de que esta secuencia
codificara para un canal anionico funcional tipo
CLC.

Resultados. La secuencia amplificada a partir
del cDNA de L. braziliensis tiene un tamano de
~3,5 kb, peso esperado, lo que hace factible que
se trate de la secuencia LbrM04_V2.1010. La
secuencia reportada presenta alta conservacion
en los residuos reconocidos como criticos del filtro
de selectividad del canal. Presenta ~15 hélices q,
cuatro dominios caracteristicos de canales CLC
y una alta homologia con canales tipo CLC-6 y 7
de mamiferos, tipicamente liso-endosémicos. El
modelo estructural tiene mas de 95% de residuos
en regiones permitidas.

Conclusiones. La secuencia LbrM04_V2.1010 de
L. braziliensis y sus ort6logos en otras especies de
Leishmania, presumiblemente codifican para un
canal aniénico funcional homoélogo a canales CLC
liso-endosdmicos de mamiferos y se transcribe en
promastigotes metaciclicos de L. braziliensis.
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Introducciéon. La regulacion posterior a la
transcripcion de la expresién génica en tripano-
somatidos se manifiesta en puntos como la
maduracién, la localizacién y la estabilizacién
de los transcritos, asi como en la eficiencia de
su traduccion. Cada uno de estos hechos esta
gobernado por la interaccion entre motivos cis-
acting localizados en las regiones no traducidas
del ARN (5°'UTR y 3'UTR) y factores proteicos
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trans-acting. Para facilitar la identificacion de
estos elementos, se han desarrollado ensayos
de union ARN/proteina. Asi, en el Laboratorio de
Parasitologia Molecular de la Pontificia Universidad
Javeriana se identificaron proteinas de unién a las
regiones 5y 3" UTR de los genes HSP70 de L.
braziliensis.
Materiales y métodos. El ARN de las regiones 5°
y 3" UTR, obtenido por transcripcion in vitro, fue
unido a microperlas, la cuales se enfrentaron al
lisado citoplasmatico total del parasito que, ademas,
contenia un coctel inhibidor de proteasas, inhibidor
de ARNasas y ARN competidor. La elucion de la
proteina especifica se hizo en soluciéon tampén de
rehidratacién y fue resuelta mediante electroforesis
en dos dimensiones. El andlisis se hizo mediante el
software ImageMaster 2D Platinum 6.0. Los puntos
fueron identificados por MALDI TOF/TOF.
Resultados. Entre las proteinas de unién identifi-
cadas se encontraron la RPA1 LbrM.28.1990,
especificamente unida a la region 3" UTR-Il de
los genes HSP70 de Leishmania braziliensis y la
proteina mitocondrial de uniéon a ARN LbrM.23.0850,
conocida como Rpb38p, unida a la 3" UTR-I de los
genes HSP70y ala 3" UTR de los genes a-tubulina.
Conclusidn. La técnica de pull down es Util para
elucidar de manera preliminar las interacciones
existentes entre las secuencias especificas de ARN
y las proteinas, hecho relevante en el entendimiento
de los mecanismos de regulacion posteriores a la
transcripcion; sin embargo, los hallazgos deben
ser validados in vivo.
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Introduccion. La leishmaniasis es una enfermedad

de amplio espectro en humanos causada por

especies del género Leishmania. En Latinoamérica
varias especies, particularmente del subgénero

Viannia, estan asociadas a las lesiones cutaneas

y mucocutaneas de la enfermedad.
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La decision sobre los esquemas de tratamiento
dependedeundiagnésticopositivo,tradicionalmente
realizado con técnicas parasitolégicas, micros-
copia de frotis y cultivo de parasitos, las cuales
no identifican la especie de Leishmania. Las
pruebas de amplificacién isotérmica mediada
por asas (LAMP) combinan una alta sensibilidad
y especificidad con requerimientos minimos de
infraestructura y capacitacién en una tecnologia
simplificada, representando una alternativa para
la identificacién de especies simultaneamente al
diagndstico clinico. Estas ventajas nos animaron a
desarrollar un ensayo LAMP para las especies de
Leishmania del subgénero Viannia.
Materiales y métodos. Para el disefio de los
iniciadores LeishF3/LeishB3y LeishF1-F2/LeishB1-
B2, requeridos en la prueba LAMP, seleccionamos
la regiéon conservada de 120 pb del ADNk y 50
pb de las secuencias variables adyacentes de
Leishmania panamensis (U19811), y utilizamos el
programa PrimerExplorer V3. Normalizamos las
condiciones de la prueba LAMP ADNK para un solo
conjunto de 72 opciones de iniciadores y evaluamos
su especificidad frente a un panel de 19 cepas de
referencia que incluian especies de Leishmania de
los subgéneros Viannia 'y Leishmania prevalentes
en las Américas, asi como Trypanosoma cruzi.
Resultados. Este ensayo identificé sélo a las
especies del subgéneros Viannia, complejo
guyanensis: L. panamensis, L. guyanensis y L.
shawi, y detect6 hasta 0,01 fraccion del genoma
del parasito tanto en geles como con SYBRgreen
en el tubo de reaccion.
Conclusiones. Esta prueba LAMP ofrece la
posibilidad de discriminar las infecciones por
especies del complejo guyanensis de otras
especies de Leishmania en un sistema cerrado
sencillo, utilizando un Unico tubo donde ocurren
la amplificacién y la deteccion, minimizando los
riesgos de contaminacién.
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Introduccidén. La leishmaniasis humana es una
enfermedad de alto impacto en la salud publica
de los paises tropicales. La comprensién de
los mecanismos celulares y moleculares de los
procesos de infeccion de las células huésped por
parte de los parasitos del género Leishmania, brinda
la oportunidad de explorar nuevas alternativas para
el control y tratamiento de la enfermedad.

El objetivo de la investigacion fue identificar
secuencias génicas de Leishmania braziliensis
que puedan estar relacionadas con la regulacion
de la apoptosis en células huésped.

Materiales y métodos. Se construyeron dos bases
de datos: una con la secuencia del genoma de L.
braziliensis, y otra con la secuencias de proteinas
con funcién conocida en apoptosis. Estas bases
de datos se compararon mediante BLASTx. Los
resultados del alineamiento se filtraron tomando
como punto de corte un valor e menor de 10E-4 y
una longitud mayor a 30 aminoacidos. Se elimino
la redundancia y, posteriormente, se hizo una
interpretacion biolégica del grupo de alineamientos
con DAVID. Las secuencias con alineamientos
significativos se analizaron estructuralmente para
la identificacion de los dominios relacionados con
la regulacion de la apoptosis.

Resultados. A partir de la comparacion de las dos
bases de datos mediante BLASTx se encontraron
141 alineamientos significativos, después de la
depuracion se obtuvo una lista de 14 proteinas
Unicas relacionadas con los procesos funcionales
de inhibicién de apoptosis, activacion de apoptosis
y activacion de caspasas en células humanas.
El andlisis estructural permitié la identificacion
de dominios potencialmente involucrados en la
regulacion de los procesos apoptoéticos en las
células huésped.

Conclusiones. Seidentificaron secuencias de ADN
en el genoma de Leishmania que potencialmente
pueden codificar para proteinas que se han descrito
tienen funcién pro-apoptética o anti-apoptoética.
Lo que sugiere que Leishmania puede tener la
capacidad de interferir directamente sobre las vias
de la apoptosis de la célula huésped.
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Estructura del nucleosoma en genes
transcritos por la ARN polimerasa lll
en Leishmania major
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Introduccidn. EI ADN se asocia a proteinas para
formar la cromatina, cuya unidad bésica es el
nucleosoma, formado por un octamero de histonas.
La estructura de la cromatina juega un papel
importante en la regulacién de la transcripcién.
Estamos interesados en estudiar la transcripcién
de la ARN polimerasa lll (Pol 1ll), la cual sintetiza
moléculas de ARN esenciales para el crecimiento
celular, como tRNAs, snRNAs y el rRNA 5S. Debido
a que se sabe muy poco sobre la estructura de la
cromatina y su papel en la expresion de regiones
transcritas por Pol Il en protozoarios, el objetivo
de este estudio fue analizar la estructura de la
cromatina en genes transcritos por Pol Il en
Leishmania major.

Materiales y métodos. Se realizaron digestiones
parciales de la cromatina de L. major con la
nucleasa micrococal. Las escaleras del nucleosoma
se transfirieron a membranas de nylon, para ser
usadas en ensayos tipo Southern blot, hibridizando
con fragmentos correspondientes a regiones
transcritas por Pol Il y regiones control transcritas
por Pol Il.

Resultados. Las hibridaciones con varios tRNAs,
el snRNA U2 y el rRNA 5S mostraron un claro
barrido, indicando la ausencia de nucleosomas
en estos genes. Esto a diferencia de los ensayos
con genes codificadores de proteinas y regiones
intergénicas (Pol Il), en los que se observo una
estructura del nucleosoma muy evidente.

La estructura de la cromatina en células en
crecimiento activo fue similar a la observada en
células en fase estacionaria.

Conclusiones. Los genes transcritos por Pol
Il no estan formando nucleosomas, lo cual,
posiblemente, se deba a que presentan promotores
internos y a que su tasa de transcripcién es
alta. Por el contrario, los genes codificadores de
proteinas, sintetizados por Pol I, presentan un
arreglo compacto del nucleosoma.
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Actualizacion de la distribucion
geografica de especies de Leishmania,
caracterizadas por genética molecular,
en el macrofoco de leishmaniasis del
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Introduccién. En Colombia existe un limitado
conocimiento sobre la distribucién geografica de
las especies que causan leishmaniasis, lo cual
se debe a que el diagnostico de la enfermedad
y la instauracion del tratamiento se basa casi
exclusivamente en el examen microscoépico directo,
sin precisar la especie de Leishmania causal, a
pesar de que existe una susceptibilidad diferencial
del parasito a los medicamentos empleados.
En este trabajo se actualiza la distribucion
geografica de las especies de Leishmania en el
norte de Colombia.
Metodologia. Entre marzo de 2010 y marzo de
2011 se recolectaron 47 muestras de pacientes
con cuadros clinicos indicativos de leishmaniasis,
procedentes de Sucre, Coérdoba y Bolivar. Para
determinar la presencia de Leishmania se amplifico
por PCR el kDNA (cebadores 13A/13B), ademas,
se secuencio6 el gen citocromo b (CytB) (cebadores
LCytS/LCytR) para identificar, mediante analisis
filogenético, las diferentes especies del género
Leishmania.
Resultados. Mediante kDNA-PCR se demostrd
la presencia de Leishmania en 41/47 (85,41 %)
muestras clinicas, mientras que por CytB-PCR se
lograron 20/47 (42,55 %) amplicones, de los cuales,
se obtuvieron 11 secuencias de 599 pb. Los analisis
filogenéticos indican que nueve aislamientos
cutaneos correspondian a Leishmania braziliensis
y que dos casos de leishmanaisis visceral fueron
causados por Leishmania infantum. Con estos datos
y los hallazgos previos de los afios 2008-2010, se
construyé el mapa de la distribucién geografica de
especies de Leishmania en la Costa Caribe.
Conclusidn. Se confirma a Leishmania braziliensis
como especie predominante en los casos cutaneos
y Leishmania infantum como agente etioldgico
del cuadro visceral. A la fecha, cuatro especies
de Leishmania causan enfermedad en la zona,
L. braziliensis, L. panamensis, L. guyanensis
y L. infantum. Se discuten las implicaciones
epidemioldgicas y clinicas de estos hallazgos.
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Introduccién. En la leishmaniasis experimental,
la funcion de los anticuerpos no esta clara.
Algunos autores consideran que dichas proteinas
no participan en la proteccién contra la infeccién;
sin embargo, en los estudios histopatolégicos de
lesiones de leishmaniosis, se encuentran infiltrados
de células plasméticas y secrecién de IgM, IgG e
IgA, que podrian mediar la formacion de complejos
inmunolégicos con antigenos parasitarios 0
propios, favoreciendo la necrosis que conlleva a la
eliminacién del parasito.
En este trabajo se determiné si la IgA sérica en
el modelo de muridos posee reaccion especifica
contra antigenos de Leishmania mexicana de
utilidad diagndstica.
Materiales y métodos. Se utilizaron sueros de
ratones susceptibles BALB/c o resistentes C57BL/6
a leishmaniosis cutanea, ademas de amastigotes M/
HOM/VE/72/AZN de L. mexicana y tripomastigotes
sanguineos Elpidio Padrén de Trypanosoma cruzi
mantenido en ratones NMRI para la obtencion de
antigenos por fraccionamiento subcelular y para la
infeccion experimental evaluada por medio de la
evolucion de lalesion. La deteccion de IgA especifica
contra L. mexicana fue por ELISA, mientras que la
especificidad lo fue por inmuno-transferencia.

Resultados. Se demostr6 que la IgA sérica de

ratones sensibles es elevada en comparacion con

la de los ratones resistentes. La evaluacién de la
especificidad demuestra que la IgA sérica de ratones
infectados con T. cruzi reacciona con antigenos de

L. mexicana. Otros estudios demuestran que la

lgG sérica de ratones con L. mexicana reacciona

en forma cruzada con antigenos no relacionados
de T. cruzi.

Conclusiones. Se sugiere que la IgA producida

por la cepa C57BL/6 puede ser Util como marcador

diagnostico, debido a que las lesiones cutaneas
que se desarrollan en estos ratones son menos
agresivas que las lesiones que se desarrollan en la
cepa BALB/c lo que permite el manejo clinico y el
pronostico de la enfermedad.
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de la nicotinamida mononucledtido
adenilil transferasa de Leishmania
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Introduccioén. El aumento progresivo de la resisten-
cia de Leishmania ante las medidas de control
actuales, plantealanecesidad de desarrollarnuevas
estrategias terapéuticas a partir del conocimiento
de la biologia del parasito. La nicotinamida
mononucleétido adenilil transferasa (NMNAT; EC
2.7.7.1), cataliza el paso clave en la biosintesis
del dinucledtido de adenina y nicotinamida (NAD").
Dado que el metabolismo de este dinucleétido se
relaciona con la integridad y el mantenimiento de
diversos procesos esenciales, la investigacion y
caracterizacion de las enzimas involucradas en
su biosintesis representan un punto clave para el
desarrollo de tales estrategias. La identificacion de
la NMNAT de Leishmania braziliensis (LbONMNAT)
y la verificacion de la identidad funcional de la
misma, constituyeron los objetivos del estudio.
Materiales y métodos. Mediante busquedas
bioinformaticas, se identificaron secuencias candi-
dato para la NMNAT en el género Leishmania.
La secuencia correspondiente se clon6 a partir
de ADN complementario mediante PCR y se
generd la proteina recombinante His-LoNMNAT
en el sistema heterélogo Escherichia coli. La
purificacion parcial y la evaluaciéon de la actividad
enzimatica de la proteina recombinante se realiz
mediante cromatografia de afinidad a niquel
y ensayos enzimaticos acoplados y directos,
respectivamente.
Resultados. Se identific6 una Unica secuencia
candidato para la NMNAT de L. braziliensis. La
amplificaciéndelfragmentogénicocorrespondiente,
a partir de ADN complementario, demostré la
expresion del gen en la fase movil del parasito. La
proteina recombinante His-LbNMNAT generada, se
purificd de manera parcial y se utilizé para ejecutar
ensayos enzimaticos, los cuales permitieron
comprobar la sintesis de NAD* por parte de la
enzima, demostrando de manera contundente su
identidad funcional de nucleotidiltransferasa.
Conclusiones. Este estudio se constituyé como la
primera evidencia experimental en aproximarse al
metabolismo del NAD* en Leishmania, mediante
la identificacién de la NMNAT en este importante
agente patégeno.
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Expresion génica de dos canales
de cloruro en promastigotes

y amastigotes de Leishmania
braziliensis

Marvin Carreiio'?*, Martha Lucia Posada'*#, Marcela
Camacho'?*
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Introduccidn. Leishmania tiene procesos Unicos
como expresion policistronica y regulacién posterior
a la transcripcion de mRNA, que puede inducir
diferencias en expresion génica entre estadios.
Durante su ciclo de vida, este parasito experimenta
condiciones cambiantes de pH, osmolaridad y con-
centraciones idnicas. Los mecanismos para adaptarse
a estos cambios y captar nutrientes implican bombas
H*ATPasas acopladas a canales de cloruro.
Este trabajo busco estudiar la expresién de los
genes LbrM33_V2.1260 y LbrM01_V2.0210 en
promastigotes y amastigotes de Leishmania
braziliensis.
Materiales y métodos. Se aisl6 ARN total con trizol
a partir de promastigotes en fase estacionaria L.
(V.) braziliensis (HOM/BR/75M2903), amastigotes
axénicos y macrofagos infectados a diferentes
tiempos después de la infeccion. Se obtuvo
cDNA con el kit SuperScript® Ill. Se disefiaron
oligonuclettidos especificos de Leishmania con
el iniciador BLAST para fragmentos con tamafios
de 190 y 950 pb de LbrM33_V2.1260 y LbrMO1_
V2.0210. Luego de RT-PCR, los productos se
valoraron por electroforesis en geles de agarosa,
se secuenciaron y se hizo analisis bioinformatico.
Resultados. Se obtuvieron productos con el
peso esperado para LbrM33_V2.1260 y LbrMO1_
V2.0210 en promastigotes, amastigotes axénicos
y para todos los tiempos después de la infeccion,
excepto LbrMO01_V2.0210 a 0,5 horas después
de la infeccidn. La secuenciacion mostré similitud
de 99 % para LbrM01_V2.0210, y de 91 % para
LbrM33_V2.1260. El andlisis bioinformatico con
proteinas homologas indica que los fragmentos
podrian pertenecer a un canal CIC. El analisis
cualitativo de la expresion muestra diferencias
entre los diferentes estadios.
Conclusiones. Leishmania braziliensis expresa
los genes LbrM0O1_V2.0210 y LbrM33_V2.1260
que codificarian para un canal de cloruro CIC,
el primero, y un canal de cloruro putativo, el
segundo. La expresién diferencial de los canales
podria indicar mecanismos de regulaciéon génica
importantes en una accién conjunta con la bomba
H+ATPasatal como en laruta endociticaintracelular
de mamiferos, para ajustarse a las variaciones de
pH y osmolaridad en los diferentes estadios.
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Identificacion de un canal de cloruro
de Leishmania braziliensis
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Introduccidn. Leishmania presenta un ciclo de vida
alternante entre dos estadios en huéspedes con
distintas condiciones de osmolaridad, temperatura
y pH. La expresion de proteinas de membrana es
una estrategia para su adaptacion y supervivencia
y, en especial, los canales de cloruro son de gran
importancia. Los registros electrofisiologicos de
nuestro grupo revelan corrientes aniénicas mediadas
por una o mas moléculas expresadas por el parasito;
por lo tanto, en este trabajo se identificd una secuencia
putativa que codificaria para una proteina candidata
a ser responsable de esas corrientes.
Materiales y métodos. A partir de promastigotes de
Leishmania se realizé extraccion de ARN total, se
verifico su integridad por electroforesis y se sintetizo
cDNA. Se disenaron oligonucleétidos cebadores
para la amplificacion de la secuencia del gen putativo
LbrM32_V2.3670, mediante PCR. El producto
amplificado se observé en gel de agarosa y se envié
a secuenciaciéon. Mediante métodos bioinformaticos
se hicieron alineamientos mudltiples, arboles de
homologia y modelado estructural de la proteina.
Resultados. Se obtuvo un producto parcial
de 1.104 pb, peso esperado, en Leishmania
braziliensis, L. amazonensis, L. panamensis y el
ortélogo LmjF.32.3370 de L. major y un producto
(gen completo) de 2.655 pb, peso esperado, en
L. braziliensis. La secuenciacién parcial indica
que corresponde con la reportada (GeneDB). Los
alineamientos ubicaron la secuencia como canal
de cloruro dependiente del voltaje, cercano a los
canales de cloruro intracelulares en mamiferos
CLC-6. Del analisis estructural de la secuencia
se encontraron caracteristicas propias de canales
CLC, como segmentos transmembrana, dominios
y residuos conservados en el poro de selectividad.
Conclusiones. Este es el primer trabajo en el que
se demuestra la transcripcion del gen LbrM32_
V2.3670 en Leishmania. El modelo bioinformatico
predice que el comportamiento funcional de la

104

Biomédica 2011;31(sup.3):23-205

proteina codificada por esta secuencia es el de un
canal de cloruro dependiente de voltaje.

Analisis de transcripcion del
gen de ARN de transferencia de
selenocisteina en Leishmania major
Norma Edith Padilla-Mejia, Luis Enrique Florencio-
Martinez, Santiago Martinez-Calvillo
Unidad de Biomedicina, Facultad de Estudios
Superiores Iztacala, Universidad Nacional Autbnoma de
México, México, D.F. México
Introduccidén. Leishmania major es un parasito
protozoario que presenta mecanismos de
expresion genética inusuales, como la transcripcion
policistrénica y el trans-splicing. Nuestro interés
esta dirigido al estudio de la transcripcion de la
ARN polimerasa lll, la cual sintetiza los ARNs
de transferencia (tRNAs). Por andlisis in silico
identificamos previamente un gen de tRNA de
selenocisteina (tRNA-Sec) en el cromosoma 6 de
L. major, el cual posee secuencias promotoras
(cajas Ay B intragénicas) atipicas en comparacién
con otros tRNA. Asi, el objetivo del estudio fue
analizar la transcripcion del tRNA-Sec de L. major.
Materiales y métodos. Se realizaron ensayos
de 5-RACE y 3-RACE para conocer los sitios
de inicio y término de la transcripcion del tRNA-
Sec, respectivamente. Los cDNAs resultantes se
amplificaron por PCR y se clonaron en el vector
pGEM-T para después ser secuenciados.
Resultados. Elandlisis de las secuencias obtenidas
del 5-RACE revel6 que, sorpresivamente, los
transcritos del tRNA-Sec de L. major contienen el
miniexon en su extremo 5’. Asimismo, el ensayo 3’-
RACE demostré que el tRNA-Sec es poliadenilado
en su extremo 3’. Actualmente realizamos ensayos
de run-on nuclear para determinar la ARN
polimerasa encargada de sintetizar al tRNA-Sec.
Conclusiones. De manera similar a los RNAm,
a los transcritos del RNAt-Sec de L. major se les
adiciona un miniexon en el extremo 5’ y una cola de
poliadeninas en 3, lo cual sugiere la participacion
de la ARN polimerasa Il en su transcripcién.
Estamos realizando diversos experimentos para
verificar esta hipotesis.
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Analisis de diversidad de
poblaciones de cepas de Leishmania
panamensis mediante tipificacion por
microsatélites
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Introducciéon. La tipificacion de especies del
complejo Leishmania (Viannia) ha sido abordada
mediante aproximaciones metodoldgicas como
electroforesis de isoenzimas, inmunofluorescencia
y restriccion enzimatica. No obstante, la similitud
genética de las especies del subgénero Viannia
es un potencial limitante para estudios de diver-
sidad y estructura de poblaciones entre especies e
intraespecies. Recientemente, Oddone, et.al. (2009)
describieron una metodologia de genotipificacién por
microsatélites (MLMT) paraelandlisis de poblaciones
de Leishmania braziliensis y L. guyanensis.
En este estudio presentamos la aplicacién de
estos marcadores para el andlisis de diversidad de
poblaciones en cepas clinicas colombianas de L.
panamensis.
Métodos. Se incluyeron 31 cepas clinicas de L.
panamenisis obtenidas en los departamentos de
Antioquia, Choco, Valle, Cauca, Narifio, Putumayo,
Caquetd y Meta, previamente tipificados por
anticuerpos monoclonales. Se amplificaron catorce
microsatélites distribuidos en 13 cromosomas a
partir de ADN total de promastigotes. El tamafio de
los microsatélites se determin6 mediante migracion
de los productos de PCR en geles de agarosa al
4.5 %, por Quantity One® (BioRad), y se confirmo
mediante analisis automatizado de fragmentos. Las
distancias genéticas se estimaron y visualizaron
utilizando los softwares MSA, POPULATIONS vy
MEGA 4.
Resultados. La tipificacion por microsatélites
revelé un alto grado de diversidad genética en
este grupo de cepas de L. panamensis. Mediante
el andlisis de distancias genéticas se evidenciaron
dos conglomerados principales que corresponden
a cepas del noroccidente y suroccidente del pais,
en consonancia con las rutas de movilidad de los
pueblos en estas regiones. Notablemente, aun a
nivel focal, las cepas de los pacientes residentes
a lo largo de la cuenca del rio Mira (Narifio)
presentaron una amplia diversidad.
Conclusiones. Estos resultados confirman la
factibilidad de determinar la diversidad y estructura
de poblaciones de L. panamensis por MLMT, lo que
permite su aplicacion en los estudios de patrones
de transmisién de L. panamensis en Colombia.
Financiado por COLCIENCIAS 2229-519-28948 y
Swiss National Science Foundation.
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Prediccion de potenciales inhibidores
de cinasas en Leishmania spp.
implementando maquinas de
aprendizaje

Rodrigo Ochoa, Andrés Flérez, Carlos Muskus
Programa de Estudio y Control de Enfermedades
Tropicales, Universidad de Antioquia, Medellin,
Colombia

Introduccién. Las cinasas son un grupo de
enzimas esenciales para el desarrollo de diversos
procesos bioquimicos, y se han identificado
en varias especies como potenciales blancos
terapéuticos. En este proyecto se hizo uso de
informacion reportada sobre las interacciones
entre compuestos y cnasas, para el disefio de
una maquina de aprendizaje basada en teorias
de inteligencia artificial, capaz de clasificar
automaticamente los compuestos existentes como
potenciales inhibidores de cinasas en Leishmania
spp-

Materiales y métodos. Se recopilaron datos sobre
la bioactividad de compuestos sobre cinasas de
diversas especies, a partir de dos bases de datos:
DrugBank y KinaseSARfari. La estrategia consistio
en codificar las cinasas como vectores binarios que
representen la ausencia o presencia de dominios
especificos dentro de la cadena de aminoacidos
de la enzima, con los cuales se construyé un
sistema de prediccion de actividad inhibitoria por
cada compuesto reportado.

Para el proceso de codificacion se disefiaron
protocolos personalizados usando lenguajes
de programacion. Ademds, se incorpord una
estrategia en la codificacién para identificar el
orden estricto de los dominios en la secuencia. Las
maquinas fueron entrenadas haciendo uso de los
datos reportados en las bases de datos, para ser
implementadas posteriormente con las cinasas
pertenecientes a Leishmania spp.

Resultados. Las maquinas de aprendizaje
entrenadas tuvieron una precisién aproximada del
75 % en la clasificaciéon, para un total de 3.065
maquinas disefiadas (cada maquina representa un
compuesto con mas de 5 blancos reportados en
la literatura). Las maquinas fueron implementadas
sobre 257 secuencias de cinasas de Leishmania
spp. anotadas en la base de datos UniProt. Todo
el protocolo de codificacién, entrenamiento vy
prueba de las maquinas fue automatizado vy
documentado.

Conclusiones. Mediante esta estrategia in silico,
basada en herramientas de inteligencia artificial,
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se identificaron inicialmente medicamentos que
potencialmente podrian inhibir blancos moleculares
en Leishmania spp. Sin embargo, se incorporaran
datos adicionales a la presencia o ausencia de
dominios, con el fin de mejorar la prediccién de los
potenciales inhibidores.

El canal de cloruro putativo LbrM01_
V2.0210 de Leishmania genera
corrientes de cloruro sensibles apHy
osmolaridad
Yenny Yolanda Lozano'?, Martha Lucia Posada-
Bunrago4 Maria Elisa Forero1 Marcela Camacho'?®
' Laboratorio de Biofisica, Centro Internacional de
Fisica, Bogota, D.C., Colombia
2 Departamento de Farmacia, Facultad de Ciencias,
Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogota,
Bogoté, D.C., Colombia
3 Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias,
Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogota,
Bogotd, D.C., Colombia
4 Facultad de Ciencias Naturales y Matematicas,
Universidad del Rosario, Bogota, D.C., Colombia
Introduccidn. Leishmania presenta dos estadios:
uno extracelular, en el intestino del insecto
vector (pH de 7,0-8,0), sujeto a un gradiente de
osmolaridad y un estadio intracelular, que habita
vacuolas parasitéforas en el macréfago (pH 4,5-
5,5). Para adaptarse a las fluctuaciones de pH,
osmolaridad y adquirir nutrientes, Leishmania
genera un gradiente de protones con H*-ATPasas
acopladas a transportadores aniénicos. Hemos
descrito corrientes de cloruro luego de inyeccion
de mRNA de Leishmania en ovocitos de anfibio y
mostrado la expresion de canales cloruro putativos
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en promastigotes. En este estudio la expresion
del gen LbrM01_V2.0210 en células HEK induce
corrientes de cloruro.

Materiales y métodos. Con ARN total de
promastigote de Leishmania (Viannia)braziliensis
se sintetiz6 cDNA y se amplificé el fragmento
codificador para el canal putativo CIC-LbrMO1_
V0210. El producto se ligd al vector de expresion
pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO. Se secuencié el plas-
mido recombinante y se hizo analisis bioinformatico.
Se transfectaron transitoriamente células HEK293
y se midieron las propiedades eléctricas con patch
clamp en configuracion de célula entera.
Resultados. La secuencia obtenida presenta
homologia de 99 % con la reportada en GeneDB,
y de 91 % con canales de cloruro CIC-3 de Homo
sapiens. Lamarcacion con anticuerpos anti-CIC3 se
ubica en la membrana plasmatica y bolsillo flagelar
de Leishmania. La transfecciéon de HEK293 con
LbrM01_V0210 induce corrientes dependientes de
voltaje rectificadoras de salida, que aumentan en
solucidon hipotoénica, pH acido y son bloqueadas
con inhibidores de canales anidnicos. Estas
propiedades electrofisioldgicas son compatibles
con un canal de cloruro.

Conclusiéon. La expresion del gen LbrMO1_
V2.0210, la presencia de una proteina similar a
CIC3 en la membrana celular y el bolsillo flagelar y
el comportamiento electrofisiolégico en un sistema
heterélogo sugieren que este parasito expresa
canales de cloruro dependientes de voltaje que
podrian asociarse con la regulacién del pH y la
osmolaridad.



