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Laboratorio de Fisiologia Animal

ESTUDIO DE LA INTERACCION DE LOS PROMASTIGOTES Y
VESICULAS DE MEMBRANA SECRETADAS POR Leishmania spp.
CON EL PLASMINOGENO, COMPONENTE DEL SISTEMA
FIBRINOLITICO

RESUMEN

La interaccion de una gran variedad de organismos patdégenos, tanto procariotas como
eucariotas con los componentes del sistema fibrinolitico, podria ser considerado un
posible evento universal implicado en el proceso de invasion, diseminacion y
establecimiento de los patogenos en el hospedador. Esta interaccion puede ser
mediada a través de receptores localizados en la superficie celular, vesiculas
secretadas y/o proteinas con capacidad de union al plasminogeno que le permitan al
patdgeno secuestrar componentes del sistema fibrinolitico del hospedador,
promoviendo asi la degradacion de la fibrina y proteinas de la matriz extracelular.
Asimismo, entre los organismos eucariotas, se ha demostrado que Leishmania
mexicana, agente causal de la Leishmaniasis cutanea, tiene la capacidad de
interaccionar con los componentes del sistema fibrinolitico: plasmindgeno y
plasmina. En ese sentido, se realizé un estudio de la interaccion de los promastigotes
y vesiculas de membrana secretadas por Leishmania spp. con el plasminogeno. Las
vesiculas de membrana de Leishmania spp. fueron purificadas por ultracentrifugacion
luego de someter los parasitos a un proceso de secrecion en medio minimo durante 24
horas. La caracterizacion bioquimica de las vesiculas de membrana de L. mexicana se
llevé a cabo mediante electroforesis, Western blotting y Ligand blotting utilizando
plasmindgeno como ligando. Se detectaron diferentes proteinas: factor de elongacion-
la, fosfoglicerato quinasa, gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa, GP63, y dos
proteinas receptoras de plasminogeno: Enolasa y LACK. Adicionalmente se logro
identificar por espectrometria de masas un nuevo receptor de plasminogeno, el cual
fue posteriormente clonado y sobreexpresado en Escherichia coli. Este receptor es la
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proteina miristoilada pequeiia 1 (SMP-1). SMP-1 recombinante fue capaz de unir
plasmindgeno de manera dosis dependiente y saturable, con una constante de
disociacion (Kq) de 0,24 uM, valor que se encuentra dentro del rango fisiologico de la
concentracion de plasminogeno sanguineo. Esa interaccion fue inhibida por el acido
g-aminocaproico, sugiriendo que en la union estan involucrados residuos de lisina;
asimismo, los ensayos realizados con carboxipeptidasa B, confirmaron una inhibicion
en un 65% de la interaccion, indicando que la lisina encontrada en el extremo
carboxiloterminal estd implicada en el reconocimiento con el plasminégeno.
Empleando los anticuerpos policlonales anti SMP-1, se demostro la presencia de
SMP-1 en el flagelo y en las vesiculas de membrana de las tres especies de
Leishmania. Se demostrd a su vez que L. braziliensis y L. infantum, al igual que L.
mexicana, también tienen la capacidad de unir plasminégeno humano, siendo mayor
en los promastigotes en fase estacionaria y los sometidos a choque térmico,
observandose gran analogia en la inhibicion de la interaccion parasitos-plasmindgeno
por el acido €-aminocaproico, sugiriendo que en la union estan involucrados residuos
de lisina. Los valores de constantes de disociacion (Ky) para la unidn con
plasmindgeno son similares, denotando que no existen diferencias considerables en la
capacidad de union al plasminodgeno entre las tres especies de Leishmania evaluadas.

Estos hallazgos nos permiten proponer como modelo que los promastigotes de
Leishmania spp. en fase estacionaria expresan receptores de plasmindgeno en su
superficie y ademas secretan vesiculas de membrana que contienen estos mismos
receptores: Enolasa, LACK y SMP-1, que podrian constituir nuevos factores de
virulencia en Leishmania.

Palabras claves: Leishmania spp., sistema fibrinolitico, plasmindgeno, vesiculas de
membrana secretadas, proteinas de union a plasmindgeno.
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STUDY OF THE INTERACTION OF PROMASTIGOTES AND
MEMBRANE VESICLES SECRETED BY Leishmania spp. WITH
PLASMINOGEN, COMPONENT OF FIBRINOLYTIC SYSTEM

ABSTRACT

The interaction of a wide variety of pathogenic organisms, both prokaryotic and
eukaryotic with fibrinolytic system components, could be considered a possible
universal event involved in the invasion process, dissemination and establishment of
pathogens in the host. This interaction may be mediated through receptors located on
cellular surface, secreted vesicles and/or proteins with plasminogen binding capacity
that would allow the components sequester pathogens host fibrinolytic system, thus
promoting the degradation of fibrin net and extracellular matrix proteins. Also among
eukaryotic organisms, it have been shown that Leishmania mexicana, causal agent of
cutaneous Leishmaniasis, has the ability to interact with the fibrinolytic system
components: plasminogen and plasmin. In this sense, a study of the interaction of
promastigotes and secreted membrane vesicles of Leishmania spp. with the
plasminogen was carried out. Membrane vesicles of Leishmania spp.were purified by
ultracentrifugation after submitting the parasites to a process of secretion in a
minimum medium for 24 hours. The biochemical characterization of the membrane
vesicles of L. mexicana was carried out by electrophoresis, Western blotting and
Ligand blotting using plasminogen as a ligand. Different proteins were detected:
elongation factor-la, phosphoglycerate kinase, glyceraldehydes 3 phosphate
deshydrogenase, GP63, and two receptors proteins plasminogen: Enolase and LACK.
Additionally, we identified by mass spectrometry a new plasminogen receptor, which
was subsequently cloned and overexpressed in Escherichia coli. This receptor is a
small myrnstoylated protein SMP-1. SMP-1 recombinant was able to bind
plasminogen in a dose dependent and saturable manner with a dissociation constant
(Kg) of 0,24 uM, value that is within the physiological range of the plasminogen
blood concentration. This interaction was inhibited by e-aminocaproic acid,
suggesting that in the binding are implicated lysine residues. Further, assays



performed with carboxypeptidase B treatment, confirmed an inhibition of 65%,
indicating that lysine residue found at the carboxylterminal end is involved in the
recognition of plasminogen. Using polyclonal antibodies anti SMP-1, it was showed
the presence of SMP-1 in the flagellum and in the membrane vesicles of the three
Leishmania species. Also we demonstrated that L. braziliensis and L. infantum, like
L. mexicana, have the ability to bind human plasminogen, this binding being higher
in stationary phase promastigotes and those submitted to heat shock. In all case the
binding was inhibited by e-aminocaproic acid, suggesting that lysine residues are
involved. Values of dissociation constant (Kj) for the binding to plasminogen are
similar, denoting there are not considerable differences in plasminogen binding
capacity between the three Leishmania species tested. These findings allow us to
propose as model that promastigotes of Leishmania spp. in the stationary phase,
express plasminogen receptors on their surface and also secreted membrane vesicles
containing the same receptors: Enolase, LACK and SMP-1, which could be new
virulence factors in Leishmania.

Keywords: Leishmania spp., fibrinolytic system, plasminogen, membrane vesicles
secreted, plasminogen binding proteins.
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INTRODUCCION

La interaccion de los microorganismos patogenos con una variedad de moléculas
del hospedador, constituye uno de los mecanismos implicados en la invasion y el
establecimiento de estos agentes infecciosos (Wilson e al., 2002). El proceso de
invasion es mediado principalmente por factores de virulencia, constituidos por
moléculas que se encuentran en la superficie celular y/o productos secretados, que
participan en la evasién de la primera linea de defensa del hospedero (respuesta
inmune innata y adquirida) (Bhattacharya et al., 2012). Ademas comprende la
degradacion y penetracion de las barreras tisulares (matriz extracelular y membrana
del basamento) a través de diferentes mecanismos que involucran la interaccion de
los patégenos con un complejo sistema de cascadas dependiente de proteasas, entre
las cuales se incluyen: fagocitosis, activacion del complemento, coagulacion y
fibrindlisis, las cuales desempefian funciones muy importantes asociadas con la
patogénesis de la infeccion sistémica (Sanderson-Smith, 2012).

La interaccion de los microorganismos patdégenos con los componentes del
sistema fibrinolitico humano, constituye uno de los mualtiples mecanismos
estratégicos que favorecen el proceso de invasion y diseminacion en el hospedador
(Lottenberg et al., 1994; Coleman y Benach, 1999; Bergmann y Hammerschmidt,
2007). Diversos estudios han permitido demostrar la capacidad que tienen las
bacterias patogenas de secuestrar el plasmindgeno, componente del sistema
fibrinolitico del hospedador (Boyle y Lottenberg, 1997, Lahteenmaki et al., 2005;
Sun, 2006) a través de receptores localizados en la superficie celular bacteriana

(Sanderson-Smith et al., 2012) aunado a que ¢l plasmindgeno es capaz de interactuar



con los productos secretados por estos organismos bacterianos (Toledo ef al., 2012).
La activacion de este zimogeno plasmatico es mediada por los activadores producidos
por algunas bacterias invasivas o por los activadores del hospedador (activador de
plasminogeno tisular (t-PA) y activador de plasmindgeno tipo uroquinasa (u-PA),
transformando al plasminogeno en su forma activa, plasmina, cuya actividad
proteolitica le confiere al patogeno diversas ventajas como: (i) secuestrar y exponer la
plasmina en su supetficie impidiendo la inhibiciéon por la o2-antiplasmina y o2-
macroglobulina, (ii) escapar facilmente de la red de fibrina depositada por el
hospedador para detener la infeccion, (iii) degradar los componentes del
complemento e inmunoglobulinas, (iv) tomar nutrientes de los tejidos del hospedador,
(v) promover la adherencia e invasion celular, (vi) degradar directamente proteinas de
la matriz extracelular y de la membrana del basamento a través de la activacién de las
metaloproteasas, facilitando asi la diseminacidn y su establecimiento en el
hospedador (Hall er al., 1991; Sun, 2006; Gong et al., 2008; Chung et al., 2011;
Siemens et al., 2011).

En la ultima década, numerosas evidencias experimentales han permitido
documentar que ademas de los organismos procariotas (bacterias), una gran variedad
de organismos eucariotas (hongos y parasitos), también interaccionan con el sistema
fibrinolitico (Crowe et al., 2003; Jolodar et al., 2003; Bernal et al., 2004, Ramajo-
Hernandez et al., 2007; Mundodi et al., 2008; de la Torre-Escudero et al., 2010;
Ghosh et al., 2011), considerandose como un posible evento universal en patogenos

utilizado como mecanismo de invasion y migracion en el hospedador (Sun, 2006).



Entre los parasitos que interaccionan con el sistema fibrinolitico se encuentran
los protozoarios pertenecientes al género Leishmania (Avilan et al., 2000; Calcagno
et al., 2002), causantes de un amplio rango de manifestaciones clinicas que van desde
lesiones cutaneas localizadas que curan espontaneamente hasta formas viscerales que
pueden ocasionar la muerte del individuo sino son tratadas oportunamente. La
infeccion por Leishmania y su establecimiento en el hospedador mamifero va a
depender de multiples factores relacionados con determinantes moleculares
evasivos/invasivos, los cuales se conocen como factores de virulencia y son claves
para garantizar el parasitismo intracelular (Chang et al., 1990). En el caso de
Leishmania, estos determinantes moleculares evasivos/invasivos se encuentran
localizados en la superficie celular, son secretados y/o podrian constituir proteinas de
unién a plasminégeno que le permiten al parasito interaccionar con el sistema
fibrinolitico del hospedador. En la superficie de Leishmania mexicana, han sido
identificados los receptores para plasmindgeno: Enolasa y el receptor intracelular de
proteina kinasa C activada (LACK) (Vanegas et al., 2007; Gémez-Arreaza ef al.,
2011), las cuales también han sido reportadas en el secretoma de diferentes especies
de Leishmania (Silverman et al., 2008; Cuervo et al., 2009; Hassani e al., 2011) y en
el proteoma de los exosomas de Leishmania major y Leishmania donovani
(Silverman et al., 2010). En el presente estudio se propone conocer St otras especies
de Leishmania (Leishmania braziliensis y Leishmania infantum) causantes de
manifestaciones mucocutaneas y viscerales respectivamente, interaccionan con el
sistema fibrinolitico, y dilucidar si las proteinas receptores de plasmindgeno se
encuentran en las vesiculas de membrana secretadas por Leishmania spp., las cuales
podrian constituir otros factores de virulencia implicados en la invasion y

diseminacion en el hospedador.



OBJETIVO GENERAL

Realizar un estudio de la interaccion de los promastigotes y vesiculas de
membrana secretadas por Leishmania spp. con el plasminogeno, componente del
sistema fibrinolitico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar las caracteristicas de unién al plasmindgeno humano en los

promastigotes de L. mexicana, L. braziliensis y L. infantum.

2. Obtener y caracterizar las vesiculas de membrana secretadas por Leishmania spp.

4. Analizar las proteinas con capacidad de union al plasminogeno humano en las

vesiculas de membrana de Leishmania spp.

U

Identificar, clonar, sobreexpresar y purificar un gen que codifique para un nuevo
receptor de plasminogeno en vesiculas de Leishmania spp y producir anticuerpos

policlonales.



MARCO TEORICO

1. Leishmaniasis

1.1. Descripcion y distribucién geografica

La Leishmaniasis es una enfermedad parasitaria causada por diferentes especies
de protozoarios pertenecientes al orden Kinetoplastida, familia 7rypanosomatidae y
género Leishmania. Fue descrita por primera vez en 1903, por Leishman y Donovan
en material de autopsias del bazo de pacientes de la India que sufrian fiebre (Ross,
1903). En la actualidad, la Leishmaniasis constituye un grave problema de salud
publica mundial, considerada como categoria I de las enfermedades infecciosas no
controladas del Programa de Investigacion de Enfermedades Tropicales de la
Organizacion Mundial de la Salud, que afectan a las poblaciones pobres y
marginadas. Es endémica en 88 paises (66 del Viejo Mundo y 22 del Nuevo Mundo)
de Africa, Asia, Europa y América. Alrededor de 350 millones de individuos estan en
riesgo de contraer esta enfermedad; la prevalencia mundial es de 12 millones y la
incidencia de 2 millones de casos, de los cuales 1,5 millones corresponden a
Leishmaniasis cutaneas y 500 mil a Leishmaniasis visceral (OMS, 2010).

La Leishmaniasis esta clasificada como una de las enfermedades olvidadas del
mundo con una morbilidad global de 2.090 mil individuos deshabilitados por afio y
una tasa de mortalidad de 60.000 individuos cada afio (Evans y Kedzierski, 2012). En
el caso de la Leishmaniasis visceral, se ha convertido en una de las infecciones
oportunistas mas frecuentes en individuos HIV positivos en éareas endémicas,

trayendo complicaciones clinicas por el incremento en la falla del tratamiento (Mathu



et al., 2006).

En Venezuela, la Leishmaniasis es endémica, presenta una amplia distribucion
geografica con predominio en las regiones montafiosas, de pie de monte o selvaticas,
encontrandose en 22 de las 24 entidades politico-territoriales (Yépez y Scorza, 2003).
En este sentido, De Lima et al., 2010 reportaron 47.762 casos de las diferentes formas
de Leishmaniasis cutanea en un analisis clinico epidemioldgico realizado en
Venezuela por entidad federal entre 1988-2010, correspondiendo el 98% a la forma
cutanea localizada, siendo los estados Mérida y Trujillo los mas afectados.

En relacion a la Leishmaniasis visceral en Venezuela, Borges, 2010 reportd 465
casos en 13 de las 24 entidades federales, registrandose una tasa anual de incidencia
de 0,2 casos por 100.000 habitantes, siendo los estados mas afectados Nueva Esparta,
Anzoategui, Lara, Sucre y Trujillo. Estas son cifras subestimadas originadas por
ausencia de un reporte obligatorio ademas del uso inadecuado de herramientas en el

diagnostico que conllevan al subregistro de la Leishmaniasis visceral.

1.2. Taxonomia y epidemiologia

En relacion a la taxonomia, Leishmania pertenece al dominio Eukariota, reino
Excavata, subreino Protozoa, phyllum Euglenozoa, orden Kinetoplastidae, familia
Trypanosomatidae, género Leishmania. Lamson y Shaw, 1987, establecieron la
subdivision del género en dos subgéneros: Leishmania, que comprende todos los
parasitos que se desarrollan en el intestino medio y anterior de los vectores (region
Suprapylaria) con representantes tanto del Viejo mundo como del Nuevo Mundo, y

Viannia, que agrupa todos los parasitos que se desarrollan en el intestino posterior,



migrando luego hacia el intestino medio y anterior de los insectos (regidn
Peripylaria), restringido al Nuevo Mundo. Dentro de cada subgénero, se incluyen una

o mas especies (Rioux ef al., 1990), tal como se muestra en la Figura 1.

Subreino Protozoa
Orden Kinetoplastida
Familia Trypanosomatidae
Género Leishmania
Subgénero Leishmania Viannia
Especies  L.chagasi Laropica Lonajor L.amuazonensis L.brazitiensis L.panamensis L.naiffi L.lainsoni
L.infantum L.mexicana L.peraviana L.guyanensis
L.donovani L.pifanoi
L.venezuelensis

Figura 1. Taxenomia de Leishmania. Tomado y modificado de Bafiuls ef al., 2007.

Las especies de Leishmania existentes presentan morfologias similares, pero se
diferencian en cuanto a su distribucion geografica, comportamiento biologico,
caracteristicas clinicas y epidemiologicas, parametros inmunopatoldgicos, patrones
1soenzimaticos, aspectos moleculares, entre otros (Lainson y Shaw, 1979; Croan et
al., 1997; Bafiuls et al., 2007).

La transmision de la Leishmaniasis es a través de la picadura de insectos dipteros
hematofagos de la familia Psychodidae, conocidos cominmente como flebétomos,
pertenecientes al género Phlebotomus en el Viejo Mundo y Lutzomyia en el Nuevo

Mundo. Se han descrito alrededor de 500 especies, de las cuales solo 30 han sido



confirmadas como vectores implicados en la transmision de ésta enfermedad
(Lainson y Shaw, 1972, Killick-Kendrick, 1999). La Leishmaniasis es considerada
una antropozoonosis; en la forma zoonoética, el parasito se mantiene en reservorios
animales silvestres (rabipelados, zorros, roedores) o en domésticos (perros, gatos) y el
hombre se infecta accidentalmente cuando penetra en el ciclo natural de transmision,
mientras que en la forma antropondtica, el hombre es el unico hospedero (Desjeux,
2001).

Ademas de la transmision vectorial, también han sido reportadas otras formas de
transmision: transfusional, congénita, sexual, ocupacional (accidentes en el
laboratorio), y por transplantes de drganos (Symmers, 1960; Elamin y Omer, 1992;
Gutiérrez, 1993; Herwaldt y Juranek, 1993; Cummins et al., 1995; Sing et al., 1996,

Alvar et al., 1997, Meinecke et al., 1999).

1.3. Ciclo de vida

El ciclo biologico de Leishmania spp. (Figura 2), se inicia cuando una hembra
infectada del vector en la busqueda de sangre para su alimentacién pica a un
hospedero vertebrado susceptible. Este vector, generalmente presenta el proventriculo
obstruido debido a la gran cantidad de promastigotes metaciclicos (forma infectiva) y
al succionar sangre, todo el contenido es regurgitado e inoculado junto con la saliva
en la dermis del hospedero mamifero. Los promastigotes metaciclicos (moviles)
llegan a la circulacion sanguinea y son fagocitados por las células del sistema
fagocitico mononuclear (macrofagos), en cuyo interior se transforman en formas

aflageladas conocidas como amastigotes que constituyen la forma clinicamente



relevante. Los amastigotes son capaces de dividirse por fision binaria hasta producir
la ruptura de la célula, liberando los amastigotes que van a infectar a otros
macrofagos circundantes (Alexander et al., 1999; Solbach y Laskay, 2000; Bonfante

y Barroeta, 2002; Singh, 2006).

Promastigote .
metaciclico / &

Hospedero
humano

Promastigote : © . Amastigote
prociclico /i R intracelular

Figura 2. Ciclo de vida de Leishmania spp. Tomado de Cuervo et al., 2010.

Algunas especies, L. mexicana y L. braziliensis, se localizan en los macrofagos de
la piel y mucosas respectivamente, mientras que L. donovani y L. infantum se
diseminan hacia las visceras (Boelaert et al., 2000). Cuando un flebotomo se ahmenta
de un hospedero infectado, succiona de la sangre y la linfa los amastigotes, los cuales
en el intestino medio del vector se transforman en promastigotes (metaciclogénesis) y
finalmente, migran a la probdscide cerrando asi el ciclo de vida (Dostalova y Volf,

2012).



1.4. Manifestaciones clinicas

La Leishmaniasis presenta un amplio rango de manifestaciones clinicas que van
desde lesiones cutaneas localizadas que curan espontdneamente, hasta formas
viscerales que pueden ocasionar la muerte del individuo si no es tratada
oportunamente. El polimorfismo de las lesiones va a depender principalmente de la
especie de Leishmania involucrada y de la respuesta inmunologica del hospedador
(Harris et al., 1998). Puede ser clasificada en cuatro formas clinicas, Leishmaniasis
Cutanea Localizada (LCL), Leishmaniasis Mucocutanea (LMC), Leishmaniasis
Cutanea Difusa (LCD) y Leishmaniasis Visceral (LV) (Herwaldt, 1999; Stuart et al.,
2008).

La LCL es causada por especies del subgénero Leishmania, donde se incluyen
diferentes especies pertenecientes al Viejo Mundo y al Nuevo Mundo. Se caracteriza
por la formacion de ulceras en la piel de localizacion variable (principalmente en la
cara, brazos y piernas), que pueden ser unicas o multiples. Las dlceras son
redondeadas, no dolorosas, con bordes indurados, levantados y de contornos
regulares. Presentan un fondo limpio, granulomatoso, que en ocasiones suelen
infectarse secundariamente con bacterias. La mayoria de los casos curan
espontaneamente en algunos meses, cuando el individuo posee una adecuada
respuesta inmune celular, quedando cicatrices hipocromicas para toda la vida
(Grevelink y Lerner, 1996).

La LMC es ocasionada por diferentes especies del subgénero Viannia, entre las
cuales se incluye L. braziliensis. Se produce por la diseminacion hematica o linfatica

de las amastigotes de la piel hacia las membranas mucosas. En la fase inicial,
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aparecen ulceras cutaneas localizadas que desaparecen, pero afios después (10-20
afios) reaparecen en las membranas mucosas, orales, nasales, faringeas, o laringeas,
causando gran dafio histologico, anatomico y ruptura funcional del tejido. Las
lesiones generalmente comienzan a nivel del tabique nasal con eritema, hiperemia,
prurito e inflamacion, que se extienden hacia las mucosas causando perforacion y
destruccion total del tabique nasal (nariz de tapir) y desfiguracion. Las lesiones no
curan espontaneamente, la respuesta inmune celular estd aumentada y existe
resistencia frente a los tratamientos convencionales (Marsden, 1990; Goto y Lindoso,
2010).

La LCD es causada por la especie L. pifanoi en Venezuela, L. amazonensis en
América del sur y L. mexicana en América central (Lainson y Shaw, 1998). Al igual
que en la LMC, los parasitos se diseminan por via hematdgena o linfatica.
Clinicamente se caracteriza por la presencia de infiltraciones difusas en la piel y en el
tejido celular subcutaneo que conlleva a la formacién de ondulaciones, papulas o
ndédulos eritematosos, multiples, no ulcerados semejantes a lepromas. Se localizan
frecuentemente en la cara, aunque en ocasiones pueden observarse en otras zonas del
cuerpo del hospedero (térax, brazos). Corresponde a la forma maligna o difusa de la
Leishmaniasis y es la variante anérgica de la enfermedad, ya que existe una alteracion
del sistema inmunolégico con ausencia de respuesta inmune celular en el hospedero.
Nunca cura espontaneamente y se observa una marcada tendencia a las recidivas
después del tratamiento (Pearson y Sousa, 1996).

La LV o Kala-azar es causada por las especies L. donovani y L. infantum. En este

tipo de Leishmaniasis hay un intenso parasitismo en las células del sistema fagocitico
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mononuclear (SFM) localizados en las visceras, afectando principalmente al higado,
bazo, ganglios linfaticos y médula 6sea. El periodo de incubacion es en promedio de
2 a 6 meses y la poblacién mas afectada corresponde a los menores de 10 afios.
Clinicamente el individuo manifiesta fiebre, pérdida de peso, pancitopenia, anemia,
hepatoesplenomegalia e hipergammaglobulinemia. Cuando no es tratada a tiempo el

indice de mortalidad es casi del 100% (Davies et al., 2000; Singh, 2006).

1.5. Tratamiento

El tratamiento de la Leishmaniasis es complejo, por lo que se recomienda la
utilizacién de multiples esquemas terapéuticos contra las diversas formas clinicas de
la enfermedad (Tracy y Wbester, 2001). La quimioterapia convencional esta basada
en el uso de compuestos antimoniales pentavalentes como el antimoniato de
meglumine (Glucantime) y estiboglunato de sodio (Pentostam) que constituyen la
primera linea de eleccion desde el afio 1930, a pesar de conocer que son
medicamentos altamente toxicos que pueden ocasionar severos efectos colaterales
como pancreatitis, neuropatias periféricas, hepato y cardiotoxicidad, mialgia, anemia
y leucopenia (Olliaro et al., 2005), aunado a otras desventajas como poca
disponibilidad de estos medicamentos en el mercado, alto costo, inactividad por via
oral, periodos prolongados de administracion y la resistencia que han desarrollado los
kinetoplastidas (Sundar, 2001; Croft et al., 2006). Cuando el tratamiento falla, se
utilizan los medicamentos de segunda linea de elecciéon: Pentamidina y Anfotericina
B, los cuales son antibioticos y antifungicos efectivos pero altamente toxicos, mucho

mas costosos y pueden inducir reacciones adversas en un 20-50% de los casos
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(Jhingran et al., 2008). Sin embargo, la formulacién de la Anfotericina B en su forma
liposomal (Ambisome B) disminuye la toxicidad del farmaco, siendo utilizada en
paises del Mediterraneo con excelentes resultados, pero tiene el inconveniente de su
altisimo costo para ser utilizada en los paises en desarrollo (Herwaldt, 1999; Brendle
et al.2002).

En la ultima década, para la Leishmaniasis visceral, se cuenta con una nueva
droga sistémica conocida como Miltefosina (Ganguly, 2002). Es un alquilfosfolipido
sintético inicialmente empleada como anticanceroso y la primera droga oral eficaz
contra la LV que ha proporcionado un indice de curacion cerca del 98%. Es utilizada
exhaustivamente en la India apoyado por la OMS con mucho éxito en focos
resistentes a los antimoniales pentavalentes a pesar de sus efectos teratogénicos
(Sundar et al., 2003; Monzote, 2009).

Por otro lado, a pesar de los numerosos intentos en el desarrollo de vacunas de
primera, segunda y tercera generacion, en la actualidad ninguna ha tenido 100% de
eficacia, seguridad y aun estan en fase de experimentacion (Mayrink et al., 1992,
Engers et al., 1996; Khalil ez al., 2000; Dunning, 2009).

En sintesis, es evidente y sorprendente que aiin no existan terapias adecuadas ni
vacunas realmente efectivas a pesar de todos los esfuerzos multidisciplinarios
realizados en el mundo, probablemente aun falta por comprender muchos aspectos
relacionados con la biologia celular del parasito y dilucidar mecanismos claves
asociados con la interaccion parasito-hospedero. En vista de este panorama que
representa un verdadero problema de salud publica, en el Laboratorio de Fisiologia

Animal de la Facultad de Ciencias de la ULA desde hace 13 afios, se viene
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investigando sobre los factores involucrados en la interaccion de L. mexicana con los
componentes del sistema fibrinolitico humano, con la finalidad de entender el rol
fisiologico de esta interaccion y aportar a futuro conocimientos ttiles que permitan

disefiar estrategias efectivas para el control de la Leishmaniasis.

2. Sistema Fibrinolitico

En el humano, el sistema fibrinolitico, conocido también como sistema
plasminogeno/plasmina, es una cascada enzimatica involucrada principalmente en la
disolucion de los coagulos de fibrina (fibrindlisis), aunque también desempefia otras
funciones importantes en los mecanismos de remodelaje tisular y migracion celular
implicados en procesos fisiologicos como embriogénesis, angiogénesis, cicatrizacion,
reclutamiento de macrofagos, procesamiento de prohormonas, y procesos patologicos
como la diseminacion de células tumorales y metastasis (Castellino, 1981; Plow et
al., 1995). Uno de los componentes del sistema fibrinolitico es un zimodgeno
plasmatico conocido como plasmindgeno y su producto activo, la enzima proteolitica
plasmina. Otros componentes de este sistema son los activadores del plasmindgeno,
los inhibidores de la plasmina, los inhibidores de los activadores del plasmindgeno, el

fibrindgeno y la fibrina (Collen y Lijnen, 1991; Ploplis y Castellino, 2000).

2.1. Plasminégeneo

El plasminégeno es una glicoproteina monocatenaria, constituida por 791
aminoacidos, 2% de carbohidratos y una masa molecular de 92 kDa (Wiman y
Wallen, 1975). El plasminogeno es sintetizado principalmente por el higado como la

proenzima o zimdgeno (forma inactiva) de una serin proteasa (plasmina) (Castellino y
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Ploplis, 2005) y circula en el plasma sanguineo a una concentracion de 1.5-2 uM con
una vida media aproximada de 2 dias (Ponting et al., 1992). El plasmindgeno es una
molécula que posee en la region aminoterminal un péptido de preactivacion de 77
residuos de aminodacidos, seguido por 5 dominios de secuencias homologas en forma
de bucle, denominados kringles, (Forsgren et al., 1987) localizados entre Lys”™ y
Arg®® en la cadena pesada, fusionados con la cadena liviana que corresponde a un

603

dominio catalitico en la region carboxiloterminal compuesto por una triada (His™",

Asp®*y Ser’") de serin proteasas (Ponting ef al., 1992; Law et al., 2012) (Figura 3).
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Figura 3. Esquema modular de la estructura del plasminégeno. Tomado de Bhattacharya ef al.,
2012. AP: péptido activacion, PA: corte proteolitico mediado por los activadores del plasmindgeno,
SP: dominio serinproteasa en el extremo carboxiloterminal.

Los dominios kringles son secuencias de 80 a 90 aminoacidos cada uno, de
aproximadamente 10 kDa, estabilizados por 3 puentes disulfuro (Angles-Cano, 1994;
Chandler, 1996). Estos dominios son muy importantes en la estructura del
plasmindégeno ya que poseen los sitios de uniéon a lisina (LBS) que median la
interaccion del plasminégeno con sus sustratos, inhibidores, proteinas bacterianas y

receptores en la superficie celular (Hajjar et al., 1986; Miles y Plow, 1991). Los LBS
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consisten en una depresion hidrofébica, formada por residuos aromaticos (Trp®,
Phe® y Trp’®) y un dipolo iénico con los sitios anionico y catidnico en extremos
opuestos a la depresion, la cual interacciona con la region alifatica del ligando
(grupos metileno), y los centros aniénicos (Asp>/Asp’’) y catiénicos (Lys™/Arg”" o
Arg*'/Arg’") interaccionan con los grupos cargados epsilon amino y carboxilato,
respectivamente (Collen y Lijnen, 1991). Los LBS que carezcan de uno o ambos
residuos del centro anidénico pueden unirse a ligandos de lisinas no
carboxiloterminales como los amino-hexyl (AH) o sitios AH (Henkin ef a/., 1991).

El plasminogeno posee cinco dominios kringles (K1, K2, K3, K4 y K5), los
cuales presentan diferentes afinidades por sus ligandos; todos reconocen ligandos tipo
lisina excepto el K3. Sin embargo, K1, K2 y K4 tienen afinidad solo por lisinas
carboxiloterminales, teniendo K1 y K4 mayor afinidad que K2; K5 posee afinidad
tanto por motivos de lisinas internas como por lisinas carboxiloterminales. K3 es el
unico kringle que no posee afinidad por lisinas aparentemente por la pérdida de esa
funcion (Castellino, 1990; Chang et al., 1998; Marti et al., 1999, Burgin y Schaller,
1999).

En relacion a las diferentes formas del plasminogeno, se han aislado cuatro
formas en el plasma humano basado en la variacién del extremo aminoterminal y en
el grado de glicosilacion. Una de esas constituye la forma nativa del plasminogeno
conocida como Glu-plasmindgeno, que posee una secuencia de 67 aminoacidos,
encontrandose acido glutamico en el extremo aminoterminal. Este péptido puede ser
eliminado de la molécula nativa por accion de la plasmina dando origen a la forma

Lys-plasminogeno, la cual posee lisina en el extremo aminoterminal (Wallen y
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Wiman, 1972). Al comparar el Glu-plasminoégeno con el Lys-plasminogeno, se
encontrd que este Gltimo tiene mayor afinidad por la fibrina, puede ser activado 10 o
20 veces mas rapido por los activadores del plasminogeno y ademas tiene de 2 a 3
veces mayor afinidad por los receptores celulares (Markus et al., 1979; Bachmann,
1987; Miles et al., 2003). Lys-plasmindgeno, normalmente no circula en el plasma,
sin embargo, ha sido identificado en las superficies celulares (Holvoet et al., 1985;
Hajjar, 2003). Adicionalmente, segun el patron de glicosilacion, el plasminogeno
puede ser dividido en plasmindgeno tipo 1, que posee dos sitios de glicosilacion en
Thr*-Asn®™’ en el kringle 3 y el plasmindgeno tipo 2, que tiene solamente un sitio de

glicosilacion en Thr**® en la region inter-kringle 3-4 (Henkin et al., 1991).

2.2. Fibrinolisis

En condiciones fisiologicas, el plasmindgeno es activado por dos activadores: el t-
PA (activador de plasmindgeno tisular) y la urokinasa o u-PA (activador de
plasminogeno tipo urokinasa). Ambos activadores catalizan el corte proteolitico del
enlace peptidico entre los residuos Arg®®' y Val®®, dividiendo a la molécula en dos
fragmentos, una cadena pesada constituida por 561 aminoacidos que va desde el

561

extremo aminoterminal hasta el residuo Arg™" y una cadena liviana formada por 230

aminoéacidos que inicia desde la Val>*® hasta el extremo carboxiloterminal, ambas

cadenas quedan unidas mediante dos puentes disulfuros y esa nueva conformacion de

603 646

la molécula expone la triada catalitica formada por los residuos His®”®, Asp®* y Ser’*!
(Castellino y Poplis, 2005). Una vez activado el plasminogeno se forma un complejo

trimolecular en el cual la actividad catalitica del t-PA es estimulada permitiendo la
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generacion de plasmina directamente en la superficie de la fibrina para iniciar el
proceso de degradacion de la misma, digiriéndola en pequefios péptidos (FDP) hasta
su disolucion completa (Figura 4). El plasmindgeno puede ademas degradar otras
proteinas como fibronectina, laminina, vitronectina, proteoglicanos y activar pro-
metaloproteasas, las cuales estan asociadas con la degradacion de los componentes de
la matriz extracelular que promueven la remodelacion y migracién celular (Collen,

2001).

Degradacion

Iy wze

Figura 4. Proceso de Fibrinélisis. Tomado de Smith y Marshall, 2010. PLG: plasmindgeno,
Pim: plasmina, AP:02-antiplasmina, ¢-PA:activador tisular del plasminégeno, PAL
inhibidores de los activadores del plasminogeno, PDFs: producto de degradacion de la fibrina.

2.3. Regulacion del sistema plasminégeno/plasmina

En condiciones fisioldgicas, la conversion del plasmindgeno a plasmina, es
regulada a nivel de los activadores del plasminégeno por los inhibidores de los
activadores del plasminogeno (PAIs). Adicionalmente, 1a inhibicidn de la plasmina es
mediada por la op-antiplasmina y ap-macroglobulina cuando es liberada a la

circulacion, evitando asi la proteodlisis no regulada de la plasmina sobre otras
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proteinas del plasma (Angles-Cano, 1994; Plow et al., 1995). La mayoria de los
inhibidores del sistema plasminégeno/plasmina pertenecen a la superfamilia de las
serpinas, proteinas que se caracterizan por participar en la regulacion de las cascadas
de activacion del complemento, la coagulacion y fibrinolisis (Rawlings et al., 2004).
En la Figura 5 se muestran los principales componentes del sistema

plasminogeno/plasmina y las proteinas que lo regulan.
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Figura 5. Sistema plasminogeno/plasmina. Tomado de Collen, 2001. tPA; activador
tisular del plasminogeno, PAL inhibidores de los activadores del plasminégeno, FDP:
producto de degradacion de la fibrina, Pro-MMP: pro-metaloproteasas, MMP:
metaloproteasas, TIMP: inhibidores tisulares de metaloproteasas.

Ademas de todas las funciones mencionadas anteriormente que desempefia el
sistema fibrinolitico, también se ha demostrado que numerosos organismos patoégenos
(bacterias, hongos, virus y parasitos) han desarrollado diferentes estrategias que le
permiten interaccionar con este sistema, utilizandolo en el proceso de invasion y

diseminacion en el hospedador.
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2.4. Interaccion de Organismos Patégenos con el Sistema Fibrinolitico

La interaccion de un organismo patogeno con el sistema fibrinolitico fue
documentado por primera vez por Tillet y Garner en 1933, quienes encontraron en
cepas de Streptococcus pyogenes aisladas de humanos una fibrinolisina
(estreptoquinasa), que tenia la capacidad de activar el plasmindgeno e inducir la lisis
de los coagulos de fibrina. Posteriormente, Sun et al., 2004 fueron los que realmente
demostraron que los organismos patogenos utilizan el sistema fibrinolitico como
mecanismo de invasion al hospedador, al evidenciar una alta mortalidad en ratones
transgénicos (humanizados) infectados con cepas de Streptococcus grupo A 'y G,
debido a que la estreptoquinasa de Streptococcus aislada de humanos es especifica y
solo tiene afinidad para el plasminogeno humano.

Afios mas tarde, diversas investigaciones han permitido demostrar que ademas de
los organismos procariotas (bacterias), una gran variedad de organismos eucariotas
(hongos, protozoarios y nematodos) también utilizan el sistema fibrinolitico,
considerandose esto como un posible evento universal en patdégenos utilizado como
mecanismo de invasion, diseminacion y establecimiento en el hospedador (Sun,
2006).

En relacion a la interaccion del sistema fibrinolitico con las bacterias invasivas
como S. pyogenes, Staphylococcus aureus y Yersinia pestis, se ha corroborado que
estas incrementan su virulencia por la capacidad de convertir el plasminogeno en
plasmina mediado por sus propios activadores (estreptoquinasa, estafiloquinasa,
proteina Pla, respectivamente). Adicionalmente, se ha descrito en Borrelia

burgdorferi, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Neisseria meningitidis,
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Streptococcus pneumoniae y Haemophylus influenzae, la presencia de receptores
celulares en la superficie que interactuan con el plasmindgeno y cuya activacion es
llevada a cabo por los activadores del hospedador (t-PA y u-PA). Recientemente,
Toledo et al., 2012 sefialaron que el plasmindgeno también es capaz de interactuar
con los productos secretados por organismos bacterianos.

En resumen, todos estos mecanismos inducen la activacion del plasminogeno y
por ende, la generacion de plasmina, convirtiendo al patdgeno en un organismo
proteolitico que le confiere diversas ventajas: (1) secuestrar y exponer la plasmina en
su superficie impidiendo la inhibicion de esta proteasa por la a2-antiplasmina y a2-
macroglobulina, (ii) escapar facilmente de la red de fibrina depositada por el
hospedador para detener la infeccion, (i) degradar los componentes del
complemento e inmunoglobulinas, (iv) tomar nutrientes de los tejidos del hospedador,
(v) degradar directamente proteinas de la matriz extracelular y de la membrana del
basamento a través de la activacién de las metaloproteasas, facilitando asi la
diseminacion y su establecimiento en el hospedador. En la Tabla I se detallan algunas
interacciones entre bacterias y el plasmindégeno humano.

En la dltima década, numerosas evidencias experimentales han permitido
documentar que los parasitos, tanto protozoarios como helmintos también
interaccionan con el sistema fibrinolitico, especificamente con el plasminogeno. Se
ha demostrado que la interaccion es mediada a través de receptores que se encuentran
en la superficie celular de los parasitos, entre los cuales se incluyen los protozoarios

L. mexicana (Avilan et al., 2000; Calcagno et al., 2002), 7. cruzi (Almeida et al.,
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2004; Rojas et al., 2008), Trichomonas vaginalis (Mundodi et al., 2008), Plasmodium

falciparum y Plasmodium berghei (Ghosh et al., 2011) y los helmintos, Schistosoma

bovis (Ramajo-Hernandez et al., 2007, de laTorre-Escudero et al., 2010), Onchocerca

volvulus (Jolodar et al., 2003) y Dirofilaria immitis (Gonzalez-Miguel et al., 2012,

Gonzélez-Miguel ef al., 2013).

Tabla 1. Ejemplos de

bacterias que

interaccionan con

plasmindégeno/plasmina. Tabla modificada de Sun, 2006.

el sistema

Interaccién
Bacterias con el Funcion
plasminégeno
S. pyogenes Activacion Incrementa la virulencia
S. aureus Activacion
Incremento de la
8. pyogenes Union virulencia/Adhesion a
uPar/antifagocitosis
Y. pestis Activacion Incrementa la virulencia
Acelera la formacion de
B. burgdorferi Unién plasmina por t-PA y u-PA
Estimula la formaciéon de
A. hydrophilla Unién plasmina por t-PA
Incremento de la formacién de
E. coli Unién plasmina por t-PA y u-PA
Estimula 1a formacion de
H. influenzae Unidn plasmina por t-PA

Asimismo, los patogenos pueden interaccionar con el plasmindgeno mediante

moléculas proteicas secretadas al medio extracelular, tal es el caso del nematodo D.

immitis (Gonzalez-Miguel ef al., 2012) y los trematodos Fasciola hepatica (Bernal et

al., 2004), Echinostoma caproni (Marcilla et al., 2007) y Clonorchis sinensis (Wang
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et al., 2012). En la Tabla II se muestran algunas interacciones entre los parésitos y el

plasminogeno.

Tabla 1II. Ejemplos de parisitos que interaccionan con el sistema

plasmin6geno/plasmina.

Interaccion
Parasitos Receptores con el
plasmindégeno
L. mexicana Enolasa/LACK Unién
P. falciparum Enolasa Unidén
T. vaginalis Enolasa/GAPDH Union
O. volvulus Enolasa/GAPDH Unidén
S. bovis Enolasa/GAPDH/fructosa Unién
-1,6-bifosfato aldolasa

D. immitis Enolasa/GAPDH/fructosa
-1,6-bifosfato aldolasa Union
F. hepdtica Enolasa/GAPDH Unién

La fijacion del plasmindgeno en la superficie celular o a través de las moléculas
secretadas por los parasitos, facilita su conversion en plasmina al secuestrar los
activadores del hospedador, adquiriendo asi la actividad proteasa. En diversos
estudios, ha sido demostrado un incremento de la activacion del plasminogeno por t-
PA en ensayos de unién a plasmindégeno en L. mexicana, T. cruzi y en proteinas
obtenidas del extracto del tegumento de S. bovis (Avilan et al., 2000; Almeida et al,
2004; Ramajo-Hernandez et al., 2007). Por otra parte, hallazgos interesantes fueron

revelados por Ramajo-Hernandez et al., 2006 quienes evidenciaron mediante ensayos
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de ELISA la generacion de plasmina al incubar las proteinas de excrecion/secrecion
del tegumento de S. bovis con el plasminégeno, sugiriendo la presencia de
activadores endogenos de plasminogeno. Mitra et al., 1995 dilucidaron a través de
zimogramas y analisis de lisis de coagulos de fibrina, la presencia de una serin
proteasa expresada constitutivamente en ¢l secretoma de Acanthamoeba castellanii
que tiene la capacidad de activar el plasmindgeno.

En consecuencia, todas las evidencias descritas anteriormente sobre la
interaccion del sistema fibrinolitico con los parasitos, sugieren que también lo utilizan
como una estrategia adicional que les permite degradar fibrina y componentes de la
matriz extracelular, migrar y atravesar barreras tisulares, infectar células y evitar la
formacion de coagulos. Por lo tanto, se sugiere que los receptores de plasminogeno
presentes en la superficie celular o las moléculas secretadas podrian constituir
factores de virulencia que estan asociados al proceso de invasion, diseminacion y
establecimiento de los parasitos en el hospedador.

En el caso de Leishmania spp., a pesar de las diversas estrategias que se han
propuesto para explicar parcialmente el éxito de la infeccion de estos parasitos, no se
han dilucidado los mecanismos mediante los cuales atraviesan el tejido del hospedero
para establecer la infeccion e inclusive se desconoce como algunas especies, entre
ellas L. infantum, logran invadir y diseminarse hacia organos vitales como higado,
bazo y médula désea. Chang er al. 1990, sefialan que los parasitos del género
Leishmania interactuan con diversos factores plasmaticos, siendo los constituyentes
del sistema de complemento y del sistema fibrinolitico los mas importantes para la

fase de reconocimiento, fagocitosis por el macrofago e invasion del hospedero. En
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ese sentido, desde hace mas de una década se han realizado estudios en L. mexicana,
agente causal de la Leishmaniasis cutanea, con la finalidad de dilucidar si este
microorganismo al igual que otros patogenos también utiliza el sistema
Plasminégeno/Plasmina como un mecanismo de invasion y diseminacion en el

hospedador.

2.5, Interaccion Leishmania/Plasminégeno

Avilan et al., 2000 encontraron que los promastigotes de L. mexicana tienen la
capacidad de unir tanto plasmindgeno como plasmina, con constantes de disociacion
(Ky) de 2,40 uM y 1,2 uM respectivamente, resultando ambas concentraciones dentro
de los rangos de relevancia fisiologica. La union fue inhibida por el acido epsilon-
aminocaproico (e-ACA), sugiriendo que en la interaccion estan involucrados residuos
de lisina. Adicionalmente, sefalaron que los activadores del plasmindgeno (t-PA,
uroquinasa y estreptoquinasa) fueron capaces de inducir una mayor actividad
enzimatica asociada al promastigote. Estos hallazgos permitieron demostrar que los
promastigotes de L. mexicana interaccionan con los componentes del sistema
fibrinolitico y probablemente podria constituir una estrategia que esta asociada con la
virulencia del parasito. Con la finalidad de corroborar los resultados antes descritos,
se realizaron otras investigaciones complementarias, entre ellas, Calcagno et al.,
2002, sefialaron diferencias en la capacidad de unién del plasmindgeno entre los
morfotipos presentes en cultivos axénicos de L. mexicana; las formas redondeadas
(amastigotes) unen mas plasminogeno que las formas alargadas. También se
evidencio que los promastigotes sometidos a choque térmico y en fase estacionaria

tienen mayor capacidad de unidon al plasmindgeno humano. Asimismo, con la
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finalidad de dilucidar la posible funcion de la interaccion de Leishmania con el
plasminogeno, se evalué el desarrollo de lesiones cutaneas producidas por L.
mexicana en ratones deficientes de plasmindgeno (plg-/-) y silvestres (plg+/+)
(Maldonado et al., 2006); encontrando que el tamaifio de la lesion fue mayor en los
ratones machos (plg++) que en los (plg-/-). Ademas se observd que los parasitos se
limitaron en focos aislados en las lesiones de los ratones (plg-/-), en contraste, con un
patron disperso sobre todo el infiltrado observado en las lesiones de los ratones
(plg++). Estos resultados in vivo, permitieron corroborar que los parasitos tienen
menor capacidad de infectar a los ratones deficientes de plasmindgeno, lo que sugiere
que el plasminoégeno podria desempefiar un rol fundamental en el desarrollo de la
lesion.

Adicionalmente, en la busqueda de las proteinas receptoras involucradas en la
interaccion de L. mexicana/plasminogeno, Vanegas ef al., 2007 identificaron una o-
enolasa localizada en la membrana externa que funciona como receptor de
plasmindégeno y que contribuye in vitro con un 60% en la interaccion Leishmania-
Plasmindgeno. Posteriormente, Gomez-Arreaza et al., 2011 identificaron también en
L. mexicana otra proteina LACK , localizada tanto en el citosol como en la membrana
externa, involucrada en la unién, contribuyendo en un 10% de la interaccion y
aumento de la activacién del plasmindgeno in vivo que podria estar relacionado con la
invasion del parasito. Asimismo, Arraiz, 2011 y Barros, 2011, demostraron en 7.
cruzi (organismo filogenéticamente cercano a Leishmania spp.) que la enolasa es el
principal receptor de plasminégeno tanto en las formas epimastigotes y

tripomastigotes, contribuyendo en un 90% de la unién.
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2.6. Receptores de plasminégeno

La interaccion del sistema plasmindgeno/plasmina con diferentes tipos de células
fue demostrada por primera vez en 1985 por Miles y Plow, quienes encontraron que
las plaquetas tenian la capacidad de unir y activar plasmindgeno en su superficie. Los
receptores de plasmindégeno estan ampliamente distribuidos tanto en las células
procariotas como en las células eucariotas, destacando su importancia en la
regulacion positiva de la activacion del plasmindgeno y en los procesos
fisiopatologicos en los que participa el sistema plasmindgeno/plasmina. Entre los
tipos celulares capaces de unir plasminégeno en mamiferos se encuentran: monocitos,
linfocitos, fibroblastos, macrofagos, plaquetas, células endoteliales, células adrenales,
células medulares y células tumorales (Miles ef a/., 2005).

La capacidad de unién al plasmindgeno en las células de mamiferos es muy alta,
se han medido desde 37.000 sitios de unién por plaqueta hasta 107 sitios de unién por
célula endotelial. La union es mediada tanto por receptores proteicos como no
proteicos presentes en la superficie celular (Miles et al., 1986). En general, los
receptores celulares presentan las siguientes caracteristicas: una baja afinidad por el
plasmindgeno (1uM), lo cual es esencial para localizar la actividad de la plasmina y
limitar la proteolisis excesiva; su distribucion es ubicua; los receptores estan
presentes en alta densidad en un rango de 10° a 107 sitios de unién por célula; son
inhibidos por la lisina, analogos de la lisina como el acido €-ACA y por péptidos con
lisinas en el extremo carboxiloterminal, que efectivamente bloquean la interaccion del
plasmindgeno con las superficies celulares, indicando un mecanismo de unién comun

que involucra los LBS de los dominios kringles del plasmindgeno.
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Segun Miles et al., 2005, los receptores de plasminogeno pueden clasificarse en
cuatro grandes grupos:
a) Los receptores que son sintetizados con lisinas en su extremo carboxiloterminal y
capaces de aumentar la activacion del plasmindgeno unido a ellos. Tal es el caso de la
a-enolasa humana, la proteina TIP49a, p11 humana y GAPDH bacteriana.
b) Los receptores que no son sintetizados con lisinas en su extremo carboxilo
terminal pero que sufren modificaciones post-traduccionales capaces de generarlos y
que también aumentan la probabilidad de activacion del plasminogeno unido a ellos.
Ejemplo de estos receptores lo constituyen la anexina II y actina en células
endoteliales.
¢) Los receptores que poseen motivos de unidn con lisinas internas o en los
extremos aminoterminales con capacidad para aumentar la activacion del
plasmindgeno unido. Dentro de estos receptores se incluyen las integrinas allbp3 en
plaquetas y aMB2 en neutrofilos, anfoterina y GP330 en mamiferos. En bacterias, la
proteina de superficie tipo M de Streptococcus del grupo A (PAM) posee los motivos
al: “DAELQRLKNERHE™ vy a2: EAELERLKSE® resaltando que los
aminoacidos sefialados en negritas son claves para la interaccion con el plasmindgeno
(Wistedt et al., 1995). Adicionalmente, en este grupo de receptores se encuentra un
motivo interno de unién a plasmindgeno de 9 aminoacidos de la enolasa
*SEYDKERKV Y™, caracterizado primero en S. pneumoniae, el cual posteriormente

fue identificado en la a-enolasa humana, en L. mexicana y en muchos otros
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organismos como S. pyogenes, C. albicans, A. hydrophila, O. volvulus, F. hepdtica 'y
P. carinii (Ghandi et al., 2008).

d) Los receptores que no poseen lisinas en sus motivos de unién y que no aumentan
la capacidad de activacion del plasminogeno unido. A éste grupo pertenecen algunas
proteinas de superficie como el factor tisular y moléculas no proteicas como los

gangliosidos.

3. Enolasa
Enolasa es una metaloenzima que cataliza la conversion reversible del 2-fosfo-D-
glicerato (2-PGA) a fosfoenolpiruvato (PEP), en dos vias metabolicas claves:
glicolisis y gluconeogénesis, importantes para el funcionamiento celular de muchos
organismos (Pancholi, 2001). Es una proteina que esta altamente conservada en todos
los dominios de la vida (Archea, Bacteria y Eukarya), especialmente los aminodcidos
que forman parte del sitio activo (Hannaert et a/., 2003). La familia de las enolasas
esta compuesta por 3 isoenzimas: alfa (a), beta (f) y gama (y), que son especificas de
diferentes tipos celulares. En los vertebrados, la a-enolasa se encuentra en una gran
variedad de tejidos incluyendo el higado, la B-enolasa esta localizada exclusivamente
en los tejidos musculares y la y-enolasa en el tejido neuronal y neuroendocrino
(Marangos et al., 1978).
La enolasa estd localizada principalmente en el citosol y posteriormente se
encontro en la superficie de la membrana de diversas células en mamiferos y ademas
en la superficie celular de numerosos microorganismos procariotas y eucariotas

(Miles et al., 1991, Pancholi y Fischetti, 1998). En la mayoria de los organismos
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eucariotas, la enolasa presenta una estructura cuaternaria homodimérica en la cual
cada mondmero tiene un peso molecular entre 45 a 47 kDa (Wold, 1971), a diferencia
de algunos organismos procariotas (Bacillus subtilis, S. pneumoniae), en los cuales
la enolasa posee una estructura cuaternaria octamérica (Brown ef al., 1998, Ehinger et
al., 2004).

La enolasa clasicamente desempeiia un papel metabolico, sin embargo, se ha
demostrado tanto en organismos eucariotas como procariotas, que posee una enorme
plasticidad y desempefia multiples funciones diferentes a las clasicas, por lo que es
considerada una proteina “moonlighting” (Jeffery, 1999). Estas funciones son
reveladas cuando la enolasa se encuentra en otras localizaciones celulares diferentes
de donde ejerce generalmente su funcion primaria. Entre las diversas funciones no
glicoliticas se incluyen: constituir el principal componente estructural del cristalino
de los vertebrados, en los cuales se encuentra como un monémero inactivo (Wistow y
Piatigorsky, 1987), participar en la regulacion transcripcional de genes asociados con
la transformacion morfologica y proliferacion celular en el ntcleo de las células en
mamiferos (Kim y Dang, 2005). Su expresion es inducida en condiciones de hipoxia
y estrés térmico actuando como una proteina de choque térmico (Aaronson ef al.,
1995) y en bacterias, la o-enolasa forma parte del degradosoma de E. coli,
participando en la regulacion de la estabilidad del ARNm (Kaberdin y Lin-Chao,
2009).

Por otra parte, se ha descrito que la enolasa es expresada en la superficie celular
como un receptor de plasminégeno en muchas células de mamiferos (epiteliales,

endoteliales, hematopoyéticas, tumorales), asi como en numMerosos oOrganismos
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patogenos procariotas (S. pneumoniae, B. burgdorferi, Y. pestis) 'y eucariotas (C.
albicans, T. vaginalis, S. bovis, P. falciparum, L. mexicana y T. cruzi) (Nakajima et
al., 1994, Redlitz et al., 1995, Jolodar et al., 2003, Vanegas et al., 2007), utilizado
como una estrategia clave para la migracion celular, invasion de los tejidos y
diseminacion de los patéogenos en el hospedero (Boyle y Lottenberg, 1997,
Lahteenmaki et al., 2005). Adicionalmente, enolasa es secretada por diversas
bacterias patogenas (S. pyogenes, S. mutans y Lactobacillus crispatus) y parasitos
(Ez'meria tenella, F. hepdtica, E. caproni, Giardia intestinalis, y S. japonicum). En los
pardsitos tripanosomatidios, se ha encontrado enolasa formando parte del
secretoma/exosoma de L. donovani, L. major'y L. braziliensis (Silverman et al., 2008;
Cuervo et al., 2009; Silverman et al., 2010) y del secretoma de 7. brucei (Geiger et
al., 2010).

El K4 de interaccion de enolasa con el sistema plasmindgeno-plasmina, se
encuentra dentro del rango de la concentracion fisiologica de plasmindgeno para el
humano (2 pM). La enolasa recombinante de L. mexicana ha reportado un K, para la
interaccion con el plasmindgeno humano de 0,5 pM (Vanegas et al., 2007), cuya
interaccion es mediada a través de residuos de lisina, debido a que es inhibida por ¢l
acido g-aminocaproico. La interaccion se establece a través de residuos de lisina
presentes en motivos internos, similar a algunas enolasas de otros microorganismos,
no como tipicamente se ha descrito que las proteinas de unién a plasmindgeno tienen
residuos de lisina en el extremo carboxiloterminal, que les confieren la capacidad de
interactuar con el sistema fibrinolitico, como por ejemplo la enolasa de humanos

(Andronicos et al., 1997).
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Adicionalmente, mediante andlisis proteémicos se aportan varias evidencias
soportando que la enolasa forma un complejo multiproteico en el citosol de 7% cruzi
(Domingo-Sananes, 2004). Primeramente, se logro determinar mediante diferentes
técnicas que enolasa en el citosol de 7 cruzi co-purifica e interactua con al menos 5
proteinas (p45, p57, p61, p64 y p75), cuyos nombres fueron asignados de acuerdo a
los pesos moleculares determinados para cada proteina, las cuales tienen multiples
comportamientos bajo diferentes condiciones fisicoquimicas en los distintos pasos de
purificacion y ensayos de interaccion proteina-proteina, y que de alguna manera
modulan la actividad enolasa. Esta ultima afirmacién fue sugerida debido a que la
enolasa mostrd mayor actividad en fracciones donde se encontraba libre de las
proteinas que co-purifican con ella y también porque en los experimentos de
cromatografia de filtracion, la forma mas activa (sentido glicolitico) de la enolasa es
posiblemente un dimero, o un dimero asociado a alguna de las proteinas presentes en
las fracciones.

Cabe destacar que la enolasa es una proteina que tiene una ubicaciéon dual, es
decir que se encuentra tanto en el citosol como en la superficie de la membrana
plasmatica, sin embargo, aun no se le conoce ninglin péptido sefial o secuencia de
importacion que podria explicar su localizacion en la membrana, no contiene ninguna
sefial GPI en el extremo carboxiloterminal y tampoco ha sido dilucidada ninguna
secuencia para palmitoilacién y miristoilacion en el extremo aminoterminal que son
esenciales para el anclaje en la membrana. En ese sentido, se ha sugerido en el caso
de S. pneumoniae que una vez que la enolasa es secretada, es reasociada nuevamente

a la membrana a través de moléculas no identificadas (Bergmann ez al., 2001). En
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parasitos del género Leishmania, se ha especulado que enolasa después de su
secrecion a través de los exosomas podria quedar unida a la membrana (Avilan et al.,
2011).

En sintesis, en L. mexicana, enolasa ha sido descrita como la proteina mas
importante que interacciona con el sistema plasminogeno/plasmina (Vanegas ef al.,
2007) y considerada como un factor de virulencia potencial asociada en la relacion

parasito-hospedador.

4. LACK

LACK es una proteina de Leishmania de 36 kDa homologa a un receptor
intracelular de proteina kinasa C (PKC) activada, conocido como RACKI1 en
vertebrados. Esta presente en todos los organismos eucariotas, se caracteriza por
contener 7 repeticiones internas de Trp-Asp (WD 40), por lo que pertenece a la
familia WDA40 especializada en interacciones proteina-proteina. Ademas de participar
en importantes procesos de transduccion de sefiales, también esta asociada con el
control del ciclo celular y procesamiento de ARN (Neer et al., 1994).

La funcién molecular de LACK en Leishmania spp no esta clara, sin embargo, ha
sido reportado que constituye una proteina esencial para la viabilidad vy
establecimiento de los parasitos en el hospedero (Kelly ef al., 2003). Se ha estudiado
con mucho énfasis la respuesta inmunoloégica inducida por la proteina LACK, ya que
constituye un antigeno inmunodominante en parasitos del género Leishmania
(Mougneau ef al., 1995) y desde hace varios afios esta siendo utilizada en el intento

de desarrollo de una vacuna contra la Leishmaniasis cutanea y visceral, obteniéndose
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resultados prometedores en modelos murinos (Gurunathan et al., 1997, Gonzalo et
al., 2001, De Oliveira Gomes et al., 2012, Hezarjaribi et al., 2013). En L. mexicana,
Gomez-Arreaza et al., 2011 demostraron que LACK es capaz de interactuar con el
plasmindgeno humano con una constante de disociacion de 1,2 uM; se logrd
evidenciar su presencia tanto en el citoplasma como en la cara externa de la
membrana plasmatica de los parasitos, lo que sugiere que podria desempeifiar una
funcién adicional, actuando posiblemente como un receptor de plasmindgeno.
Aunque la secuencia de LACK en L. mexicana AZV no posee lisina en el extremo
carboxiloterminal, se encontraron tres posibles motivos internos de unioén al
plasmindgeno similares al reportado por Bergmann et a/., 2001 en S. pneumoniae.

Silverman et al., 2008, Cuervo et al. 2009, Silverman et al., 2010 y Hassani et al.
2011 demostraron que los receptores de plasmindgeno (enolasa y LACK) presentes
en L. mexicana también forman parte del secretoma y de los exosomas de diferentes
especies de Leishmania, de tal manera que por primera vez se descubre que el
principal mecanismo de secrecion (50% de las proteinas secretadas) en Leishmania
spp. es mediado por una via no convencional a través de los exosomas.

En tripanosomatidios, el término “secretoma” fue introducido por primera vez
por Silverman et al., 2008, en un analisis protedmico realizado para identificar un
gran nimero de proteinas extracelulares encontradas en el medio condicionado de L.
donovani, definiendo el “secretoma” como el conjunto de proteinas extracelulares
secretadas o liberadas activamente de la célula por la via clasica o no clasica de
secrecion y/o a través de exosomas. En el secretoma se encuentran diversas clases de

moléculas: citoquinas, enzimas, hormonas, anticuerpos, proteasas, toxinas y péptidos,
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entre las cuales se incluyen mediadores claves asociados con la interaccion parasito-
hospedador que constituyen factores de virulencia y estan involucrados en diversos
procesos biologicos como adhesion celular, migracion celular, comunicacion celular,
inmunosupresion, sobrevivencia intracelular, sefializacion intercelular y evasion de la

respuesta inmune.

5. Exosomas

Los exosomas son microvesiculas de origen endocitico que miden entre 30-100
nm, presentan una morfologia tipicamente homogénea y particular en forma de copa,
estan limitados por una bicapa lipidica y poseen una densidad de flotacion entre 1.1-
1.9 g/mL en un gradiente de sacarosa (Mathivanan y Simpson, 2010). Son secretados
por una gran variedad de células en mamiferos: células dendriticas, linfocitos By T,
células mastoides, células epiteliales, células endoteliales, células neuronales,
reticulocitos y una gran variedad de células tumorales (Wubbolts er al., 2003;
Bhatnagar et al., 2007, Wang et al., 2008). Adicionalmente, los exosomas han sido
aislados y caracterizados en diversos fluidos bioldgicos: plasma sanguineo, orina,
saliva, semen, leche materna, liquido amniético, fluido cerebroespinal y bronquial,
entre otros, tanto en condiciones de salud como de enfermedad, emergiendo como
herramientas promisorias en el diagndstico clinico para ser usados como
biomarcadores y potencialmente como nuevas estrategias terapéuticas (Simpson et

al., 2008)
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5.1. Biogénesis de los exosomas

El analisis proteico de los exosomas indica que estos no contienen proteinas del
nucleo, mitocondria, reticulo endoplasmatico o aparato de Golgi. Todas las proteinas
que se han identificado proceden del citosol, de compartimientos endociticos o de la
membrana plasmatica (van Niel et al., 2006). Las evidencias demostradas avalan la
hipotesis del origen endosémico de los exosomas (Vlassov et al., 2012). Las
vesiculas endociticas se forman por endocitosis mediada por clatrina o no en la
membrana plasmatica, luego son transportadas a los endosomas tempranos, los cuales
se desarrollan y se transforman en endosomas tardios o cuerpos multivesiculares
donde ocurre una invaginacion de la membrana hacia el interior del lumen endosomal
conllevando a la formacion de las vesiculas intraluminales o exosomas, los cuales van
a mantener la misma orientacion topologica a la célula de origen (Scita y Di Fiore,
2010). Los cuerpos multivesiculares pueden potencialmente tener diferentes destinos
y funciones, degradacion lisosomal, servir como compartimientos de almacenamiento
temporal (como en el caso de las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad tipo II) o fusionarse con la membrana plasmatica conduciendo a
la liberacion de las vesiculas intraluminales o exosomas al medio extracelular (Keller
etal., 2006).

Actualmente, se desconocen los mecanismos moleculares implicados en la
distribucion de las proteinas y lipidos durante la biogénesis de los exosomas, sin
embargo, se ha sugerido que en el proceso de formacién de las vesiculas

intraluminales participa la maquinaria del complejo de distribucion endosomal
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requerida para el transporte (ESCRT), la cual consiste en un complejo multiproteico
formado por proteinas solubles: ESCRT 1, II, III y IV ademas de otras proteinas
asociadas Alix y Tsgl01. El proceso de fusion de los cuerpos multivesiculares con la
membrana plasmatica es mediado por proteinas de la familia Rab-GTPasas (Rab 11,
Rab 27, Rab 35) y es probable que durante la liberacion de los exosomas al medio

extracelular estén involucradas las proteinas SNAREs (Record ef al., 2011).

5.2. Exosomas y otro tipo de microvesiculas extracelulares

Las nomenclaturas utilizadas para nombrar las diversas vesiculas de membrana
secretadas ha traido inconvenientes y confusiones terminologicas, razon por la cual se
llegd a un consenso o clasificacion basado en tres mecanismos mediante los cuales
las vesiculas de membrana son liberadas al medio extracelular (Cocucci et al., 2009,
Mathivanan et al., 2010; Gyorgy et al., 2011; Théry, 2011). (i) Fusion exocitica de
los cuerpos multivesiculares con la membrana plasmatica resultando en la liberacion
de los exosomas. (ii) Brotes de vesiculas que emergen directamente de la membrana
plasmatica resultando en la formacion de microvesiculas de desprendimiento. (iii)
Muerte celular que conlleva a la formacion de los cuerpos apoptéticos. Cada una de
las diferentes poblaciones de vesiculas de membrana presentan caracteristicas

particulares que se resumen en la Tabla I11.
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Tabla IIL. Caracteristicas fisicoquimicas de tres tipos de vesiculas de membranas

secretadas. Tabla modificada de Théry et al., 2009; Gyorgy et al., 2011.

Caracteristicas Exosomas Microvesiculas Cuerpos
de apoptoticos
Desprendimiento
Tamaiio 30-100 nm 100-1000 nm 50-500 nm
Densidad de flotacion 1.08-1.15 g/mL Desconocido 1.16-1.28 g/mL
(gradiente de sacarosa)
Morfologia Forma de copa Formas irregulares Formas
heterogéneas
Ricos en colesterol, Colesterol y alta Alta exposicion de
Composicion lipidica esfingomielina, ceramida, exposicion de fosfatidilserina
balsas lipidicas, baja fosfatidilserina
exposicion de la
fosfatidilserina y acido
lisobifosfatidico
Tetraspaninas (CD9, CD63, Selectinas, Histonas
Marcadores proteicos CD81), LAMPI, TSG101, integrinas, CD40 y
Alix, HSC70 metaloproteinasas
Sitio de generacién Cuerpos multivesiculares Membrana Desconocido
plasmatica
Tipo de generacion Constitutiva y regulada Regulada Regulada

Mecanismo de generacion

Exocitosis de los cuerpos
multivesiculares

Desprendimiento de
la membrana
plasmatica

Contraccion y
muerte celular

Velocidad de
sedimentacion

100.000 g

10.000 g

1.200, 10.000 o
100.000 g

5.3. Composicion molecular de los exosomas

La composicion proteica y lipidica de los exosomas varia dependiendo del origen

celular. Los andlisis bioquimicos (electoforesis, Western blotting) y protedmicos

haciendo uso de la espectrometria de masas han permitido identificar la presencia de

un conjunto de proteinas que son comunes en exosomas provenientes de cualquier

tipo de celular, las cuales fueron agrupadas para caracterizar o definir a un exosoma
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tipico, entre ellas proteinas asociadas al metabolismo, proteinas relacionadas con la
respuesta inmunologica, proteinas de choque térmico, proteinas transmembranales,
entre otras, en contraste con otras proteinas que son célula-especifica. Hasta el
momento, las proteinas identificadas solo han sido encontradas en el citosol o en la
membrana plasmatica y estan ausentes en los organelos citoplasmaticos (Pant et al.,
2012).

Por otra parte, el analisis lipidico realizado mediante cromatografia de capa fina
principalmente en exosomas procedentes de reticulocitos, células mastoides, células
dendriticas y linfocitos B, ha permitido demostrar diferencias en la composicion
lipidica, la cual también varia dependiendo del tipo de célula. En general, los lipidos
encontrados son colesterol, ceramidas, fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina,
fosfatidilserina, fosfatidilinositol, esfingomielina y balsas lipidicas (Schorey vy
Bhatnagar, 2008; Record ef al., 2011; Vlassov et al., 2012).

Adicionalmente, Valadi et al., 2007 demostraron la presencia de ARNm y
microARNs en exosomas procedentes de células mastoides de raton y humanos, los
cuales estaban implicados en la transferencia de informacion de una célula a otra. En
la Figura 6 se muestra una representacién grafica de la composicion proteica y

lipidica de un exosoma.

S5.4. Funciones biolégicas de los exosomas
Los exosomas estan implicados en numerosas funciones bioldgicas, entre las
cuales se destacan la comunicacion intercelular, presentacion antigénica, liberacion

de factores de virulencia, transferencia de acidos nucleicos, entre otras (Théry et al.,
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2009). Estas funciones pueden ser ejercidas en la célula mediante diversos
mecanismos:

a) Los exosomas pueden fusionarse directamente con la membrana plasmatica de la
célula diana y liberar su contenido al interior de la célula receptora de una manera no
selectiva transfinendo proteinas y ARNS.

b) Las proteinas de membrana presentes en los exosomas pueden interactuar con
receptores presentes en la célula diana y activar procesos de sefializacion celular.

c¢) Internalizacion de los exosomas a la célula via endocitosis o por

macropinocttosis.
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5.5. Exosomas y organismos patdgenos

En la actualidad, la liberacion o secrecion de vesiculas de membrana bioactivas es
considerado un mecanismo conservado en la evolucién y un aspecto esencial en la
biologia celular de los organismos eucariotas y procariotas (Simpson et al., 2008;
Ellis y Kuehn, 2010; Silverman y Reiner et al., 2010; Gyorgy et al, 2011).
Inicialmente, se sostenia que las vesiculas encontradas en el sobrenadante de los
cultivos celulares, correspondia al producto de la muerte celular y/o apoptosis y
recientemente, se ha corroborado que la liberacion de estas vesiculas de membrana
constituye un verdadero evento biologico que ocurre durante todo el ciclo de vida de
muchas bacterias (Ellis y Kuehn, 2010), arquea (Ellen et al., 2009), virus (Lenassi et
al., 2010), hongos oportunistas (Rodrigues et al., 2008; Oliveira et al., 2010) y
parasitos (Silverman ef al., 2010). Las vesiculas de membrana representan vehiculos
transportadores de factores de virulencia como una estrategia clave relacionada con la
patogénesis de la infeccion (Nandan et al., 2002; Marti ef al., 2005; Torrecilhas ef al.,
2012).

En este sentido, Deatherage y Cookson, 2012 sefialan que en los parasitos, el
principal mecanismo de secrecion es mediado a través de la liberacion de exosomas
y por desprendimiento de vesiculas que brotan o emergen directamente de la
membrana plasmatica, dentro de los cuales se incluyen 7" cruzi (Torrecilhas et al.,
2009, Bayer-Santos et al., 2012), Trypanosoma brucei (Atyame et al., 2010), P.
falciparum (Prudencio et al., 2006), Plasmodium yoelii (Martin-Jaular et al., 2011),

Toxoplasma gondii (Aline et al., 2004) y Leishmania spp. (Silverman et al., 2010).
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En parasitos del género Leishmania, Silverman et al., 2010 demostraron la
secrecion de exosomas como un mecanismo general para la exportacion de proteinas,
y observaron exosomas y proteinas exosomales en el citoplasma de macréfagos
infectados, sugiriendo que la liberacion de los exosomas podria estar asociado con la
comunicacién macréfago-parasito y la modulacion de la respuesta inmunolédgica
durante la infeccion en L. donovani y L. major. Adicionalmente, evidenciaron
modificacion de la secrecion de los exosomas cuando los promastigotes en fase
estacionaria fueron sometidos a una temperatura de 37°C y pH 5.5 durante 24 horas,
especificamente encontraron un incremento de la liberacion de los exosomas y de la
expresion de proteinas de choque térmico (HSP70 y HSP90), las cuales estan
asociadas con mecanismos de evasion de la respuesta inmune del hospedero e
inmunosupresion. Aunque no esta bien esclarecido, aun se sospecha que la liberacion
de los exosomas podria constituir otra estrategia alternativa del parasito que
transporta factores de virulencia, debido a que su liberacion y composicion aumenta
en situaciones de estrés (temperatura elevada, pH acido), condiciones que son muy
similares a las que experimentan los parasitos durante la fase temprana de infeccién al
mamifero. Adicionalmente, el analisis proteémico realizado permitio la identificacion
de proteinas en los exosomas que constituyen factores de virulencia (GP63,
triparedoxina peroxidasa, aldolasa, KMP11, Factor de elongacion 1o, LACK).

Asimismo, Silverman y Reiner, 2012 sefialan que en los exosomas liberados por
Leishmania spp. se encuentran proteinas que desactivan toda la maquinaria de

sefializacion del macrofago, generando una respuesta antiinflamatoria mediada por la
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IL-10 e inhibiendo las funciones microbicidas del macréfago, favoreciendo por ende,
la persistencia del parasito y establecimiento de la infeccién en el hospedador.

En sintesis, lo anteriormente descrito sobre la interaccion de los microorganismos
patogenos con el sistema fibrinolitico, y en especial, la interaccion de L. mexicana
con el plasminogeno, los cuales sugieren que este patdgeno utiliza el sistema
fibrinolitico como un posible mecanismo asociado al proceso de invasion al
hospedador, constituyen la base para la realizacion del presente estudio con otras
especies de Leishmania, L. braziliensis y L. infantum causantes de diferentes
manifestaciones clinicas, que permitan establecer una comparacion de la interaccion
con el plasmindgeno. Ademas dilucidar si las proteinas receptoras de plasmindgeno
se encuentran en las vesiculas de membrana secretadas por Leishmania spp. y con
ello contribuir a la comprension del mecanismo de invasion y diseminacion de

Leishmania spp en el hospedador.
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MATERIALES Y METODOS

1. Material biolégico

1.1. Cultive de promastigotes de Leishmania spp.

Los promastigotes de Leishmania spp se cultivaron en medio LIT (liver infusion
triptose) monofasico suplementado con 5% de suero fetal bovino o en medio
Schneider (Sigma Aldrich) suplementado con 20% de suero fetal bovino, ambos
inactivados a 56°C durante 30 minutos (Childs, 1978). Los cultivos fueron
mantenidos en agitacion a 28°C hasta alcanzar la fase de crecimiento exponencial y/o
la fase estacionaria. El crecimiento de los promastigotes fue monitoreado midiendo
diaritamente la densidad optica a 600 nm. Adicionalmente, en algunos ensayos los
parasitos en fase exponencial y/o fase estacionaria fueron sometidos a choque
térmico mcubando a los parasitos a una temperatura de 32°C sin agitacion durante 12

horas (Calcagno, 2002).

1.2. Cepas de Leishmania spp.

En el presente estudio, se utilizaron tres especies de Leishmania: Leishmania
mexicana cepa AZV, aislada por el Doctor Jos¢ Witremundo Torrealba, en la
Universidad de Carabobo de Venezuela (Pérez, 1979); Leishmania braziliensis
MHOM Bel4 y Leishmania infantum, donadas gentilmente por el Instituto de

Biomedicina de la Universidad Central de Venezuela.
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1.3. Cepas bacterianas de Escherichia coli
» XL1Blue: con genotipo endA1 gyrA96(nalR) thi-1 recAl recIAl lac glnV44 F’[::
Tn10 proAB+aclq A (lacZ)M15] hsdR17 (rK-mK+). Resistente a tetraciclina (gen

de resistencia portado en el plasmido F).

* BL21(DE3): con genotipo F-ompT gal dcm Ion hsdSB(1B-mB) y(DE3[lacl lacUV5-

T7 gene 1 ind1 sam7 ninS}).

1.4. Plasmidos
» pGEM-T: vector de alto namero de copias que contiene los promotores ARN
polimerasa T7 y SP6 y una region de multiple cloneo dentro de la region que codifica
para un o-péptido conocido como la enzima galactosidasa. Tiene un gen de

resistencia a ampicilina Amp’".

o pET-28a+: vector de expresion de proteinas recombinantes. Este plasmido porta un
N-terminal His-Tag/trombina/T7-Tag y una secuencia C-terminal His-Tag opcional.

Tiene un gen de resistencia a kanamicina Kan'.

e pRARE: gen de resistencia a cloranfenicol (Cam’), origen de replicacion pl5a ori y
genes tRNA (ileX tRNA, argU tRNA, gliyT tRNA, argl tRNA, leulV tRNA, proL

tRNA).

2. Medios de cultivos bacterianos
e Medio LB: 0,1% NaCl, peptona bacterioldgica y 0,05% de extracto de levadura, pH

7.0.
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» Medio minime: Na;HPO, 25 mM, KH,PO4 25 mM, NH4Cl 50 mM, Na,SO4 5 mM,

MgSO,4 2mM, glucosa 0,5%, aspartato 0,25% y tiamina 0,001%.

e Medio de autoinduccion (ZYM-5052): 1% de triptona, 0,5% de extracto de
levadura, 0,05% de glucosa, 0,2% de lactosa, 0,5% de glicerol, MgSO4 2 mM,

Na,HPO4 25 mM, NH4C1 50 mM y Na,SO,4 5 mM.

3. Medios de cultivos de parasitos

* Medio LIT (liver infusién tryptose): 0,5% p/v de extracto de levadura, 0,002% p/v
de hemina previamente disuelta en 8 ml de una solucién 0,1 N de NaOH, 5% v/v de
extracto de higado de res, 5% de suero fetal bovino, 1,5% de triptosa, 0.4% de
glucosa, KCI 5,36 mM, Na,HPO, 35,7 mM, NaCl 154 mM. Adicionalmente, a este

medio se le afiaden 0,006% de estreptomicina y 0,01% de penicilina G.
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METODOS

1. Técnicas generales

1.1. Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico (SDS-

PAGE)

La electroforesis en condiciones desnaturalizantes se realizé utilizando el sistema
descrito por Laemmli, 1970. Se prepararon geles con diferentes concentraciones
(10%, 12% y 15%) en el sistema de ensamblaje de geles MiniPROTEAN 3 Cell de
BIORAD. La composicion del gel concentrador fue de 0,156M Tris-HCl pH 6.8,
0,125% SDS, 6% acrilamida/bisacrilamida (29:1), tetrametiletilendiamina (TEMED)
10 ul y 0,01% de persulfato de amonio.

El gel de resolucion se realizd con el porcentaje de acrilamida/bisacrilamida
(29:1) indicado para cada concentracion, en presencia de 0,375M Tris-HCl pH 8.8,
0,25% de SDS, 12 ul de TEMED y 0,01% de persulfato de amonio. Las muestras
proteicas se mezclaron con un tampédn de muestra que contiene 50 mM Tris-HCI pH
6.8, 100 mM de p-mercaptoetanol, 2% de SDS, 10% de glicerol y 0,01% de azul de
bromofenol. Las corridas electroforéticas se realizaron en el sistema de minigeles de
BIORAD a 100 V durante 2 horas en un tampoén de corrida cuya composicion fue de
12,5mM Tris, 96 mM glicina 'y 0,05% SDS.

Los geles fueron tefiidos empleando una solucion colorante con azul de
Coomassie (0,25% de azul de Coomassie R 250, 30% de metanol y 10% acido
acético en agua) y luego, fueron sometidos a un proceso de decoloracién utilizando

una solucion decolorante (30% de metanol, 10% acido acético en agua) durante 20
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minutos. Esta técnica permitié la visualizacion de las proteinas teniendo como
referencia el uso de marcadores de peso moleculares de diferentes casas comerciales

e inclusive marcadores pretefiidos comunmente usados para los Western blotting.

1.2. Electroforesis en gel de agarosa

Para la deteccién y analisis de ADN se utilizdo la metodologia descrita por
Sambrook y Russell, 2001. Las muestras fueron tratadas con una solucion de carga
6X (0,25% azul bromofenol, 0,25% xilen-cianol y 40% p/v sacarosa en agua
destilada) y fueron sometidas a una electroforesis en geles de agarosa al 0.7% en el
tampon TAE 1X (0,4M Tris-acetato, 0,001M EDTA, pH 8). La corrida electroforética
se realizo a 100V durante 45 minutos en presencia de tampon TAE 1X con 0,00001%
de bromuro de etidio. Los geles con el producto de amplificacion se visualizaron en

una lampara de luz UV.

1.3. Western blotting

Las proteinas separadas mediante electroforesis en el gel SDS-PAGE fueron
electrotransferidas a una membrana de nitrocelulosa o polifluoruro de vinilideno
(PVDF) en presencia de un tampoén de transferencia (25mM Tris, 192mM glicina,
20% v/v metanol) en una camara Mini Trans-blot de BIORAD a 100 V, en frio
durante 1 hora. Transcurrido éste tiempo, la membrana fue lavada tres veces con PBS
(25 mM Na,HPO4/NaH,PO4 pH 7.4, 14 mM NaCl, 10 mM KCl) y se bloqued con
PBS-caseina al 5% durante toda la noche. Luego, se lavo tres veces con PBS cada 5
minutos y se incubd con un anticuerpo primario en PBS-caseina al 1% con agitacién

suave por 1 hora. Se lavé nuevamente la membrana, dos veces con PBS y una vez
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con TBS (50mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 7.4) cada 5 minutos y se incubd con
un anticuerpo secundario (anti-IgG conjugado con fosfatasa alcalina) en TBS-caseina
al 1% con agitacion suave durante 1 hora. Se realizaron tres lavados con TBS cada 5
minutos, se reveld con un sustrato (Thermo Scientific) para la fosfatasa alcalina
(cloruro de tetrazolio nitro azul-NBT y sal de toluidina 5-bromo-4-cloro-3-indolyl
fosfato-BCIP) hasta completar el revelado y se detuvo la reaccion en la membrana

lavandola con agua destilada.

1.4. Ligand blotting

El Ligand blotting es una técnica donde se utiliza plasminogeno como ligando,
con la finalidad de identificar proteinas que tengan la capacidad de unir
plasminégeno. Consistio en transferir  las proteinas obtenidas de la corrida
electroforética a una membrana de nitrocelulosa o PVDF mediante Western blotting.
Luego, la membrana se bloqued con PBS-caseina al 5% durante toda la noche, se
lavo tres veces con PBS cada 5 minutos y se incubd con plasmindgeno a una
concentracion de 1 uM en PBS-caseina al 1% durante 1 hora. Se incubo con el
anticuerpo primario (anti-plasmindgeno) en una dilucion 1:2000 en PBS-caseina al
1% durante 1 hora con agitacion suave. Se lavo la membrana dos veces con PBS y 1
vez con TBS cada 5 minutos y se incubd con el anticuerpo secundario (anti-IgG
conjugado con fosfatasa alcalina) en PBS-caseina al 1% durante 1 hora con agitacion
suave. Se realizaron tres lavados con TBS cada 5 minutos, se reveld con un sustrato

comercial para la fosfatasa alcalina y la reaccion se detuvo con agua destilada.
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Esta técnica permitié identificar proteinas con capacidad de union al
plasminogeno humano en los extractos de parasitos, fraccion microsomal y vesiculas

de membranas secretadas de las 3 especies de Leishmania.

1.5. Stripping de membranas

En algunos casos, la membrana del Ligand blotting se sometié a un proceso de
stripping que consistid en la remocion de los anticuerpos y otros ligandos asociados a
las proteinas unidas a la membrana mediante la aplicacion de una solucién acida que
interfiere con las interacciones proteina-proteina sin degradarlas. El proceso de
stripping fue realizado siguiendo el protocolo descrito por Harlow y Lane, 1999.
Este consistio en incubar la membrana en metanol puro durante 1 minuto, luego se
incubo en PBS durante 15 minutos para hidratar la membrana, se incubd en una
solucion de stripping (25 mM glicina, 1% SDS, pH 2) durante 30 minutos, se
realizaron tres lavados de 15 minutos cada uno con PBS, la membrana se bloqued en
una solucion 5% de PBS-caseina durante toda la noche y finalmente, se revelo

siguiendo el protocolo descrito previamente para el Western blotting.

1.6. Cuantificacién de proteinas

La concentracion de proteinas fue determinada por el método de Bradford,
1976. Se utilizaron volumenes entre 1 y 10 pl de la muestra problema afiadiendo el
volumen necesario de agua destilada hasta completar 800 pl. Luego a ese volumen se
le agregd 200 pl del reactivo de Bradford de BIORAD, se mezclo por inversion y se

midio la absorbancia a 595 nm en un espectrofotometro JENWAY 6305 UV/Vis. El
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resultado se calculd segin la curva de calibraciéon realizada previamente con

albimina sérica bovina.

1.7. Zimogramas

Los zimogramas fueron realizados con la finalidad de corroborar la presencia
de proteasas en el extracto de los parasitos y en las vesiculas de secrecion de
membranas. Este ensayo consistio en realizar una electroforesis en gel de
poliacrilamida con SDS y 0,4% de caseina. Las muestras fueron tratadas soélo con el
buffer de carga, SDS, sin agregar ditiotreitol (DTT) ni B-mercaptoetanol.
Adicionalmente, se prepard un gel de agarosa (50 mM Tris HCI pH 8, 10 mM NaCl,
1% de agarosa y 10% de caseina). El gel de poliacrilamida fue colocado sobre el gel
de agarosa e incubado en camara humeda a 37°C durante toda la noche.

Luego, los geles fueron lavados en 30 ml de una solucion de Triton X-100 al
2,5% en agua durante 1 hora en agitacion suave a temperatura ambiente. Se lavaron
tres veces con PBS y se incubaron en un buffer 50 mM Tris-HCI pH 7.7, 10 mM
NaCl, a 37 °C durante toda la noche. Se lavaron nuevamente con PBS y se colorearon

con azul de Coomassie.

1.8. Ensayos de digestion con proteasas
Los ensayos de digestion fueron realizados con diferentes proteasas: bromelina
(ananase) de Laboratorios Vargas, proteinasa K (Sigma) y tripsina (Gibco) con la
finalidad de dilucidar la localizacion de diferentes proteinas. En relacion a las
vesiculas de membrana, se utilizé bromelina (0,3 mg/ml) y proteinasa K (0,3 mg/ml)

en PBS a 37°C sin agitacion durante 60 minutos, en presencia o ausencia de triton X-
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100 0.15% v/v. Luego, la reaccién fue detenida con un coctel de inhibidores que
contiene E-64 (inhibidor de cistein proteasas) en el caso de la digestion con bromelina
y PMSF en el caso de la digestion con proteinasa K. Las muestras fueron tratadas
con tampon de carga y se hirvieron por 10 minutos. Luego, se sometieron a una
electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y las
proteinas fueron transferidas a membrana de nitrocelulosa o PVDF mediante la
técnica de Western blotting descrita anteriormente, realizando las incubaciones con
los anticuerpos de interés para verificar si las proteinas se encuentran en el interior o
en la membrana de éstas vesiculas secretadas.

Adicionalmente, se realizaron ensayos de digestion con tripsina 0,3 mg/ml y la
enolasa recombinante (0,97 mg/ml) en PBS a 37°C sin agitacion durante 60 minutos,
en presencia o ausencia de triton X-100 0.15% v/v y cloururo de calcio 157 mM. La
reaccion fue detenida con un coctel de inhibidores sin PMSF y se siguié el mismo
protocolo descrito anteriormente revelando el Western blotting con el anticuerpo anti-

enolasa (dilucion 1/1000).

2. Purificacion de las vesiculas de membrana secretadas

Las vesiculas de membrana secretadas fueron obtenidas siguiendo los protocolos
descritos por Silverman et al., 2010 y Raposo et al., 1996. Se cultivaron los
promastigotes de tres especies de Leishmania (L. mexicana, L. braziliensis y L.
infantum) en 30 ml de medio Schneider, mantenidos en agitacion a 28°C hasta
alcanzar una densidad optica de 0.9 a 600 nm, correspondiente al inicio de la fase

estacionaria de la curva de crecimiento de los promastigotes. Luego, se colocaron en
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tubos Falcon estériles y se centrifugaron a 1.500 x g durante 15 minutos, se descartod
el sobrenadante y el sedimento que contiene a los promastigotes fue resuspendido en
el medio RPMI-1640 suplementado con HEPES 20mM, L-glutamina 2mM, D-
glucosa 1%, 60 mg/ml penicilina y 50 mg/ml estreptomicina, pH 7.3 y se dej6 en ese
medio sin agitacion a 28°C durante 24 horas.

Posteriormente, se centrifugoé a 1.500 x g durante 15 minutos, el sedimento fue
utilizado para preparar el extracto de los parasitos y se colecto el sobrenadante, el
cual fue centrifugado a 10.000 x g durante 30 minutos a 4°C. Luego, ese
sobrenadante se ultracentrifugd a 105.000 x g durante 90 min a 4°C, se descarto el
sobrenadante y el sedimento que contiene las vesiculas de membrana secretadas fue
resuspendido en 50 pl. de PBS. Se determind la concentracion de proteinas por el
método de Bradford, luego fueron alicuotados y almacenados a —20°C para su uso

posterior.

3. Microscopia Electronica

La microscopia electronica de barrido fue realizada con la finalidad de visualizar si
existian diferencias con respecto a la morfologia externa de los parasitos antes y
después del proceso de secrecion. Asimismo, aplicamos la microscopia electrénica de
transmision que permitio evaluar los aspectos ultraestructurales de las vesiculas de

membrana secretadas.
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3.1. Microscopia Electréonica de Barrido

El procesamiento de los promastigotes de Leihmania spp para microscopia
electronica de barrido consistié en un proceso de fijacion donde los promastigotes
fueron resuspendidos en una mezcla 3:3 (formaldehido al 3%, gluteraldehido al 3%
diluidos en tampdn cacodilato 0,1 M pH 6.3) a 4°C durante 24 horas y luego fueron
lavados tres veces por 10 minutos cada vez en tampon cacodilato; las muestras fueron
deshidratadas con alcohol etilico en concentraciones ascendentes 30%, 50% y 75%
durante 15 minutos, 90% y tres veces al 100% durante 30 minutos; luego fueron
desecadas en una campana por el método de punto critico durante 48 horas y se llevo a
cabo la metalizacion de la muestra solo con oro; finalmente, las muestras fueron

observadas en un microscopio de barrido Hitachi S-2500.

3.2. Microscopia Electronica de Transmision

El procedimiento consistio en fijar las muestras en una mezcla 3:3
(formaldehido al 3%, gluteraldehido al 3% diluidos en tampon cacodilato 0,1 M pH
6.3) y luego fueron lavados tres veces por 10 minutos cada vez en tampoén cacodilato a
4°C durante 24 horas; luego fueron sometidas a una proceso de post-fijacion en
tetradxido de osmio al 1% en tampoén cacodilato durante 24 horas y lavados tres veces
por 10 minutos cada vez en tampoén cacodilato a 4°C durante 24 horas; las muestras
fueron deshidratadas con alcohol etilico en concentraciones ascendentes 30%, 50%
durante 20 minutos, 80% por 30 minutos, dos veces al 100% durante 30 minutos e
incubacion en ¢xido de propileno puro durante 30 minutos; posteriormente, se procedio

a realizar una infiltracion en resina (una parte de oxido de propileno y otra parte de
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resina) durante 1 hora; posteriormente, se coloco el material en la capsula de inclusién
que contiene la resina, se coloco en la estufa a 60 °C durante 48 horas para que se lleve
a cabo el proceso de polimerizacion. Finalmente, se realizaron los tallados de las

piramides, cortes y observacion al microscopio electronica H-7000.

4. Clonaciéon y subclonacion del gen SMP-1

4.1. Diseiio de los oligonucleédtidos

Para el disefio de los oligonucleotidos se realizd un alineamiento con el programa
MultAlin version 5.4.1 desarrollado por Corpet, 1988 utilizando las secuencias del
gen SMP-1 disponible en la base de datos de UniProtKB/TrEMBL-EBI y GenDB de
5 especies de Leishmania. L. mexicana (E9AUSI1), L. donovani (E9BETA), L.
infantum (A4HYX4), L. major (Q5SDHS) y L. braziliensis (E9AII6).

Posteriormente, se realizo un analisis in silico de la secuencia del gen de interés
disponible en el NCBI de L. mexicana (G1:322491430) con la finalidad de verificar
que la secuencia no contenga sitios de corte con las enzimas de restriccion
disponibles, BamHI y Ndel, compatibles con el vector de expresion pET28a+. El
analisis fue realizado con el programa NEBcutter version 2.0 desarrollado por Vincze
etal., 2003.

Se seleccionaron los primeros 25 y los dltimos 20 nucledtidos con los sitios de
corte de las enzimas de restriccion para disefiar los oligonucledtidos sentido y
antisentido, los cuales fueron evaluados con el programa Oligo Explorer 1.2 y se

ajustaron hasta obtener las caracteristicas adecuadas para la amplificacion como una
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temperatura de fusion menor a 70 °C y similar entre ambos oligonucledtidos, un

porcentaje de GC del 50% y una region homoéloga al gen no menor de 16 bases.

4.2. Extraccion del ADN genémico de Leishmania mexicana

La extraccion del ADN se realizé siguiendo el método descrito por Sambrook y
Russell, 2001. Se cultivaron promastigotes de L. mexicana cepa AZV en medio LIT _
o Schneider hasta alcanzar la fase exponencial de la curva de crecimiento. Los
parésitos se centrifugaron a 3.000 x g durante 10 minutos a 4°C y se lavaron tres
veces con PBS. Luego, las células fueron resuspendidas en un tampdn de lisis
(100mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, ImM EDTA, 0,1% SDS, pH 8) y el lisado fue
sometido a un proceso de extraccion con dos volumenes de una mezcla de solvéntes '
organicos fenol: cloroformo: isoamilalcohol 25:24:1. La fase acuosa fue precipitada
con etanol puro frio y el precipitado se lavo 2 veces con etanol al 80% frio. Se dejo
evaporar todo el etanol y el ADN fue resuspendido en agua desionizada estéril. Se
calculd la concentracion y la pureza del ADN extraido midiendo la absorbancia en un

espectofotometro a 260 nm y 280 nm.

4.3. Amplificacion por PCR del gen SMP-1

La amplificacion del gen SMP-1 se realizd mediante la técnica de reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) desarrollada por Mullis ef al., 1986. La técﬁica
consistio en realizar una mezcla de reaccion constituida por 50 pl con 1uM de cada
oligonucledtido (sentido: 5’-GCATATGGGCTGCGGTGCTTCGT-3’ y antisentido:
5’-GGATCCCTACTTTTCCTTCTCCCCCTGACGCT-3"), 0,2 mM de

desoxinucleétidos, 1,5 U de Go Taq Flexi DNA polimerasa (Promega), 1,5 mM de
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MgCl,, Tampon 1X (Promega) y 1 pg de ADN gendémico de L. mexicana
completando con agua miliQ estéril.

El programa de ciclos térmicos diseflado para la amplificacion fue de : 94 °C por
2 minutos, seguido de 36 ciclos de 94°C por 45 segundos, 72°C por 45 segundos y
72°C por 60 segundos y finalmente un ciclo de 72°C por 10 minutos.

Para limpiar el producto de PCR, se utilizé el kit “Wizard SV Gel and PCR Clean-
Up System” que constituye un sistema de cromatografia de silica de la casa comercial
Promega. El producto de la amplificacion por PCR fue verificado en una

electroforesis en gel de agarosa al 0,7%.

4.4. Clonacién en el vector pGEM-T

El proceso de ligacion del producto de PCR en el vector pGEM-T se realizé
empleando el kit pPGEM-T de Promega siguiendo las recomendaciones del fabricante.
El mapa del plasmido se muestra en la Figura 7. Para la clonacién en el vector
pGEM-T, se prepar¢ una mezcla total de reaccion de 10 pul constituida por el buffer
de ligasa T4 1X, 50 ng de pGEM-T, 60 ng del producto de PCR puro, 3U de ligasa de
ADN de T4 y agua miliQ estéril. La mezcla de reaccion se dejo incubando durante
toda la noche a 4°C. Posteriormente, la mezcla de la ligacion se utilizo para la
transformacion de E. coli cepa XL1Blue competentes (Sambrook y Russell, 2001)

con algunas modificaciones.
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Figura 7. Mapa del vector de clonacion pGEM-T.

4.4.1. Obtencion de Células Competentes

Para obtener las células competentes se utilizé una variante del método de
Cohen et al., 1972 que se describe a continuacion. Una colonia aislada de E. coli
XL1Blue fue inoculada en 50 ml de medio Luria-Bertani (LB) en una fiola de 250 ml
con el antibidtico de seleccion correspondiente (para XL1Blue tetraciclina 12,5
pg/ml; BL21pRARE cloranfenicol 34 pg/ml) y se dejo crecer a 37°C en agitacion
toda la noche. Se tomaron 5 ml del preindculo y se inoculé 100 ml de medio LB con
el antibidtico respectivo y se dejé crecer a 37°C en agitacion constante hasta alcanzar
una densidad optica de 0,4.

El cultivo fue alicuotado en dos tubos de centrifuga (50 ml en cada uno)

previamente enfriados, se incubaron por 5-10 minutos a 4°C y se colectaron las
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células por centrifugacion a 1100 x g durante 20 minutos a 4°C. Se descarto el
sobrenadante y cada sedimento fue resuspendido con mucho cuidado en 10 ml de una
solucion de cloruro de calcio (60 mM CaCl,, 10 mM Pipes, 10% glicerol pH 7,
filtrada con una membrana de 2uM). El procedimiento se repitid nuevamente, luego
las células se incubaron durante 30 minutos en hielo y se centrifugaron a 800 x g
durante 5 minutos a 4 °C. Finalmente, se resuspendi6 cada sedimento suavemente en
2 ml de la solucién de cloruro de calcio, se alicuotaron en 200 ul y se almacenaron a

-80 °C hasta su utilizacion.

4.4.2. Transformacion de E. coli cepa XL1Blue competentes

Para llevar a cabo la transformacion de E. coli cepa XL1Blue se utilizod el
protocolo descrito por Sambrook y Russell, 2001 con algunas modificaciones. A
100 pl de células competentes se les afiadio 10 pl del producto de ligacion, se
mezcld suavemente, se incubd en hielo durante 30 minutos y luego las células
fueron sometidas a un choque térmico colocandolas en bafio de Maria a 42°C
durante 90 segundos y pasandolas inmediatamente a hielo durante 2 minutos. A la
mezcla se le agregd 900 pl de medio LB sin antibidticos y se incubd a 37 °C en
ggitacién durante 1 hora. Posteriormente, las células fueron centrifugadas a 1500 x g
durante 5 minutos y resuspendidas en 200 pl de medio LB para sembrarlas con
rastrillo en placas de medio LB-agar al 1,5% conteniendo isopropil-B-D-
tiogalactopiranosido IPTG (40 pg/ml), el sustrato cromogénico Blue-Gal (40 pg/ml)
y los antibidticos ampicilina (100 pg/ml) y tetraciclina (12,5 pg/ml) para la

seleccion de los transformantes. Cabe sefialar que el IPTG y el Blue-Gal fueron
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afiadidos superficialmente a las placas y se dejaron reabsorber durante 4 horas a 37
°C.
4.4.3. Seleccién de los clones transformantes
La seleccion de los clones bacterianos transformados con el plasmido pGEM-T
se realizé por medio de la actividad p-galactosidasa. Todas las colonias con el
plasmido adquieren resistencia a la ampicilina, por lo tanto, son capaces de crecer en
las placas, sin embargo, solo las que contenian el inserto pierden la capacidad de o-
complementacion para obtener una B-galactosidasa funcional, resultando en colonias

de color blanco.

4.4.4. Método de purificacion del ADN plasmidico por ebullicion

Para confirmar la presencia del plasmido recombinante en las células de F. coli
cepa XL1Blue transformadas, se realizd una extraccion del ADN plasmidico y su
posterior digestion con enzimas de restriccion.

La extraccién del ADN plasmidico se llevd a cabo mediante el método de
purificacion de ADN plasmidico por ebullicion (Sambrook y Russell, 2001). Las
colonias seleccionadas fueron incubadas en 5 ml de medio LB mas antibidticos
(ampicilina 100 pg/ml y tetraciclina 12,5 pg /ml) a 37°C durante 12 h y agitaciéon
constante. El cultivo fue centrifugado a 1500 x g por 10 minutos, el sedimento fue
resuspendido en 110 pl de STETL (Tris 50 mM pH 8, sacarosa 8%, Triton X-100 al
5%, EDTA 50 mM vy lisozima 0,5 mg/ml) e incubado durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Luego, se coloco en agua hirviendo durante 30 segundos y se

centrifugd a 16000 x g durante 15 minutos a 4°C.
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El sedimento obtenido fue removido y descartado con un palillo estéril y el
sobrenadante fue incubado con 1 pl de RNAsa (10 mg/ml) durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Para precipitar el ADN plasmidico obtenido, se afiadié 110 pl
de isopropanol y se centrifug6 a 16000 x g durante 15 minutos. El sobrenadante fue
descartado y el sedimento fue lavado dos veces con etanol al 70%, luego se dejo
evaporar el etanol a temperatura ambiente y el sedimento fue resuspendido en 8,5 ul

de agua destilada estéril.

4.4.5. Digestion con enzimas de restriccion

El ADN plasmidico obtenido por el método de ebullicion descrito
anteriormente, fue sometido a un tratamiento con enzimas de restriccion para
corroborar la presencia del inserto de interés en el plasmido. Se realizo la digestion
con las enzimas BamHI (Promega) y Ndel (Promega) con la finalidad de liberar el
inserto del tamafio esperado y finalmente se visualizo el producto de la digestion en

un gel de agarosa al 0.7%.

4.4.6. Secuenciamiento del plismido pGEM-T/SMP-1

Se seleccionaron 2 clones que poseian el inserto y se purifico el ADN
plasmidico con el kit de Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System de
Promega siguniendo las recomendaciones de esa casa comercial. Se midio la densidad
optica a 260 nm de las muestras para determinar la concentracion del ADN
plasmidico y se calculd el volumen correspondiente a 2 pg de ADN y se agrego en un

tubo eppendorf nuevo. Las muestras fueron enviadas para su secuenciamiento a los
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laboratorios de Eurofins MGW Operon usando los oligonucleétidos universales T7 y

SP6.

4.5. Subclonacion en el vector de expresion pET-28a+

El clon recombinante obtenido de la transformaciéon de XL1Blue con el
plasmido pGEM-T/SMP-1 secuenciado fue utilizado para realizar la subclonacion del
gen SMP-1 en el vector de expresion pET-28a+ (Novagen), cuyo mapa se muestra en
la Figura 8. Permite la expresion inducible con lactosa o sus analogos del gen
clonado, incorporando una cola de 6 histidinas en el extremo aminoterminal de la
proteina y un sitio de corte proteolitico para trombina entre la cola de histidina y el
primer aminoacido de la proteina. Esta caracteristica permite la purificacion de la
proteina recombinante mediante una cromatografia de afinidad a metales ya que los
electrones desapareados de los 6 anillos de histidina logran coordinarse con un cation
bivalente (niquel) y también permite la posibilidad de eliminar la cola de histidina de
la proteina recombinante al tratarla con trombina.

Para incorporar el gen secuenciado en el vector de expresion pET-28a, el
plasmido de clonacién pGEM-T/SMP-1 secuenciado, se someti a digestion con las
enzimas de restriccion BamHI y Ndel en su tampén respectivo a 37°C durante 4
horas. El producto de la digestion fue sometido a una electroforesis en un gel de
agarosa al 0,7% y la banda correspondiente al inserto fue cortada o extraida del gel
para ser purificada con el el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System de
Promega. Posteriormente, el vector pET-28a+ se sometio a digestion con las mismas

enzimas de restriccion y se procedid a realizar la ligacion del gen de interés.
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Figura 8. Mapa del vector de subclonacién pET-28a(+).

La reaccion de ligacion se realizo en una mezcla total de reaccion de 10 pl con
buffer de ligasa T4 1X, 3U de ligasa de ADN de T4, afiadiendo el inserto y el vector
de expresion en una relacion 3:1 y agua miliQ estéril. La mezcla de reaccion se
incubd a 4°C durante toda la noche y con el producto de la ligacion fue transformada

E. coli cepa XL1Blue con el protocolo previamente descrito. La seleccion de las



colonias transformantes se realizd en placas LB-agar 1,5% con kanamicina (30
ug/ml) y tetraciclina (12,5 pg/ml). Se seleccionaron al azar varias colonias y fueron

evaluadas mediante un PCR de colonia para verificar la presencia del plasmido.

4.5.1. PCR de Colonia

El PCR de colonia (Guessow y Clackson, 1989) es un método que consiste en la
amplificacion por PCR del gen de interés para determinar a partir de un cultivo
fresco de bacterias transformadas, la presencia del plasmido recombinante. Para esto,
se tomo una fraccion de la colonia sospechosa de ser portadora del plasmido
recombinante y se transfirié a un tubo de microcentrifuga conteniendo 50 pul de agua
miliQ . La muestra fue hervida durante 5 minutos para provocar la lisis celular.
Luego, se centrifugé a 16000 x g por 1 minuto y el sobrenadante obtenido fue
utilizado como molde para realizar el PCR como se describi¢ anteriormente. El
producto del PCR de colonia fue sometido a electroforesis en gel de agarosa al 0,7%.

Una vez comprobado la presencia del gen en las colonias positivas, se selecciond
una colonia para obtener el plasmido puro a partir de un cultivo de 10 ml en medio
LB con los antibidticos tetraciclina (12,5 pg/ml) y kanamicina (30 pg/ml) y fue
purificado con el kit de Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System de

Promega.

4.5.2. Transformacion de E.coli cepa BL21(DE3) competentes
Se realizé una doble transformacion de células competentes E. coli cepa BL21
con los plasmidos pET28a+/SMP-1 y pRARE. En este ensayo se siguié el mismo

protocolo de transformacion descrito anteriormente, con la modificacion que al
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incubar las células competentes con el plasmido pET28a+/SMP-1, también se agrego
un plasmido adicional pRARE (Novagen) con la finalidad de aumentar los niveles de
ARNt raros en E. coli que puedan interferir con la expresion de la proteina. Las
células resultantes de la transformacion fueron sembradas en placas de medio LB con
agar, suplementadas con kanamicina (30pg/ml) y cloranfenicol (34 pg/ml), y se
seleccionaron varias colonias positivas para ser evaluadas por la técnica de PCR. El

producto del PCR de colonia fue sometido a electroforesis en gel de agarosa al 0,7%.

5. Ensayos de expresion y purificacion de SMP-1

5.1. Ensayo de inducciéon con IPTG (isopropil- B-D-tiogalactopiranésido)

El ensayo fue realizado con la finalidad de verificar si la proteina SMP-1
recombinante podia ser expresada a partir de la cepa de expresion transformada. Para
ello, se utilizo la induccion de la expresion de la proteina recombinante con un
analogo de la lactosa no metabolizable, isopropil-B-D-tiogalactésido (IPTG). A partir
de un preinoculo fresco del clon de interés, se inocularon 100 ml de medio LB
suplementado con kanamicina (30ug/ml) y cloranfenicol (34 pg/ml), se dejo crecer a
37°C en agitacion, monitoreando la densidad Optica a 600 nm hasta alcanzar un valor
de 0,4 (fase de crecimiento exponencial). A esa densidad Optica se afiadié IPTG en
una concentracion final de ImM vy el cultivo se mantuvo bajo las mismas condiciones
tomando 1 ml de muestra cada hora por 4 horas. Las muestras fueron lavadas tres
veces con PBS, centrifugadas a 300 x g durante 15 minutos y el sedimento obtenido

se almaceno a -20°C hasta su uso posterior.
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Una vez recolectadas todas las muestras durante el proceso de induccion, los
sedimentos de las células se lisaron resuspendiendo en 50 pl de tampén de muestra
(50 mM Tris-HCl pH 6,8 con 2% de SDS, 10% de glicerol y 0,1% de azul de
bromofenol) con B-mercaptoetanol, se hirvieron por 10 minutos y fueron sometidas a
una ruptura mecanica empleando una jeringa de insulina para lisar por completo las
células y fragmentar el ADN. Las muestras fueron depositadas en un gel de
poliacrilamida con SDS en cantidades proporcionales a la densidad celular con el
propdsito de tener en cada pozo las proteinas correspondientes a la misma cantidad de
bacterias, para luego realizar una electroforesis. El gel fue coloreado con azul de
Coomassie para visualizar la expresion de la proteina a lo largo del tiempo de

inducciodn.

5.2. Ensayos de expresion con medio de autoinduccion
Adicionalmente, se optd por sobreexpresar la proteina en un medio rico ZYM—
5052 (Studier, 2005), conocido también como medio de autoinduccion. El medio
contiene una mezcla de fuentes de carbono que incluye lactosa como inductor de la
expresion proteica y permite la sobreexpresion mas lenta que el IPTG, una vez que el
cultivo ha alcanzado una densidad 6ptica a 600 nm entre 6 y 10. Esta condicion de
expresion es menos favorable para la formacién de los cuerpos de inclusion y a su vez
permite un alto rendimiento de la proteina recombinante soluble.
El ensayo se realiz6 a partir de un preinbculo de la cepa E. coli
BL21(DE3)pRARE/pET-28a+/SMP-1 en 5 ml de medio LB con cloranfenicol (34

ug/ml) y kanamicina (30 ug/ml), el cual se dejo crecer a 37°C en agitacion durante 2
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horas hasta alcanzar una densidad optica a 600 nm de 0,2. El preinéculo se empled
para inocular 10 ml de medio minimo (Na,HPO,4 25 mM, KH,PO4 25 mM, NH4Cl 50
mM, Na,SO,4 5 mM, MgSO, 2mM, glucosa 0,5%, aspartato 0,25% y tiamina 0,001%)
suplementado con los antibidticos de seleccion y se dejo crecer a 37°C en agitacion
durante mas de 12 horas.

Posteriormente, se inoculd 100 ml del medio ZYM-5052 con 1 ml del cultivo
crecido en medio minimo y se dejo crecer con los antibioticos a temperatura ambiente
con agitacion por 36 horas, tomando muestras del cultivo a las 8, 12, 24 y 36 horas.
Las muestras recolectadas durante la autoinduccién fueron tratadas con un buffer de
lisis como se describié anteriormente. Los sedimentos y sobrenadantes obtenidos
fueron analizados en geles de poliacrilamida al 15% con SDS en condiciones
desnaturalizantes para determinar la solubilidad de la proteina recombinante

expresada.

S.3. Purificacion de SMP-1 recombinante mediante cromatografia de
afinidad a metales

Para purificar la proteina SMP-1 recombinante de L. mexicana se partié de un
cultivo de 50 ml de medio de autoinduccion inoculado con 0,5 ml del preindculo de
la cepa BL21(DE3)pRARE/pET28a+/SMP-1 con cloranfenicol (34 pg/ml) y
kanamicina (30 ug/ml) crecido en agitacion a temperatura ambiente durante 36-46
horas. Las células se colectaron por centrifugacion y se sometieron a tres lavados,
cada uno, con 10 ml de tampdn de lavado (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 60 mM NaCl)
para congelar el sedimento a -80°C hasta su uso. El sedimento se resuspendi6 en 10

ml de tampon de unién (50 mM K;HPO,/KH,PO,, 0,5 M NaCl pH 7.8), se afiadio 1

67



ul de una mezcla comercial de inhibidores de proteasas (Sigma) y 1 ul de fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) 2mM. Luego se sometié a una ruptura por sonicacion
utilizando el siguientes esquema disefiado: 2 pulsos de intensidad 9 por 45 segundos
cada uno, 2 pulsos de intensidad 7 por 60 segundos cada uno y 7 pulsos de intensidad
9 por 45 segundos cada uno, permitiendo enfriar la muestra durante 3 minutos entre
pulso y pulso.

Una vez rotas las células en el tampon de union se colectd una muestra del
homogenato, el cual fue centrifugado a 17.000 x g durante 20 minutos. El
sobrenadante obtenido se incubo 1 hora en agitacion a temperatura ambiente con 1ml
de columna His-Link (Promega) previamente equilibrada con 30 ml de tampon de
unién. Se realizaron dos lavados de 5 ml cada uno con el tampon de unidén, seguido
por cuatro lavados con 5ml cada uno de tampoén de lavado (50 mM K,HPO,/KH,POy,,
0,5 M NaCl pH 6), dos lavados con 5 ml cada uno con tampoén de lavado
suplementado con 10 mM de imidazol y se eluyd con 20 ml (en fracciones de 4 ml)
del tampoén de elucion (50 mM K,HPO,/KH,PO,, 0,5 M NaCl pH 6, 200 mM
imidazol).

La cuantificacion de proteinas en las fracciones eluidas se realizo por el método
de Bradford, 1976 anteriormente descrito y el proceso de purificaciéon se evalud
mediante separaciones electroforéticas en geles de poliacrilamida con SDS tratando
las muestras con el tampon de muestra que contiene 50 mM Tris-HCI pH 6.8, 100
mM de B-mercaptoetanol, 2% de SDS, 10% de glicerol y 0,01% de azul de

bromofenol.
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Adicionalmente, la proteina SMP-1 recombinante fue sometida a un
procedimiento para concentrarla y eliminar el imidazol. El procedimiento consistio en
precipitar la proteina utilizando sulfato de amonio (NH4),SO4 a un 80% de saturacion
durante toda la noche a 4°C. Luego se llevd a cabo una centrifugacion a 17.000 x g
durante 20 minutos y el sedimento se resuspendidé en un volumen de 2,5 ml de
tampon TBS (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 7.5). La solucién fue sometida a
una cromatografia de exclusiéon molecular mediante una columna Sephadex G-25
precalibrada PD-10 (Amersham Biosciences) con la finalidad de eliminar las sales y

separar las sustancias menores de 1000 Da, eluyendo con 3,5 ml del tampon TBS.

6. Analisis bioinformatico

6.1. Alineamiento

Para realizar el alineamiento multiple se utilizaron las secuencias homélogas de la
proteina miristoilada pequeia 1 (SMP-1) de otras especies de Leishmania 'y T. cruzi.
Las seis secuencias de aminoacidos pertenecientes a SMP-1 fueron obtenidas
después de realizar un WUBLAST (Gish y States, 1993) con la secuencia de
aminodcidos de SMP-1 de L. mexicana AZV disponible en la base de datos del
National Center for Biotecnology Information (NCBI). Las especies y niimeros de

acceso de las secuencias utilizadas se mencionan a continuacion:

Especie de Leishmania GI N° de acceso
L. mexicana 401421410 | XP 0038751941
L. braziliensis 389603914 | XP 003723102.1
L. infantum 146085415 | XP 001465265.1
L. donovani 398014571 | XP 003860476.1
L. major 157868661 | XP 001682883.1
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El alineamiento miltiple fue realizado con el programa Clustal W2 (Larkin ef al.,
2007) utilizando la versién en linea disponible del European Bioinformatic Institute.
En general, el Clustal W2 fue utilizado para el alineamiento de multiples secuencias
divergentes de ADN o proteina, el cual va a generar un alineamiento progresivo de
pares de bases o aminoacidos creando un alineamiento global que va a permitir

apreciar las identidades, similitudes y diferencias en las secuencias.

6.2. Modelado de SMP-1

El modelado de la estructura de SMP-1 en 3D se realizd por homologia
utilizando el programa RasMol (Sayle, 1995) version 2.6 tomando como patron la
estructura cristalina de la proteina miristoilada pequefia 1 de L. major (PDB: ID:

2FEO), Gooley et al., 2006 disponible en el Banco de Datos de Proteinas.

7. Producciéon de anticuerpos en conejo

Para la obtenciéon de los anticuerpos policlonales se dispuso de un congjo
(Oryctolagus cuniculus) macho de 2,5 a 3,5 Kg y 5 meses de edad. Al conejo se le
extrajo 1 ml de sangre completa de la vena de 1a oreja, la cual se dejo coagulando y
luego fue centrifugada a 16.000 x g durante 10 minutos para obtener el suero
preinmune antes de iniciar las inmunizaciones.

Los anticuerpos policlonales anti-SMP1 fueron obtenidos inmunizando al conejo
con cinco dosis de 200 pg de la proteina SMP-1 recombinante por via intradérmica,
realizando refuerzos cada 15 dias. Para la primera inoculacién, se utilizo un volumen
de antigeno y un volumen de adyuvante completo de Freund (Sigma), las siguientes

tres inmunizaciones se realizaron con un volumen de antigeno y un volumen de
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adyuvante incompleto de Freund (Sigma) y para la quinta inmunizacion se aplico el
antigeno sin adyuvante. Después de dos semanas de la cuarta inoculaciéon del conejo,
se realiz6 una nueva extraccion de sangre de la vena de la oreja con la finalidad de
determinar la presencia de los anticuerpos anti-SMP1 en el suero realizando
diluciones seriadas. Una vez corroborado la presencia de un titulo alto de anticuerpos
anti-SMP1, se procedio a realizar el sangrado del conejo por puncién cardiaca.

Para la obtencion del suero por puncién cardiaca, se extrajeron 50 ml de sangre
directamente del corazon del conejo, se dejo coagular durante 4 horas a temperatura
ambiente y se sometid a dos centrifugaciones sucesivas a 7.600 x g durante 20
minutos para eliminar los restos celulares y coagulos saguineos, obteniéndose el
sobrenadante correspondiente a 25 ml de suero que fue alicuotado y almacenado a -

20°C hasta su uso.

8. Ensayos de interaccion del plasminégeno en las distintas fases de la curva
de crecimiento de Leishmania spp. Cinética de wuniéon plasminégeno-

Leishmania spp. Interaccion de SMP-1 recombinante con el plasminogeno.

8.1. Purificacién del Plasminégeno humano

El plasminogeno se purificd a partir de plasma sanguineo, fresco y congelado,
obtenido del Banco de Sangre del Hospital Universitario de la ULA, siguiendo la
metodologia descrita por Deutsch y Mertz, 1970 que se describe a continuacién. El
plasma fue descongelado mantenido a 4°C, se midio el volumen y se le afiadio una
mezcla de inhibidores de proteasas: aprotinina 1 pg/ml, acido

etilendiaminotetraacético (EDTA) 2mM, benzamidina 4mM vy fluoruro de

71



fenilmetilsulfonilo (PMSF) 2mM. El plasma se pasé dos veces por una columna de
afinidad L-Lisina Sefarosa 4B (10,5 ¢cm x 4,3 cm) previamente regenerada y
equilibrada con un tampon de equilibracion (Na,HPO,/NaH,PO, 20mM, 0,5M NaCl,
2mM EDTA, 0,01% NaNjs, aprotinina 1pg/ml, pH 7.4) a un flujo de 0,6 ml/min a
4°C. Luego, la columna se lavo con cinco volumenes de tampdn de equilibracion
seguido de cinco volumenes de tampon A (Na;HPO./NaH,PO4 50mM, 80mM NaCl,
aprotinina 1pug/ml, pH 4) a un flujo de 1,3-2 ml/min. Posteriormente, el plasmindgeno
unido al ligando (lisina) de la columna, fue eluido con un tampén de elusion
(Na;HPO4/NaH,PO, 50mM, 80mM NaCl, 50mM écido epsilon aminocaproico (e-
ACA), aprotinina lug/ml, pH 7.4), recolectando fracciones de 4 ml en tubos de
ensayo, a los que se les medio la densidad optica a 280 nm para determinar la
concentracion de proteinas.

Las fracciones que se encuentren dentro del pico de elusion, se recolectaron en
una misma fraccion y fueron precipitadas con sulfato de amonio al 55% con
agitacion suave durante 12 horas a 4°C. El precipitado obtenido fue centrifugado a
12.000 x g por 20 minutos a 4°C y se resuspendid en tampoén A sin aprotinina. Luego,
se coloco ésta suspension en una columna Sefarosa 6B (62 cm x 2 ¢cm) previamente
equilibrada con tampon A sin aprotinina. Se afiadié el tampon A con un flujo de 0,26
ml/min a 4°C y nuevamente se colectaron fracciones de 4 ml en tubos de ensayo, a
los que se les medio la densidad optica a 280 nm para determinar la concentracion de
proteinas. Las fracciones dentro del pico de elucion, fueron recolectadas en una

misma fraccion y precipitadas como se describio anteriormente. El precipitado se
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centrifugd a 12.000 x g por 20 minutos a 4°C, se descartd el sobrenadante y el
sedimento fue resuspendido y dializado contra PBS durante 12 horas a 4°C.

Adicionalmente, se realizo una electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS
para corroborar la pureza del plasminogeno. Otra muestra de plasmindgeno se mezcld
con 50 ul de PBS y 20 pl de sustrato cromogénico (H-D-Val-Leu-Lys-pNA) de
Sigma 3 mM para verificar que no fue activado durante el proceso de purificacion
(ésta reaccion ocurre debido a que el sustrato es incoloro y se torna de color amarillo
al ser degradado por la plasmina) y finalmente, se utilizo una muestra de
plasminoégeno para corroborar si es capaz de ser activado, ahadiendo a 5 ul de
plasmindgeno 50 ul de PBS, 2 ul de estreptoquinasa 1 mg/ml (Pharmacia) y 20 ul de
sustrato cromogénico S-2251 3 mM verificando el cambio de color al ser degradado
por la plasmina.

El plasminogeno puro fue cuantificado por el método de Bradford, 1976,

alicuotado y almacenado a -20°C para su uso posterior.

8.2. Unién de plasminégeno en las distintas fases de la curva de crecimiento
de Leishmania spp.

Los promastigotes de Leishmania spp provenientes de cultivos en fase
exponencial, fase estacionaria y/o sometidos a choque térmico, fueron lavados tres
veces con PBS y centrifugados a 2.500 x g a 4°C durante 10 minutos. El altimo
sedimento se resuspendio en un volumen minimo de PBS, se realizo un contaje de los
parasitos en una camara de Neubauer y se ajustd la densidad celular a 1,4 x 10°
promastigotes/ml. Se incubaron los promastigotes por triplicado a una concentracion

de Plg de 2uM en PBS y BSA al 1% para un volumen final de 250 ul a temperatura
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ambiente durante 1 hora y agitacion constante. Adicionalmente, se incubaron los
parasitos con e-ACA 100mM, se centrifugaron a 1.500 x g a 4°C durante 10 minutos,
se lavaron tres veces con PBS y el dltimo sedimento fue resuspendido en PBS vy
estreptoquinasa (SK) (1 mg/ml). Se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente
y finalmente, se medio la variacion de la absorbancia a 405 nm en placas de ELISA al

agregar el sustrato cromogénico.

8.3. Constante de disociacion (K,) de la unién Leishmania spp y el
plasmindgeno

Los promastigotes de Leishmania spp provenientes de cultivos en fase
estacionaria fueron lavados tres veces con PBS y se centrifugaron a 2.500 x g durante
10 minutos a 4°C. El ultimo sedimento fue resuspendido en un volumen minimo de
PBS, se realizo un contaje de los parasitos en la camara de Neubauer y se ajusto la
densidad celular a 5 x 10°® promastigotes/ml. Los promastigotes se incubaron por
triplicado con concentraciones de plasminogeno desde 0,05 hasta 4 uM en PBS y
BSA al 1% para un volumen final de 500 ul, durante 1 hora y 30 minutos, a
temperatura ambiente y agitacion constante. Luego, se centrifugaron a 1.500 x g
durante 10 minutos a 4°C, se lavaron tres veces con PBS y el ultimo sedimento se
resuspendio con PBS en presencia de 100mM de ¢-ACA durante 15 minutos. Se
centrifugaron a 1.500 x g durante 10 minutos a 4°C y el sobrenadante se incubd con
estreptoquinasa (1 mg/ml) durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, se
medid la vanacion de la absorbancia a 405 nm en placas de ELISA al agregar el

sustrato cromogénico.
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8.4. Unién de SMP-1 recombinante con el plasminégeno

La proteina recombinante fue diluida en PBS hasta obtener una concentracion de
1 ng/ml, se colocd 50 ul (50 ng de SMP-1) de ésta solucion en cada pozo de una
placa de microtitulacion (Maxisorp) durante 15 horas a 4°C. Se lavé tres veces la
placa con tampon 1 (0,05% Tween 20 en PBS pH 7.4) por 5 minutos y se bloquearon
los pozos con tampén 2 (0,05% Tween 20, ImM EDTA, 0,25% gelatina en PBS pH
7.4) durante 12 horas a 4°C. Se lavaron tres veces los pozos con tampdn 2 por 5
minutos y se colocaron concentraciones crecientes de plasmindgeno humano con
ImM de PMSF, se dejo incubar por 2 horas a temperatura ambiente, se realizaron tres
lavados con tampén 2 y se incubd con un anticuerpo anti-plasmindgeno humano
hecho en conejo (dilucion 1/2000 en tampon 2). Se lavaron tres veces como se
describi6 anteriormente y se incub6 con un anticuerpo anti-IgGs de conejo acoplado a
peroxidasa (dilucion 1/1000 en tampoén 2) durante 1 hora a temperatura ambiente. Se
lavaron tres veces con tampoén 2 y finalmente, se afiadio 100 pl de una solucién de
orto-fenilendiamina (OPD) 2 mg/ml en tampdn fosfato/citrato (0,05 M NaHPO,,
0,03 M éacido citrico, pH 5) con 0,12% de perdxido de hidrégeno y se midi6 la

variacion de absorbancia a 450 nm cada 50 segundos por 30 minutos.

8.5. Inhibicién con €-ACA de la interaccion entre la proteina recombinante
y el plasminogeno

El presente ensayo se realizo con la finalidad de determinar si la interaccion de la
proteina recombinante SMP-1 con el plasmindgenog es mediada por sitios de unién a

lisina. Consistié en sensibilizar una placa de microtitulacion (Maxisorp) con una
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concentracion fija de la proteina recombinante (50 ng), luego se incubd con una
solucion 1uM de plasmindégeno humano, 1mM de PMSF y concentraciones
crecientes de -ACA (0,01-100 mM). Todo el experimento se realizo siguiendo el
método descrito anteriormente hasta medir la variacion de la absorbancia a 405 nm en

la placa de ELISA al agregar el sustrato OPD.

8.6. Inhibicién con carboxipeptidasa B de la interaccién entre la proteina
recombinante y el plasminégeno

El ensayo se realizo con la finalidad de determinar si el residuo de lisina
localizado en el extremo C-terminal de la proteina SMP-1 recombinante, esta
involucrado en ésta interaccion. Consistio en sensibilizar una placa de microtitulacion
(Maxisorp) con una concentracion fija de la proteina recombinante (50 ng), luego se
bloqued con el tampén 2 (136 mM NaCl, 3 mM KCI, 10 mM Na,HPO,, 2 mM
KH,PO,4, 1 mM EDTA, pH 7.4, gelatina 0,25% p/v, Tween 20 0,05% v/v) durante
toda la noche a 4°C; se lavo tres veces con el tampon 2 cada 5 minutos, se lavo tres
veces con el tampdn de la carboxipeptidasa B (20 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, pH:
7.65) cada 5 minutos, se incubd con carboxipeptidasa B porcina (Sigma) (50 U/pozo)
a temperatura ambiente durante 2 horas, se lavo tres veces con el tampon 2 cada 10
minutos, se incubd con 1uM de plasmindégeno humano, ImM de PMSF durante 2
horas, se lavo tres veces con el tampon 2 por 5 minutos cada uno, se incubd con un
anticuerpo primario (anti-Plg 1/1000) durante 1 hora, se lavd tres veces con el
tampon 2 por 10 minutos cada uno, se incubd con un anticuerpo secundario (anti-IgG
de conejo acoplada a peroxidasa 1/10.000) durante 1 hora, se lavo tres veces con el

tampon 2 por 10 minutos cada uno, se afiadio el sustrato de la peroxidasa (OPD) para
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el revelado y se midiéo la variacion de la absorbancia a 450 nm en el

espectrofotometro.

8.7. Ensayos de union de las vesiculas de membranas con el plasminégeno

La interaccion del plasmindgeno con las vesiculas de membrana intactas fue
realizado incubando las vesiculas (0,1 mg) con 2 uM de plasmindégeno en PBS-
caseina al 1% a temperatura ambiente con agitacion suave durante 2 horas.
Stmultaneamente, se utilizaron controles: vesiculas de membrana intactas sin incubar
con plasmindgeno e incubaciones con e-ACA 100 mM y con anticuerpos anti SMP-1
(dilucion 1:1000). Luego, se lavaron tres veces con PBS por ultracentrifugacion en
una centrifuga airfuge (Beckman) a 30 psi durante 30 minutos; se colocaron 2 ug de
cada uno de los tratamientos en pozos de placas de ELISA, se incubé con un
anticuerpo primario (anti-Plg 1/1000) durante 1 hora, se lavé tres veces con el
tampoén 2 por 10 minutos cada uno, se incubd con un anticuerpo secundario (anti-IgG
de conejo acoplada a peroxidasa 1/10.000) durante 1 hora, se lavo tres veces con el
tampon 2 por 10 minutos cada uno, se afiadié el sustrato de la peroxidasa (OPD) para
el revelado y se mididé la variacion de la absorbancia a 450 nm en en el

espectrofotémetro.

9. Fraccionamiento subcelular por centrifugacién diferencial
El fraccionamiento subcelular por centrifugacion diferencial se realizd segin el
meétodo descrito por Concepcion et al., 1998 en el que el homogenato obtenido a

partir de la ruptura de promastigotes de Leishmania spp. es sometido a
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centrifugaciones sucesivas con gravedades crecientes con la finalidad de obtener
diferentes componentes celulares de acuerdo con sus densidades: fraccion nuclear
(FN), fraccion granular gruesa (FGG), fraccion rica en glicosomas (FRG), fraccion
microsomal (FM) y fraccion citosolica (FC).

La metodologia consistio en someter los promastigotes de las 3 especies de
Leishmania obtenidos de los cultivos en fase exponencial y/o fase estacionaria a un
proceso de centrifugacion a 3.000 x g a 4°C durante 20 minutos, se lavaron con
tampon A (20mM Tris-HCI, 10mM KH,PO4, 5SmM EDTA, 225 mM sacarosa, 20mM
KCl, 5mM MgCl,, pH 7.2), luego se centrifugaron a 3.000 x g a 4°C por 20 minutos
y el sedimento se resuspendié en tampon B (25mM Tris-HCI, 250 mM sacarosa,
2mM EDTA, 25mM NaCl, pH 7.2). Se centrifugdé nuevamente a 7.000 x g por 10
minutos a 4°C y el sedimento fue colocado en un mortero frio mantenido en hielo, al
que se le adiciond carburo de silicio en una proporcion 1:1 (p/p) y un volumen
minimo de tampén B con una mezcla de inhibidores (PMSF 200mM y cocktail de
inhibidores de proteasas 1:1000).

La ruptura por abrasion mecanica se llevo a cabo hasta lograr alcanzar un 90% de
células rotas que fue monitoreado por microscopia optica de luz. Se dejo en reposo
por 5-10 minutos para que sedimente el carburo de silicio. El sobrenadante se
centrifugd a 300 x g por 3 minutos a 4°C para eliminar el carburo de silicio; ése
sobrenadante (homogenato celular) se centrifugé a 1.000 x g por 5 minutos a 4°C
para obtener la fraccion nuclear (FN) y un sobrenadante libre de nucleos, el cual se
centrifugo a 3.000 x g por 10 minutos a 4°C para obtener la fraccion granular gruesa

(FGG) enriquecida en mitocondrias. El sobrenadante se centrifugé a 33.000 x g por
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20 minutos a 4°C para obtener la fraccién rica en glicosomas (FRG) y el
sobrenadante corresponde al citosol con los microsomas, que se centrifugd a 100.000
x g por 2 horas a 4°C para obtener la fraccion citosolica (sobrenadante) y la fraccion
microsomal (sedimento). La fraccion microsomal fue resuspendida en un volumen
minimo de tampon C (50 mM Tris-HCL, 10 mM NaCl, ImM EDTA, pH: 7.4), ] mM
de PMSF con cocktail de inhibidores 1: 1000, ,fue alicuotada y almacenada a — 80°C
para su uso posterior.

El fraccionamiento subcelular, fue de particular interés la obtencion de la
fraccion microsomal de las tres especies de Leishmania en la bisqueda de nuevos
receptores de plasmindgeno en esas fracciones ricas en membrana, principalmente

membrana plasmatica, reticulo endoplasmatico liso y aparato de Golgi.

10. Inmunomicroscopia de fluorescencia

Se realizé inmunomicroscopia de fluorescencia con los parasitos permeabilizados
con la finalidad de corroborar la localizacion de SMP-1. Se cultivaron promatigotes
de Leishmania en medio LIT o Schneider hasta alcanzar la fase exponencial tardia, se
colectaron por centrifugacion a 3000 x g durante 10 minutos y se lavaron tres veces
con PBS. Luego, se resuspendio el sedimento en formaldehido al 4% durante 1,5
minutos, se centrifugd a 3000 x g durante 1,5 minutos, se descarté el sobrenadante y
se lavo tres vesces el sedimento con PBS. Se realizaron diluciones hasta observar 10
parasitos por campo a 400X en un microscopio optico. Se colocd 10 ul de la dilucion
de los parasitos sobre una lamina portaobjeto tratada con poli-L-lisina (dilucion 1/10)

y se dejo secar a temperatura ambiente. Se afiadi6 PBS para hidratar durante 5
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minutos y Triton X-100 al 0,2% durante 20 minutos, se procedi6 a realizar
nuevamente 3 lavados con PBS y se realiz6 un proceso de bloqueo con BSA al 3%
mas 50 mM de NH4CI en PBS durante 30 minutos en camara himeda. Se lavaron las
laminas tres veces con PBS por 5 minutos y se inicio la incubacion con los
anticuerpos primarios (anti SMP-1 y anti-tubulina) durante 1 hora. Se lavaron las
laminas tres veces con PBS por 5 minutos y se incubaron con los anticuerpos
secundarios (anti IgG de conejo acoplado a Cy3 y anti [gG de raton acoplado a FITC)
en la oscuridad durante 1 hora. Posteriormente, se lavaron las laminas cinco veces
con PBS, se dejaron secar y finalmente se les afiadio una solucion de montaje
DABCO 5% p/v, 90% glicerol en PBS. Las laminas fueron observadas en un

microscopio Nikkon.

11. Proteomica

Se realizo un analisis por protedmica de la fraccion microsomal de Leishmania
spp con la finalidad de identificar nuevas proteinas con capacidad de union al
plasminogeno humano. El procedimiento consistié principalmente en un proceso de

isoelectroenfoque (primera dimension) y una electroforesis en segunda dimension.

11.1. Isoelectroenfoque

El isoelectroenfoque es una técnica que va a permitir separar las proteinas de
acuerdo a su punto isoeléctrico. El isoelectroenfoque se realizé con las tiras IPG de
tecnologia BIORAD. La muestra fue colocada en un buffer IEF RH (Urea 8M,
CHAPS 2%, anfolitos (3-10) 1%, Ditriotreitol (DTT) 40mM y agua desionizada)

durante 30 minutos a temperatura ambiente, luego se afiadio DTT 40mM y 0,1% de
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azul de bromofenol, se centrifugd a 16.5 g por 10 minutos y luego se tomo 125 ul de
ésta muestra para depositarla en una tira [PG de 7, 10 o 14 ¢m con un rango de pH 3-
10. Finalmente, se afiadié aceite mineral para evitar la precipitacion de la urea y se
inicié el proceso de isoelectroenfoque en un equipo Protean IEF Cell (BIORAD)
durante un lapso de tiempo de aproximadamente 18 horas. Una vez completado la
primera dimension, la tira es retirada y colocada sobre el gel concentrador para

realizar la segunda dimension.

11.2. Electroforesis en Segunda Dimension
La electroforesis bidimensional es una metodologia que va a permitir la
separacion de las proteinas en funcion a su masa molecular. Una vez culminado el
proceso de isoelectroenfoque, la tira IPG fue colocada en un tampon de equilibrio 1
(Urea 6M, 2% SDS, Tris-HCI 0,375M, 20% glicerol y DTT 130mM) durante 15
minutos y luego en un tampoén de equilibrio 11 (Urea 6M, 2% SDS, Tris-HCI 0,375M,
20% glicerol y Iodoacetamida 300mM) por 15 minutos. La tira se coloco en un gel de
poliacrilamida con SDS y se realizo la corrida electroforética a 100 V durante
aproximadamente 2 horas. Posteriormente, el gel se colocd en una solucién colorante
con azul de Coomassie R 250 durante 30 minutos y fue sometido a un proceso de
decoloracion para la visualizacion de las spots proteicos.
Adicionalmente, se realizo Western blotting y ligand blotting del gel
bidimensional usando la metodologia descrita anteriormente y las proteinas con
capacidad de unir plasmindgeno pueden ser cortadas o extraidas del gel para su

posterior identificacion por espectrometria de masa.
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11.3. Espectrometria de masas

Un Orbitrap es un analizador de masas que consiste en un electrodo exterior
en forma de barril y un electrodo interior coaxial con forma de huso, que genera un
campo electrostatico con distribucion potencial cuadro-logaritmica. Los iones son
inyectados tangencialmente en un campo eléctrico entre los electrodos y quedan
atrapados porque su atraccion electrostatica hacia el electrodo interior es
contrarrestada por la fuerza centrifuga; los iones dan vueltas alrededor del electrodo
central y asi los iones con una relacion especifica masa-carga se mueven en anillos
oscilantes alrededor del huso central. La frecuencia de las oscilaciones es
independiente de la velocidad del i6n e inversamente proporcional a la raiz cuadrada
de la relacion masa-carga (m/z). Tiene un alto poder de resolucion (200.000), rapida
velocidad de escaneo, una alta precision de masa (1-2 ppm) y sensibilidad, y un limite
de deteccion en el orden de sub-fentomol (Hu ef al., 2005). Esto permite la deteccion
de proteinas que se encuentren en bajas concentraciones asi como analizar mezclas de
proteinas mas complejas y una mayor precision en la determinacion de la masa de los

fragmentos peptidicos analizados.
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RESULTADOS

CAPITULO I. Estudio comparativo de la interaccion del sistema

fibrinolitico con L. mexicana, L. braziliensis y L. infantum
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1. Purificacion del plasminégeno humano

Se procedié a realizar la purificacion del plasmindégeno a partir de plasma
sanguineo humano, con la finalidad de llevar a cabo diversos ensayos asociados con
la interaccion de los promastigotes de Leishmania spp. en las diferentes fases de la
curva de crecimiento.

El primer paso de purificaciéon del plasminogeno consisti6 en realizar una
cromatografia de afinidad utilizando una columna L-lisina Sefarosa 4B, en la cual
plasmindgeno quedd retenido en la resina y luego fue eluido con un compuesto
analogo a la lisina, 4cido € -aminocaproico (e-ACA), que permitié obtener un grupo

de fracciones conteniendo el plasmindgeno (Figura 9).
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Figura 9. Perfil de elucion del plasminégeno de una cromatografia de afinidad con una
columna L-lisina Sefarosa 4B (dimensiones: 8 cm x 2,5 ¢m). El plasma humano fue

sometido a una cromatografia de afinidad y el plasmindgeno fue eluido con acido £-
aminocaproico. Las fracciones (4,5 ml) fueron colectadas después de afiadir el 4cido € -ACA.
La densidad 6ptica fue medida en cada fraccion a 280 nm.
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Posteriormente, las proteinas contenidas en estas fracciones agrupadas fueron
precipitadas con sulfato de amonio y sometidas a una cromatografia de exclusion
molecular en una columna Sefarosa 6B, mediante la cual se obtuvo un nuevo grupo
de fracciones (31-40) que contenia al plasmindgeno (Figura 10). Se realizé una
segunda precipitacion con sulfato de amonio y luego un proceso de didlisis que

permitié obtener el plasmindgeno con alto grado de pureza.
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Figura 10. Perfil de elucién del plasmindégeno de una cromatografia de exclusién
molecular con una columna Sefarosa 6B (dimensiones: 58 cm x 2 c¢m). Las fracciones
agrupadas obtenidas mediante cromatografia de afinidad, fueron precipitadas y sometidas a
una cromatografia de exclusion molecular para obtener un nuevo grupo de fracciones se
sometieron a un proceso de precipitacion y posteriormente de didlisis, que permitié obtener
el plasminogeno puro.

Finalmente, se determind la concentracion de proteinas del plasminégeno y
mediante una electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% en condiciones

desnaturalizantes se constatd la pureza del plasmindgeno. Adicionalmente, se
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corrobor6 que el plasmindgeno fuera activable por el activador estreptoquinasa (SK)

con el uso del sustrato cromogénico para la plasmina.

1.1. Unién de plasminégeno en tres especies de Leishmania: L. mexicana, L.

braziliensis y L. infatum.

Se realizaron ensayos de union al plasmindgeno en las distintas fases de la curva
de crecimiento de tres especies de Leishmania (L. mexicana, L. braziliensis y L.
infantum), basados en el conocimiento previo que los promastigotes en fase
estacionaria y los sometidos a choque térmico constituyen las formas del parasito con
mayor capacidad de union al plasminogeno (Calcagno et al., 2002).

El anélisis de la densidad optica a 600 nm, realizado diariamente del crecimiento
de los promastigotes en medio Schneider a 28°C en agitacion, permitio obtener los
promastigotes en las diferentes fases de la curva de crecimiento: fase exponencial y
fase estacionaria. Adicionalmente, los parasitos en las distintas fases fueron
sometidos a choque térmico durante 12 horas a 32°C, lo que indujo una
diferenciacion de los promastigotes hacia morfotipos conocidos como amastigotes
like, que es la forma mas cercana a los verdaderos amastigotes que constituyen la
forma clinicamente relevante. La union de plasmindgeno de los promastigotes en las
distintas fases de la curva de crecimiento y los sometidos a choque térmico, se
determiné directamente en un ensayo midiendo la actividad plasmina, generada al
activar el plasminogeno con la estreptoquinasa, evidenciandose por la hidrolisis del

sustrato cromogénico, que es especifico para la plasmina.
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1.2. Constante de disociacién (K3) de la union de plasminégeno con las tres
especies de Leishmania.

A las formas de los promastigotes que resultaron tener mayor capacidad de unién
al plasminégeno (promastigotes en fase estacionaria y los sometidos a choque
térmico), se les determind la constante de disociacion o (Kg) con la finalidad de
dilucidar si realmente existen diferencias en la capacidad de unién al plasmindgeno
entre las tres especies de Leishmania, es decir, conocer si los Kq de L. braziliensis y
de L. infantum son iguales o diferentes al K4 reportado para L. mexicana, ademas de
dilucidar si se encuentran dentro del rango fisioldgico de la concentracién de
plasminogeno sanguineo. Para determinar la constante de disociacién, los
promastigotes de Leishmania spp. en fase estacionaria, fueron incubados con
concentraciones crecientes de plasminogeno (0-4 pM), luego sometido a varios
lavados y el sedimento se incubd con €-ACA para disociar el plasmindgeno unido,
posteriormente, al sobrenadante se le afiadid estreptoquinasa y sustrato cromogénico
para medir la actividad plasmina a 405 nm/min. Los resultados obtenidos de la
cinética fueron procesados con el propdsito de realizar las curvas de union para
dilucidar la afinidad de los receptores presentes en la superficie de los parasitos con el
plasminoégeno.

Una vez realizadas las curvas de union plasmindgeno-Leishmania spp., se utilizd
el programa Sigma Plot version 7.0, que permitié realizar una regresion no lineal (con
la ecuacion de una hipérbola) para determinar los valores de Ky y el numero de sitios

de unién por célula para las tres especies de Leishmania (Figura 11, 12 y 13).
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Figura 11. Union del plasmindgeno con los promastigotes de L. mexicana.
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Figura 12. Unién del plasminégeno con los promastigotes de L. braziliensis.
Plg: plasmindgeno.
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Figura 13. Unién de plasminégeno de los promastigotes de L. infantum.
Plg: plasmindgeno.
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En la Tabla IV, se resumen los resultados obtenidos en relacidon a los Ky y las
moléculas de plasmindgeno que puede unir cada parasito en las tres especies de
Leishmania. En este sentido, se puede observar que los Ky se encuentran en el mismo
orden de magnitud (M), es decir no hay diferencias considerables en la capacidad de
union al plasminogeno entre las especies de Leishmania estudiadas, tal como se
muestra en la Tabla I'V. Estos hallazgos sugieren que a pesar de existir diferencias en
relacion a las manifestaciones clinicas, su comportamiento es similar con respecto a

la capacidad de interaccion con el plasmindgeno humano.

Tabla IV. Constante de disociaciéon o Ky de Leishmania spp.

Leishmania | K, (M) Moléculas
plasminégeno/parasito
L. mexicana 2.22 1.98x 10°
L. braziliensis 1.34 0.91x 10°
L. infantum 1.96 03710
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2. Fraccion microsomal obtenida de promastigotes de Leishmania spp en fase

estacionaria.

Los ensayos para determinar la constante de disociacion estan intimamente
relacionados con los receptores de plasmindgeno que se encuentran en la membrana
plasmatica de los parasitos, por lo tanto, una manera de obtener esas fracciones ricas
en membrana, fue realizando un fraccionamiento subcelular por centrifugacion
diferencial como se describié previamente en la seccion de metodologia, con la
finalidad de buscar posibles candidatos receptores en membrana que tengan la
capacidad de unir plasmindgeno.

Mediante el fraccionamiento subcelular por centrifugacion diferencial, se logréd
obtener diferentes fracciones enriquecidas: fraccion nuclear, fraccion granular gruesa
rica en mitocondrias, fraccion rica en glicosomas, fraccion microsomal y el citosol de
las tres especies de Leishmania.

Las fracciones microsomales de Leishmania spp. fueron sometidas a
electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes tal como se
muestra en la Figura 14. Se puede observar un perfil de bandas proteicas similar entre
L. mexicana y L. braziliensis, destacandose la presencia de dos bandas mayoritarias
de 65 kDa y 50 kDa presentes también en L. infantum y una banda minoritaria
cercana a los 28 kDa. Sin embargo, cabe sefialar que el perfil de bandas proteicas en
L. infantum es diferente al de las especies causantes de manifestaciones cutaneas y

mucocutaneas, respectivamente.
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Figura 14. Fracciéon microsomal de las tres especies de Leishmania.

Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS al 12%. PM: marcadores de peso
molecular (kDa), Lm: L.mexicana, Lb: L. braziliensis y Li: L. infantum

2.1. Proteémica de la fraccion microsomal de L. mexicana

Se realizo un andlisis protedmico de la fraccion microsomal de L. mexicana, que
consistié principalmente en un proceso de isoelectroenfoque (primera dimension)
utilizando una tira IEF en un gradiente lineal de pH entre 3-10, mediante el cual se
separaron las proteinas en funcién de su punto isoeléctrico y posteriormente, estas
proteinas fueron sometidas a una electroforesis en segunda dimension que permitio la

separacion de las mismas en funcion de su masa molecular.

En la Figura 15, se puede observar el gel que corresponde al perfil de proteinas
individuales obtenidas de la fraccion microsomal de L. mexicana, sus posiciones

relativas y sus intensidades. Aproximadamente se pueden visualizar 65 spots,
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distribuidos en un rango de masa molecular entre 15 y 50 kDa y en un rango de punto

isoeléctrico que va principalmente desde 3.5 a 7.5.
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Figura 15. Electroforesis Bidimensional de Ia fraccion microsomal de L. mexicana. Gel de
poliacrilamida con SDS al 15%, tira de isoelectroenfoque con un rango de pH 3-10, pI: punto
isoeléctrico, PM: marcadores de peso molecular (kDa). La fraccion microsomal fue sometida a
una electroforesis bidimensional y posteriormente, el gel fue tefiido con Cooomassie coloidal.

En la busqueda de nuevos receptores de plasminogeno en la fraccion microsomal
de L. mexicana, las proteinas individuales obtenidas en la electroforesis
bidimensional fueron transferidas a membranas de polifluoruro de vinilideno (PVDF)
mediante la técnica de Western blotting y luego fueron sometidas a un Ligand
blotting utilizando plasmindgeno como ligando y revelado con el sustrato de la
fosfatasa alcalina. El resultado del Ligand blotting revelado con fosfatasa alcalina, se
muestra en la Figura 16, donde se puede apreciar la presencia de una proteina
individual de moderada intensidad que tiene la capacidad de unir plasmindgeno y que

se corresponde con una masa molecular aproximada de 15 kDa.
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Figura 16. Ligand blotting de la Electroforesis Bidimensional de la fraccion microsomal de L.
mexicana. Gel de poliacrilamida con SDS al 15% , tira de isoelectroenfoque con un rango de pH 3-
10, pI: punto isoeléctrico, PM: marcadores de peso molecular (kDa). La fraccién microsomal fue
sometida a una electroforesis bidimensional y posteriormente a un ligand blotting utilizando
plasminégeno como ligando. La unién de plasmindgeno’ fue revelado mediante un anticuerpo
secundario acoplado a fosfatasa alcalina.
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Figura 17. Ligand blotting de la Electroforesis Bidimensional de la fraccion microsomal de L.
mexicana. Gel de poliacrilamida con SDS al 15% , tira de isoelectroenfoque con un rango de pH 3-
10, pI: punto isoeléctrico, PM: marcadores de peso molecular (kDa). La fraccion microsomal fue
sometida a una electroforesis bidimensional y posteriormente a un ligand blotting utilizando
plasmindgeno como ligando. La unién de plasmindgeno fue revelado mediante la técnica de
quimioluminiscencia con un anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa.
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Adicionalmente, se ensayé el método de quimioluminiscencia para el revelado
del Ligand blotting utilizando peroxidasa, que resultd ser mas sensible, permitiendo
visualizar otras proteinas con capacidad de union al plasmindgeno, entre ellas
enolasa, corroborada por un Western blotting (Figura 17).

En sintesis, el analisis realizado por Ligand blotting utilizando plasmindégeno
como ligando, permiti6 demostrar la presencia de varias proteinas en la fraccion
microsomal de L. mexicana que tienen la capacidad de unir plasmindgeno humano.
Sin embargo, es importante destacar que en todos los ensayos realizados, se visualizd
una proteina de bajo peso molecular que coincide con la misma masa molecular (15
kDa) de la proteina miristoilada pequefia 1 (SMP-1), previamente identificada por
espectrometria de masas en las vesiculas de membranas secretadas por Leishmania
spp (ver capitulo II). En este sentido, con la finalidad de corroborar si ese punto
correspondia a la proteina SMP-1, se selecciond una de las membranas de PVDF que
contenia las proteinas transferidas de la electroforesis bidimensional sometidas al
ligand bloting y a esa membrana se le realizd un “stripping” para remover
anticuerpos y otros ligandos asociados a las proteinas unidas a la membrana. Luego
se logro identificar mediante un Western blotting utilizando el anticuerpo anti-SMP1
que la proteina de bajo peso molecular de 15 kDa con capacidad de unién al

plasmindgeno corresponde a la proteina miristoilada pequefia 1 (Figura 18).
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Figura 18. Western blotting de la fraccién microsomal de L. mexicana obtenida de la
Electoforesis Bidimensional donde se confirma la presencia de SMP-1. Gel de poliacrilamida con
SDS al 15% , tira de isoelectroenfoque con un rango de pH 3-10, pl: punto isoeléctrico, PM:
marcadores de peso molecular (kDa). La fraccién microsomal fue sometida a una electroforesis
bidimensional y posteriormente se realizo un Western blotting, cuya membrana fue incubada con los
anticuerpos policlonales anti SMP-1 y revelado con un anticuerpo secundario acoplado a fosfatasa
alcalina. Este ensayo permitio confirmar la presencia de la proteina SMP-1 en la fraccién microsomal
de L. mexicana.
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DISCUSION

En el presente estudio, los ensayos de union de plasmindgeno en las distintas
fases de la curva de crecimiento de tres especies de Leishmania, permitieron
corroborar que los promastigotes en fase estacionaria y los promastigotes sometidos a
choque térmico, constituyen las formas del parasito con mayor capacidad de unién al
plasminogeno humano. Estos hallazgos coinciden con los reportados previamente por
Calcagno et al.,, 2002, quienes estudiaron sistematicamente la interaccion del
plasmindgeno con los diferentes morfotipos de L. mexicana, destacando la mayor
interaccion con los promastigotes que adoptan formas redondeadas u ovoides con o
sin flagelo visualizadas por inmunotincion. Asimismo, demostraron que los
amastigotes aislados de lesiones de hamster, tienen también la capacidad de unir
plasminogeno (Calcano ef al., 2002).

En el orden de establecer las implicaciones fisioldgicas asociadas con la mayor
capacidad de interaccion de los promastigotes en fase estacionaria y los sometidos a
choque térmico con el plasminogeno en Leishmania spp., se cuentan con evidencias
obtenidas por diferentes investigadores. Mullane y Baker, 1999 sefialaron un
mcremento de la expresion de los receptores de plasmindgeno durante la apoptosis,
sugiriendo un posible rol del plasmindgeno en este proceso celular. Basados en estos
resultados, cabe destacar que los promastigotes en fase estacionaria, son parasitos
envejecidos cuya condicion favorece la transformacion hacia formas infectivas y que
estan sometidos a stress por el agotamiento de los nutrientes, lo que podria inducir en
un gran numero de ellos a un proceso de apoptosis, tal como fue demostrado por

Zangger et al., 2002 en promastigotes en fase estacionaria de L. magjory L. mexicana.
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Por otra parte, el choque térmico también constituye un factor generador de stress en
los promastigotes, cuya respuesta es un mecanismo homeostatico que protege a las
células del efecto deletéreo del incremento de la temperatura y que a su vez induce
apoptosis como fue reportado por Moreira et al., 1996 en promastigotes de L.
amazonensis, al demostrar que los parasitos sometidos a choque térmico presentaron
caracteristicas ultraestructurales y moleculares de células apoptéticas. De acuerdo a lo
planteado anteriormente, seria importante realizar a futuro ensayos que nos permitan
discernir si en éstas condiciones de stress se encuentran subpoblaciones de parasitos
apoptoticos que podrian estar implicados en la unién de plasmindgeno y dilucidar si
les confiere alguna ventaja en potenciar la capacidad de infeccion al hospedador. Otra
posibilidad podria atribuirse a la presencia de promastigotes altamente virulentos en
la fase estacionaria con gran potencial para transmitir la enfermedad, aunado a la
existencia de promastigotes metaciclicos. Esto es muy interesante al analizarlo desde
el punto de vista fisiologico de la interaccion parasito-hospedador, debido a que los
promastigotes metaciclicos constituyen las formas infectivas que inocula el vector en
el hospedador, por lo tanto, una vez que penetran serian capaces de unir
plasminogeno facilitando asi el proceso de invasion y diseminacion. Asimismo, Van
Zandbergen et al., 2006, reportaron que el desarrollo de la Leishmaniasis depende
estrictamente de la presencia de promastigotes apoptoticos en el indculo virulento de
L. major, quienes encontraron una subpoblacién de parasitos apoptoticos
caracterizados por tener forma redondeada, condensacion nuclear y kinetoplasto
hinchado, los cuales indujeron in vitro la secrecién del factor de crecimiento tumoral

beta (TGF-B) mediando el silenciamiento de los macréfagos, conllevando a la
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sobrevivencia de la subpoblacion de los pardsitos virulentos. Resultados similares
fueron reportados por Wanderley et al., 2009 en L. amazonensis, quienes describieron
que existe una cooperacion entre los promastigotes apoptoticos y los promastigotes
metaciclicos, estrategia conocida como mimetismo apoptdtico, el cual desempefia un
papel muy importante en la transmision e incremento de la patogénesis de la
Leishmamasis (Alfonzo ef al., 2008; Wanderley y Barcinsky, 2010; El-Hani ef al.,
2012).

El rol fisiologico de la interaccion de Leishmania spp. con el plasmindgeno aun
no esta claro, debido a que es un parasito intracelular que vive en el interior de los
macrofagos. Una posible explicacion es que cuando el flebotomo infectado pica a un
hospedero susceptible inocula las formas infectivas (promastigotes metaciclicos) y en
el sitio de inoculacién se produce una respuesta inflamatoria como mecanismo de
defensa del hospedero, hay un incremento de la permeabilidad capilar, reclutamiento
de macréfagos y formacidn de una red de fibrina que desfavorece el encuentro de los
parasitos con el macrofago. Luego, los promastigotes con sus receptores de
plasmindgeno presentes en la superficie celular, secuestran el plamindgeno del
hospedero y el t-PA que se encuentra en la piel y activan el plasmindgeno,
transformandolo en plasmina, lo que le va a permitir degradar la fibrina, facilitando el
encuentro con el macréfago. En este sentido, Maldonado et al., 2006, con la finalidad
de demostrar la funcion que desempeiia la union del plasminogeno en L. mexicana,
realizaron ensayos con ratones knock-out para el plasminogeno (plg”), encontrando

que los parasitos se limitaron a focos aislados, tenian menor capacidad de infeccidon y
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se observé depositos de fibrina en el tejido; en contraste, en los ratones controles se
observd un patron disperso de los parasitos.

En el caso de las formas amastigotes en el hospedero mamifero, la posibilidad de
interaccionar con ¢l plasmindégeno humano es en el momento cuando son liberados
del macréfago y en el hospedero invertebrado (flebotomo), Ia union de plasmindgeno
probablemente desempeiia un papel fisioldgico a pesar de que estos pardsitos no
necesitan atravesar el epitelio del intestino del vector, pero si requieren digerir el
coagulo sanguineo y escapar de la matriz peritrofica originada para realizar el proceso
de digestion (Handman, 2000). Por lo tanto, la actividad proteasa derivada del
plasminogeno del hospedero mamifero, localizada en la superficie de los amastigotes
ingeridos por el vector, podria ser utilizada para degradar fibrina y otras proteasas
secretadas.

Por otra parte, en relacion a los ensayos de la constante de disociacion (Ky), se
observé que no existen diferencias considerables entre los Ky determinados en las tres
especies de Leishmania estudiadas, debido a que se encuentran dentro del mismo
orden de magnitud (UM), lo que nos indica que no existen diferencias en la capacidad
de unién al plasmindgeno entre estas especies de Leishmania, sugiriendo que a pesar
de producir manifestaciones clinicas diferentes, su comportamiento es similar con
respecto a la capacidad de interaccion con el plasminégeno humano. Cabe destacar
que en el caso de L. mexicana, el valor de Ky es similar al reportado por Avilan et al.,
2000.

Con la finalidad de buscar nuevos candidatos receptores de plasmindgeno en la

membrana plasmatica, se obtuvo la fraccion microsomal de las tres especies de
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Leishmania. Esta corresponde a una fraccion enriquecida en membranas,
principalmente de membrana plasmatica, reticulo endoplasmatico y aparato de Golg,
visualizandose un patron de bandas proteicas similar entre las especies causantes de
las manifestaciones cutaneas (Figura 14). Al realizar una electroforesis bidimensional
de la fraccion microsomal, se lograron observar proteinas individuales y mediante la
técnica de Ligand blotting se demostré la presencia de proteinas con capacidad de
union al plasminogeno (enolasa y LACK). Adicionalmente, es importante mencionar
que en el estudio realizado en las vesiculas de membrana de L. mexicana, la proteina
con capacidad de union al plasmindgeno detectada en los exosomas, fue identificada
por espectrometria de masas como una proteina miristoilada pequefia (SMP-1), con la
cual se produjeron los anticuerpos policlonales y finalmente, se logro corroborar que
esa proteina de bajo peso molecular (15 kDa) observada inicialmente en los Ligand
blotting obtenidos de los geles bidimensionales de la fraccion microsomal de L.
mexicana efectivamente correspondia a la proteina SMP-1.

En sintesis, las tres especies de Leishmania estudiadas: L. mexicana, L.
braziliensis y L. infantum, son capaces de unir plasmindgeno con la misma afinidad.
En la fraccion microsomal de L. mexicana, se identificaron tres proteinas con

capacidad de union al plasminogeno humano: enolasa, LACK y SMP-1.
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RESULTADOS

CAPITULO II. Estudio de la interaccion del sistema fibrinolitico

con vesiculas de membranas secretadas por Leishmania spp.
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1. Caracterizaciéon de las vesiculas de membrana secretadas

Las vesiculas de membrana secretadas por los promastigotes de L. mexicana
fueron obtenidas por ultracentrifugacion, tal como se describié detalladamente en la
seccion de metodologia. Estas fueron utilizadas en diferentes ensayos con la finalidad
de realizar una caracterizacion de las mismas, abordando aspectos morfolégicos,

bioquimicos y moleculares.

1.1. Morfologia de las vesiculas de membrana secretadas

Las vesiculas de membrana secretadas fueron analizadas por microscopia
electronica de transmision (MET), con la finalidad de evaluar los aspectos
ultraestructurales de las mismas. En la Figura 19, se puede visualizar una poblacién
heterogénea de vesiculas de formas redondeadas, electrondensas, con tamaiios que
oscilan entre 50 a 600 nm, algunas de estas con caracteristicas ultraestructurales
semejantes a los exosomas secretados por diferentes células (Qu et al., 2009,
Duijvesz et al., 2011). Las vesiculas de membrana secretadas fueron obtenidas en el
inicio de la fase estacionaria, sugiriendo que la mayor parte, podrian corresponder a
exosomas, aunque no se descarta que esa heterogeneidad sea debido a la presencia de
vesiculas de otros origenes: microvesiculas de desprendimiento y cuerpos apoptoticos
(Théry et al., 2009, Mathivanan et al., 2010). Adicionalmente, se¢ observaron
estructuras similares a cuerpos multivesiculares (Figura 20), localizadas en el bolsillo

flagelar de los promastigotes de L. mexicana sometidos a un proceso de secrecion.
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Figura 19. Microscopia electrénica de transmision de las vesiculas de membrana
secretadas por L. mexicana. Formas redondeadas, electrondensas y de tamafios
heterogéneos (50-600 nm).
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Figura 20. Microscopia electronica de transmision de promastigotes de L.
mexicana. Se observan cuerpos multivesiculares presentes en el interior del bolsillo
flagelar.
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Asimismo, se logré observar la formacion de wvesiculas brotando o
desprendiéndose de la membrana plasmatica del parasito durante el proceso de
secrecion, tal como se muestra en la Figura 21, estructura con un tamafio superior a

los 1000 nm de diametro.

Figura 21. Microscopia electronica de transmisién de las vesiculas o brotes que
emergen de la membrana plasmaitica, visualizado en promastigotes de L. mexicana.

Los promastigotes de Leishmania mexicana fueron analizados antes y después
del proceso de secrecion, por microscopia electronica de barrido (MEB). El analisis
permitid dilucidar diferencias notorias y evidentes en la morfologia externa de los
parasitos, especificamente, cambios en la superficie después de ser sometidos a un
proceso de secrecion, destacando la presencia de numerosas exovesiculas adosadas a

lo largo de todo el cuerpo; en contraste, a los promastigotes antes del proceso de
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secrecion, los cuales presentaron una superficie lisa a lo largo de todo el cuerpo

fusiforme. Estas diferencias se muestran en las Figuras 22 y 23.

Figura 22. Microscopia electronica de barrido de los promastigotes de L. mexicana
antes del proceso de secrecion.

Figura 23. Microscopia electrénica de barrido de los promastigotes de L. mexicana
después del proceso de secrecion.
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1.2. Purificacion de las vesiculas de membrana secretadas

Se logro la purificacion de las vesiculas de membrana de las tres especies de
Leishmania: L. mexicana, L. braziliensis y L. infantum. Después de someter los
parasitos a un proceso de secrecion en el medio minimo RPMI, sin agitacion a 28°C
durante 24 horas. Posteriormente, después de varias centrifugaciones se colectd el
sobrenadante y se sometid a un proceso de ultracentrifugacion hasta obtener la
fraccion correspondiente a las vesiculas de membrana secretadas.

Las vesiculas de membrana fueron colectadas cuando los parasitos alcanzaron
una densidad 6ptica de 0.9 (inicio de la fase estacionaria), correspondiente a 7 x10°
celulas/ml. El contenido de proteinas obtenido por cada 60 ml de cultivo fue de 40 +
0.12 pg. Para examinar la integridad de los parasitos durante el proceso de secrecion,
se realizaron tinciones con el colorante azul de tripano, evidenciandose una viabilidad
del 98%, lo que permitié indicar que la presencia de proteinas en el sobrenadante del
cultivo, corresponde al producto de un mecanismo de secrecion y no a una disrupcion
de la membrana plasmatica debido a la lisis de los parasitos, sin embargo, no se
descarta que la preparacion contenga vesiculas de diversos origenes.

Con la finalidad de comparar el patron de bandas proteicas de las vesiculas de
membrana secretadas de las tres especies de Leishmania, se realizé una electroforesis
en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes, tal como se muestra en la

Figura 24.
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EP VM EP VM ‘ EP VM

Figura 24. Patrén de bandas proteicas de Leishmania spp. Electroforesis en geles
de poliacrilamida al 12% con SDS. A: L. mexicana, B: L. braziliensis, C: L. infantum.
PM: marcadores de peso molecular (kDa), EP: extracto de parasitos, VM: vesiculas
de membrana, las flechas sefialan las bandas proteicas mayoritarias.

El patron de bandas proteicas de las vesiculas de membrana resultd ser
relativamente similar entre las tres especies de Leishmania, observandose
mayoritariamente la presencia de proteinas en el orden de los 77 y 46 kDa, difiriendo

del patron de bandas proteicas presentes en el extracto de los parasitos.

1.3. Caracterizacion bioquimica de las vesiculas de membrana secretadas

Las proteinas presentes en las vesiculas de membrana de L. mexicana obtenidas
de la corrida electroforética fueron evaluadas por Western blotting con la finalidad de

determinar la presencia de algunas proteinas, entre ellas marcadores de exosomas en

107



diversos organismos en general, receptores de plasmindgeno, proteinas de secrecion
que han sido previamente reportadas y, proteinas de la glicolisis, entre otras. Para
ello, las vesiculas fueron sometidas a electroforesis en condiciones desnaturalizantes
y luego fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa o polifluoruro de vintlideno
(PVDF) e incubadas con diferentes anticuerpos policlonales disponibles en el
Laboratorio de Fisiologia Animal y Enzimologia de Parasitos de la Facultad de
Ciencias de la ULA.

El analisis realizado con los anticuerpos (Figura 25), reveld la presencia de
proteinas que participan en diversos procesos bioldgicos: (i) El factor de elongacion 1
alfa (Figura 25A), asociado con la sintesis de proteinas, constituye un marcador
exosomal en células de mamiferos (Théry et al., 1999, Soo et al., 2012) y también ha
sido reportado en exosomas de Leishmania spp. (Silverman et al., 2010, Lambertz et
al., 2012). (ii) Enolasa (Figura 25B), enzima relacionada con el metabolismo de
carbohidratos ¢ identificada como una proteina de union a plasminogeno en muchas
células y organismos patdgenos, incluyendo a L. mexicana (Vanegas et al., 2007).
(1i1) EI receptor de protein kinasa C activada (LACK), visualizandose una sefial débil
(Figura 25C). Este receptor esta implicado en procesos de transduccion de sefiales, ha
sido obtenido tanto en el secretoma como en el medio condicionado de parasitos del
género Leishmania (Cuervo et al., 2009, Hassani ef al., 2011) y también constituye
un receptor de plasminogeno en L. mexicana (Gémez-Arreaza et al., 2012).
Adicionalmente, se demostro la presencia de dos enzimas importantes de la glicolisis:
fosfoglicerato quinasa (PGK) (Figura 25D) y gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa

(GAPDH) glicosomal (Figura 25E). Otra proteina encontrada en las vesiculas fue la
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glicoproteina 63 (GP63) (Figura 25F), conocida como un factor de virulencia en
Leishmania y como una proteina de secrecion. Es importante sefialar que en el caso
de GP63, se visualizaron dos isoformas en el extracto de parasitos antes del proceso
de secrecion, y una sola forma de GP63 en el extracto de parasitos después del
proceso de secrecion (Figura 25F). También se evalud la presencia de la enzima
glucoquinasa (GlcK), proteina presente exclusivamente en el glicosoma, detectandose

solo en el extracto de los parasitos.

A kDa ||B kDa
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L —_— 32 a0

Figura 25. Western blotting de las vesiculas de membrana de L mexicana revelado con
diferentes anticuerpos de parasitos de la familia Trypanosomatidae.. A: anti-factor de
elongacion 1 alfa de T.evansi, B: anti-enolasa de L. mexicana, C: anti-LACK de
L.mexicana, D: anti-PGKc de 7. cruzi, E: anti-GAPDH de T. brucei y F: anti-GP63 de L.
mexicana. 1: extracto de parasitos, 2: vesiculas de membrana, 3: extracto de parasitos antes
de secretar.
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1.4. Interaccién de las vesiculas de membrana con el plasminégeno humano

Se realizaron ensayos de union in vitro con la finalidad de determinar si las
vesiculas de membrana de L. mexicana tenian la capacidad de interactuar con el
plasminogeno. Para esto, las vesiculas de membrana (0,1 mg) fueron incubadas con
plasminogeno (2 M) durante 2 horas a temperatura ambiente y luego fueron
sometidas a varios lavados con PBS utilizando ultracentrifugacion (Beckman
Airfuge). Se sensibilizaron placas de microtitulacion con las vesiculas previamente
tratadas (2 pg) v la unién de plasmindgeno fue revelada mediante un anticuerpo
primario (anti-plasminégeno) y un anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa. Se
demostro que las vesiculas tenian la capacidad de unir plasmindgeno humano y que
esa interaccion fue inhibida por el compuesto analogo de la lisina conocido como
acido g-aminocaproico (Figura 26), sugiriendo que en la unidn estan involucrados

residuos de lisina.
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Figura 26. Interaccion de las vesiculas de membrana con el plasminégeno en [.
mexicana. PLG: plasmindgeno. PLG+EACA: plasminogenot+ acido epsilon
aminocaproico.
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1.5. Identificacion de un receptor de plasminégeno

En la bisqueda de nuevos receptores de plasmindgeno en las vesiculas de
membrana secetadas, las proteinas obtenidas de la electroforesis fueron transferidas a
membranas de polifluoruro de vinilideno (PVDF) y posteriormente, se realizd un
Ligand blotting utilizando plasmindégeno como ligando. Este permitid revelar la
presencia de varias proteinas que tienen la capacidad de unir plasminégeno (Figura
27), obsevandose principalmente dos bandas proteicas: una de 57 kDa identificada
como enolasa, corroborada por Western blotting y otra banda de mayor intensidad
correspondiente a proteinas no identificadas de bajo peso molecular (15 kDa). La
banda de 15 kDa estd presente en las vesiculas de membrana secretadas por las tres
especies de Leishmania, siendo la seiial mas intensa en L. mexicana y L. infantum

(Figura 28).

Ligandblotting Western blotting
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Figura 27. Ligandblotting y Western blotting de las vesiculas de membrana
secretadas por L. mexicana. 1: vesiculas de membrana, 2: extracto de parasitos. Flecha:
banda proteica de 15 kDa.
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Figura 28. Ligand blotting de las vesiculas de membrana de Leishmania spp. A:
L.mexicana, B: L. braziliensis, C: L. infantum. EP: extracto de parasitos, VM: vesiculas de
membrana, PM: marcador de peso molecular, Flechas: banda proteica de 15 kDa.

1.6. Identificacion por Espectrometria de Masas

La banda proteica de bajo peso molecular (15 kDa) obtenida para las tres
especies de Leishmania, fue cortada del gel y sometida a digestiéon con tripsina para
su analisis por espectrometria de masas, utilizando un espectrometro de masas tipo
Orbitrap (Centro Plate-forme Protéomique, IBiSA Marseille-Protéomique, France).
Una vez obtenidos los pesos moleculares de los péptidos, se realizé la comparacion
de los resultados con la informacion almacenada de las secuencias de proteinas
disponibles en las bases de datos (GenBanK, Swiss Prot, NCBI, EMBL) utilizando el
motor de bisqueda MASCOT (version 2.1, Matrix Science, London, UK.) que
constituye una poderosa herramienta bioinformatica para la identificacion de las

proteinas.
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El anélisis bioinformatico permiti6 identificar diversas proteinas en L mexicana'y
L. infantum, ya que en el caso de L. braziliensis, la banda proteica extraida del gel no
pudo ser analizada debido a su contaminaciéon con queratina. De las proteinas
identificadas, dos correspondian a las proteinas mas abundantes: una Triparedoxina
citosolica (numero de acceso del GenBank GI:157781821, score: 791) y una
Calpaina like cistein peptidasa Clan A de la familia C2, conocida también como
proteina miristoilada pequefia 1 (SMP-1) (numero de acceso del GenBank GI

322491430 y score:394) (Figura 29).

>gi|157781821|gb|ABV72236.1]| Triparedoxina citosolica [Leishmania
donovani)
MSGVSKHLGDVVKLQKQNEMVDTSSLSGKTVFFYFSASWCPPCRGFTPQLVEFY
DKHHVSKNFEHLASWDEEEEDFNGYYAKMPWLALPFEKRNIVEALTKVEKVESIP
TLIGLINADTGEIVTTRARHALTODPEGAQFPWRDE

>gi1322491430|emb|CBZ26701.1| Calpaina-like cistein peptidasa,
Clan CA, family C2 [Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103]
o SMP-1
MGCGASSENGSVTYVNGKPTFVGEEVTKGFEKDNGLLFRIVNRKKRQWAY
YNDTTQYEMHVLVTENEDCDIKALGNTKLEQQENGEWVASLVVYPCETEM
FIEGRVNGFKSKMDALPLSEEYRQROGEKEK

Figura 29. Resultados obtenidos de la Espectrometria de Masas utilizande la
tecnologia Orbitrap. Secuencias de aminoacidos de las proteinas: Triparedoxina citosolica
de L. donovani y Calpaina like cistein-peptidasa clan CA, familia C2 de L. mexicana.

Para realizar la seleccion de una de las proteinas como un posible candidato a ser
receptor de plasminogeno en L. mexicana, se analizaron ambas secuencias. Debido a

que la secuencia de la Triparedoxina citosélica no posee lisina en el extremo
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carboxiloterminal, se realizo un alineamiento de la secuencia de la proteina con los
motivos clasicos de union a plasmindgeno no carboxiloterminales de diferentes
organismos previamente reportados en la literatura con el propésito de verificar la
presencia de alguno de ellos. No se encontrd ninguno de los motivos presentes en
enolasa de diversos organismos patogenos ni en la proteina LACK de L. mexicana,

todos implicados en la unién de plasmindgeno.

Sin embargo, al analizar la secuencia de la proteina miristoilada pequefia 1
(SMP-1), se encontrd que posee un residuo de lisina en el extremo carboxiloterminal,
caracteristica importante de las proteinas ya conocidas que unen plasmindgeno
humano, seleccionandola como un posible candidato a ser receptor de plasminégeno
en L. mexicana. Posteriormente, se procedio a realizar la clonacion, sobreexpresion y
purificacion de la proteina recombinante con la finalidad de corroborar si realmente

SMP-1 es un receptor de plasminogeno presente en las vesiculas de membrana de L.

mexicand.
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2. Amplificacién, clonacién y analisis bioinformatico del gen SMP-1
2.1. Amplificacién y clonacién del gen SMP-1

Con los oligonucledtidos disefiados (Figura 30), se amplificé mediante la técnica
de PCR, el gen que codifica para SMP-1 a partir del ADN genoémico de L. mexicana,
cepa AZV, obteniéndose luego de varios ensayos una unica banda de 361 pb que se

muestra en la Figura 31.

Oligonucleodtido sentido:
5-GCA TAT GGG CTG CGG TGC TTC GT-3°
Rojo: sitio de restriccion > Ndel, T,: 68.1°C, %GC: 60.9

Oligonucleétido antisentido:
5-GGATCC CTACTTTTC CTTCTC CCC CTG ACG CT-3
Azul: sitio de restriccion > BamHI, T,: 72.3°C, %GC: 56.2

Figura 30. Oligonucleétidos diseiiados para amplificar el gen que codifica para la
proteina SMP-1.

Figura 31. Amplificado de SMP-1 obtenido por la técnica de PCR. Gel de agarosa al
1%. PM: marcadores de peso molecular (pb), C+: amplificado del gen LACK (1000 pb),
C-: sin ADN.
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El producto amplificado por PCR fue purificado e insertado en el vector de
clonacion pGEM-T, con el cual fue transformada la cepa E. coli XL1Blue. Las
colonias transformantes obtenidas, fueron reaisladas y sus plasmidos purificados con
la finalidad de confirmar la presencia del inserto mediante los ensayos de digestion
con las enzimas de restriccion BamHI y Ndel (Figura 32). Una vez identificados los
clones que contenian el inserto, se seleccionaron dos clones y posteriormente fueron
enviados para su secuenciamiento. La secuencia obtenida (Figura 33) se utilizé para

realizar los andlisis bioinformaticos.

100
750f
500

250

Figura 32. Digestion del vector pGEM-T con las enzimas de restriccion BamHI y
Ndel. Gel de agarosa al 1%. PM: marcadores de peso molecular (pb), 1: vector
linearizado con BamHI, 2: vector digerido con ambas enzimas.

1 atgggctgeg gtgcttcgtc tgagaacggc agegtcacgt acgtgaacgg caagcccacc
61 tiigtgegte aggaggtgac gaagggcttt gagaaggaca atgggetget. tttccgcatc
‘121 gtgaacagga‘ agaagaggca gtgggcgtac tacaacgaca cgacgcagta cgaaatgcac‘

Figura 33. Secuencia nucleotidica obtenida para el gen SMP-1.
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2.2, Analisis Bioinformatico

El alineamiento realizado con el programa CLUSTALW de las secuencias de
aminoacidos del gen que codifica para la proteina SMP-1 entre diferentes especies de
tripanosomatidios, permitio revelar que SMP-1 es una proteina altamente conservada

en los miembros de la familia 7rypanosomatidae (Figura 34).

L. donovani IDTTOYENH 60
L. infantun CYNDTTOYENH 60
L.najor FDTTOYERH 60
L.braziliensis Hi TNDTTOYERH 60
L.nexicana joiiN RTYHDTTOVERH 60
T.cruzi /] CYEMH 60

TTE

L.donovani 120
L. infantum 120
L.major 120
L.braziliensis 120
L.nexicana 1240
T.cruzi

120

ERGEHLATIVVHPCETENRFIEG
L.donovani

L. infantun
L.major
L.braziliensis
L.mexicana
T.cruzi

Figura 34. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de SMP-1 de L. mexicana
con otros miembros de la familia Trypanosomatidae.

Las secuencias de SMP-1 fueron comparadas utilizando el programa WU-
BLAST, encontrandose que SMP-1 de L. mexicana comparte la mayor identidad con
las SMP-1 de otras especies del género como L. infantum y L. donovani (95%), L.

braziliensis y L. major (92%), y le siguen sus homologos 7. cruziy T. brucei (64%).
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SMP-1 es un miembro de la familia de proteinas miristoiladas pequefias, que
existen solamente en protozoarios de la familia Tripanosomatidae y que comparte
cierta identidad con la region N-terminal (dominio I) de las calpainas de los
kinetoplastidas (Tull et al., 2004). El genoma de Leishmania contiene cuatro genes
localizados en el cromosoma 20 que codifican para esta familia de proteinas
miristoiladas pequefias encontrandose: SMP-1, SMP-2, SMP-3 y SMP-4, las cuales
difieren en el estado de acilacion. SMP-1 esta miristoilada y palmitoilada in vivo,
SMP-2 y SMP-4 solo presentan un motivo de miristoilacion y SMP-3 carece de sitios
acilados (Tull er al., 2012).

Adicionalmente, el programa bioinformatico DELTA-BLAST, disponible en la
base de datos del NCBI, permiti6 dilucidar que la proteina SMP-1 posee en su
secuencia un dominio conservado que se encuentra entre el aminodcido 15y 117,
correspondiente a un dominio de funcion desconocida (DUF 1935), localizado
también en otras proteinas similares a calpainas de tripanosomatidios y en el receptor
tipo adenilato ciclasa a de Leishmania (Geer et al., 2002, Marchler-Bauer et al.,
2011). Este dominio DUF 1935, también ha sido reportado en diversas especies
bacterianas y en proteinas hipotéticas de eucariotes, asi como en calpainas /ike cistein

proteasas.
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2.3. Modelado molecular de SMP-1

Se logro obtener un modelo para la estructura 3D de SMP-1 realizando un
modelaje molecular que se muestra en la Figura 36 con el programa RasMol version
2.6, utilizando como patron la estructura cristalina de la proteina miristoilada
pequeia 1 de L. magjor (PDB ID: 2FEQ), (Gooley et al. 2006). La estructura
secundaria de la proteina corresponde a un mondmero que presenta una estructura
clasica barril p-sandwich con una topologia de remolino, caracterizada
principalmente por 9 laminas beta formando arreglos antiparalelos y 1 a-hélice,
localizada hacia el extremo carboxiloterminal. En la Figura 35 se muestra en color

verde, la lisina que se encuentra en el extremo C-terminal de la proteina.

Figura 35. Modelo tridimensional de la proteina miristoilada pequeiia 1 (SMP-1).
Verde: residuo de lisina localizado en el extremo carboxiloterminal, Rojo: alfa hélice,
Amarillo: laminas beta-plegadas.
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3. Expresion y purificacion de SMP-1

3.1 Subclonaciéon en pET28a+

Después de realizar el secuenciamiento y corroborar que el inserto clonado en el
vector pGEM-T correspondia al gen de interés y que la secuencia se encontraba en
marco de lectura y no contenia codones de terminacién, se procedid a realizar la
subclonacion en el vector de expresion pET28a+. Este sistema de expresion inducible
con lactosa o sus analogos, permite la sobreexpresion de la proteina recombinante con
un péptido que contiene seis histidinas (His)s fusionadas a su extremo N terminal,
facilitando la purificacion de la proteina a través de una cromatografia de afinidad a

metales.

El vector de de subclonacion pET28a+ fue previamente digerido con las mismas
enzimas de restriccion (BamHI y Ndel) utilizadas para la clonacion en el vector de
pGEMT y posteriormente insertado el gen de interés. Para verificar la presencia del
gen SMP-1 se realizaron ensayos de digestion del ADN plasmidico para la liberacion

del inserto de 361 pb.

Adicionalmente, con el plasmido se realizé la transformacién de la cepa de
expresion de E.coli BL21(DE3), que contiene el plasmido pRARE (plasmido que
codifica para los ARN de transferencia de los codones raros de E. coli), porque al
analizar la secuencia de SMP-1, se encontro la presencia de 11 codones raros (Figura

36) que podian interferir en la sobreexpresion de la proteina recombinante.
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ATG GGC TGC GGT GCT TCG TCT GAG AAC GGC AGC
GTC ACG TAC GTG AAC GGC AAG CCC ACC TTT GTG GGT GAG
GAG GTG ACG AAG GGC TTT GAG AAG GAC AAT GGG CTG CTT
TTC CGC ATC GTG AAC AGG AAG AAG AGG CAG TGG GCG TAC
TAC AAC GAC ACG ACG CAG TAC GAA ATG CAC GTG CTG GTC ACC
TTC AAC GAG GAC TGT GAC ATC AAG GCT CTT GGC
AAC ACG AAG CTG GAG CAG CAG GAG AAC GGC GAG TGG GTA
GCC TCC TTG GTG GTG TAC CCG TGC GAG ACG GAG ATG TTC ATT
GAG GGC CGC GTG AAC GGC TTC AAG TCG AAG ATG GAC GCC
CTG CCG CTC TCG GAG GAG TAC CGC CAG CGT CAG GGG GAG
AAG GAA AAG TAG

N°bases = 393
N°codones = 132, N° codones raros=11

Figura 36. Codones raros presentes en la secuencia nucleotidica de la proteina
SMP-1.

Algunas de las colonias transformantes, seleccionadas al azar y reaisladas,
fueron analizadas mediante un PCR de colonia, corroborandose la presencia del gen

SMP-1 en varios clones tal como se muestra en la Figura 37.
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Figura 37. PCR de Colonia. Gel de agarosa al 1%. PM: marcadores de peso
molecular (pb), 1, 2, 4, 5: clones positivos. 3: control negativo.
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3.2. Ensayos de sobreexpresion de la proteina recombinante SMP-1

Se realizaron los ensayos de sobreexpresion de la proteina SMP-1 mediante
induccion con IPTG, observandose al cabo de tres horas la expresion evidente de una
proteina con el peso molecular esperado (15 kDa) tal como se observa en la Figura

38.
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Figura 38. Ensayos de sobreexpresion de SMP-1 con IPTG. Electroforesis en geles
de poliacrilamida con SDS al 15%. PM: marcadores de peso molecular (kDa), Flecha:
indica una proteina de 15 kDa.

Con la finalidad de dilucidar si la proteina SMP-1 se expres6 de forma soluble o
insoluble, las células bacterianas fueron sometidas a un proceso de sonicacion y
posterior centrifugacion para la obtencion del homogenato, encontrandose que la
proteina se expresd parcialmente soluble, una parte en el sobrenadante y otra parte en

el sedimento, tal como se visualiza en el gel de poliacrilamida al 15% en condiciones

desnaturalizantes (Figura 39).
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kDa PM SN Se

Figura 39. Ensayo de solubilidad de SMP-1 con IPTG. Electroforesis en geles de
poliacrilamida con SDS al 15%. PM: marcadores de peso molecular (kDa), SN:
sobrenadante, Se: sedimento, Flecha: indica una proteina de 15 kDa.

Posteriormente, con la finalidad de obtener la proteina SMP-1 recombinante
soluble, se ensayo el método de sobreexpresion por autoinduccion en el medio ZYM-
5052 (Studier, 2005), utilizado principalmente para disminuir la formaciéon de los
cuerpos de inclusion, obteniendo un maximo de la proteina a las 34 horas de cultivo a

temperatura ambiente.

3.3. Purificaciéon de la proteina SMP-1
Para la purificacion de la proteina recombinante se empled una cromatografia de
afinidad a metales, utilizando una columna de afinidad His-link, la cual tiene

acoplada a la resina iones metalicos de niquel divalentes. Se logré obtener la proteina

123



con alto grado de pureza eluyendo con 500 mM de imidazol (Figura 40). El

rendimiento de SMP-1 purificada a partir de un cultivo de 50 ml fue de 35.5 mg.

kDa PM HO Se SN T, T, T, T,
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Figura 40. Perfil de purificacion de SMP-1. PM: marcadores de peso molecular (kDa),
HO: homogenato, Se: sedimento, SN: sobrenadante, Ty: primer eluato, T;: 10 mM
imidazol, T,: 75 mM imidazol y Ts: 500 mM imidazol. Flecha: banda proteica de 15 kDa.
Adicionalmente, es importante destacar que SMP-1 después de su purificacion
y almacenamiento, tiene la tendencia de formar dimeros estables, aun en presencia de
SDS y agentes reductores, y que los dimeros solo fueron capaces de disociarse con
50 mM de DTT durante 1 hora (Figura 41), indicando que la formacion de estos
dimeros son producto de la presencia de puentes disulfuros. La proteina purificada se
utilizo para la produccion de los anticuerpos anti SMP-1 en conejo y para realizar los

diferentes ensayos que involucran la interaccion de SMP-1 con el plasmindgeno

humano.
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Figura 41. Oligomerizacion de SMP-1. Electroforesis en gel de poliacrilamida con
SDS al 15%. PM: marcadores de peso molecular (kDa), 1: Tratamiento con 50 mM de
DTT, 2: sin tratamiento. Flechas: formacion de oligomeros.

3.4. Produccion de los anticuerpos en el conejo

Se produjeron anticuerpos policlonales anti SMP-1 después de haber realizado
un protocolo de inmunizacion de tres meses en conejo, tal como fue descrito
previamente en la metodologia. Una vez obtenido el suero que contiene los
anticuerpos policlonales, se realizd un ensayo de especificidad que se muestra en la
Figura 42, observandose la sefial de SMP-1 en parasitos y exosomas solo cuando fue
revelada con el suero anti SMP-1 y no con el suero pre-inmune, indicando por lo
tanto, que se trata de un reconocimiento especifico y producto de la inmunizacion del

conejo.
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Figura 42. Ensayo de especificidad de los anticuerpos anti SMP-1. Western blotting donde se
observa SMP-1. PM: marcadores de peso molecular (kDa), 1: extracto de parasitos, 2: exosomas.
A incubacién con suero pre-inmune, B: incubacion con los anticuerpos policlonales anti SMP-1.

Ademas se puede observar en la Figura 43, que el anticuerpo anti SMP-1,
permitié corroborar la presencia de la proteina SMP-1 en las vesiculas de membrana
secretadas por las tres especies de Leishmania, visualizandose menos concentrada en

el extracto de parasitos.
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Figura 43. Western blotting revelado con anticuerpos anti SMP-1 de L. mexicana. PM:
marcadores de peso molecular (kDa), 1: vesiculas de membrana de L. mexicana, 2: extracto de
parasitos, 3. vesiculas de membrana de L. braziliensis y 4: vesiculas de membrana de L. infantum.
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3.5. Inmunomicroscopia de Fluorescencia

Se realiz6 un ensayo de inmunofluorescencia (Figura 44) con la finalidad de
corroborar la ubicacion de SMP-1 en los parasitos. Se utilizaron parasitos fijados en
laminas portaobjetos con una solucion de polilisina y luego fueron permeabilizados
con Tritéon X-100. En este caso, para detectar SMP-1 se utilizé un anticuerpo marcado
secundario acoplado a Cy3, compuesto que absorbe luz a una longitud de onda de 550
nm y emite a 570 nm. Como marcador citosélico, se empled la a-tubulina utilizando
un anticuerpo monoclonal anti-a-tubulina y un anticuerpo secundario acoplado a

FITC, que absorbe luz a una longitud de onda de 492 nm y emite a 520 nm.

Figura 44. Inmunofluorescencia de parasitos permeabilizados con anticuerpos anti- SMP1 (rojo)
y anti-a-tubulina (verde). A: anticuerpo anti-o-tubulina, B: microscopia de luz 400X, C: anticuerpo
anti-SMP1. D: control sin anticuerpo primario anti-SMP1.
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En la Figura 44, se puede observar en (A) que la sefial de la tubulina (verde) fue
detectada en todo el cuerpo del parasito como era de esperarse ya que esta proteina
forma parte de los microtibulos del citoesqueleto de los tripanosomatidios, sin
embargo, en (C) puede observarse claramente una intensa sefial de color rojo
correspondiente a la proteina SMP-1, corroborandose que solo se encuentra en el
flagelo y bolsillo flagelar de los parasitos. En el presente ensayo también se
visualizaron los promasigotes de Leishmania con su morfologia tipica mediante
microscopia de luz (B) y se usaron los respectivos controles del expermiento tal como

se muestra en la Figura 44 D.

4. Localizacion de SMP-1 y enoclasa en las vesiculas de membrana

Mediante los ensayos de digestion con proteasas, se demostrd que SMP-1 es una
proteina que se encuentra localizada en el interior de las vesiculas, debido a que al
someter las vesiculas de membranas a digestion con las proteasas: bromelina
(ananase), proteinasa K y tripsina, no ocurrié degradacion de la proteina. Sin
embargo, SMP-1 fue digerida por estas proteasas al solubilizar las membranas con el
detergente Triton X-100 (Figura 45).

Las vesiculas de membrana secretadas por L. mexicana también contienen
proteasas. Esto fue determinado al realizar un zimograma (Figura 46), el cual
permitio visualizar una banda transparente en el gel de poliacrilamida superior a 100
kDa, que estaba presente solo en las vesiculas de membrana y no en el extracto de los

parasitos.
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En relacion a la enolasa, a diferencia de SMP-1, no se pudo conocer su
localizaciéon en las vesiculas de membrana, debido a que la enolasa resultd ser
resistente a la digestion por las diferentes proteasas utilizadas: tripsina, bromelina y
proteinasa K, aun en presencia de Triton X-100. Solamente se observo un cambio en
la movilidad de la enolasa en el gel en presencia del detergente (Figura 47). Sin
embargo, la enolasa recombinante obtenida de L. mexicana y de vesiculas de
membranas secretadas sometidas a tratamiento con tripsina y luego a ebullicion por
10 minutos, previo a la accién de la tripsina respectivamente, si fue digerida,
sugiriendo que la enolasa localizada en las vesiculas de membrana podria estar
asociada a otras proteinas que la protegen de la accion de las proteasas utilizadas

(Figura 47).
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Figura 47. Western blotting de los ensayos de digestion por proteasas de Enolasa en vesiculas
de membrana. PM: marcadores de peso molecular (kDa), 1: Vesiculas de membrana, 2: Vesiculas
de membrana+proteasas,3: Vesiculas de membrana+Tritén X-100, 4: Vesiculas de membrana+Tritén
X-100 + proteasas, 5: enolasa recombinante, 6: enolasa recombinante tratada con tripsina, 7:
Vesiculas de membrana después de ebullicion, 8: Vesiculas de membranas tratadas con tripsina.
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Adicionalmente, es interesante mencionar que la enolasa presente en el extracto
de parasitos resultd ser sensible a la digestion por tripsina, por lo tanto, tiene un
comportamiento diferente a la enolasa presente las vesiculas de membrana (Figura
48). Se puede observar una disminucion de la intensidad de la sefial de enolasa en el
extracto de los parasitos enteros al ser tratados con tripsina, coincidiendo este
resultado con la localizacion dual de esta proteina, localizada tanto en la cara externa

de la membrana plasmatica como en el citosol.
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Figura 48. Western blotting de los ensayos de digestion por proteasas de Enolasa. PM:
marcadores de peso molecula (kDa), 1: vesiculas de membrana + Triton X-100, 2:
Vesiculas de membrana+Tritéon X-100 + proteasas, 3: Vesiculas de membrana+ proteasas, 4:
Vesiculas de membrana.
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5. Interaccion de SMP-1 con el Plasminégeno humano

5.1. Unién de SMP-1 con el plasminégeno

Se realizaron ensayos de union in vitro de la proteina recombinante, utilizando la
técnica de ELISA con la finalidad de conocer si SMP-1 era capaz de interactuar con
el plasminogeno. Después de la sensibilizacion de las placas de microtitulacion con
50 ng de proteina y con concentraciones crecientes de plasminoégeno, se demostré que
SMP-1 une plasminégeno de manera dosis dependiente y saturable con un valor de la
constante de disociacion (K4) de 0.24+ 0.04, valor que se encuentra dentro del rango
fisioldgico de la concentracion de plasmindgeno sanguineo. Adicionalmente, la
interaccion del plasminogeno con las proteinas usadas como controles (caseina y

enzima malica de Phytophthora infestans) resultod ser minima (Figura 49).
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Figura 49. Interaccion de SMP-1 con ¢l plasminégeno humano (PLG):°(SMP-1),

enzima malica de P. infestans recombinante con His-Tag), O (Caseina).
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5.2. Inhibicion de la unién de SMP-1 con €-ACA

En la Figura 50 se muestra que la union de SMP-1 con el plasminégeno fue
inhibida por un compuesto analogo a la lisina conocido como acido €-aminocaproico
(e-ACA) en un 80% y de manera saturable. Esto sugiere que la interaccién de SMP-1

con el plasmindgeno es mediada por sitios de unién a residuos de lisina.
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Figura 50. Inhibicién de la interaccion de SMP-1 con el plasmindgeno por acido -
aminocaproico. Sensibilizacion de la placa con 50 ng de SMP-1, 1 uM de Plg y
concentraciones crecientes de dcido €-aminocaproico (EACA).

5.3. Inhibicion de la union de SMP-1 con carboxipeptidasa B

Se demostréd una inhibicién en un 65% de la interaccion de SMP-1 con el
plasmindgeno en ensayos realizados in vitro con 10 U de carboxipeptidasa B (Figura
51), indicando que el residuo de lisina que se encuentra en el extremo C-terminal de

la proteina SMP-1 si esta involucrado en el reconocimiento con el plasmindgeno.
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Figura 51. Inhibicién de la union de SMP-1 con el plasminogeno humano por

carboxipeptidasa B. PLG: plasminogeno, PLG+CpB: plasminégeno+
carboxipeptidasa B.
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DISCUSION

El analisis realizado por microscopia electrénica de transmision de las vesiculas
de membrana secretadas por los promastigotes de L .mexicana, permitié demostrar
que estas constituyen una poblacion heterogénea de microvesiculas redondeadas con
un tamafio que varia entre 50-600 nm y que difieren en su electrondensidad. Las
vesiculas de membrana secretadas podrian tener diferentes origenes lo cual explicaria
esa heterogeneidad: Ellas podrian derivar de (1) brotes que emergen o se desprenden
directamente de la membrana plasmatica correspondientes a microvesiculas (50-500
nm), (it) ser cuerpos apoptdticos (100-1000 nm) provenientes de células apoptoticas
(Théry et al., 2009, Mathivanan et al., 2010, Gyorgy et al., 2011) y (iit) podrian ser
exosomas (40-100 nm) ya que presentan aspectos morfoldgicos y ultraestructurales
semejantes a los exosomas secretados por diferentes células (Gambin ez al., 2007, Qu
etal., 2009, Duijvesz et al., 2011).

Adicionalmente, se visualizaron estructuras similares a cuerpos multivesiculares
en el bolsillo flagelar de los promastigotes de L. mexicana. El bolsillo flagelar en
tripanosomatidios, constituye el principal sitio donde ocurre el proceso de endocitosis
y exocitosis, ademas de ser la unica region del cuerpo del parasito que no esta
recubierta por microtiibulos subpediculares (Souza, 2009). Estos hallazgos coinciden
con los reportados por Bayer-Santos ef al., 2012, quienes demostraron por
microscopia electronica de transmision en epimastigotes y tripomastigotes
metaciclicos de 7. cruzi sometidos a un proceso de secrecion, la presencia de cuerpos

multivesiculares en el interior del bolsillo flagelar, sugiriendo que estos se fusionan
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con la membrana del mismo con la finalidad de liberar su contenido al medio
extracelular.

En este mismo orden de ideas, Silverman et a/., 2008 demostraron por
microscopia electrénica de barrido, la presencia de vesiculas de 50 nm de didmetro
brotando de la membrana del bolsillo flagelar en promastigotes de L. donovani.
Posteriormente, Silverman et al, 2010, mediante un analisis ultraestructural de las
vesiculas liberadas por promastigotes de L. donovani y L. mexicana, visualizaron
vesiculas con un tamafio de 50 nm y cuerpos multivesiculares brotando o emergiendo
de la membrana plasmatica, indicando que las microvesiculas observadas en
Leishmania spp. poseen todas las caracteristicas comparables con la de los exosomas
y que las vesiculas pueden ser liberadas no solo por el bolsillo flagelar sino por
cualquier parte del cuerpo del parasito.

En el presente trabajo, en relacion al analisis realizado por microscopia
electronica de barrido de los promastigotes de L. mexicana antes y después del
proceso de secrecion, son evidentes los cambios morfoldgicos observados, ya que los
parasitos sometidos a un proceso de secrecion en un medio minimo sin agitacion a 28
°C durante 24 horas, presentaron numerosas exovesiculas adosadas en la superficie de
todo el cuerpo del parasito. Estos resultados son similares a los encontrados por
Hassani et al., 2011, quienes observaron en promastigotes de L. mexicana que los
cambios de temperatura inducen un rapido incremento en la liberacion de proteinas,
la cual esta asociada a alteraciones en la morfologia del parasito, que incluye
principalmente un aumento en el numero de exovesiculas adosadas a la superficie

visualizadas por microscopia electronica de barrido.
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En los ultimos 5 afios, numerosas evidencias experimentales relacionadas con la
secrecion de vesiculas de membrana extracelulares tanto en organismos unicelulares
como multicelulares, han permitido demostrar un nuevo mecanismo de sefializacion
intercelular basado en la liberacion de vesiculas membranosas especializadas
conocidas como exosomas. Estos constituyen una subclase especifica de vesiculas de
membrana secretadas, de origen endocitico, que miden entre 40-100 nm de diametro,
implicados en diversas funciones fisiologicas y patologicas asociadas con la
comunicacion intercelular, (Nickel, 2005, Mathivanan et a/., 2010, Bang y Thum
2012); presentacion antigénica, sugiriendo un rol potencial en la respuesta
inmunologica (Raposo et al., 1996, Théry et al., 2009, Chaput y Théry, 2011);
promoviendo en células tumorales la protedlisis de la matriz extracelular
favoreciendo la metastasis (Rak, 2010, Hood et al., 2011), y en el caso de los
organismos patogenos, las vesiculas estan implicadas en la liberacion de factores de
virulencia, considerado como un mecanismo especializado que favorece el
establecimiento y patogénesis de la infeccion en el hospedador (Torrecilhas et al.,
2012, Lambertz et al., 2012, Hosseini et al., 2013). En este sentido, Silverman et a/.,
2010, demostraron la secrecion de exosomas en Leishmania spp, sefialando a los
exosomas como vesiculas efectoras que contienen proteinas que constituyen factores
de virulencia (FE-1a, CDG63, aldolasa, proteinas de choque térmico 70 y 90, SAcP)
asociados con la comunicacion parasito-macrofago. Adicionalmente, dilucidaron que
el 50% de las proteinas en Leishmania spp. son secretadas a través de los exosomas y
que el proteoma de los exosomas tiene un 50% de similaridad con las proteinas

presentes en los exosomas de los mamiferos. Asimismo, Silverman et al., 2008,
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demostraron que la secrecion de exosomas en Leishmania spp. tiene importantes
efectos inhibitorios tanto en la inmunidad innata como en la inmunidad adquirida
asociados con la infeccién en el hospedador. Por otra parte, es importante sefialar que
existen controversias con respecto a ensayos preliminares de vacunacién con
exosomas de diferentes especies de Leishmania en modelos murinos. En este sentido,
Silverman et al., 2008, demostraron que en cepas de ratones resistentes (C57BL/6),
inoculados con exosomas de L. donovani, se produjo una exacerbacion de la
infeccion, caracterizado por un incremento de la carga parasitaria y de la produccion
de IL-10, citoquina asociada con la supresion de las células T. Sin embargo, en los
mismos modelos murinos inoculados con exosomas de L. donovani HSPlOO‘/', se
indujo una diferenciacion de las células Thl, favoreciendo la resistencia a la infeccion
por Leishmania. En contraste, Schnitzer et al., 2010, realizaron intentos de
vacunacion en modelos murinos con exosomas secretados por células dendriticas
estimuladas con antigenos de L. major, obteniéndose una respuesta inmune protectora
a la infeccion, sugiriendo que podria desarrollarse a futuro una vacuna apropiada, util
como medida profilactica en las regiones de alto riesgo afectadas por Leishmaniasis.
En el presente estudio, la caracterizacion bioquimica realizada a la poblacion de
vesiculas de membrana purificadas de L. mexicana, permitio inferir que estas podrian
corresponder a una fraccién enriquecida de exosomas, al detectar la presencia del FE-
lo, ya que esta proteina constituye un marcador exosomal en células de mamiferos
(Théry et al., 2001, Stoorvogel et al., 2002), aunado a que ha sido reportado en
exosomas y en medio condicionado de Leishmania spp. (Silverman et al., 2010). El

FE-la desempeiia principalmente funciones asociadas con la sintesis de proteinas, sin
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embargo, Nandan ef al., 2002, demostraron en L. donovani que también este factor es
secretado y cumple una funcién adicional al interaccionar y activar la fosfatasa
tirosina 1 del hospedador, conllevando a la inhibicion de la activacion del macrofago
infectado, constituyendo por tanto, un novedoso factor de virulencia en Leishmania.
Adicionalmente, en el presente trabajo se detectd la proteina GP63 en las
vesiculas de membrana de L. mexicana estudiadas. Es interesante destacar que en los
resultados del Western blotting se observaron dos isoformas de GP63 en los parasitos
antes del proceso de secrecion y posteriormente, se visualizé una sola isoforma de
esta proteina, por lo tanto, es evidente que una de esas isoformas fue secretada al
medio después de ser inducidos los parasitos a un proceso de secrecion en un medio
mintmo sin agitacion a 28 °C. Se han identificado dos isoformas de GP63
extracelular: una liberada directamente por protedlisis de la superficie celular con
anclaje GPI y otra secretada via trafico vesicular a través del bolsillo flagelar
(McWire et al., 2001). En ese sentido, Yao et al., 2004, han descrito la presencia de
diferentes isoformas de GP63, las cuales son expresadas diferencialmente durante el
ciclo de vida de los parasitos del género Leishmania, correlacionandose directamente
con la virulencia del mismo. Mediante Western blotting de geles bidimensionales,
lograron la identificacion de diez isoformas en promastigotes en fase estacionaria de
L. chagasi, distribuidas entre 58-63 kDa y puntos isoeléctricos en el rango de 5.2-6.1,
mientras que, en parasitos en fase exponencial, donde se identificaron solo cuatro
isoformas, las cuales en general, pueden desempeiiar diferentes funciones durante la
migracion del parasito en el hospedador mamifero y en el vector. GP63 también

forma parte de las proteinas cargo de los exosomas de Leishmania spp. (Silverman et
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al., 2010), del exoproteoma de L. mexicana cuando los promastigotes son sometidos a
choque térmico (37°C) (Hassani et al., 2011) y encontrada entre las proteinas
excretadas/secretadas en vesiculas liberadas por epimastigotes y tripomastigotes
metaciclicos de 7. cruzi (Bayer-Santos et al., 2013).

La proteina GP63 es una metaloproteasa dependiente de zinc de 63 kDa, la cual
constituye la principal proteina de superficie (75%) expresada en los promastigotes de
Leishmania spp. aunque en menor proporcion en las formas amastigotes, reconocida
como un factor de virulencia clave en Leishmania. Es capaz de modular la respuesta
inmune innata del hospedador a nivel celular y molecular mediante diversas
estrategias: evasion de la lisis mediada por el complemento (Brittingham et al.,
1995), interaccién con el receptor de fibronectina en el macréfago facilitando la
adherencia del parasito (Brittingham et al., 1999), y una vez en el interior del
macrdfago, especificamente en el fagolisosoma, los amastigotes intracelulares son
capaces de sobrevivir y multiplicarse en ese ambiente hostil, gracias a la presencia de
una GP63 proteoliticamente activa (McGWire y Chang, 1994).

Una ventaja adicional que le confiere la GP63 a los parasitos, es que al estar en
contacto con la matriz extracelular del tejido subcutaneo, puede degradar sus
componentes (laminina, fibronectina), facilitando la migracion hacia los tejidos
(McGWire y Chang, 2003). GP63 puede afectar directamente las funciones del
macrofago favoreciendo la invasidn, sobrevivencia, establecimiento y diseminacion
de Leishmania en el hospedador.

En sintesis, GP63 y el FE-1a, no solo forman parte de las proteinas cargo de los

exosomas, sino también se han encontrado en el citoplasma de los macréfagos
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infectados por Leishmania, asi como las proteinas de choque térmico 70 y 90
(Nandan et al., 2002; Silverman et al., 2010). Probablemente su presencia es debida a
la fusion de los exosomas con la membrana plasmatica del macrofago, representando
otra ruta de entrada de estos factores de virulencia al interior de la célula
hospedadora. GP63 y el FE- la, constituyen importantes efectores responsables de
cambios en el fenotipo de las células infectadas por Leishmania. Una vez localizados
en el citoplasma del macrdfago infectado, activan multiples proteinas fosfatasas
tirosinas (PTPs) del hospedador, induciendo una regulacion negativa de la activacion
del macréfago en respuesta al interferon gamma (IFN-y), inhibiendo asi las funciones
microbicidas del macréfago, mediado por el factor de necrosis tumoral o (TNF-a),
oxido nitrico (NO), especies reactivas de oxigeno (ROS), ademas de generar una
respuesta anti-inflamatoria que favorece la persistencia de Leishmania en el
hospedador (Silverman y Reiner, 2012).

En relacion a la caracterizacion bioquimica de las vesiculas de membrana,
también se determiné la presencia de dos proteinas que tienen la capacidad de unir
plasminégeno humano: el receptor de protein kinasa C activada (LACK) y enolasa.
LACK es una proteina considerada como un factor de virulencia que ha sido
reportada en el secretoma, en el medio condicionado (Silverman et al., 2008, Cuervo
et al. 2009, Silverman et al., 2010, Hassani ef al. 2011, Gémez-Arreaza et al. 2012) y
en los exosomas de diferentes especies de Leishmania (Silverman et al., 2010).
Enolasa es una enzima glicolitica que ha sido localizada también en la superficie de
L. mexicana (Vanegas et al., 2007) y en T. cruzi (Almeida et al., 2004), como una

proteina con capacidad de unién al plasminogeno. Constituye ademas un receptor de
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plasminogeno en células de mamiferos y en numerosos organismos patégenos
(Redlitz et al., 1995, Avilan et al., 2011). Es secretada por organismos procariotas,
eucariotas y por diversos tipos celulares (Henderson y Martin, 2011). En parésitos del
género Leishmania, enolasa se ha encontrado formando parte del secretoma y de los
exosomas de L donovani, L. major y L. braziliensis. Estos resultados son similares a
los reportados por Toledo et al., 2012 quienes encontraron que la enolasa presente en
las vesiculas de membrana secretadas por B. burgdorferi constituye un receptor de
plasminogeno.

El hallazgo de las proteinas de union a plasmindgeno humano en las vesiculas de
membrana de L. mexicana, podria constituir una estrategia adicional que utilizan
estos parasitos y que estan asociados al proceso de invasion y establecimiento de la
infeccion en el hospedador. Una vez que las proteinas son secretadas/excretadas
podrian actuar como “minas” ya que tienen la capacidad de unir el plasminogeno del
hospedador mamifero, transformarlo en plasmina, proteasa que le va a permitir la
degradacion de la fibrina y proteinas de la matriz extracelular, facilitando asi el
encuentro del parasito con el macrofago. Todas las proteinas (FE-1a, GP63, enolasa y
LACK) reportadas en las vesiculas de membrana de L. mexicana, también fueron
encontradas en un analisis protedémico realizado recientemente por Bayer-Santos et
al., 2013 en vesiculas de membrana secretadas/excretadas por epimastigotes y
tripomastigotes metaciclicos de 7. cruzi, protozoario de la misma familia
Trypanosomatidae.

Adicionalmente, en las vesiculas de membrana estudiadas de L. mexicana, se

revelo la presencia de dos proteinas involucradas en la glicolisis: GAPDH y PGK,
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resultados que coinciden con los reportados por Silverman et al., 2010 en exosomas
de Leishmania spp. Al igual que la enolasa, GAPDH y PGK son conocidas como
proteinas “moonlighting” (Jeffery, 1999; Henderson y Martin, 2011), porque no solo
participan en procesos metabdlicos como la glicélisis sino que también desempefian
multiples funciones no relacionadas y pueden tener diferentes localizaciones en la
célula. Con respecto a GAPDH, es una proteina localizada en la superficie de muchas
bacteriaé Gram positivas virulentas (Pancholi y Fischetti, 1997; Egea et al., 2007), y
protozoarios como 7. vaginalis (Lama et al., 2009), en el producto de
excrecion/secrecion de trematodos y nematodos patdgenos al hombre (Ramajo-
Hernandez et al., 2007, Gonzalez-Miguel et al., 2013), en los exosomas de
Leishmania spp. (Silverman et al., 2010) y constituye un receptor de plasminégeno
en algunos organismos procariotas (Winram y Lottenberg, 1996; Bergmann y
Hammerschmidt, 2004; Matta ef al., 2010). Asimismo, en algunas bacterias participa
en procesos de sefializacion celular (Pancholi y Fischetti, 1993), modulacion de la
respuesta inmune (Madureira et al., 2007), receptor de transferrina (Modun et al.,
2000), interactia con la fibronectina (Dallo et al., 2002) y es principalmente
reconocido como un factor de virulencia en diversos organismos patogenos
(Henderson y Martin, 2011). En relacion a PGK, ha sido identificada en los exosomas
de Leishmania spp. (Silverman et al., 2010) como un receptor de plasminogeno en
estreptococos oral que forman la placa dental (Kinnby et «/., 2008) y han sido
encontrados en la superficie celular de Streptococcus del grupo B, participando en la
union de la actina celular, sugiriendo que podria estar asociada con la internalizacion

del patogeno a la célula (Burnham et al., 2005). En resumen, aun se desconocen las

143



funciones que podrian desempefiar GAPDH y PGK en las vesiculas de membrana en
L. mexicana, pero es probable que actien en los procesos vinculados con la
interaccion parasito-hospedador.

En el presente estudio se encontré que las vesiculas de membrana intactas de L.
mexicana, tienen la capacidad de unir plasminégeno humano in vitro y esa
interaccién fue inhibida por el acido €-aminocaproico, sugiriendo que en la unién
estan involucrados residuos de lisina. Estos resultados se corresponden con el anélisis
de las vesiculas de membrana de L. mexicana realizado mediante Ligand blotting, el
cual permitié revelar la presencia de proteinas identificadas como receptores de
plasmindgeno: enolasa (57 kDa) y LACK (36 kDa), corroborada por Western blotting
y una proteina de bajo peso molecular (15 kDa), la cual fue identificada por
espectrometria de masa como una proteina miristoilada pequefia 1 (SMP-1), reportada
previamente por Silverman et al., 2010 presente en los exosomas de Leishmania spp.
Por lo tanto, se recomienda realizar posteriormente ensayos para conocer la
contribucién de cada una de ellas en la union de plasmindgeno, aunque, no se
descarta la existencia de otras proteinas con capacidad de union al plasminégeno que
aun no han sido identificadas.

SMP-1 pertenece a una nueva familia de proteinas aciladas que existen solamente
en protozoarios de la familia Trypanosomatidae, caracterizada por estar miristoilada y
palmitoilada in vivo, identificada inicialmente en un analisis proteémico de
membranas resistentes a detergentes en L. major (Tull et al., 2004). Es una proteina
que comparte cierta identidad con la regién N-terminal (dominio I) de las calpainas

de los kinetoplastidas (Ersfeld er al., 2005) y una proteina del citoesqueleto
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(TbCAPS.5) identificada en 7. brucei (Hertz-Fowler et al., 2001). SMP-1 es una
proteina exclusivamente localizada en el flagelo, que se extiende desde el cuerpo
basal hasta el extremo distal del flagelo, no asociada al citoesqueleto. Basado en un
namero estimado de copias (10> copias/célula), es probable que ésta proteina tapice
toda la cara interna de la membrana flagelar (Tull e a/., 2010).

SMP-1 es expresada a altos niveles en las formas promastigotes de Leishmania
spp., sin embargo, no ha sido detectada en las formas amastigotes que contienen un
flagelo corto en el interior del bolsillo flagelar; constituye uno de los primeros
marcadores especificos de la elongacion del flagelo durante la diferenciacion de los
parasitos de amastigotes a promastigotes. En relacion a su funcion, SMP-1 es una
proteina que participa en la biogénesis, elongacidén y funcionamiento normal del
flagelo; experimentos realizados con parasitos knock-out de esta proteina permitieron
visualizar promastigotes inmdéviles, exhibiendo flagelos cortos con movimientos no
controlados en direccion circular y formacion de estructuras aberrantes en la
membrana flagelar (Tull et al., 2009).

El genoma de Leishmania contiene cuatro genes localizados en el cromosoma 20
que codifican para las proteinas miristoiladas pequefias encontrandose: SMP-1, SMP-
2, SMP-3 y SMP-4, las cuales difieren en el estado de acilacion (Tull et al., 2011).
Con respecto a SMP-1, se ha demostrado que la doble acilacion es indispensable para
su localizacién en el flagelo ya que la ausencia del anclaje de miristato y palmitato
previene su asociacion a la membrana flagelar resultando su ubicaciéon en el
citoplasma. SMP-2 posee un motivo de miristoilacion y se encuentra localizada en el

bolsillo del flagelo, SMP-3 carece de sitios acilados; SMP-4 sélo presentan un motivo
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de miristoilacion y se localiza predominantemente en la membrana pelicular. Estas
SMPs difieren de SMP-1, también por presentar secuencias diferentes en su extremo
C-terminal. Aunque las funciones de las proteinas SMPs aun no han sido dilucidadas
y presentan diferentes localizaciones subcelulares, se ha sugerido que las SMPs
podrian estar involucradas en diversos procesos celulares.

En una primera evaluacion de SMP-1 utilizando herramientas bioinformaticas,
no se encontré ninguno de los motivos internos clasicos de unidén a plasmindgeno
previamente reportado en la literatura, sin embargo, al analizar su secuencia de
aminoacidos, se observo que SMP-1 posee un residuo de lisina en el extremo
carboxiloterminal, caracteristica importante reconocida de las proteinas de union a
plasmindgeno humano, sugiriendo un nuevo candidato a ser receptor de
plasmindgeno en L. mexicana. Aunque el analisis estructural sugiere que SMP-1
podria ser un receptor de plasmindgeno, también es importante que la proteina en su
conformacion nativa sea capaz de unir plasmindgeno con una afinidad tal que la
unidén ocurra a concentraciones fisioldgicas de plasmindgeno. Con la finalidad de
corroborar éstas afirmaciones que constituyen caracteristicas importantes de las
proteinas que son receptores de plasmindgeno, SMP-1 fue clonada y sobreexpresada
en un sistema de expresion heterdlogo en E. coli, obteniéndose la proteina
recombinante pura y en forma soluble (SMPIr). Después de su purificacion y
almacenamiento se observo que la proteina recombinante tiene la tendencia de formar
dimeros estables, aliin en presencia de SDS y agentes reductores, lo que sugiere que

SMP-1 podria estar asociada a la formacion de oligémeros in vivo (Tull et al., 2010).
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La obtencion de la proteina SMP-1 en forma soluble permitié la produccion de
los anticuerpos policlonales que fueron utilizados para diferentes ensayos de
ubicacion subcelular e inmunomicroscopia. Se corroboré mediante Western blotting,
la presencia de SMP-1 en el extracto de los parasitos y en los exosomas de las 3
especies de Leishmania, observandose mayormente concentrada en éstas
microvesiculas. Adicionalmente, los ensayos de inmunofluorescencia realizados en
promastigotes permeabilizados de Leishmania spp., permitié confirmar que SMP-1
constituye principalmente una proteina flagelar, tal como habia sido previamente
descrita por Tull et al., 2004.

Los ensayos de interaccion SMP1r-plasmindgeno demostraron que esta proteina
es capaz de unir plasminégeno in vitro, con una constante de disociacion (K,) de 0.24
uM, valor que resultd ser inferior a la concentracion fisiologica del plasminogeno
sanguineo (2 uM), indicando una alta afinidad de la proteina recombinante por su
ligando. A pesar de que SMP1r no se encuentra en su conformacion nativa por la
presencia adicional de una cola de histidinas (‘MGSSHHHHHHSSGLVPRGSH?’) en
su extremo N-terminal que podria afectar de forma negativa o positiva la capacidad
de union al plasmindgeno, se demostro utilizando otra proteina control (enzima
malica de Phythophthora infestans con His-Tag) que este factor no interfiere en la
interaccion y ademas es poco probable por la ausencia de residuos de lisina. El
ensayo de inhibicidon con acido g-aminocaproico, reveld que la union es especifica y
mediada por residuos de lisina. Adicionalmente, se demostré que el residuo de lisina

(K) presente en el extremo carboxiloterminal de SMPIlr, estd implicado en el
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reconocimiento de la interaccion con el plasmindgeno al evidenciar una inhibicion del
65% de la union mediante el tratamiento con carboxipeptidasa B.

El tratamiento con diferentes proteasas permitié demostrar que SMP-1 se
encuentra en el interior de las vesiculas de membrana de L. mexicana, es decir, que
no esta expuesta en la superficie de las vesiculas; estos resultados coinciden con los
reportados por Tull et al., 2004 donde sefialan que SMP-1 esta localizada tapizando
toda la cara interna de la membrana flagelar en L. major. Al igual que enolasa, SMP-
I no tiene ningun péptido sefial (secuencia de importacion a membrana) que podria
explicar su presencia en las vesiculas, pero ha sido demostrado que SMP-1 es una
proteina que estd miristoilada y palmitoilada, lo que le permitiria su anclaje en la
membrana del flagelo. Hasta el momento no se ha dilucidado s1 SMP-1 es una
proteina que solamente esta presente en las vesiculas secretadas formadas por
desprendimiento de la membrana del flagelo o si es exportada hacia las vesiculas. En
este sentido, Silverman et al., 2010 han observado vesiculas brotando o emergiendo
del flagelo de Leishmania spp. En general, aun no estan claros los mecanismos de
trafico proteico hacia las vesiculas de membrana secretadas, sin embargo, se conoce
que diversos anclajes a la membrana plasmatica como el miristato y palmitato,
permiten que ciertas proteinas citoplasmaticas altamente oligoméricas se localicen en
vesiculas secretadas en una linea de células T (Shen et a/., 2011).

Las proteinas de unién a plasmindgeno secretadas en las vesiculas de membrana,
podrian estar implicadas en la diseminacion de los patdégenos en el hospedador; ya
que el plasmindgeno unido puede ser activado fisiologicamente por el t-PA o

uroquinasa del hospedador, transformandolo en plasmina, serin proteasa que favorece
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la degradacion de la fibrina, matriz extracelular y activacion de metaloproteasas (Sun,
2006; Bergmann y Hammerschmidt, 2007). Esto ha sido observado en vesiculas
secretadas por células tumorales, las cuales poseen una actividad fibrinolitica
dependiente del plasmindgeno debido a la presencia del complejo uroquinasa y su
receptor en la superficie celular, lo que podria favorecer la invasion de las células
tumorales (Ginestra et al., 1997). Asimismo, vesiculas que brotan de la membrana
celular de células endoteliales estimuladas, promueven la conversion del
plasmindgeno en plasmina, ya que expresan uroquinasa y su receptor en la superficie
celular, un mecanismo utilizado en la modulacién de la angiogénesis (Lacroix et al.,
2007).

Aunque uno de los requisitos para que una proteina desempefie la funcion de ser
un receptor de plasmindgeno, €s su ubicacion en la cara externa de la membrana
plasmatica, en el presente estudio, la localizacion de SMP-1 en el interior de las
vesiculas de membrana de L. mexicana contrasta con esta caracteristica. No obstante,
se podria especular que cuando las vesiculas son secretadas pueden sufrir una ruptura
liberando su contenido al medio extracelular (Cocucci et al., 2009) y en el caso de
SMP-1 podria permanecer unida a fragmentos de membrana por la presencia de
anclajes y unir plasmindgeno.

Enolasa fue la otra proteina de unién a plasmindgeno encontrada en las vesiculas
de membrana de L. mexicana. Esta es una proteina que tiene una localizaciéon dual en
parasitos de L. mexicana; ha sido previamente reportada tanto en el citosol como en la
cara externa de la membrana plasmatica (Quifiones et al., 2007). En este sentido,

como se ha descrito que las vesiculas secretadas tienen la misma orientacion de la
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membrana de la célula donadora (Théry et al., 2009), por lo tanto, se presume que la
enolasa se encuentra en el interior y en la superficie de estas vesiculas. Sin embargo,
en el presente estudio se demostré que la enolasa presente en las vesiculas de
membranas secretadas en L. mexicana exhibe un comportamiento diferente a la
enolasa presente en los pardsitos, ya que resultd ser resistente a la digestion por
diferentes proteasas. Estos hallazgos sugieren que la enolasa localizada en las
vesiculas de membrana secretadas podria estar asociada a otras proteinas que la
protegen de la accion de estas proteasas, tal como ha sido demostrado en 7. cruzi,
donde la enolasa citosolica forma parte de un complejo multiproteico donde
interactuan al menos cinco proteinas: p45, p57, p61, p64 y p75 (Domingo-Sananes,
2004). De estas cinco proteinas, pS57 fue detectada en los exosomas de L. mexicana.
La resistencia de enolasa a la degradacion por proteasas difiere con el resultado
reportado por Toledo ef al., 2011, quienes encontraron enolasa en la cara externa de
la membrana de las vesiculas secretadas por B. burgdorferi sensible a la degradacion
proteolitica por proteinasa K.

En sintesis, de este trabajo se desprende que las vesiculas de membrana
secretadas por los promastigotes de L. mexicana bajo la influencia de una diversidad
de microambientes celulares, tienen proteinas receptores de plasminogeno con la
capacidad de unir plasminogeno, las cuales pueden actuar como “torpedos” o “minas”
al adquirir actividad proteolitica por el secuestro de algunos componentes del sistema
fibrinolitico del hospedador, lo que facilita el avance de los parasitos a través de la

fibrina y la matriz extracelular, promoviendo asi el encuentro con los macrofagos
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(Figura 52), por lo tanto, los receptores de plasmindgeno podrian constituir nuevos

factores de virulencia que forman parte del mecanismo patogénico de Leishmania.

Figura 52. Esquema de interaccién de Leishmania mexicana con el sistema
fibrinolitico. Tanto los parasitos como las vesiculas secretadas por estos protozoarios
interactian con el plasmindgeno. Después de la activacion del plasmindgeno, la
plasmina formada es capaz de degradar fibrina y matriz extracelular.

): exosomas / : promastigotes

fibrina 9 . amastigotes
ey
zﬁ} : macréfagos
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CONCLUSIONES

1. En las vesiculas de membrana secretadas y en la fraccion microsomal de
Leishmania spp. se identificaron tres proteinas con capacidad de union al
plasminégeno: Enolasa, LACK y SMP-1. La presencia de receptores de
plasminégeno en las vesiculas de membrana secretadas por Leishmania spp.,
podrian constituir nuevos factores de virulencia que probablemente forman parte

del mecanismo patogénico de Leishmania.

2. La proteina SMP-1 es capaz de interactuar con el plasmindgeno humano a través
de una lisina carboxiloterminal, con una constante de disociacion de 0,24 uM que

se encuentra dentro del rango fisiol6gico de la concentracion de plasmindgeno.

3. Leishmania braziliensis'y Leishmania infantum, al igual que Leishmania

mexicana, también tienen la capacidad de unir plasmindégeno humano.

4. La inhibicion de la interaccion parasitos-plasmindégeno por el &cido &-
aminocaproico, pone de manifiesto que en la unién estan involucrados residuos

de lisina.
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PERSPECTIVAS

Para complementar el presentre trabajo de investigacion, se propone realizar

a futuro los siguientes ensayos:

1. Separar las subpoblaciones de vesiculas de membrana secretadas por
Leishmania spp. con la finalidad de obtener las fracciones correspondientes a

las microvesiculas, exosomas y cuerpos apoptoticos.

2. Realizar una caracterizacion fisica y bioquimica de cada una de las
subpoblaciones de vesiculas de membrana purificadas en Leishmania spp. en

la busqueda de marcadores utiles en la identificacion de las mismas.

3. Identificar otros receptores de plasmindgeno en las vesiculas de membrana

secretadas de Leishmania spp.
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