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RESUMEN

La leishmaniasis es una enfermedad tropical causada por el parasito de Leishmania,
este presenta dos estadios: promastigote y amastigote, siendo este Ultimo el causante
de la enfermedad en el hospedero mamifero. En estudios previos se ha descrito en
Leishmania un estado de quiescencia en el estadio de amastigote. La quiescencia es
clinicamente relevante porque permite a los patdégenos persistir en el hospedero y
reactivar la enfermedad afios después de la cura clinica. Por ello, es importante
entender este estado en Leishmania. La identificacion de marcadores genéticos
permitira entender el estado de quiescencia del parasito y a largo plazo plantear
estrategias para el control de la enfermedad. Sin embargo, se reportd que existen
poblaciones heterogéneas, compuestas por células quiescentes con nula replicacion y
otras semi-quiescentes con baja proliferacion, lo cual representa un problema para

estudiar quiescencia en Leishmania.

En este estudio se desarrollé un modelo in vitro en condiciones de hipoxia y con baja
disponibilidad de nutrientes en el estadio amastigote de la especie Leishmania
mexicana el cual permite obtener una poblaciéon predominantemente quiescente. Este
nuevo modelo permitid identificar marcadores de quiescencia en dos niveles: a nivel
de transcritos mediante RT-qPCR donde se identific6 a Ama8A, Ama34D y DRBD3 y a
nivel de proteinas, mediante ensayos de electroforesis bidimensional se propone a las

proteinas ribosomales RPL7/L12, RPL2 y RPS4.

Palabras clave: Leishmania, quiescencia, RT-gPCR, geles bidimensionales



ABSTRACT

Leishmaniasis is a tropical disease caused by the Leishmania parasite, it has two stages:
promastigote and amastigote, the latter being the cause of the disease in the
mammalian host. In Leishmania, a state of quiescence was recently described in the
amastigote stage. Quiescence is clinically relevant because it allows pathogens to
persist in the host and reactivate disease years after clinical cure. Therefore, it is
important to understand this state in Leishmania. The identification of markers will
allow a better understanding of the quiescence and, in the long term, propose
strategies for the control of the disease. However, it was reported that there are
heterogeneous populations, composed of quiescent cells with no replication and other
semi-quiescent cells with low proliferation, which represents a problem to study

quiescence in Leishmania.

In this study, an in vitro model was developed under hypoxic conditions and with low
nutrient availability in the Leishmania mexicana species, which allows obtaining a
predominantly quiescent population. This new model allowed the identification of
quiescence markers at two levels: at the level of transcripts by means of RT-qPCR,
Ama8A, Ama34D,, DRBD3 were identified and at the protein level, by means of two-

dimensional electrophoresis assays, were proposed RPL12/L7, RPL2 and RPS4.

Keywords: Leishmania, quiescence, RT-qPCR, two-dimensional gels



INTRODUCCION

Leishmaniasis

La leishmaniasis es una enfermedad tropical presente en 97 paises, asociada con la
desnutricidn, poblaciones que viven en areas tropicales, viviendas deficientes, sistema
inmunoldgico débil y falta de recursos. A nivel mundial se estima que cada afio se
producen aproximadamente 1.5 a 2 millones de casos nuevos y 70 000 muertes (1). En
el Perq, la leishmaniasis es la segunda enfermedad endémica mas frecuente de tipo
tropical y la tercera causa de morbilidad por enfermedades transmisibles luego de
malaria y tuberculosis (2). En el Perd, cada afo se han reportado en promedio 6000
casos en los ultimos cinco afios de los cuales el 92% fueron casos de Leishmaniasis

cutanea y el 8% de leishmaniasis mucocutanea (3).

La leishmaniasis es causada por el parasito intracelular de la familia Tryponosomatidae
del género Leishmania. Esta enfermedad se transmite a los humanos por la picadura
de un mosquito del género Phlebotomus en el Viejo Mundo y Lutzomyia en el Nuevo
Mundo, el cual alberga en la probdscide una forma flagelada del parasito Ilamado
promastigote. Una vez que los promastigotes se depositan por regurgitacion en el
tegumento del huésped ingresan a las células fagociticas locales donde se transforman
en una forma no flagelada redondeada llamada amastigote, que se reproduce por

fision binaria e invaden nuevas células (4).

En el humano, la infeccidon por el amastigote de Leishmania causa diferentes formas
clinicas segun la especie y la relacién parasito-hospedero, que incluyen leishmaniasis
cutanea, mucocutdnea y visceral. La leishmaniasis cutdnea es la forma mdas comun de
leishmaniasis y se caracteriza principalmente por la presencia de Ulceras redondeadas
con bordes nodulares (lesiones cutaneas) en areas del cuerpo expuestas a picaduras de
mosquitos y puede curarse espontaneamente. La Leishmaniasis mucocutanea causa

invasion y destruccion de la mucosa nasofaringea. Las lesiones comienzan
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generalmente en la mucosa nasal y se extienden a la mucosa oral y faringea, la laringe,
la piel de la nariz y los labios y en casos extremos puede causar la muerte. La
leishmaniasis visceral se caracteriza por el agrandamiento del higado y bazo, anemia,

fiebre y pérdida de peso y en ausencia de tratamiento puede causar la muerte (1).

La Leishmania mexicana, perteneciente al subgénero Leishmania, es responsable de la
forma clinica de leishmaniasis cutdnea localizada (LCL) y leishmaniasis cutanea difusa
(LCD). Las lesiones LCL ocurren en areas expuestas a la picadura del mosquito, cuando
la oreja es afectada, la lesidn resulta en mutilaciones en forma de hendidura. Este tipo
de lesiones presentan Ulceras que pueden sanar espontdneamente de 2 a 6 meses o
incluso durar por 15 o 20 aiios (5). Los pacientes pueden recaer con formas mas leves
o agresivas, que conllevan a la reapertura de la lesién. La LCD se caracteriza por la
ausencia de respuesta inmune frente a los antigenos del parasito, lo cual permite la
diseminacion de las lesiones por toda la piel, pudiendo afectar las membranas
mucosas. Si se afectan las mucosas orofaringeas y/o nasofaringea, los nddulos pueden
ocasionar un bloqueo de las vias respiratorias. Esta forma clinica no presenta

resolucién espontdnea y es dificil de tratar (6).

Persistencia de Leishmania como un problema de salud publica

La persistencia es una caracteristica exhibida por una subpoblaciéon de organismos de
permanecer viables por un largo tiempo en células especificas del hospedero y es
caracterizado por un crecimiento lento junto con la capacidad de sobrevivir a algin
tratamiento (7). Se ha demostrado la persistencia del pardsito Leishmania después de
la cura clinica (8). Por ejemplo, en individuos que tuvieron lesiones cutaneas, se
detectd mediante técnicas sensibles como la reaccidon en cadena de la polimerasa
(PCR) DNA especifico de Leishmania en las cicatrices de las lesiones y en algunos casos
los parasitos persistentes pueden producir la reactivacion de la enfermedad e incluso
desarrollar formas agravadas de la enfermedad (9). Por ejemplo, en Leishmania

braziliensis, la infeccion primaria que causa leishmaniasis cutdanea puede reactivarse y



desarrollarse como leishmaniasis mucocutanea, la cual presenta lesiones mutilantes a

nivel de las mucosas (10).

La persistencia de Leishmania se ha convertido en un problema de salud global
importante ya que pueden servir como reservorio de transmision (11). Se calcula que
existen alrededor de 120 millones de infecciones asintomaticas y se ha estimado que
alrededor del 33% de los pacientes con leishmaniasis cutdnea pueden recaer, o la
lesion cicatricial puede reabrirse, presentando caracteristicas similares o mas graves a

las del episodio original. (1)

Quiescencia en Leishmania

La quiescencia es un estado reversible de baja o nula proliferacién y actividad
metabdlica reducida (12). Algunos patégenos como Mycobacterium tuberculosis (13) y
Plasmodium vivax (14), utilizan la quiescencia como un mecanismo de persistencia en
el huésped. Mycobacterium tuberculosis es capaz de reducir su estado metabdlico,
niveles de ATP y replicacién entrando a un estado de quiescencia que es resistente a la
defensa del hospedero, y diversos tipos de estrés (13). Por otro lado, Plasmodium
vivax, parasito causante de la malaria presenta estadios quiescentes en su ciclo de
vida, llamados hipnozoitos, que son conocidos por su asociacidon con recaidas en

infecciones de malaria en humanos (14).

En tres estudios recientes se ha propuesto que los amastigotes de Leishmania entran
en un estado quiescente, que podria en parte explicar la persistencia del parasito y
reactivacion de la Leishmaniasis. En el primer estudio, utilizando marcaje con agua
pesada, se demostro que la tasa de replicacion de amastigotes en lesiones murinas de
la especie L. mexicana es lenta, y que la sintesis de RNA, lipidos de membrana vy
recambio proteico son bajas (15). En el segundo estudio, utilizando incorporacién con
bromodeoxiuridina, se demostré que un porcentaje de la poblacién de amastigotes
(39%) de la especie de L. major posee una tasa de replicacidn baja o nula (11). El tercer
estudio demostré que, en los amastigotes de la especie de L. braziliensis existe una

reduccion de la replicacidon, ATP intracelular, proteinas ribosomales, RNA ribosomal y
8



una disminucion en la sintesis aminodcidos (16). Por lo tanto, de las tres lineas de
investigacion queda claro que los amastigotes de Leishmania pueden mostrar bajas

tasas de proliferacidn, un nivel bioenergético y metabolismo reducido.

La disminucién del RNA ribosomal 18S es una caracteristica de quiescencia encontrada
en otros organismos (17, 18, 19) y reportado en el 2017 en Leishmania (16). Esta
disminucion esta asociada con una baja en la tasa biosintética de la célula al ser un
componente esencial para el funcionamiento del ribosoma. Por ello, para monitorear
el estado de quiescencia en amastigotes, fue desarrollado un biosensor basado en la
expresion de rRNA 18S. Este biosensor consiste en la insercién de un gen reportero, la
proteina verde fluorescente (GFP), que se expresa por un promotor del RNA ribosomal
GFPr (GFP ribosomal). De esta forma la expresién de rRNA puede ser cuantificado, a
nivel de individuo por citometria de flujo en la transicion de promastigote a amastigote
(20). Este biosensor fue validado en un estudio previo en diferentes estadios de L.
braziliensis y L. mexicana para monitorear la capacidad de los pardsitos de entrar a
quiescencia al asociar la disminucion de rRNA 18s con una baja en la tasa de

replicacion medida por la incorporacion de BrdU (20).

En Leishmania se reporté la existencia una poblacidon heterogénea, donde coexisten
amastigotes que se encuentran en un estado de semi-quiescentes, con baja tasa de
replicacion y otros quiescentes con replicacion no detectable o nula (11,20). Esta
heterogeneidad representa un problema para la caracterizacion molecular del estado
guiescente, por lo que para estudiar este estado es necesario desarrollar un modelo en

el cual toda la poblacién o la mayoria sean quiescentes.

Modelos de estudio del amastigote

Para estudiar el amastigote es posible recuperar amastigotes intracelulares de
macrofagos intraperitoneales de las células del hospedero. Sin embargo, para la
busqueda de marcadores moleculares este procedimiento es un reto debido a la

relativa poca cantidad de amastigotes intracelulares que se pueden recuperar (21). Por



ello, se utilizan cultivos in vitro de amastigotes axénicos. Estos son cultivos en donde se
induce la diferenciacién de promastigote a amastigote al incrementar la temperatura y
disminuir el pH en un medio imitando las condiciones dentro del macréfago del
hospedero mamifero (22). Aunque actualmente es el modelo de diferenciacién
aceptado para el estudio del amastigote de Leishmania, se ha reportado
comportamientos diferentes al amastigote intracelular. En el contexto de quiescencia,
mediante citometria de flujo observaron que en L. braziliensis si bien los amastigotes
axénicos presentan una disminucion de la expresion de GFP ribosomal (GFPr) de ~6
veces menos respecto al promastigote estacionario, la expresion de GFPr en
amastigotes intracelulares resulta en una disminucidn drdstica de ~58 veces menos

(20).

Aunque el amastigote axénico es una herramienta util para estudiar el proceso de
diferenciaciéon de promastigote a amastigotes, existen muchos otros factores que
influyen en el comportamiento del pardsito dentro del macrdéfago, tales como la
respuesta inmune del hospedero, cambios en la disponibilidad de nutrientes y en la
disponibilidad de oxigeno, etc. La disponibilidad de nutrientes y oxigeno resultan de
especial interés debido a su correlacién con el estado de quiescencia. Por ejemplo, las
levaduras entran en un estado quiescente por la limitacidn de nutrientes esenciales
(12). Ademas, se ha establecido un modelo in vitro de quiescencia en fibroblastos
dérmicos humanos neonatales mediante la privacidon de una fuente de nutrientes en el
cultivo como el suero fetal bovino (23). Por otro lado, se ha descrito que existen
factores inducibles por hipoxia que promueven un estado de quiescencia, por ejemplo,
en Mycobacterium tuberculosis se ha descrito que el factor de transcripcién DosR,
promueve el arresto de crecimiento y sobrevivencia en un ambiente con bajo niveles
de oxigeno (24). Por ello, en este estudio se plantea por primera vez, en nuestro
conocimiento, el cultivo en condiciones de limitacién de nutrientes e hipoxia el cual

consideramos debe ser un modelo mas aproximado para el estudio del amastigote
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Marcadores de quiescencia en Leishmania

Un marcador molecular es un gen, transcrito o proteina, o un conjunto de estas
moléculas que indica la presencia de una caracteristica en una muestra. El Unico
marcador de quiescencia que existe en Leishmania es el biosensor de GFP-18S rRNA,
pero este es un marcador negativo debido a que estd subexpresado en células
quiescentes (20). Para una mejor caracterizacion del estado de quiescencia es
importante identificar marcadores positivos, es decir, aquellos que se expresen
preferentemente en células quiescentes y posteriormente desarrollar nuevos sistemas

de biosensores.

La identificacién de marcadores de quiescencia es un paso importante para entender
esa condicion en Leishmania y a largo plazo plantear estrategias para el control de la
enfermedad. Estos estudios se deben realizar a nivel transcripcional y traduccional,
debido a que Leishmania posee ciertas peculiaridades en la regulacion de la expresion
genética (25). Los genes que codifican proteinas se transcriben en policistrones de 10 a
100 genes, que luego son procesados por trans-splicing y poliadenilacidn para generar
transcritos de mRNA maduros para la traduccién (26). A diferencia de la mayoria de los
organismos, donde algunos RNA mensajeros estan sujetos a un control transcripcional
mediado por factores de transcripcién que controlan la expresiéon genética por su
unidon a promotores, en Leishmania el control de expresidon es minimo. Solo el 0.2% a
5% de los transcritos se expresan diferencialmente entre estadios dependiendo de Ila
especie (27). Por ello, se postula que la regulaciéon de la expresion genética debe

ocurrir principalmente a nivel postranscripcional y traduccional.

Marcadores de quiescencia a nivel de RNA mensajero

Si bien la mayor parte de la regulacion de la expresién genética ocurre principalmente
a nivel postranscripcional, la identificacién de RNA correspondiente a genes especificos
de estadio es una primera aproximacién para identificar marcadores de quiescencia.

Esto se puede lograr utilizando técnicas como RT-gPCR, la cual permite la deteccidn,

11



cuantificacién rapida y de alto rendimiento de varios genes de interés en diferentes

condiciones.

En la RT-qPCR es crucial considerar variaciones experimentales como la cantidad vy
calidad de material de partida, la forma de extraccién de RNA y las eficiencias de
transcripcion reversa y PCR. Por ello, es esencial normalizar los resultados de expresion
obtenidos con un control interno denominado gen de referencia (28, 29). Estos genes
son aquellos que se requieren para el mantenimiento de las funciones celulares
basales y se expresan de manera casi constante a lo largo del ciclo de vida del
organismo (30, 31). En la base de datos de los Kinetoplastidos Tri TrypDB (32), el gen
DRBD3, una proteina de unién a RNA, se expresa constitutivamente entre las etapas
del ciclo de vida de L. major y tiene una variacion de secuencia minima entre las
especies. Los experimentos de RNA-seq tanto en L. major como en L. amazonensis han
demostrado poco o ninglin cambio en la expresidn de este gen entre los estadios (33).
Otro gen expresado constitutivamente en todos los estadios en L. major es N-
miristoiltransferasa (NMT), una proteina esencial que cataliza la unién del 4cido graso
miristato al residuo glicina amino terminal de un subconjunto de proteinas (34, 35). El
mRNA que codifica una proteina hipotética conservada LmjF34.0770 (HP), también se
identific6 como expresada de forma constitutiva en L. major (36). En un estudio en L.
braziliensis utilizando cepas susceptibles y resistentes al antimonio se identificaron 3
genes que se expresaron constitutivamente durante todo el ciclo de vida: As/Sb
Reductasa (ACR2), Glutatidén sintetasa (GSH2) y Polinucleotido adeniltransferasa 14
(PAP14) (37).

Con el objetivo de identificar marcadores de quiescencia se realizd una busqueda de
genes candidatos. La disminucién de mRNA y proteinas totales es una caracteristica de
guiescencia por lo que se buscaron genes involucrados en el control transcripcional y
traduccional: Subunidad de RNA polimerasa | (trRPA31) (38), Factor de la iniciacién de
la transcripciéon de rRNA (trCITFA2) (39), factor de la iniciacion de la traduccién
(elF2Alpha) (40) y quinasa de elF2Alpha (PERK) (41). Ademads, se exploraron genes que

se expresan preferentemente en amastigotes y utilizados en el diagndstico de
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Leishmania porque esto podria sugerir que son genes importantes para el amastigote y
por ende desempefiar un rol en el amastigote quiescente: Cisteina proteasa B (CPB2.8)

(42), Quinesina RK39-1 y RK39-2 (43), Amastina AMA 34D (44) y AMA 8A (44).

Ademas, se buscaron genes relacionados con el transporte de hierro porque este es
esencial para la sintesis de ATP y por ende para la produccidn de energia. Por ello, se
espera que exista una disminucién con los genes relacionados con hierro. Se
encontraron 6 transportadores de hierro: Proteina reductasa férrica (LFR1) (45),
transportador de hierro Fe+2 (LIT1-4) (43-45), Transportador de Heme (LHR1) (45),
transportador de porfirina (FLV) (46), Regulador de hierro Fe+2 (LIR1) (47) vy
Mitoferrina (LMIT1) (47).

Debido a la disminucién del RNA ribosomal observada en amastigotes quiescentes, se
buscaron genes que poseen el mismo promotor que el RNA ribosomal, por lo que se
espera que estos disminuyan en su expresidn en amastigotes quiescentes. Se
encontraron 2 Open Reading Frame (ORF): ORF F y ORF G, de las cuales el ultimo es un

transportador de biopterina.

La pirazinamidasa/nicotinamidasa es la enzima responsable de la activaciéon de la
prodroga pirazinamida en acido pirazinoico, que causa la inhibicién del crecimiento de
M. tuberculosis quiescente (48). Debido a esta asociacion con la quiescencia, la
nicotinamidasa (PNC) (49) se eligi9 como gen candidato. En Leishmania la
nicotinamidasa esta asociada con la generacién de NAD+ y se ha observado que la
ausencia de precursores de NAD+ esta asociado a la interrupcién de la proliferacién del
pardsito (49). Por ello se eligieron genes asociados al transporte de NAD+:

transportador de NAD+ (NDT) y transportador acido nicotinico (NAT) (50).

Marcadores a nivel de proteinas

Para la busqueda de marcadores a nivel traduccién, se utilizd la tecnologia de geles
bidimensionales. Este método permite comparar una gran cantidad de proteinas en un
solo ensayo. Los geles bidimensionales, consisten en dos procesos de electroforesis. El

primero se denomina isoelectroenfoque y permite separar las proteinas por su punto
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isoeléctrico al correr las proteinas en una gradiente de pH y ser sometidos a un
potencial eléctrico, las proteinas migran y se acumulan en la regiéon de pH donde la
carga neta de la proteina es igual a cero. El segundo proceso consiste en la separacién
de proteinas por el peso molecular, este se realiza mediante un proceso denominado
SDS-PAGE, el cual separa a las proteinas por su peso en condiciones desnaturalizantes,
siendo las proteinas de bajo peso molecular las que migran mas lejanas al punto de
corrida. La combinacidon de estos procesos permite obtener un patrén de manchas
separadas, las cuales se pueden analizar para determinar la presencia y abundancia

relativa de un gran grupo de proteinas (51).

En el presente trabajo se realizaron geles bidimensionales de proteinas totales y de la
fraccién de proteinas ribosomales. El analisis de una fraccién de proteinas permite
analizar una mezcla menos compleja, lo cual permite evaluar cambios en proteinas de
menor abundancia, que podrian estar enmascaradas por la presencia de proteinas

abundantes (52).

Se eligidé estudiar la fraccidn de proteinas ribosomales debido a que se hipotetiza que
los ribosomas podrian desempeiiar un rol importante en la regulacién de la expresién
genética en el ingreso al estado de quiescencia. Estudios recientes plantean que la
heterogeneidad en los componentes ribosomales, RNA y proteinas ribosomales,
podrian desempefiar un paso adicional en la regulacidon de la expresiéon genética al
asociarse especificamente con subgrupos distintos de mRNA y/o desempefiar

funciones extra-ribosomales (53).

En el presente estudio se desarrollé6 un modelo de cultivo in vitro en la especie de
Leishmania mexicana con el objetivo de obtener una poblacién predominantemente
de células quiescentes. Posteriormente se analizaron diferentes marcadores
candidatos de quiescencia en dos niveles: a nivel de RNA mensajero, se analizd la

expresion genética de 27 genes mediante RT-qPCR y a nivel de proteinas, se realizé un
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perfil de expresion de proteinas totales y ribosomales, mediante geles

bidimensionales.

PREGUNTA DE INVESTIGACION Y OBJETIVOS

Pregunta de investigacion
¢Cuales son los marcadores moleculares de quiescencia en el cambio del estadio de

promastigotes a amastigote quiescente en Leishmania mexicana?

Objetivo general
e |dentificar marcadores expresados diferencialmente en amastigotes

quiescentes de Leishmania mexicana

Objetivos especificos

e Desarrollar un modelo in vitro de amastigotes axénicos con una poblacion
predominantemente quiescente en Leishmania mexicana.

e |dentificar marcadores de quiescencia a nivel transcripcional y traduccional

MATERIALES Y METODOS

Material de estudio

Parasitos: Los parasitos de la especie Leishmania mexicana, cepa MHOM/BZ/82/BEL21
con proteina verde fluorescente verde (GFP) integrado dentro del locus del DNA
ribosomal 18S se obtuvieron del laboratorio de Pathoantigenos - LID de la Universidad

Peruana Cayetano Heredia.

Equipos
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e Cabina de flujo laminar

e Citdmetro de flujo BD FACS CANTO Il

e Incubadora de hipoxia Xvivo system X3 BioSpherix
e |[ncubadora de CO,

® Fluorémetro Qubit

e Sistema Lightcycler 480 Roche

e (Camara de electroforesis

e (Camara de isoelectroenfoque

e Ultracentrifuga

® Microscopio confocal Zeiss LSM 880

® Microscopio dptico Zeiss Primotech

Metodologia

Cultivos in vitro de promastigotes y amastigotes axénicos de Leishmania

La cepa transgénica de L. mexicana MHOM/BZ/82/BEL21-GFP, se cultivd en medio M199
#MO0393 pH 7.2 suplementado con hemina 5 mg/ml, 100 U/ml de penicilina, 100 g/ml de
estreptomicina y 20% de suero fetal bovino (SFB) y se incubaron a 26°C, hasta el cuarto

dia para obtener promastigotes estacionarios.

Para obtener amastigotes axénicos, los promastigotes estacionarios a una concentracion
de 5x10° parasitos/ml se transfirieron al medio MAA (medio M199 #MO0393
suplementado con glucosa 2.5 g/L, tripticasa de soya 5 g/L a un pH final de 5.5)
suplementado con 20% de SFB y se incubaron a 33°C con 5% de CO,. Al cuarto dia se

obtuvieron amastigotes axénicos.

Infeccion de macréfagos peritoneales

Se ha reportado que los cultivos de Leishmania que son mantenidos por largo tiempo en
cultivos in vitro pierden su capacidad infectiva y de transformarse en amastigotes (54).
Para mantener estas caracteristicas durante nuestros ensayos la cepa L. mexicana

MHOM/BZ/82/BEL21-GFP fue sometida exitosamente a un pasaje por macrofagos
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peritoneales de ratones BALB/c y se recuperaron aquellos amastigotes con capacidad de
infeccidn. Este fue un paso previo a todos los ensayos, para garantizar que la adaptacién
del parasito a cultivos in vitro prolongados no interfiera con los resultados. Para
asegurarnos que durante el trabajo experimental el tiempo de cultivo in vitro no fuera
una variable, las cepas recuperadas de los macréfagos fueron preservadas en el

criobanco del laboratorio de Patho-antigenos, hasta 2 semanas antes de su uso.

Los macrdfagos peritoneales se extrajeron de ratones macho de la especie Mus
musculus, cepa BALB/C y de 6 a 8 semanas. Los ratones se mantuvieron en el bioterio de
la Universidad Peruana Cayetano Heredia a una temperatura de 20 a 25°C, 50 a 70 % de

humedad y alimentados con comida formulada para ratones.

Para la extracciéon de macréfagos peritoneales se realizé la eutanasia de ratones con una
camara de CO, y se extrajeron los macréfagos mediante una puncién de la cavidad
peritoneal. Para ello, con una jeringa 26G se inyecté6 6 ml de medio M199 pH 7.2
suplementado con 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina dentro del
peritoneo, se masajed suavemente la cavidad peritoneal y se aspird el medio con una
jeringa 21G. Las células recuperadas se centrifugaron y se resuspendieron en la mitad
del volumen aspirado en medio M199 pH 7.2 suplementado con 20% de SFB, 100 U/ml
de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina. Se conté el nimero de macréfagos, se

incubaron en un flask de 25cm? con tapén ventilado a 372 Cy 5% CO.,.

Después de 24 horas, los macréfagos se infectaron con amastigotes en una proporcion
de 4:1 (amastigotes: macréfagos). Los cultivos se lavaron cada 24 horas con medio
M199 pH 7.2. Al cuarto dia, los amastigotes intracelulares se recuperaron mediante la
lisis mecanica de los macrdfagos. Los amastigotes recuperados se cultivaron en un
medio bifasico de sangre de conejo y M199 pH 7.2 suplementado con 100 U/ml de
penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina. Los parasitos resultantes se criopreservaron

en un tanque de nitrédgeno para ser utilizados en ensayos posteriores.
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Condiciones de cultivo de amastigotes para el desarrollo de un modelo de
quiescencia

Con el objetivo de obtener una poblacion predominantemente compuesta por
amastigotes quiescentes se planted que el cultivo en condiciones de limitacion de
nutrientes e hipoxia podrian inducir quiescencia. Por ello se probd 1) un medio de
cultivo menos enriquecido y 2) menor porcentaje de oxigeno utilizado para incubar los

cultivos (Hipoxia).

Se utilizaron dos medios de cultivo. Como control se utilizé el medio MAA (medio M199
#MO0393 suplementado con glucosa 2.5 g/L, tripticasa de soya 5 g/L a un pH final de 5.5)
suplementado con 20% de Suero Fetal Bovino (SFB). Este medio ha sido utilizado
previamente para evaluar quiescencia (20). Como medio menos enriquecido se utilizé el
M199 pH 5.5 (medio M199 #MO0393 a un pH final de 5.5), suplementado con 0%, 1% y
20% de SFB. La concentracion de 1,5 x 10° promastigotes estacionarios/ml se
transfirieron al medio control y de interés. Se incubaron a 33°C bajo dos condiciones: 1)
normoxia: en una incubadora de CO, con aproximadamente 21% de O, y 5% de CO, y 2)
hipoxia: en una incubadora de hipoxia a 1% de O, y 5% de CO,. Los cultivos se realizaron

en una placa de 24 pocillos en un volumen final de 600 ul.

Un alto inéculo inicial de parasitos podria inducir quiescencia al limitar la disponibilidad
de nutrientes por competicion. Ademas, seria beneficioso en los posteriores estudios de
proteinas, porque estos necesitan un alto nimero de parasitos. Por ello, se probaron
cuatro concentraciones de promastigote estacionario: 1.5, 5, 10 y 20 x 10° parasitos/ml.
Los parasitos se transfirieron al medio M199 pH 5.5 suplementado con el porcentaje de
SFB elegido y se incubaron bajo las condiciones de normoxia e hipoxia. Los cultivos se

realizaron en una placa de 24 pocillos en un volumen final de 600 ul.

Finalmente, se realizaron cultivos con las mejores condiciones elegidas en flask de
2 . , . ,

75cm?, con un volumen final de 25 ml, con el propdsito de obtener un mayor numero de

células para los ensayos posteriores. Se realizaron tres réplicas bioldgicas, cultivos

independientes, realizados en distintas semanas para cada condicién evaluada.
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Reversibilidad del modelo de quiescencia

La reversibilidad de un estado quiescente a uno proliferativo es esencial para confirmar
que las células se mantienen viables. Para evaluar la reversibilidad, los amastigotes en el
cuarto dia, se contaron mediante microscopia. 0.5x10° amastigotes/ml, se centrifugaron
a 1 800 G por 10 minutos y se transfirié el pellet de parasitos a un medio M199 pH 7.2 a
26°C para inducir la transformacion a promastigotes, al cuarto dia se realizo el conteo de

parasitos para confirmar la proliferacion.

Monitoreo de GFPr por citometria de flujo

Los promastigotes y amastigotes se tifieron para evaluar su viabilidad celular mediante
el uso de NucRed Dead 647 (Thermo fisher scientific) el cual marca a las células muertas.
Las muestras se analizaron con un citometro de flujo BD FACS CANTO Il y se incluyé una
linea Wild type (no GFPr), no tefiida con NucRed como control negativo. Los archivos
FCS se analizaron en el software FCS 7 Express Plus. Con un primer gate se seleccionaron
las células individuales en un plot SSC-W vs SSC-H y posteriormente se cred un segundo
gate con FCS-H vs FCS-A. Entre las células individuales se cred un tercer gate en un plot
de expresién de GFPr vs Tincidn NucRed Dead y se evaluaron los niveles de expresién de

GFPr en células negativas para la tincién NucRed Dead.

Grupos evaluados

Los ensayos de RT-gqPCR y electroforesis bidimensional se realizaron en 3 grupos,
promastigotes estacionarios (Proesta), amastigotes axénicos cultivados en medio MAA
20%SFB 5x10° p/ml de indculo inicial (Ama C) y amastigotes axénicos cultivados en
medio M199 1%SFB 5x10° p/ml de indculo inicial y en condiciones de hipoxia (Ama H).
Para los ensayos de qRT-PCR se incluydé ademas un grupo de amastigotes cultivados en

medio M199 1%SFB 5x10° p/ml de indculo inicial y en condiciones de normoxia (Ama N).
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Extraccion, cuantificacion y evaluacidn de la integridad del RNA total

A partir de los cuatro grupos (Proesta, Ama C, Ama H y Ama N) 50x10° parasitos se
cosecharon conjuntamente. El RNA total se aislé para la posterior cuantificacidn relativa
mediante qPCR. La extraccidn se realizé con el reactivo Trizol LS (Invitrogen), de acuerdo
con las instrucciones del fabricante: primero, el pellet se resuspendié en trizol, y se
separd la fase acuosa — que contiene el RNA — mediante diferencia de densidades
usando cloroformo. El RNA se precipité usando isopropanol. Posteriormente, el RNA
aislado se cuantificé por fluorometria usando el kit de ensayo de RNA Quant-iT ™ BR y el
fluorémetro Qubit (Invitrogen). Todas las muestras se trataron con DNAsa usando el kit
DNAse I, RNAse-free (invitrogen) para eliminar el posible DNA gendmico contaminante y
se volvid a cuantificar mediante Qubit. Las muestras de RNA se almacenaron a -70°C

hasta la posterior sintesis de cDNA.

La integridad del RNA se evalué mediante un gel de agarosa TBE al 1%, el cual contenia
1% de Clorox® y bromuro de etidio a una concentracion final de 0.5 ug/ml (55). Cada gel
se cargd con muestras que constaban de Loading Buffer 1X, preparado a partir de un
stock de tampdn de carga de DNA 6X y 1 ug de RNA total. Los geles se procesaron
durante 45 minutos con voltaje constante (100 V) antes de analizar las imdgenes con

transiluminacion UV.

Sintesis de DNAc

El DNAc se sintetizdé a partir de 150 ng de RNA total, utilizando random primer y
transcriptasa reversa del kit de sintesis de cDNA Transcriptor First Strand (Roche), de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. EI cDNA resultante se diluyd 10 veces con

agua tratada con DEPCy se guardé a -20°C para su posterior uso.

Diseno de primers y PCR en tiempo real

Se disefiaron primers especificos para los genes de referencia candidatos: DRBD3, NMT
y HP, genes relacionados con el transporte de hierro (LFR1, LIT1-4, LHR1, FLV, LIR1,

LMIT1) involucrados en el control transcripcional y traduccional (RPA31, CITFA2,
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EIF2ALPHA, PERK), altamente expresados en amastigotes y utilizados en el diagndstico
de Leishmania (CPB2.8, RK39-1, RK39-1, AMAS 34A, AMAS 34B), genes que poseen el
mismo promotor que el RNA ribosomal (ORF F, ORF G) y asociados al transporte y
generacién de NAD (PNC, NDT, NAT) utilizando los programas primer3 Input (versién
0.4.0). Estos tenian las siguientes caracteristicas: longitud de 18-24 pb, entre 50-60% de
GC, Tm de 57-60°C y con una diferencia no mayor a 5°C entre si. Se seleccioné el mejor

par de primers al analizarlos con IDT-Oligoanalyzer.

A partir de las muestras diluidas de cDNA, se usaron 2 pL en 25 pL de volumen de
reaccién basada en SYBR Green Supermix (Bio-rad) en el LightCycler 480 (Roche). Se
utilizo el siguiente perfil térmico: desnaturalizacidn inicial a 95 ° C durante 3 min seguido
de 40 ciclos con desnaturalizacién a 95 ° C durante 15 s, annealing a 60 ° C durante 20 s,
y extensién a 72 ° C durante 20s. La PCR fue seguida inmediatamente por un analisis de
la curva de fusion utilizando incrementos de temperatura de 0.03 ° C/S para determinar
si el producto esperado amplifica y para asegurar que no se formaron productos
inespecificos o dimeros de cebador. Cada corrida incluyé un control negativo (DNA
humano), control NRT (mix de transcripcién reversa sin transcriptasa reversa) y un

blanco (sin cDNA). Cada muestra se corrio por triplicado.

Para evaluar la eficiencia de gqPCR se realizaron curvas estandar para los 27 genes
evaluados. Se realizaron 5 diluciones seriadas: 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32. La eficiencia del
gPCR se calculé utilizando el software Lightcycler 480 SW 1.5, con la siguiente ecuacién

E = (10-1/slope - 1) x 100. El rango de eficiencia aceptado fue de 90% a 110%. (56)

Extraccion de proteinas totales

Los extractos de proteina se prepararon a partir de 100 X 10° parasitos que colectaron
por centrifugacién y se lavaron dos veces con PBS y se resuspendieron en el buffer de
lisis, que contiene 20 mM Tris base pH 7.6, 1%v/v Triton X-100, 100 mM KCl, 10 mM
MgCl, y cOmplete (cdctel Inhibidor de proteasas-Roche), se utilizaron 20 ciclos de frio-
calor de 1 minuto en hielo seco con etanol y 2 minutos en bafio maria a 37°C para lisar

las células. Las muestras se centrifugaron por 10 minutos a 13 000 rpm para remover el
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debris celular. Las proteinas en el sobrenadante se recuperaron y se midid la

concentracion total de proteinas con el kit-Non Interfering Assay.

Purificacion de la fraccion ribosomal

Para purificar la fraccion ribosomal se utilizé la técnica de tight couple ribosome
utilizando un colchén de sucrosa. (57). Se centrifugd 7 ml de sucrosa al 32%, en un
buffer con 20 mM Tris, 100 mM KCI, 10 mM MgCl, y cOmplete. con 6 ml de muestra en
el rotor SW41 a 260 000 g a 4°C por 4 horas. El pellet se solubilizé en una solucién
rehidratante compatible con las técnicas de isoelectroenfoque 7 M urea, 2 M thiourea
,4% w/v CHAPS, 40 mM Tris base y cOmplete, las muestras se guardaron a -70°C hasta

ser utilizadas para la preparacién de geles bidimensionales.

Calculo del tamaio muestral geles bidimensionales

El calculo del tamafio muestral se realizd de acuerdo con lo planteado por Horgan, G.
(58) en donde se precisan consideraciones para estudios de expresidon de proteinas en
geles bidimensionales donde se espera tener un numero limitado de réplicas por lo

costoso de la técnica. El calculo del n muestral se realizé con la siguiente férmula:

n=22Z+17 l
ba

Donde D representa el factor de expresiéon diferencial de proteina, Z representa el poder
de la muestra, T el nivel de significancia y S la variacidon aleatoria entre distintas réplicas
bioldgicas. Es importante destacar que mientras mayor sea el factor de expresion
diferencial (la cantidad de veces que se expresa la proteina respecto a otra) es mas
probable encontrar una diferencia en la expresion diferencial. Para un poder estadistico
del 80 % y un nivel de significancia del 5% se necesita un n muestral de 3 con un valor D
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de 100%. Por lo tanto, el niumero de réplicas bioldgicas para cada muestra analizada
serd de 3 y se considerara que existe una expresion diferencial cuando el factor de
expresion sea mayor o igual al 100%, es decir exista un cambio de 2 veces la expresion

de una proteina.

Electroforesis bidimensional

La separacién en la primera dimension se realizd por isoelectroenfoque, utilizando
ReadyStrip IPG Strips de 7 cm (tiras con gradientes de pH inmovilizados), en una
gradiente de pH 3-10, cada tira se rehidraté pasivamente durante 15 horas antes de
agregar las proteinas. El isoelectroenfoque se realizd en el sistema PROTEAN® i12™ I|EF.
Se equilibré la tira con DTT y iodoacetamida por 10 minutos en cada uno. La tira se
trasladd a un gel SDS-PAGE 15% acrilamida para la corrida de la segunda dimension. La
tincion del gel se realizé con azul de coomassie para las proteinas totales (InstantBlue) y

con tinciéon de plata (Silver Stain Plus Kit) para las proteinas ribosomales.

Asignacion de identidad de manchas de geles bidimensionales

Para la identificacion de las manchas de los geles bidimensionales se utilizaron lo puntos
isoeléctricos y pesos moleculares de cada proteina y fueron contrastados contra una
base de datos del proteoma total de Leishmania mexicana registrado en Uniprot
(https://www.uniprot.org/), esta base de datos fue generado con ayuda de la
herramienta Expasy (https://web.expasy.org/compute_pi/), la cual permite el célculo
tedrico de estos parametros. Adicionalmente, para la identificacidon de proteinas totales,
se utilizaron publicaciones previas de geles bidimensionales del proteoma total de
Leishmania para contrastar los resultados experimentales, con anotaciones previas
obtenidas mediante espectrometria de masas. Para el caso de proteinas ribosomales,
debido a que es la primera vez que se reporta un patron de esta fracciéon Unicamente

fue comparado contra una base de datos tedrica del proteoma de Leishmania.
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Analisis de datos

El analisis se realizd de tres réplicas bioldgicas y tres réplicas técnicas. El andlisis de qRT-
PCR se realizd6 mediante gbase plus (Biogazelle, Zwijnaarde, Belgium), un software
basado en el método geNorm (59) y la tecnologia gBase(60) que permite determinar la
estabilidad de la expresion de genes de referencia candidatos y el nimero éptimo de
genes de referencia para la normalizacién y cuantificacidon relativa. Después del ensayo
de gRT-PCR, los valores de Ct (threshold cycle) se importaron al software gbase plus. Se
eligieron los mejores genes de referencia expresados de manera estable entre los
grupos evaluados y utilizaron como genes normalizadores para evaluar la expresion de
los genes candidatos. Posteriormente los valores NRQ (Normalized relative quantities)
se exportaron y se transformaron a logl0 para aplicaciéon de pruebas estadisticas no

paramétricas Kruskal Wallis y el test de Dunn.

El analisis de los geles bidimensionales se realizd mediante el software Melanie 9
(https://2d-gel-analysis.com), se incluyd tres réplicas bioldgicas por cada estadio, el
software permite la alineacion e identificacion de las manchas en distintos geles de
acuerdo al peso molecular y punto isoeléctrico. De cada mancha se registra un valor
correspondiente a el volumen de la mancha, que refleja la abundancia de la proteina,
este es calculado como la suma de todos los valores en escala de grises
correspondientes a los pixeles que delimitan una mancha menos el valor de la sefal de
fondo. Posteriormente, se utilizd6 el método de normalizacion radiométrica para
comparar la densidad de las bandas entre los grupos experimentales. Se considerd que
una proteina esta diferencialmente expresada cuando la diferencia de densidades es
mayor a 2 veces en al menos uno de los tres grupos experimentales y tiene valor de

(p<0.05) para la prueba estadistica de ANOVA de una via.
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RESULTADOS

1. Desarrollo de un modelo in vitro de quiescencia

1.1. Eleccién de medio de cultivo y porcentaje de SFB

Se consideraron tres parametros para decidir cuales son las mejores condiciones para
obtener un cultivo homogéneo de amastigotes quiescentes. El primero es el porcentaje
de los parasitos viables con GFP ribosomal negativo (GFPr -), donde se espera que una
poblacién quiescente y homogénea tenga valores cercanos al 100%. El segundo es la
mediana de la expresion de GFPr (en unidades arbitrarias u.a). Como caracteristica de
quiescencia, la expresién de RNA ribosomal 18S disminuye por lo tanto se espera una
disminucion en la expresién del biosensor GFP-rRNA 18s. En tercer lugar, se evalué la
viabilidad. Es necesario que las células sean en su mayoria viables debido a que el
comportamiento de disminucién de la expresidon de GFPr podria deberse a un artefacto
causado por células en proceso de muerte. Ademas, la muerte celular actuaria como

una variable confusora al momento de estudiar la expresion de marcadores.

Primero se puso a prueba la composicién del medio, se decidié evaluar el medio de
cultivo M199, un medio con menos nutrientes que el medio estdndar (MAA), en
diferentes concentraciones de suero fetal bovino (SFB) bajo condiciones de normoxia e
hipoxia. Se utilizd6 como grupo control a los amastigotes cultivados en condiciones
estandares (medio MAA 20%SFB 1.5x10° parasitos/ml de indculo inicial y en normoxia).
Estos experimentos se realizaron en placas de 24 pocillos, con tres réplicas por

condicién evaluada.

1.1.1 Porcentaje de células GFP-

En normoxia el cambio del medio MAA al medio menos enriquecido M199 incrementa el
porcentaje de células GFP-. El incremento en el porcentaje de células GFP- es de 75.27 +
9.14 % en MAA a 93.68 + 5.21% en M199 cuando ambos estan suplementados con 20%

de SFB (p<0.0001). Este incremento se mantiene independientemente del porcentaje
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de SFB, aumenta a 98.93 + 1.05% cuando el medio M199 no tiene SFBy a 97.48 + 2.17%

cuando estd suplementado con 1% (Figura 1A).

El porcentaje de células GFP- también se incrementa en condiciones de hipoxia al utilizar
el medio MAA. El medio de referencia MAA incubado en condiciones de hipoxia
incrementa a 95.18 + 2.99 (p<0.0001) respecto a la condicién de normoxia MAA con
75.27 £ 9.14 %. No existen diferencias significativas (p>0.05) en el porcentaje de células
GFP- entre normoxia e hipoxia cuando se comparan los grupos cultivados en medio
M199 con distintas concentraciones de SFB. Con 0% de SFB se muestra un porcentaje de
97.48 £3.23, con 1% 98.88 + 0.62 y con 20% 97.97 + 1.07. Es notable que las condiciones
de M199 en hipoxia mantiene un mayor porcentaje de células GFP- respecto a MAA

normoxia (p<0.0001) (Figura 1A).

1.1.2 Viabilidad

La viabilidad incrementa cuando se utiliza el medio M199 1% SFB en condiciones de
normoxia e hipoxia. En condiciones de normoxia, es notable el mayor porcentaje de
parasitos viables del grupo M199 1% SFB (92.37 + 6.26 %) con respecto al grupo MAA
(57.07 £ 10.47 %) (p<0.0001); sin embargo, si el SFB se retira por completo o se aumenta
a 20%, la cantidad de parasitos viables disminuye a 77.45 + 17.05 %y 63.40 £ 14.22 %

respectivamente (Figura 1B).

La hipoxia incrementa la viabilidad de amastigotes en cultivos in vitro. Todos los grupos
cultivados en hipoxia presentan altos niveles de viabilidad, en el medio de referencia
MAA, se observa un incremento a 90.40 + 6.81% (p<0.0001), para M199 0% 97.98 +
1.09, M199 1% 99.38 £ 0.59 y M199 20% 92.25+ 4.31 (p<0.0001) (Figura 1B).

1.1.3 Mediana de GFPr

La mediana de la expresiéon de GFPr de los parasitos GFP+ disminuye en el grupo de

M199 1% SFB. En normoxia, la mediana de GFPr disminuye en el grupo M199 1% SFB

(34.33 + 11.81 u.a.) con respecto al grupo control MAA (75.17 + 39.43) (p<0.001). En

hipoxia el grupo M199 1%SFB también disminuye la mediana de GFPr (44.33 + 2.73 u. a)
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con respecto al control MAA (p<0.05). Al cultivar el medio MAA en condiciones de

hipoxia no existen diferencias significativas (p>0.05) 47.83 £ 9.75 u. a (Figura 1C).

Por lo tanto, el andlisis de citometria de flujo muestra que el grupo M199 suplementado
con 1% de SFB con 1.5x10° parasitos/ml de inéculo inicial e incubado en condiciones de
hipoxia es la mejor condicién para estudiar quiescencia, debido a que presenta un alto

porcentaje de parasitos GFP-, baja expresion de GFPr y mantiene una alta viabilidad.
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Figura 1. Eleccion de medio de cultivo y porcentaje de SFB. Evaluacién del porcentaje
de a) parasitos viables con GFP (-), b) porcentaje de viabilidad y ¢) mediana de rGFP
medidas en unidades arbitrarias mediante citometria de flujo del grupo control

MAA+20%SFB vy tres grupos de interés M199 con distintas concentraciones de SFB
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incubadas en normoxia e hipoxia. Los asteriscos representan diferencia

estadisticamente significativa por prueba de comparacién multiple Tukey.

1.2 Determinacion del inéculo inicial 6ptimo

Se hipotetizd que un alto indculo inicial de parasitos podria inducir quiescencia al limitar
la disponibilidad de nutrientes por competiciéon. Ademas, incrementar la cantidad de
parasitos en los cultivos in vitro seria beneficioso para la identificacién de marcadores.
Esto debido a que el estudio de proteinas requiere un alto numero de parasitos, por lo
gue se necesitarian cultivos de grandes voliumenes, lo que representa una limitacién
técnica y econdmica. Por ello se probaron otras concentraciones de inéculo inicial para
el grupo M199 1%SFB: 5, 10 y 20 x 10° parasitos/ml. Para el grupo MAA 20%SFB se
probé otro indculo inicial: 5 x 10° parasitos/ml, con el propésito de obtener una mayor

cantidad de parasitos finales para los experimentos de RNA y proteinas.

En la condicién MAA 20%SFB normoxia, un aumento de indculo inicial de 1.5x10° a
5x10° parasitos/ml produce una disminucidon en el porcentaje de pardsitos GFP- de
78.05+12.79% a 50.02 + 4.72% (p<0.0001), un aumento en la expresion de rGFP de 98 +
36.12 a 205.5 + 84.29 u.a. (p<0.0005) y no hay cambios significativos en el porcentaje de
viabilidad de 74.75 + 18.34% a 61.2 + 12.76% (p>0.05) (Figura 2). Estos resultados
muestran que el aumento de indculo inicial en la condicion MAA 20%SFB normoxia
mantiene la heterogeneidad del cultivo de amastigotes sin afectar la viabilidad por lo
gue para lograr un mayor rendimiento en la cantidad de parasitos se eligié la condicién

de MAA 20%SFB 5x10° parasitos/ml normoxia como nuevo grupo control (Ama C).

Ademas se observa que las condiciones M199 1%SFB hipoxia con 20, 10, 5y 1.5 de
inéculo inicial tienen un mayor porcentaje de parasitos GFP- (91.98 + 1.10%, 90.57 +
2.95%, 91.07 + 3.62% y 99.2 + 0.392% (p<0.0001) respectivamente) y menor expresion
de rGFP (41.17 £ 8.45 u. a, 61.33 + 9.25 u.a, 63.67 + 6.74 u.a y 46.17 + 4.26 u.a
(p<0.0001) respectivamente) comparados con el control Ama C (Figura 2). Unicamente
los grupos M199 1%SFB 5x10° p/ml y M199 1%SFB 1.5x10° p/ml poseen mayor

porcentaje de viabilidad (87.23 + 8.32% (p<0.05) y 98.67 * 0.4% (p<0.001)
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respectivamente) respecto a Ama C. Por lo tanto, el grupo M199 1%SFB 1.5 x 10°
parasitos/ml hipoxia, seguido del grupo M199 1%SFB 5 x 10° pardasitos/ml hipoxia
poseen condiciones favorables para estudiar quiescencia debido a que presentan un alto

porcentaje de pardsitos GFP-, baja expresion de rGFP y mantienen una alta viabilidad.
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Figura 2. Determinacion del indculo inicial dptimo. Evaluacién del porcentaje de a)
pardsitos viables con GFP (-), b) porcentaje de viabilidad y c) mediana de rGFP medidas
en unidades arbitrarias mediante citometria de flujo del dos grupos control cultivados
en condiciones estandar (MAA+20%SFB normoxia) pero con diferente indculo inicial y

cuatro grupos cultivados en el medio de interés M199 + 1%SFB hipoxia con distintos
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indculos iniciales. Los asteriscos representan diferencia estadisticamente significativa

por prueba de comparacion multiple Tukey.

1.3 Verificacion del modelo de quiescencia

Para corroborar que no existe proliferacion en las nuevas condiciones de cultivo de
amastigote se realizaron conteos mediante microscopia y se calculé la tasa de
crecimiento. Se observa que en el dia 4 Proesta tiene una tasa de crecimiento de 5083.3
1 662.4%. El grupo MAA 20% SFB normoxia con un indculo inicial de 5x10° parasitos/ml
tiene una tasa negativa de crecimiento de -59.18 +17.892 % con 2.041 + 0.895 10°
parasitos/ml finales, la misma condicién con un menor indculo inicial 1.5x10°
parasitos/ml tiene una tasa de crecimiento similar 81.792 + 7.77 % con 0.273 * 0.117
10° parasitos/ml (Figura 3). Por lo tanto, el inéculo inicial de 5 millones permite obtener
mayor cantidad de células y previamente se observd que no existen diferencias en la

viabilidad ni en la expresidon de GFP-rRNA 18S.

También se observa que el grupo M199 1%SFB 1.5x10° parasitos/ml hipoxia tiene una
tasa de crecimiento del 89,7 + 59.923% con un conteo final de 2.847+0.899 10°
parasitos/ml (Figura 3). Aunque estos resultados muestran una tasa positiva en el
crecimiento esta no es comparable con el crecimiento que ocurre en promastigotes que
es mayor en una proporcién mayor a 50 veces. Cuando se aumenta el inéculo inicial a
5x10° parasitos la tasa es negativa -22.44+23.75 %. Aunque la definicién de quiescencia
contempla una poblaciéon con baja replicacién, se decidié elegir a la condiciéon M199
1%SFB 5x10° parasitos/ml hipoxia como la mejor condicién para el estudio de

amastigotes quiescentes.
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Figura 3. Tasa de crecimiento al cuarto dia de cultivo. Se muestra el porcentaje de
tasa de crecimiento de los grupos evaluados calculado en base al indculo inicial de
cada grupo y el conteo a los 4 dias mediante microscopia. Tasa de crecimiento =
(Conteo parasitos al cuarto dia- Indculo inicial) /Inéculo inicial. Las barras
corresponden al promedio de tres réplicas bioldgicas * la desviacidon estandar de dos

réplicas bioldgicas y tres réplicas técnicas.

1.4 Adaptacion de modelo a cultivos de mayor volumen

El cultivo en placas de 24 pocillos permitié probar una gran cantidad de condiciones
utilizando poco material. Pero, para los posteriores ensayos de identificacién de
marcadores celulares se necesita trabajar con mayores volimenes para obtener mayor
cantidad de parasitos. Por ello para comprobar que el modelo es reproducible en
cultivos de mayor volumen se realizaron cultivos en flask de 75cm? del grupo control de
estadio Promastigote estacionario (Proesta), del grupo amastigote control MAA N 20%

SFB (Ama C), de M199 N 1%SFB (Ama N) y de M199 H 1% SFB (Ama H) .
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Se observa que el grupo Ama H presenta la tasa mas alta de porcentaje de GFP - (90.13 +
7.39 %), menor mediana de GFP (56.67 + 6.60 u.a.) y alta viabilidad (83.45 = 10.3 %),
corroborando que este grupo es la mejor condicion para estudiar quiescencia (Figura 4).
El grupo Proesta, presenta un bajo porcentaje de GFP - (5.50 + 2.78 %), mayor expresion
de GFP (782.70 £ 125.20 u.a ) y alta viabilidad (92.47 + 2.25 %). Los grupos Ama Cy Ama
N, como se esperaba, presentan condiciones intermedias en términos de porcentaje de
GFP- (47.15 + 16.32 % y 66.08 + 7.24 %), mediana de GFP (113.3 + 63.06 u.a. y 56.67
6.602 u.a. ) y menor viabilidad (63.75 + 15.3 % y 75.4 + 4.124).
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Figura 4. Adaptacion del modelo de induccidon de quiescencia en cultivos de mayor
volumen. Los resultados obtenidos en placas de 24 pocillos se confirmaron en cultivos
de mayor volumen en flask. a) parasitos viables con GFP (-), b) porcentaje de viabilidad

y ¢) mediana de rGFP medidas en unidades arbitrarias mediante citometria de flujo.
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Cada barra representa la media de 3 réplicas bioldgicas. Los asteriscos indican
diferencias estadisticas relevantes entre los grupos evaluados por prueba de

comparacion multiple Tukey.

1.5 Reversibilidad del modelo de quiescencia

Una caracteristica importante de la quiescencia es la reversibilidad, es decir que las
células que entran en quiescencia son capaces de reanudar su actividad metabdlica y
replicarse. Esta capacidad de reversibilidad permite diferenciar células quiescentes de
células senescentes, las cuales entran a un estado de no replicacion irreversible (61). Se
evalud la reversibilidad del modelo de quiescencia mediante el andlisis de la expresién
de GFPr y conteos de los parasitos en el cuarto dia, finalizada la diferenciacién de
amastigotes a promastigote en el nuevo modelo in vitro (Ama H). Los resultados
muestran un aumento en la expresion de GFP (Mediana de 43 + 3.46 2 622 £ 12.12) y un
aumento del nimero de parasitos de 0,5 a 55 x 10° parasitos/ml (Figura 5). Ademds, se
comprobd mediante microscopia que los parasitos diferenciados tenian la morfologia
caracteristica de promastigotes. Estos resultados confirman que los amastigotes
cultivados en la condicion Ama H son capaces de diferenciarse en promastigotes,

reanudar la replicacidn e incrementar la expresion de 18s rRNA.
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Figura 5. Reversibilidad del modelo de quiescencia. Se muestra en el eje y izquierdo
la mediana de la expresion de GFP ribosomal (unidades arbitrarias) medida por
citometria de flujo y en el derecho la concentracion de parasitos (106/ml) obtenido por
conteos bajo el microscopio Odptico en el cambio de amastigotes del modelo
quiescente (Ama H) al promastigote en el dia 4. Los asteriscos representan diferencia
estadisticamente significativa con respecto a Ama H por prueba de comparacién

multiple de Tukey.

Para verificar que las nuevas condiciones de cultivo no afectan morfolégicamente a los
pardsitos se muestra muestran imagenes de microscopia de los pardsitos. La condicidn
de Proesta, muestra promastigotes que se caracterizan por ser alargados (~13 uM) y
tener un flagelo. Tanto la condicidn Ama C como el nuevo método de cultivo Ama H
tienen la forma tipica de un amastigote, redondeada y de menor tamaifio que un
promastigote (~5 uM) (Figura 6). Entre Ama Cy Ama H no existen diferencias evidentes
en la morfologia de los parasitos, sin embargo, Ama C tiene una mayor tendencia a

formar rosetas (cimulos de parasitos) que en la condicion Ama H.

Figura 6. Imagenes de microscopia a 40X. A) Promastigote estacionario (Proesta) B)

Amastigote cultivado en medio MAA20%SFB 5x106 p/ml normoxia (Ama C) C)
Amastigote cultivado en medio M199 1%SFB 5x106 p/ml hipoxia (Ama H). 20 um barra

de referencia.
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2. Identificacion de marcadores de quiescencia

2.1 Identificacion de marcadores a nivel de mRNA
2.1.1 Cuantificacion e integridad del RNA

Se extrajo RNA de los cuatro grupos evaluados por citometria de flujo (Proesta, Ama C,
Ama N, Ama H) y posteriormente fueron cuantificados mediante fluorometria. La
cuantificacion de RNA de Proesta y Ama C concuerdan con resultados anteriormente
reportados (14-16). Se observa que Ama H tiene una cantidad significativamente menor
de RNA total (0.05 + 0.02 pg/10° parasitos) que Proesta (0.24 + 0.1 pg/10° parasitos)
p<0.05. Mientras que Ama C con 0,142 + 0,059 |,Lg/106 parasitos y Ama N 0,112 + 0,053
ug/10° parasitos tenian un promedio menor pero no significativo de RNA con respecto a
Proesta y un promedio mayor no significativo respecto a Ama H (Figura 7). Ademas, se
evalud la calidad del RNA mediante electroforesis en gel de agarosa (Figura 8), la
presencia de bandas que corresponden al RNA ribosomal sugiere que el RNA no esta

degradado y es de alta calidad.
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Figura 7. Cuantificacion de RNA total (ug/106 parasitos) de Proesta, Ama C, Ama Ny
Ama H mediante fluorometria. Los puntos indican los valores de cantidad de RNA de
cada una de las tres réplicas biolégicas. El Amas H muestra una disminucién del
contenido total de RNA en comparacién con Proesta. Los asteriscos representan
diferencias estadisticamente significativas (* P < 0.05) usando one-way ANOVA seguido

del test de comparacion multiple de Tukey.
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Figura 8. Evaluacion de la integridad del RNA total del parasito de las tres réplicas
bioldgicas de los cuatro grupos evaluados (Proesta, Ama C, Ama N, Ama H). Se

muestra un gel de agarosa TBE al 1%, clorox al 0.5% y tefiido con bromuro de etidio. En
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cada carril se cargd 1ug de RNA total tratado con DNAsas en un volumen de 12ul. Las

bandas muestran RNA no degradado de alta calidad y corresponden al RNA ribosomal.

2.1.2 Cuantificacion relativa de mRNA

Se realizd la cuantificacion relativa de transcritos de 27 genes mediante ensayos de
gPCR de los cuatro grupos analizados por citometria de flujo (Tabla 1). El primer paso
para la cuantificacion relativa mediante qPCR es la identificacién de genes de referencia
para la posterior normalizacidon que permita la comparacion entre experimentos (59,60).
Se utilizé el software gbase para elegir los mejores genes de referencia para el
experimento, para ello se utilizaron dos parametros. Por un lado, GeNorm M muestra
una clasificacion de genes candidatos segun su estabilidad (expresada en valores M). Los
genes menos estables se ubican a la izquierda (con un valor M alto) y los genes mas
estables se ubican a la derecha (con un valor M bajo). Se observa que los primeros tres
genes mas estables son: PNC, LIT1-4 y GSH2 (Figura 9A). Por otro lado, GeNorm V
muestra el niumero 6ptimo de genes de referencia que se deberan utilizar en la
normalizaciéon (Figura 10B). En el grafico de barras se comparan dos numeros
consecutivos de genes de referencia. Cuando el valor V de la barra cae por debajo de
0,15, se afirma que no hay beneficio al utilizar un gen de referencia extra. Por lo tanto,
el niumero 6ptimo de genes de referencia en el experimento es 2 y no existe beneficio al
utilizar mas genes de referencia. Por ello, se escogieron los 2 genes de referencia mas

estables: PNC (nicotinamidasa) y LIT1-4 (transportador de Fe+2).
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Figura 9. Eleccion de los genes de referencia para la normalizaciéon en la
cuantificacion relativa mediante qPCR. A) Se muestra el valor M para cada uno de los
genes evaluados. Los genes menos estables se ubican a la izquierda (con un valor M
alto) y los genes mas estables se ubican a la derecha (con un valor M bajo). B) Se
muestra el valor V para cada comparacion de dos numeros consecutivos de genes de
referencia (V2/3). Cuando el valor V de la barra cae por debajo de 0,15, se afirma que
se debe utilizar el menor numero de genes de referencia del par de numeros

comparados. Es decir, se debe utilizar 2 genes de referencia, V(2/3)<0,15.

Después de la normalizacion con los genes de referencia, se obtuvo la cuantificacion
relativa del RNA de 25 genes candidatos (Figura 10) y se realizé |la prueba estadistica no

paramétrica de Kruskal Wallis seguido del test de Dunn. Se obtuvo que de los 25 genes
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evaluados, 5 genes se expresaron diferente entre los cuatro grupos evaluados: AMAS8SA y
AMA34D se sobre expresaron significativamente en Ama H respecto a Proesta, DRBD 3
se sub expresé significativamente en Ama H en comparacién a Proesta y NAT y PERK se

expresaron significativamente menos en Ama C respecto a Proesta.

Ama 8A se expresé 5 veces mas en Ama H comparado con el Proesta (p<0.02). En Ama
C y Ama N, aunque también existe un aumento de expresién de 3.3 y 3 veces

respectivamente, este aumento no es significativo.

Por otro lado, AMA34D también se sobreexpresd significativamente en Ama H (3.3
veces con respecto a Proesta) (p<0.02) y al igual que en Ama 8A, también existe un
aumento no significativo en Ama Cy Ama N (2 y 2.1 veces respectivamente). Debido a
su sobreexpresion en Ama H (grupo con una poblacién predominantemente
quiescente), estos dos genes de amastina son candidatos de marcadores positivos de

quiescencia.

DRBD 3 se expresd significativamente 3.2 veces menos en Ama H comparado con
Proesta (p<0.03) . En Ama C, aunque también se observa una menor expresion de 2.3
veces menos respecto a Proesta, esta disminucidn no es significativa. Debido a su menor

expresion en Ama H, este gen es un candidato de marcador negativo de quiescencia.

NAT se expresod 3.7 veces significativamente menos en Ama C (p<0.02). En Ama H se
observd también un aumento de expresion de 3 veces, sin embargo, no es significativo.

PERK también se expreso significativamente menos en Ama C (2.2 veces).

Cabe destacar que CPB2.8 es el gen con mayor sobreexpresién en amastigotes respecto
al promastigote: se sobreexprese 12 veces en el grupo Ama C, 10 veces en Ama Ny 9.4
veces en Ama H respecto a Proesta. Sin embargo, este aumento no es significativo.
Anteriormente se ha reportado a CPB2.8 como un gen altamente expresado en el
amastigote, por lo que este resultado inesperado puede deberse a la alta desviacién
estdndar que existe entre las tres réplicas bioldgicas de los tres grupos de amastigotes

evaluados.
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Para confirmar los andlisis por citometria de flujo se realizé la cuantificacidn relativa del
gen 18S mediante RT-qPCR. Los resultados muestran que no existen cambios
significativos en la expresidn del gen entre los 4 grupos analizados. Sin embargo, en Ama
C y Ama N hay una ligera disminucién comparado con Proesta de 0.7 y 0.5 veces

respectivamente.
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Figura 10. Cuantificacion relativa de los transcriptos de 25 genes mediante qPCR. E

grafico muestra el promedio del Log2 del Fold change de tres réplicas bioldgicas + DE

del grupo Ama C, Ama N y Ama H teniendo como referencia el grupo Proesta. Los

asteriscos seiialan a los genes que se expresaron significativamente en al menos un

grupo evaluado.

2.2 Identificacion de marcadores a nivel de proteinas

2.2.1 Purificacion de la fraccion ribosomal

Para la identificacion de marcadores de quiescencia a nivel de proteinas se priorizaron

los grupos mas relevantes para estudiar quiescencia (Proesta, Ama Cy Ama H) debido al
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alto numero de células necesarias para este tipo de ensayos. Se muestra un SDS-PAGE
de la purificacién de la fraccién ribosomas, un carril correspondiente a proteinas
ribosomales y otro a proteinas totales para cada grupo (Figura 11). Se observa que el
numero de bandas se reduce en la fraccion ribosomal respecto a las proteinas totales y
que la regién de 13 kDa y 52 KDa presenta mayor densidad de bandas tanto para
Proesta, Ama C y Ama H. En la literatura no se encontré un patron de SDS-PAGE
publicado de la fraccién ribosomal en Leishmania, por lo que para verificar el proceso de
purificacion se realizé un grafico de la distribucién tedrica de las proteinas ribosomales
anotadas en la base de datos UniProt para Leishmania mexicana, se utilizé la secuencia
de aminodcidos para calcular el peso molecular y determinar su indice de migracién, se
observa que la distribucién tedrica coincide con la fracciéon ribosomal, con una gran
densidad de proteinas en la regién de 10 kDa y 40 kDa, y algunas proteinas cercanas a la
region de 50 kDa (Figura 12). Sin embargo, se observan que existen bandas muy alejadas
de la region tedrica de proteinas ribosomales lo cual indica que otras proteinas también
precipitaron junto a los ribosomas, este es un resultado esperado, ya que la técnica
utilizada para la purificacién de ribosomas recupera ademas proteinas asociadas al
ribosoma como proteinas relacionadas al proceso de traduccidén, biogénesis vy

degradacion de las proteinas ribosomales (62).
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Figura 11. SDS-PAGE Purificacion de fraccion ribosomal. MW, peso molecular en
kilodaltons. Primer carril marcador molecular, segundo y tercer carril fraccién
ribosomal promastigote estacionario de distintos grupos de extraccidn de proteina
ribosomal, cuarto y quinto carril extracto total de proteinas de promastigotes

estacionarios.
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Figura 12. Distribucidn tedrica de proteinas ribosomales. A) Comparacién del patron
de distribucidn de la fraccidén ribosomal frente a la distribucion tedrica en un gel SDS-
PAGE de las proteinas ribosomales candnicas. En el eje horizontal se muestra el peso
molecular en Kilodaltons, los pesos moleculares fueron calculados por las secuencias
de aminoacidos anotadas en UniProt. El calculo de los pesos moleculares se realizd
utilizando ExPASy Compute pl/Mw tool. B) En el cuadro rojo se muestra la seccion que
corresponde al rango de distribucién tedrico de proteinas ribosomales, las flechas
indican bandas que se encuentran lejos de la regidn que corresponde a las proteinas

ribosomales.
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2.2.2 Cuantificacion de proteinas totales y ribosomales

No existen diferencias significativas en la cantidad de proteinas totales extraidas entre
los grupos mediante el test de Kruskal-Wallis (p>0.05); Ama C (3.555 + 0.496 ug/ 10°
células), Ama H (3.039 + 0.767 pg/ 10° células) y Proesta (4.149 + 0.445 pg/ 10° células)
(Figura 13A). Estos resultados discrepan de reportes anteriores donde la cantidad de
proteinas totales disminuye en el grupo de amastigotes axénicos respecto al

promastigote estacionario (16).

Respecto a la cuantificacion de proteinas ribosomales no existen diferencias entre
grupos mediante el test de Kruskal-Wallis (p>0.05); Proesta (0.062 + 0.041 pg/ 10°
células), Ama C (0.062 + 0.026 ug/ 10° células) y Ama H(0.067 + 0.008 pg/ 10° células)
(Figura 13B). La proporcion de fraccidn ribosomal respecto a las proteinas totales de

Proesta es 1.4%, de Ama Ces 2.6% y de Ama H 1.4%.
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Figura 13. Cuantificacion de proteinas totales y ribosomales. A) Cuantificacién de
proteinas totales. B) Cuantificacién de proteinas ribosomales. Cada punto corresponde
a una réplica bioldgica. No existen diferencias significativas entre ninguno de los

grupos (Prueba de Kruskal-Wallis p>0.05).
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2.2.3 Andlisis de la expresion diferencial de proteinas totales y de la fraccion

ribosomal mediante geles bidimensionales
Las proteinas totales y ribosomales de los grupos promastigote estacionario, M199 H 1
% SFB y MAA N 20% SFB, fueron separados en geles bidimensionales con un rango de pH
de 3-10. Se utilizdé el software Melanie para el analisis comparativo de los geles, se
utilizd 3 réplicas independientes, provenientes de cultivos preparadas en distintas
semanas, para cada condicién evaluada. En cada réplica fue cargada la misma cantidad
de proteinas, 100 ug de proteinas para el caso de proteinas totales y 20 ug para las
proteinas ribosomales. Las imagenes de los geles muestran que los perfiles obtenidos
son reproducibles en intensidad y posicidn relativa de las manchas (Figura 14 Y Figura

15).

Proesta

Figura 14. Geles bidimensionales de proteinas totales de Leishmania mexicana.

Promastigote estacionario (Proesta), Amastigote MAA 20% normoxia (Ama C),
Amastigote M199 15 hipoxia (Ama H). En cada fila se muestra los geles obtenidos de
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una réplica bioldgica en cada gel se cargd un lisado de proteinas de 100 ug , y fueron
sometidos en la primera dimensiona una gradiente inmovilizada de pH 3-10, segunda

dimensiéon SDS-PAGE 15%, la tincion se realizé con Instant blue Coomassie Stain.

Proesta AmaC AmaH

by

Figura 15. Geles bidimensionales de proteinas ribosomales de Leishmania mexicana.

Promastigote estacionario (Proesta), Amastigote MAA 20% normoxia (Ama C),
Amastigote M199 15 hipoxia (Ama H). En cada fila se muestra los geles obtenidos de
una réplica bioldgica en cada gel se cargd un lisado de proteinas de 100 ug , y fueron
sometidos en la primera dimensiona una gradiente inmovilizada de pH 3-10, segunda

dimensidon SDS-PAGE 15%, la tincidn se realizé con tincion de plata.

Los geles bidimensionales de proteinas totales muestran en promedio 177 manchas en
las tres condiciones evaluadas. El analisis comparativo muestra que 37 de estas
proteinas son diferencialmente expresadas en los tres grupos (ANOVA p<0.05, expresién

relativa entre los grupos (Fold > 2 ). El grupo de Ama C 23 proteinas estan
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subexpresadas (Fold <0.5) y 7 estan sobreexpresadas (Fold >2), en el grupo de Ama H 8
proteinas estan subexpresadas y ninguna sobreexpresada respecto a Proesta. Entre Ama

Cy Ama H, 15 proteinas estan subexpresadas y 2 sobreexpresadas en Ama C (Figura 16).

Figura 16. Electroforesis bidimensional de proteinas ribosomales de Leishmania
mexicana. La imagen corresponde a el gel de referencia para la comparacion de los
tres grupos evaluados. Delimitados por areas rojas se encuentras las manchas incluidas
en el analisis de expresidn, delimitados por areas verdes se encuentran las manchas
con expresioén diferencial (Manchas cuya proporcion es mas de 2 veces el volumen
entre los tres grupos en al menos uno de los estadios y manchas con un valor de
p<0.05 para el test de ANOVA), dentro del area verde se indica el nUmero asignado a

cada mancha.

En cuanto a los geles bidimensionales de proteinas ribosomales muestran en promedio
220 manchas en las tres condiciones evaluadas. El andlisis comparativo muestra que 16
de estas proteinas son diferencialmente expresadas, En el grupo de Ama C 6 proteinas
estdn subexpresadas y 4 sobreexpresadas respecto a Proesta, en el grupo de Ama H 6 de

estas proteinas estan subexpresadas y 6 estan sobreexpresadas respecto a Proesta,
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Entre Ama C y Ama H no hay diferencias en la expresion excepto por la mancha 116 la
cual esta sobreexpresada en Ama C (Figura 17). El porcentaje de proteinas expresadas
diferencialmente en la fraccion de proteinas ribosomales es de 7.3% lo cual indica que
tiene menor variacidon respecto a las proteinas totales cuya fraccién de proteinas

expresadas diferencialmente es de 20.9 %.

Figura 17. Electroforesis bidimensional de proteinas totales de Leishmania mexicana.
La imagen corresponde a el gel de referencia para la comparacién de los tres grupos
evaluados. Delimitados por areas rojas se encuentras las manchas incluidas en el
analisis de expresion, delimitados por areas verdes se encuentran las manchas con
expresion diferencial (Manchas cuya proporcidn es mas de 2 veces el volumen entre
los tres grupos en al menos uno de los estadios y manchas con un valor de p<0.05 para
el test de ANOVA), dentro del drea verde se indica el nUmero correspondiente para

futuras referencias.
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2.2.4 Identificacion de proteinas

La identificacién de proteinas totales se realizd utilizando geles bidimensionales
previamente reportados de referencia, en los cuales se asignaron identidades a las
manchas mediante espectrometria de masas. De las proteinas expresadas
diferencialmente, se pudieron identificar 14 proteinas (Tabla 2). De estas solamente 30y
38 son mas abundantes en Ama Cy el resto estd subexpresada respecto a Proesta. En
Ama H ninguna de las proteinas identificadas esta diferencialmente expresada. De las
proteinas de menor abundancia, previamente se describié a beta tubulina como un gen
regulado durante el desarrollo de Leishmania mexicana, los resultados concuerdan con
los previamente publicados donde hay una reduccién en la expresién de beta tubulina
en ambos grupos Ama C (0.188) y Ama H (0.591). Resulta de interés la disminucion de
proteinas relacionadas a la traduccién como elF-6 i elF-3 cuya disminucién se ve tanto
en Ama C (0.402 Y 0.460) como Ama H (0.552 y 0.520) aunque esta ultima no supera el
punto de corte de fold>2. Debido a que no se encontraron ninguna diferencia
significativa en Ama H no fue posible identificar marcadores de quiescencia utilizando

esta aproximacién.

Para la identificacidn de proteinas ribosomales se compard contra una base de datos
tedrica generada a partir de todas las secuencias anotadas de proteinas ribosomales en
la base de datos Uniprot en la especie de Leishmania mexicana. Esto debido a que es la
primera vez que se analiza esta fraccidn en Leishmania y no se cuenta con publicaciones
de referencia. Utilizando esta estrategia se pudo identificar 6 proteinas expresadas
diferencialmente (Tabla 3). Adicionalmente se incluyd la mancha 187 que tienen un Fold

>2; sin embargo, esta ligeramente debajo del nivel de significancia (p=0.063).

De las 7 proteinas ribosomales identificadas, en Ama H la mancha 20, 116, y 122 se
encuentran expresadas en menor proporcidn y las manchas 187 y 192 se encuentran
sobreexpresadas respecto a Proesta. En Ama N 58, 60 y 122 estdn subexpresadas y 192
sobreexpresadas. Es notable que a excepcién de la mancha 122, las proteinas

identificadas siguen la misma tendencia de expresidon en amastigotes respecto a Proesta

48



independientemente de la condicién de cultivo. El analisis mediante geles
bidimensionales muestra como posibles marcadores de quiescencia a las manchas
asignadas a RPL7/L12, RPL2 Y RPS4, ya que estas se encuentran diferencialmente
expresadas en el estadio de quiescencia (Ama H) y en una poblacion mixta (Ama C)

muestran una tendencia intermedia.

Se muestra la abundancia de los posibles marcadores de quiescencia, expresados en
volumen (vol) de las manchas correspondientes (Figura 18). Se muestra que la mancha
20 esta subexpresada (ANOVA p<0.05) en Ama C (52 + 8 vol x 10%) y Ama H (42 £ 17 vol x
10%) respecto a Proesta(98 + 7 vol x 10*). En la mancha 187 como se esperaba no hay
diferencias estadisticamente significativas; sin embargo parece estar expresada en
mayor proporciéon en Ama H (115 + 39 vol x 10%) y Ama C (89 + 19 vol x 10%) respecto a
Proesta(51 + 12 vol x 10%). La mancha 192 sobreexpresada (p<0.05) en Ama H (79 + 25
vol x 10%) respecto a Proesta (28 + 10 vol x 10%) y no hay diferencias significativas con

Ama C (57 + 10 vol x 10%).
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Figura 18. Expresidn de las proteinas candidatas a marcadores de quiescencia. En las
barras se muestra el promedio de la cuantificacién normalizada de las manchas
candidatas de tres réplicas bioldgicas y la desviacion estandar. Volumen corresponde a
la suma de los valores de grises de los pixeles dentro del drea delimitada por el
contorno verde menos el background, los valores de volumen estan normalizados por
el método radiométrico. Los asteriscos indican diferencias estadisticas entre los grupos
evaluados por prueba de comparacion multiple Tukey *(p<0.05),**(p<0.01).Debajo se
muestran las imagenes correspondientes a los valores cuantificados, la proteina
interés esta delimitada por un contorno verde.
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DISCUSION

1. Desarrollo de un modelo in vitro de quiescencia

En este trabajo se desarrolld6 un modelo de quiescencia que permite obtener una
poblacion mayoritariamente quiescente. Las condiciones de cultivo con medio M199 al
1% de SFB en hipoxia y con un indculo inicial de 1.5 millones de parasitos/ ml fueron las
mejores condiciones para obtener una poblacién quiescente en base al marcador GFP-
RNA 18S, con un 98.88% de células que son GFP negativas Estos valores superan
ampliamente el modelo previo de amastigotes axénicos, MAA 20% SFB en normoxia, el
cual presenta 75.27 % de células GFP-. Ademas, los valores de expresion de GFP-RNA
18S en las condiciones de cultivo M199 al 1% de SFB en hipoxia son similares a los
valores reportados en una publicacién previa en amastigotes intracelulares de L.

mexicana 99.49% GFP - (20).

La alta viabilidad 99.385 % de los parasitos en condiciones de bajos nutrientes e hipoxia
(M199 1% SFB en hipoxia) indica que el amastigote estd adaptado a condiciones de
estrés. En cambio, bajo condiciones mds nutritivas (MAA 20% SFB) y en normoxia solo
un 57.07% de las células son viables. Este es un resultado esperado debido a que, en el
hospedero mamifero, el amastigote es sometido a altos niveles de estrés dentro del
fagolisosoma del macréfago (63) lo que se sugiere que esta nueva condicidon de cultivo

es mas aproximada a lo que ocurre con los amastigotes intracelulares.

La respuesta de quiescencia frente a una limitacidon de nutrientes ha sido ampliamente
descrita en otros organismos modelos de quiescencia como levaduras y parece ser un
factor importante en la induccién de quiescencia en Leishmania. Debido a que en un
medio enriquecido como MAA 20% SFB hay un 75.27 % GFP -, y este porcentaje
incrementa en un medio con menos nutrientes como M199 20% SFB y hasta un 97.48%
GFP- en M199 1 % SFB. Por lo que evaluar en Leishmania, los cambios de algunas de las
principales vias de sefializacion afectadas en levaduras durante la limitacion de
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nutrientes, como PKA y TOR podrian permitir entender mejor el proceso de quiescencia

y establecer similitudes (12).

La condiciéon de hipoxia incrementa el numero de células quiescentes y viables en
amastigotes de Leishmania. En la condicion MAA 20% SFB el porcentaje de células GFP-
incrementa de 75.27% GFP- a 95.18 % GFP- cuando se cultiva en hipoxia. Y la viabilidad
aumenta de 57.07% a 90.40%. En distintos tipos celulares humanos como fibroblastos,
células embrionarias, linfocitos, queratinocitos y algunas lineas celulares de céncer, la
hipoxia disminuye la proliferaciéon, mediante factores inducibles por hipoxia (HIF), los
cuales son factores de transcripcidon que modifican la expresion de diversos genes
cambiando el metabolismo y reduciendo la tasa de duplicacién de las células (64). En
Leishmania al no existir factores de transcripcién identificados, se desconoce cual es el
mecanismo por el cual los amastigotes responden a un evento de hipoxia; sin embargo,
los mecanismos de adaptacién podrian ser similares. Por lo tanto, se recomienda
estudiar la expresién de genes regulados por HIF como supresores de la via mTOR, vy

proteinas quinasas de respuesta al estrés (PKR).

Para la identificacién de marcadores celulares es necesario obtener una gran cantidad
de células por lo que el modelo se llevé a cultivos de mayor volumen. Bajo estas nuevas
condiciones, el porcentaje de células GFP- disminuyd ligeramente; sin embargo, la
condicidon de Ama H sigue siendo mejor para producir formas quiescentes (90.13% GFP-)
respecto a Ama C (47.15% GFP-). Estos resultados demuestran que el modelo de
induccion de quiescencia es robusto y es capaz de inducir quiescencia

independientemente del volumen de cultivo que se utilice.

2. Identificacion de marcadores a nivel de mRNA

En este trabajo se identificd a PNC y LIT 1-4 como genes de referencia. Estos dos genes
permitieron normalizar la expresién de los genes candidatos de quiescencia y pueden
ser utilizados en futuros estudios con el nuevo modelo de amastigote quiescente.
Resulta interesante que nicotinamidasa (PNC), una enzima esencial para la via de

salvataje de sintesis de NAD+ (49), sea un gen de expresion estable porque esto sugiere
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que la produccion de NAD+ es constante a lo largo de la vida del pardsito, por lo que
estrategias que tengan como diana esta ruta, podrian ser eficaces para el tratamiento
de leishmaniasis. Por otro lado, la estabilidad de LIT1-4, un transportador de hierro
(Fe+2) ubicado en la membrana celular (45), sugiere que el hierro es esencial para

ambos estadios.

Los genes de amastina (Ama 34D y Ama 8A), se sobreexpresaron significativamente en
Ama H (p<0.02) en comparacién con Proesta, por lo que son genes de interés como
marcadores de quiescencia. Las amastinas son glicoproteinas transmembrana ubicadas
en la superficie celular de parasitos Tripanosomatidos. Ama 34 D y 8A corresponde a la
subfamilia 6 amastinas, un grupo diverso de genes presentes Unicamente en el género
de Leishmania. Evolutivamente la diversificacion de este subgrupo aparece con la
adaptacion del pardsito a un hospedero vertebrado, lo cual sugiere que este grupo de

proteinas desempefan un rol en la vida intracelular del pardsito (65).

El knockdown de Ama34D produce una disminucién del nimero de amastigotes
intracelulares a las 48 h post-infeccidn, lo que sugiere un papel en la supervivencia a
largo plazo del pardsito. Esto es importante en quiescencia porque las & amastinas
podrian mantener una infeccion prolongada (44). Sin embargo, se requiere una mayor
cantidad de estudios para saber el rol exacto de las amastinas. Debido a su semejanza
estructural con las claudinas y la disminucidon de puntos de unidn entre amastigote y
vacuola parasitéfora del macréfago cuando se realizd un knockdown, se ha especulado
gue las amastinas pueden actuar como un transductor de sefial unido a membrana que
se une a ligandos en la interfase huésped-pardasito (44). Hipotetizamos que las amastinas
podrian sensar su entorno y participar en una red de senales que llevan a una respuesta

de quiescencia.

DRBD 3, proteina de unién a RNA, esta significativamente menos expresada en Ama H
(p<0.03) respecto a Proesta por lo que es un gen candidato como marcador negativo de
guiescencia. Este gen codifica para una proteina que se une a un subgrupo especificos

de RNA mensajeros y promueve su estabilizacion. En Trypanosoma brucei, algunos
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genes de este subgrupo son mayoritariamente expresados en la forma prociclica del
pardsito (en el insecto); sin embargo, no hay cambios en los niveles de DRBD3 entre
estadios (66). Ademas, se describié que en condiciones de estrés por inanicién DRBD3 es
acumulado en granulos de estrés junto con el mRNA al que se une, para protegerlo de la
degradacion hasta que las condiciones del ambiente sean propicias, lo cual impediria
que cumpla su funcion de estabilizar mRNA (67). Esto coincide con nuestro modelo,
donde también se produce un estrés nutricional. Por lo tanto, es posible que en
Leishmania la disminucidon de DRBD3 en el grupo Ama H corresponda a un mecanismo
de regulacién de la expresién génetica, donde la menor cantidad de DRBD3 disminuye la

estabilidad de los mRNA y en consecuencia disminuye su expresion.

NAT, se expresa significativamente menos en Ama C (p<0.04) en comparaciéon con
Proesta. NAT es un transportador de acido nicotinico, que es un precursor para la
formacién de NAD+ en el pardsito. Este metabolito desempefia un rol central en el
metabolismo participando de reacciones oxido- reduccién. Debido al gran nimero de
vias en la que participa NAD+, no existe una asociacidn clara con quiescencia; sin
embargo, la disminucién del transportador NAT, indica que existen alteraciones en el

metabolismo del amastigote (68).

PERK, se expresa significativamente menos en Ama C (p<0.02) en comparacién con
Proesta. Esta proteina es la quinasa de elF2. La fosforilacién de elF2 alpha inhibe su
funcién, la cual es permitir la unién de las subunidades ribosomales y esto a su vez causa
un descenso global en la sintesis de proteinas. En Leishmania se reportd que eiF2 alpha
esta preferentemente fosforilada en el amastigote (69). Por lo tanto, se esperaba que en
amastigotes PERK aumentara su expresion, sin embargo, en Ama C esta subexpresado.
Es posible que PERK desempefie funciones adicionales no ligadas a la fosforilacion de

elF2 alpha.

Los datos de expresion de rRNA 18S mediante el andlisis de citometria de flujo, no son
congruentes cuando se compara con los resultados obtenidos por RT-qgPCR. Aunque en

citometria se reportd diferencias entre Proesta y los grupos de amastigotes, mediante
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gPCR no se observan diferencias significativas. Estos resultados son consistentes con lo
previamente reportado en L. braziliensis, donde mediante RT-qPCR no se encuentran
diferencias significativas entre promastigotes estacionarios y amastigotes axénicos (16),

pero si se observa una disminucién significativa mediante citometria de flujo (20).

La incongruencia entre los datos de RT-qPCR y citometria de flujo podria tener dos
explicaciones: La primera es que la herramienta de GFP-rRNA 18S no sea la mas
adecuada para cuantificar la expresion de rRNA 18s debido a que el GFP esta unido
Unicamente al promotor de 2 copias del gen rRNA 18S, y es posible que otras copias del
gen estén sometidas a distintos procesos de regulacién. La segunda explicacion, es que
esta diferencia se deba a un proceso de conservacidn/estabilizacion de rRNA 18S. Esto
debido a que la citometria de flujo permite medir la tasa de transcripcién del gen rRNA
18S por la expresion de GFP, mientras que RT-qPCR mide la cantidad de transcritos
existentes en el momento del andlisis. Por lo tanto, es posible que a pesar de que en
Ama H la transcripcion de rRNA 18s disminuya, la cantidad total de transcritos se
mantenga (o incremente) debido a que existe una acumulaciéon de este transcrito
causada por algun mecanismo que prolongue la vida media del transcrito. Esta ultima
estrategia ha sido utilizada en el contexto de quiescencia para preservar componentes
del ribosoma en otros organismos, esta estrategia permite generar una reserva de
materiales necesarios para sintetizar proteinas en el reingreso a un estado de

proliferacién (70, 71).

3. Identificacion de marcadores a nivel de proteinas

3.1 Proteinas totales

La cuantificacidn de proteinas totales muestra que no hay variaciones
estadisticamente significativas entre las condiciones evaluadas; sin embargo,
previamente se reportd una disminucidon de la cantidad de proteinas totales en
amastigotes axénicos. Ademas mediante el marcaje de 3°S metionina se comprobé que
la sintesis de novo de proteinas disminuye al inducir la diferenciacién a amastigote

axénico (69). Esta disminucién es consecuente con la induccidn de una respuesta
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metabdlica estricta en Leishmania mexicana en donde hay una disminucidn global de

ingreso de aminoacidos y glucosa en el parasito (72).

Por lo que creemos que la ausencia de diferencias en los niveles de proteinas se debe
mas a una limitacidén técnica que un evento biolégicamente relevante. Las
cuantificaciones muestran una gran desviacion estandar, esto debido a que los buffers
de extraccidn de proteina para la realizacién de geles bidimensionales poseen
sustancias que interfieren con el proceso de cuantificacion. Aunque se utilizé un
procedimiento de precipitacion para remover los agentes interferentes previo a la
cuantificacidn, la presencia de estos compuestos y el mismo proceso de precipitacion

disminuye la precision de los ensayos.

La cuantificacion de proteinas de la fraccién ribosomal no muestra ninguna diferencia
entre los grupos experimentales. Este resultado es inesperado, debido a que se
esperaba una disminucion en la cantidad de ribosomas como resultado de una baja en
la tasa biosintética en los grupos de amastigotes. En Leishmania se reporté que el rRNA
ribosomal 18S disminuye, asi como las proteinas ribosomales RPS15 Y RPL 19 (16). Por
lo tanto, se recomienda utilizar métodos mas precisos para evaluar la cantidad de
ribosomas por célula. Por ejemplo, en E.coli se utilizaron imagenes tomograficas
utilizando microscopia crioelectrénica, lo cual permite tener una reconstruccién en 3
dimensiones y se pude realizar un conteo directo de los complejos ribosomales(73).
Esta tecnologia podria ser utilizada para cuantificar con precisién las estructuras
ribosomales formadas, asi como identificar posibles variaciones en la estructura del

ribosoma.

Los geles bidimensionales de proteinas totales no muestran una tendencia clara de
marcadores de quiescencia debido a que no existen proteinas diferencialmente
expresadas en Ama H. Sin embargo, se reprodujeron resultados previamente
reportados, que muestran la expresion diferencial de proteinas asociadas al cambio de
estadio Proesta a Ama C. Este es el caso de la disminuciéon de Beta-tubulina, el
aumento en la expresion de Tryparedoxin peroxidasa (42, 74). Ademas, se encontro
gue la mancha asignada a HSP 70 disminuye, lo cual es contradictorio con los

58



resultados previamente reportados donde HSP 70 es una proteina Unica del estadio de

amastigote, es probable que esta discrepancia se deba a una falsa asignacion.

Resultan de interés la disminucion de elF-3 y elF-6 tanto en Ama C como en Ama H, ya
que estas proteinas son necesarias para el inicio de la traduccién. Aunque
aparentemente no existe diferencias en la expresién entre Ama H y Proesta, el punto
de corte (fold <0.5) se encuentra justo por encima ,con elF-3 con 0.520 y elF6 0.552
respecto a Proesta. Es posible que estas proteinas desempefien un rol en el ingreso al
estado de quiescencia, ya que la disminucién de la expresién de estos factores de
iniciacion de traduccion es coherente con una disminucion en la tasa de biosintesis de

proteinas en el amastigote.

3.2 Proteinas ribosomales

Histéricamente se concibid el ribosoma como un ente pasivo que solo se encargaba de
la sintesis de proteinas; sin embargo, diversas evidencias sugieren, que los
componentes tienen un rol mas activo en el control de la expresiéon genética. Esta
capacidad de regulacién es evidente en organismos modelo como: Arabidopsis
thaliana (75), Dictyostelium discoideum (76), humanos (77) y ratones (78), donde la
expresion diferencial de proteinas ribosomales esta asociada con distintos estadios de
desarrollo. La evidencia directa de que el cambio en la composicién del ribosoma tiene
un efecto en los mensajeros que son traducidos fue probado en ratones, donde al
alterar la composiciéon del ribosoma, mediante knock-down de algunas proteinas
ribosomales, se alteraban también los mensajeros asociados al ribosoma. Por ejemplo,
al disminuir la expresion de rpL10A, se aumenta la asociacién de mensajeros
involucrados en la organizacion de la matriz extracelular, en el desarrollo de vasos
sanguineos, etc., y disminuye la asociacién de mensajeros relacionados al metabolismo

de vitaminas solubles y el desarrollo de génadas femeninas.

Ademas, en levaduras, organismo modelo de quiescencia, se asocid la expresion

diferencial de proteinas ribosomales paralogas (rpL32-1/rpL32-2) al paso de un estadio
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de proliferacién a quiescencia. Se observd que rplL32-2 estd expresada en mayor
proporcién en la fase logaritmica, mientras que rpl32-1 se expresa mayoritariamente
en la fase estacionaria, donde la limitacion de nutrientes promueve el estado de
quiescencia. Al sobreexpresar rpL32-1 se inhibe la divisién celular, mientras que la
sobreexpresidon de rplL32-2 la promueve. Ademas, el analisis transcriptdmico muestra
que la sobreexpresion de los pardlogos estd asociada con la expresion de distintos
subgrupos de genes relacionados con la divisién celular (79). Por lo que hipotetizamos
que pueden ocurrir cambios similares en la composicion de las proteinas del ribosoma

en Leishmania en el paso de proliferacién a quiescencia.

Es importante sefialar que la comparacion de geles bidimensionales permite comparar
la abundancia relativa de proteinas pertenecientes a la fraccién ribosomal, mas no
comparar la abundancia de ribosomas entre estadios. Esto debido a que la técnica de
geles bidimensionales compara una cantidad de proteinas fija entre estadios,

independientemente de las diferencias en la cantidad de ribosomas entre estadios.

En el presente estudio se encontrd que 16 de las 220 manchas correspondientes a la
fraccién ribosomal se encuentran diferencialmente expresadas durante distintas fases
del desarrollo en Leishmania. Estos resultados prueban que, al igual que en otros
organismos, Leishmania mexicana posee ribosomas con composiciones heterogéneas.
Sin embargo, futuros ensayos funcionales son necesarios para comprobar si estas

diferencias tienen un efecto biolégico en el estado de quiescencia.

Utilizando un método bioinformatico se pudieron identificar 7 de estas proteinas
ribosomales diferencialmente expresadas. Es necesario resaltar que para confirmar la
identidad de estas proteinas es necesario verificar los resultados mediante
espectrometria de masas. En este estudio no fue posible realizar estos ensayos debido
a su alto costo y la limitacidn tecnoldgica. Sin embargo, el andlisis comparativo de los
patrones de expresién es una primera aproximacién en la descripcién de la

heterogeneidad de la composicién del ribosoma amastigotes quiescentes.
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Es comun encontrar en reportes de geles bidimensionales, manchas en distintas
posiciones identificadas con una misma proteina, debido a que las proteinas pueden
presentar modificaciones postraduccionales que modifican tanto el peso molecular
como punto isoeléctrico, adicionalmente pueden presentarse variaciones de la
proteina por splicing alternativo, o cortes en la secuencia de la proteina. Por ello la
asignacion de identidades debe ser verificada, ya que estas modificaciones, asi como
proteinas con similares puntos isoeléctricos y pesos moleculares pueden generar falsas
asignaciones. Por lo tanto, las asignaciones realizadas en este trabajo son especulativas
y necesitan comprobaciones adicionales, ya sea por espectrometria de masas o

comprobar la diferencia de expresidn por un analisis mas directo como western blot.

El analisis de geles bidimensionales de proteinas ribosomales mostro que la mancha
asignada a la proteina ribosomal 17/112-like esta subexpresada en Ama H. En bacterias,
la presencia de esta proteina es necesaria para la actividad de GTPasa de factores de
traduccién: EF-G, RF3 Y IF2. Esta actividad de GTPasa es necesaria para el inicio de la
traduccién, elongacidn y terminacién (80). En E. coli se reportd que existen de 4 a 6
copias de esta proteina en un ribosoma en forma de dimeros. Cuando un solo dimero
estd unido al ribosoma, la tasa de crecimiento disminuye, ademas en ensayos de
cinética de traduccion in vitro los ribosomas con solo un dimero de L7/L12 tiene una
tasa de sintesis mucho mas lenta que cuando se unen mas dimeros (81).Por lo tanto,
La disminucién de la expresion de esta proteina es consistente con la disminucién de
la sintesis global de proteinas en el estado de amastigote y plantea la posibilidad de
gue células quiescentes controlen los niveles de esta proteina para regular la tasa de

sintesis de proteinas.

Se encontrd que las proteinas ribosomales RPL 2 Y RPS4 estan sobreexpresadas en
Ama H. La sobreexpresién de proteinas ribosomales en el estadio de amastigote es
inesperado, debido a que se reportd que los ribosomas y la tasa de sintesis de
proteinas disminuyen en el estadio de amastigote, por lo que resulta contradictorio
gastar energia en un componente que sirve para sintetizar proteinas, especialmente en

un contexto de escasez de nutrientes. Sin embargo, la hipdtesis de un ribosoma con
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capacidad selectiva para traducir un subgrupo de mensajeros dependiendo de su
composicion podria explicar este fendmeno. En ausencia de un control de la expresién
génica a nivel transcripcional en Leishmania, un mecanismo de regulacién a nivel
traduccional, como el del ribosoma selectivo, podria desempeiar un rol de gran
importancia para la expresion diferencial de genes que garanticen la adaptaciéon del

pardsito a condiciones de estrés como hipoxia y limitacion de nutrientes.

La proteina ribosomal L2, una de las proteinas sobreexpresadas en Ama H, puede
desempeiiar funciones extra-ribosomales ligadas a la regulacién de la transcripcion. Su
funcién candnica como parte del ribosoma es permitir la asociacién de las subunidades
30S y 50S, ademas estd asociada en la unidén del tRNA con los sitios P Y A. (82). En E.
coli, se demostré que ademas de su funcidn en el ensamblaje del ribosoma, L2 puede
desempeiiar una funcion de modulacién de la transcripcidn, interactuando con la
subunidad alfa de RNA polimerasa, esta interaccion promueve la expresion de genes

en presencia de un promotor especifico. (83)

La proteina ribosomal S4, sobreexpresada en Ama H, se ha descrito como tejido
especifico en el humano. Candnicamente esta ubicada en la interfase, entre las
subunidades y es necesario para el correcto plegamiento de la subunidad menor. Se
ha reportado que los pardlogos de esta proteina son altamente especificos
dependiendo del tejido, en el humano la el pardlogo Yg11.223, codificado en el
cromosoma Y, el cual es expresado Unicamente en testiculos y préstata, y
sobrexpresado durante la espermatogénesis (84). Esta capacidad de ser expresada

selectivamente sugiere un rol activo para la especializacién de un tipo celular.

En las proteinas ribosomal L2 Y S4 se describid posibles formas de regulacion de la
expresion génica en otros organismos, lo cual sugiere que en Leishmania podria ocurrir
un mecanismo similar. Esta regulacién podria explicar la sobreexpresién de estas
proteinas ribosomales en una célula que tiene una baja tasa biosintética, el gasto
energético necesarios para producir estas proteinas en mayor abundancia serian
justificadas si estas permiten regular la expresién de genes necesarios para entrar o
mantenerse a un estado quiescente. Para comprobar esta hipétesis, primero es
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necesario confirmar la identidad de estas proteinas y posteriormente realizar ensayos

funcionales en Leishmania.

CONCLUSIONES

En este trabajo se presenta por primera vez un modelo in vitro en condiciones de
hipoxia con una poblacién mayoritaria de células quiescentes, que es replicable y
escalable para cultivos celulares con grandes volumenes. Este modelo constituye una
herramienta atil para la caracterizacidon del estado quiescente en amastigotes ya que
permite discernir los cambios asociados a quiescencia de los cambios relacionados al
cambio de estadio, al utilizar un grupo intermedio, compuesto por amastigotes, pero
heterogéneo para quiescencia. Este nuevo modelo permitird realizar ensayos
bioquimicos, protedmicos y de expresion de genes que requieran grandes cantidades de

células.

Con el andlisis de marcadores de quiescencia a nivel de mRNA se obtuvieron tres
candidatos: Ama8A, Ama34D y DRBD3. Las deltas amastinas (Ama 8A y Ama34D) son los
candidatos mas interesantes al ser marcadores positivos de quiescencia. Junto con el
marcador negativo de 18s rRNA podrian conformar un sistema eficaz para el estudio del
amastigote quiescente. Ademas, surgen nuevas interrogantes sobre el comportamiento
del resto de genes del subgrupo de deltas amastinas, ¢Es posible que todo el subgrupo
de delta amastinas se sobreexprese mayoritariamente en condiciones de quiescencia? y

cual es el rol que podria desempenfiar estas amastinas en una célula quiescente.

A nivel de proteinas mediante una aproximacidn bioinformatica se proponen 3
marcadores candidatos de quiescencia RPL7/L12, RPL2 y RPS4. Sin embargo, al no
confirmar su identidad por espectrometria de masas se propone evaluar la expresion de
estos candidatos mediante western blot para confirmar la expresién diferencial en los
grupos evaluados. Resulta de interés el comportamiento de RPL7/L12, ya que al igual

gue en bacterias los niveles de esta proteina podrian actuar como un mecanismo
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general para regular la capacidad de sintesis de proteinas del ribosoma, por lo que

podria ser una pieza clave para la adaptacién del parasito al estado quiescente.
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Tabla 1. Secuencia de primers de los genes evaluados en L.mexicana

Genes Producto Tri Tryp OB ID Primar forward/Reverse Tamafiodel  Concentracion
producto final del primer
(pb) ()
DREDS  Proteing de Lmshd.04.1170 5 GTGACACAGCTTAGCATTCA 3 130 400
unicn 3 ARM 5 TGCTAAAACGAATGTACACG 3
MMT  N-miristoil Lmepslooan 2 AGTATGCCTTTGCATCAACT 3 169 300
transferasa 5 GATACGDOCAGTTGTAGAAS 3
. 5 GTACAATGGEGAAGCTGTGAG 37
HP Proteina MM 330770 o Snm s orr e CACCAAGT 3 231 300
hipotetica
B AAGGTOGCGETGATAGACTG 3
ACRZ As/sh reductasa Lmx=hi.31.2740 § GECGACCTCTTTCCTCTCTT 2 124 00
_ 8 GOGGCACTTTCCAAGTATGT 3 24 300
GSHET  giutetion sintasa  LmxM140910 5 GGGGCTGATGAATGACAAGT ¥
pap14?  polinucectido tmanaag1180 5 GTCAACGTGGTGLGAGTATG 3 122 400
adeniltransferasz 5 TGCACGTTGTATCOGGTAGGA 3
- 5 AATTTGGTCTACTCGCTETG 3
LFRL  Reductzsa de Lmzhd. 20,1510 i i 155 300
higrro férrico B ACATCTTTGGTGATGTCCTC 3
UTi-4  Transportador Lmxh.30.3060 & CACTGTTGTTGCTGTACTGG 3 153 300
de Hierroy'Zine Lmxeha 303070 5 GCTACAAACAGGATGACCTT
LHRL  Proteina Lm=h.24.2230 5 GOGCTOGTACTTTTGTGEAS 2 106 300
relzcionzda al 8 GTCCTCTTCGAGTGTGTCOCT 3
transporte de
hierra
FLMCRD  Transportador Lmxh 174430 B TACCGTCCOCTCGTTTACGTC 3 o5 400
de porfirina 5 COTCAGGAGCACALAGTTCA 37
URL  Regulador de Lmxh21.1580 5 TCTCOCTTCAACCTTEGEATS 3 113 400
higrro 1 5 AATAATCGGCGTOCTCACAC 3
qrah Mitoferring FR70O561.1 & GAACGGCGTAGATACCGTCT ¥ 120 400
[regién: 25125 B GETGCGTACTTCAGCGTGTA 3
27517)
RP231  Subunidad de Lmxh.03.0580 8§ GAAGAGCTGGACCCTCAATG I 106 400
ARM poll 5 GAGGAGCACGTCGETAATCT I
CITFAZ  Factorde Lmxdhl.34.3150 5 CCTGTCACACAAGTETTCTG 3 158 300
iniciacion dz B TTGATCCCCATTCTTATCTG I

transcripdan de
ARNr
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elF2- Factar Lmxk4.05.0930 B GTTGAGATTACCTGCTTTGE 3 136 300
algha  sucanidtico de 5 CTCCTTCATTCGCTGAATAC 3

iniciacion de

transcripdion z,

subunidad alfa

PERK i de LmxhA.33.2150 178 300
jg::,i,a - B TACGTGACGACCTCAGTACA Y

5 GCAGTAGAGGAAGAMGCTCA I

RKIZ-1  Kinesing Lmeh14.1100 5 GACCAAGCTACAGGTCTCTG 3 193 300
5 CTCCATGGECAC ATTCZ

RK3IS-Z  Kinesina Lmxeh1. 141120 5 GAACTTTCTOGACGACTACG 3 163 300
5 CTTAAGGTCCGTCAACTGAG I

Amna Amazsting delta Lmxh.33.0500 & TTGCCATCCTATCCATATTC & 156 300
34D B GETAGACGTACACCACGAGT &
Ama 8A Amastina delta mxm.33.0060 5 CCAACACCTOGTACTATTCC ¥ 245 300

5 CACGTAGTAGGTCAACADCA 3

CPBZ.3  Protezsalike LmxM.08.10308 & TTOGATAAGAACTGCACTCA 2 178 300
catepsina L 5 TACCATCAGGASTCTCOSALS 3
ORFF  Open Rezding Lmxhi.34.5140 B COTTGATATCTGOGAGAMD 3 196 300
Framg F B GAACACAACATOCACAGAGTT 2
ORFG  Transportador Lmxh.34.5150 5 CACTGTTCATGAGCAACATC 3 178 300
dz biopterina 5 CCAAAGTGAGTCAGTCCATT 3
PMC nicotinamidzasa Lmxh1.01.0850 & CCATGCAGGTCGACTTCTTESE 3 142 400
B ATGATTCTOOGEGATGCCAGT 3
transportador de i i
NDT  MAD+ Lmxh 343350 0 TOTCGTTTCGCACAGCATTG 2 &5 400
5 CCTCCAGOGTTTCATCGAGT 3
Transportador

rans| 5 TTGEOCATCGGTATCAGETC ¥
AT ﬁ;;ﬁfu LMAM.Z30980 g o A CGECTGLAMCABALT ¥ 152 400

ARM ribosomal

1gsbe 185 03523801 5 CATCAAACTGTGCCGATTACGTGS 3 114 400
5 GAACTTTCGGGCGGATAMAACACT 3

3 primers reportados anteriormente [Adaui et ol. 2010)

b ipde Genbank (https:fwww.nchi_nlm.nih nbank/}

 Primers reportados anteriormente (1ara et of. 2017)

Tabla 1. Secuencia de primers de los genes evaluados en L. mexicana. Secuencia de
primers, ID en tritrypDB y Genbank y condiciones de gPCR de los genes evaluados en L.

mexicana

75



Tabla. ldentificacion de proteinas totales expresadas diferencialmente

Mancha MNombre Codigo Pl /MW (Ex) PI/MW (Te) Codigo/NCBI (Re) Doble emparejamiento Ama C AmaH
N Eukaryotic translation
pal Eukaryotic Initiation Factor 2a IFSA_LEIMU 5.08/20 4.83/17.82 191/Lbrii25.0730 initiation factor 1A J- 0388 1.046
30 Hypothetical protein, conserved  ESAPLZ_LEIMU 4.63/22 4.81/22.32 177/ LbrM14.0150 Mo 4+ 2.387 1.414
GTP-binding protein,
38 Tryparedoxin peroxidase 2 EQACAE_LEIMU 6.24/23 6.31/2221 J127/LbrtA15.0720 putative/Prefoldin-like T 2.027 1.05
protein
Eukaryatic translation initiation
74 factor 6 (elF-6), putative EQASKS_LEIMU 5.30/28 5.05/27.12 174/ Lbri35.0520 Ma J1-0.402 0.552
B2 Hypothetical protein, conserved  EQAXTS_LEIMU 5.62/20 5.63/30.34 168/LbrI25.2070 Mo J.0.49 1518
o8 Activated proteinkinase © - papgns Ey 5.89/34 6.05/34.40 153/LbrM28.2410 Mo 10447 0.507
receptor (LACK)
Eukaryotic translation initiation . .
125 factor 3 subunit, putative ESBOS2_LEIMU 6.20/45 5.01/46.37 133/ brazil1604d10.q1k Mo J- 046 0.52
137 S-Adenosylmethionine E9B1CS_LEIMU 5.35/50 5.41/43.13 122/Lbri30.3250 No 1 0.243 0.571
synthetase
139 Beta tubulin E9AVIZ_LEINMU 5.22/50 4.74/42.79 129/Lbri33. 0880 Ma J-0.188 0.591
140 Beta tubulin EQAVII_LEINMU 5.00/51 4.74/48.79 129/Lbrh133.0880 Mo J-0.283 0.59
143 Hypothetical protein, conserved/  ESB2KE_LEIMU 7.39/56 5.92/56.74 166/LbrM32.0750 Mo 1 0.348 0.812
PGAM 2 3-bisphosphoglycerate
151 independent phosphoglycerate  ESAUAL LEIMU 5.64/62 5.37/60.81 110/LbrMI35.6380 Mo 1. 0.478 0.755
mutase
157 Glucose-regulated protein 78 EQAZTS_LEIMU 5.66/67 5.18/71.79 12/Lbri28.1120 Ma J-0.336 0.777
163 Putative Heat shock 70 kDa E9B09S_LEIMU 5.93/72 5.34/71.2 14/Lbri26.0850 No 1 0.274 0.786

grotein
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Tabla 2 Identificacidon de proteinas totales expresadas diferencialmente. Se muestran los proteinas que lograron ser identificadas, se
indica el nombre correspondiente a cada macha, junto al codigo asignado en la base de datos UniProt, se muestra el punto isoeléctrico
(P1) y peso molecular (MW), para las condiciones experimentales (Ex), aquellas calculadas en los geles bidimensionales en este estudio , y
los valores tedricos reportados calculados a partir de Uniprot (Te) utilizando la herramienta bioinformatica Expasy, el cédigo y la
referencia de la proteina en la base de datos del NCBI corresponde a las identidades asignadas a estas proteinas en una publicacién
previa(73). La columna de doble emparejamiento indica si existen proteinas reportadas que coinciden en el rango de comparacion de los
valores experimentales. Ama C corresponde a la expresion relativa de AmaC/ Proesta y Ama H a la expresion relativa de Ama H/ Proesta.*

Secuencia disponible en BRAZIL.reads GeneDB database.
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Tabla. Identificacion de proteinas ribosomales expresadas diferencialmente

Mancha Nombre Codigo PI /MW (Ex) PI/MW (Te) Doble emparejamiento Ama C AmaH
20 Ribosomal protein 17/112-like protein ~ ESB284 LEIMU  8.25/19  8.33/21.85 No 0.534 Jo 0,427
58 405 ribosomal protein SA ESATTS_LEIMU 7.51/24 7.66/27.57 Mo J- 0.498 0.508
G0 Ribosomal protein 17/112-like protein ESB284 LEIMU 7.99/24 8.33/21.85 405 ribosomal protein 54 J-0.393 0.508
116 405 ribosomal protein 52 ESARVT_LEIMU 8.86/30 9.28/32.74 Mo 1.560 Jo 0,441
122 405 ribosomal protein SA ESATTS_LEIMU 7.94/30 7.66/27.57 Mo W 0,480 Jo 0,418
187 Putative ribosomal protein L2 ESAMATY_LEIMU 9,753/46 9,89/43.23 Putative 405 ribosomal protein 54 1.731 I+ 2,253
152 Putative 405 ribosomal protein 54 ESAPES LEIMU 9.76/51 9.97/47.30 Mo T 2.03 T~ 2.807

Tabla 3. Identificacion de proteinas ribosomales expresadas diferencialmente. Se muestran los proteinas que lograron ser identificadas,

se indica el nombre correspondiente a cada macha, junto al codigo asignado en la base de datos UniProt, se muestra el punto isoeléctrico

(P1) y peso molecular (MW), para las condiciones experimentales (Ex), aquellas calculadas en los geles bidimensionales en este estudio , y

los valores tedricos calculados a partir de la base de datos de Uniprot (Te) utilizando la herramienta bioinformdatica Expasy. La columna de

doble emparejamiento indican si existen proteinas reportadas que coinciden en el rango de comparacion de los valores experimentales.

Ama C corresponde a la expresion relativa de AmaC/ Proesta y Ama H a la expresion relativa de Ama H/ Proest
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