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Resumen.

Trypanosoma brucei y Leishmania mexicana son parasitos protozoarios pertenecientes a la familia
kinetoplastidae trypanosomatidae, estos afectan directamente a humanos y en algunos casos a
animales. Segun la organizacion mundial de la salud L. mexicana afecta alrededor de 12 millones de
personas en 98 paises por otro lado T. brucei afecta a millones de personas en 36 paises del
continente africano, y estas se encuentran asocia directamente con la pobreza. (lowa State

University/College of Veterinary Medicine, 2009).

Se ha descubierto la presencia de canales de calcio en estos parasitos que intervienen en su vida
molecular y celular. Un canal de calcio es un canal de iones que muestra una permeabilidad
selectiva a los iones de calcio, basado en varios estudios realizados que han confirmado su
veracidad, ya han localizado un tipo de canal de calcio que es el tipo L (Ruiz-Postigo, Franco, Lado,
& Simarro, 2012). Con el presente trabajo de investigacion se pudo identificar un nuevo canal de
calcio homologo al identificado de la planta (Ananas comosus ) la cual posee el dominio DUF221
que codifica para el canal de calcio tipo P, la cual encontramos tanto en Leishmania mexicana

como en Trypanosoma brucei que son los parasitos de estudio.

Para Leishmania mexicana se identificaron 8 posibles regiones transmembrana mientras que para
Trypanosoma brucei se identificaron 11 posibles regiones transmembrana y en los dos parasitos un

posible dominio de unién a Calmodulina.

Palabras clave: Leishmania mexicana, Trypanosoma brucei, Canales de Calcio, Vectores.
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Abstract.

Trypanosoma brucei and Leishmania mexicana are protozoan parasites belonging to the family
kinetoplastidae trypanosomatidae, these directly affect humans and in some cases animals.
According to the world health organization L. Mexican affects around 12 million people in 98
countries. On the other hand, T. brucei affects millions of people in 36 countries of the African
continent, and these are directly associated with poverty. (lowa State University / College of

Veterinary Medicine, 2009).

It has been discovered the presence of calcium channels in these parasites involved in molecular and
cellular life. A calcium channel is an ion channel that shows a selective permeability to ions of
calcium, based on several studies that have confirmed their veracity, have already located a channel
type of calcium which is the type L (Ruiz-Postigo, Franco, Hand, & Simarro, 2012). With this
research work we were unable to identify a new channel of calcium counterpart to the identified the
plant (Ananas comosus) which owns the domain name DUF221 coding for the P-type calcium
channel, which we find both in Leishmania mexicana and Trypanosoma brucei that are parasites of

study.

For Leishmania mexicana 8 were identified possible transmembrane regions while for
Trypanosoma brucei identified 11 potential transmembrane regions and in the two parasites a

calmodulin-binding domain.

Key words: Leishmania mexicana, Trypanosoma brucei, Calcium Channels, Vectors.
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INTRODUCCION

La Leishmaniasis es una enfermedad transmitida por vectores protozoarios, que afecta tanto a
humanos como a animales. Puede ser causado por muchas especies de Leishmania. Algunos de
estos organismos se mantienen principalmente en humanos, pero la mayoria circula principalmente

en animales, la mayoria de estos Ultimos organismos son zoonéticos (Boelaert, 2000).

El ciclo de vida de esta y otras especies de Leishmania comienza cuando un flebotomino infectado
muerde e inyecta promastigotes en la piel del huésped mamifero, esos promastigotes estan
engullidos por las células fagociticas, como los macrofagos y las células dendriticas. Los parésitos
se mantienen dentro de una vacuola parasitoforica, luego se transforman en amastigotes y se dividen
hasta formar la membrana celular, se liberan para infectar nuevas células como estadio de

amastigotes (Winter, et al, 1994).

La Leishmania puede causar lesiones en la piel y las mucosas, la mayoria de las especies de
Leishmania se mantienen en la vida silvestre, a menudo sin signos clinicos (lowa State
University/College of Veterinary Medicine, 2009). Los casos clinicos presentados en esta especie
pueden ser mortales y pueden ser dificiles de tratar. Los casos de Leishmaniasis también se
observan ocasionalmente en cobayas, gatos, équidos y especies silvestres cautivas o de vida libre, el
ganado rumiante rara vez se ve afectado. Leishmania mexicana es un parasito protozoario
intracelular obligado que causa la forma cutanea de la Leishmaniasis, esta especie de Leishmania se

encuentra en América con mayor incidencia de casos en México y América Central.

L. mexicana, puede inducir las manifestaciones clinicas cutineas y cutaneas difusas en humanos, el
tipo cutaneo desarrolla una Glcera en el lugar de la mordedura, aqui los amastigotes no se diseminan

y las Ulceras se vuelven visibles unos dias o varios meses después de la mordida inicial, el tipo
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cutaneo difuso comienza cuando el amastigote se difunde a través de la piel y se transforma en

metéastasis a otros tejidos (Vera-izaguirre, et al, 2006; Reithinger et al., 2007).

Segun el reporte de la organizacion mundial de la salud Leishmania sp. se ha reportado en 88 paises
de los cinco continentes: Africa, Asia, Europa, América del Norte y América del Sur (22 en el
Nuevo Mundo y 66 en el Viejo Mundo), 16 son paises desarrollados, 72 estan en desarrollo y 13 de
ellos estan entre los menos desarrollados, aproximadamente 350 millones de personas corren el
riesgo de contraer esta enfermedad y 20 millones de personas estan infectadas en todo el mundo, y
se estima que 2.0 millones de casos nuevos ocurren cada afio, en la mayoria de los casos los
pacientes no se acogen a un curso completo de tratamiento debido al costo, la disponibilidad, ruta
invasiva de administracion, y la larga duracién del tratamiento, lo cual, a su vez, aumenta el riesgo

de mortalidad (Boelaert, 2000).

En Ecuador, se reportaron 1724 casos por afio de Leishmaniasis cutanea entre el 2004 y el 2008. En
Ecuador, segln los datos Ministerio de Salud Publica (2015), durante el afio 2013 se registraron 829
casos, 1161 en el afio 2014 y en el afio 2015 se registraron un total de 1401 casos de Leishmaniasis

(Ministerio de Salud Publica, 2016).

La Leishmaniasis y Trypasonomiasis son enfermedades transmitidas por 90 diferentes especies
insectos (phlebotomus y moscas). La tripanosomiasis africana humana, también conocida como
enfermedad del suefio, es una enfermedad parasitaria transmitida por vectores que infectan a
Trypanosoma brucei, que son parasitos protozoarios pertenecientes a la familia kinetoplastidae
trypanosomatidae. Se transmiten a los humanos por picaduras de la mosca tse-tsé (Glossina genus)
que han adquirido su infeccion de seres humanos o de animales que albergan a los parasitos

patogenos (Brun & Balmer, 2006).
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El ciclo de infeccion de esta enfermedad es el siguiente: 1. una mosca tse-tsé infectada (género
Glossina) inyecta trypomastigotes metaciclicos en el tejido de la piel. El parésito ingresa al sistema
linfatico y pasa al torrente sanguineo, 2. Dentro de la célula hospedadora, se transforman en
trypomastigotes del torrente sanguineo, 3. Se lleva a otros sitios en todo el cuerpo, alcanzan otros
fluidos sanguineos (por ejemplo, linfa, fluido espinal) y contindan la replicacion mediante fision

binaria. Este ciclo toma alrededor de 3 semana en infectar al organismo (Golding, 2013).

La enfermedad del suefio amenaza a millones de personas en 36 paises del continente africano.
Muchas de las poblaciones afectadas viven en areas remotas con acceso limitado a servicios de
salud adecuados, lo que obstaculiza la vigilancia y, por lo tanto, el diagnostico y el tratamiento de
los casos (Abenga, 2014). Ademas, el desplazamiento de las poblaciones, la guerra y la pobreza son
factores importantes que conducen a un aumento de la transmision y esto altera la distribucion de la

enfermedad debido a sistemas de salud debilitados o inexistentes.

Mientras que T. brucei afecta a las poblaciones de Africa que viven en areas remotas con acceso
limitado a servicios de salud adecuados, lo que obstaculiza la vigilancia y, por lo tanto, el
diagndstico y el tratamiento de los casos una de las complicaciones mas graves para el estudio de
esta enfermedad (Abenga, 2014). Algunos de los medicamentos utilizados para el tratamiento tienen
efectos secundarios significativos o disponibilidad limitada fuera de las regiones endémicas (Vera-

izaguirre, Vega-memije, Quintanilla-cedillo, & Arenas, 2006).

Para tratar la nombrada enfermedad del suefio causado por el parésito T. brucei incluyen los
siguientes medicamentos: Eflornitina (Unicamente para T. brucei gambiense), Melarsoprol,

Pentamidina (Unicamente para T.brucei gambiense), Suramina (Antrypol), en algunos casos se
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utiliza la administracion de dos medicamentos al mismo tiempo, esta enfermedad sin tratamiento

lleva a la muerte en semanas e inclusive con él (Bonnet, Boudot, & Courtioux, 2015).

Los medicamentos de primera eleccion que se suministran a los pacientes, una vez diagnosticados
con leishmaniasis mediante la evidencia de los amastigotes intracelulares en muestras de la lesion,
son sales de antimonio pentavalente (Sb5+), como el Glucantime y el estibogluconato de sodio
(Pentostam®). Ambas formulaciones presentan eficacia similar y se administran para tratar
cualquiera de las tres formas clinicas de la enfermedad (cutanea, viceral y mococutanea) (Winter,
Fuchs, McConville, Stierhof, & Overath, 1994). El indice de cura es alentador con los

medicamentos apropiados y diagnosticado a tempranas etapas del desarrollo de estas enfermedades.

En el Ecuador los casos clinicos de la Leishmaniasis han generado la necesidad de nuevos métodos
de tratamiento y el uso de tecnologias recientes para buscar y desarrollar nuevos agentes
quimioterapéuticos que sean facilmente disponible y al alcance de la poblacion afectada.
Anualmente, Ecuador gasta miles de ddlares en suministrarles el tratamiento a los pacientes con
Leishmaniasis, especificamente el pais invierte en la compra de Glucantime (Ministerio de Salud

Publica, 2016).

Debido a la falta de interés comercial, pocos medicamentos nuevos se estan desarrollando o se
introducen en contra de Leishmaniasis. A la fecha tampoco no se han desarrollado vacunas eficaces

y el control de la Leishmaniasis se basa principalmente en la quimioterapia.

Las estrategias actuales para controlar y contrarrestar esta enfermedad se basan principalmente en el
uso de la quimioterapia, la cual se basa en el uso de pocos medicamentos, incluidos los derivados

antimoniales. Las principales causas que hace que su utilizacion sea limitada es el alto costo del
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tratamiento, la elevada toxicidad, la administracion parenteral y la aparicion de resistencia. Teniendo
en cuenta las pocas opciones terapéuticas y la falta de interés del sector privado, es evidente la

necesidad de nuevos farmacos (Boelaert, 2000).

Algunos tratamientos en contra de la Leishmaniasis afectan la corriente de calcio del parasito. El
calcio desempefia un papel crucial en diferentes vias fisioldgicas, bioquimicas y de sefializacion en
celulas animales y vegetales, ademas el calcio es uno de los segundos mensajeros mas extendidos
que participan en varias transducciones de sefiales. Los organulos intracelulares, como las
mitocondrias y el reticulo endoplasmico, son el almacén de calcio; constantemente se acumulan y
liberan calcio durante ciertos eventos celulares para mantener la homeostasis del calcio (Hoppe,
Brandt, Michels, & Lindner, n.d.). Los iones de calcio ingresan al citoplasma desde afuera de la
celula a través de los canales de calcio de la membrana celular o desde algunos depdsitos internos de
calcio como el reticulo endoplasmico y la mitocondria (Navarro & Lozano, 2016). Un canal de
calcio es un canal de iones que muestra permeabilidad selectiva a los iones de calcio, en ocasiones
también es un canal de calcio dependiente del voltaje, aunque también hay canales de calcio

controlados por ligandos (Tyson & Snutch, 2013).

Los bloqueadores de los canales de calcio (BCC) son una clase de medicamentos que actdan
inhibiendo selectivamente la afluencia de calcio a través de las membranas celulares, se encuentran
entre los farmacos maés utilizados en la medicina cardiovascular con funciones no solo en la
hipertension, sino también en la angina y (para algunos CCB) taquiarritmias (Reimao, et al, 2016).
Aunque a menudo se consideran como una clase unica, los BCC dependiendo de la estructura
quimica se pueden subdividir en los siguientes grupos: dihidropiridinas (por ejemplo, nifedipina,
nimodipina y amlodipina), las benzotiazepinas (por ejemplo, diltiazem) y fenilalquilaminas (por

ejemplo, verapamilo) (Reimé&o, Mesquita, Ferreira, & Tempone, 2016).
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Las dihidropiridinas se han considerado exitosos antiparasitarios prometedores, especialmente
contra los parésitos protozoarios. La eficacia oral in vivo de amlodipina y lacidipina se ha
demostrado en el tratamiento de ratones infectados con Leishmania (L.) donovani (Tyson & Snutch,
2013). Se demostro la actividad antiparasitaria in vitro de ocho dihidropiridinas utilizadas
clinicamente (azelnidipina, amlodipina, cilididipina, lercanidipina, nicardipina, nifedipina,
nimodipina y nitrendipina) frente a un panel de especies de Leishmania mexicana y Trypanosoma

brucei (Reiméo et al., 2016).

El calcio se mantiene estrictamente en los compartimentos celulares mediante la coordinacion de
varias bombas y canales de Ca2 +. Dos de tales bombas de calcio fundamentales son la ATPasa
calcica de membrana plasmatica (EPCP) y la ATPasa de calcio del reticulo endoplasmico / sarco
(SERCA), que desempefian un papel fundamental en el mantenimiento del homeostasis del calcio
intracelular, esta homeostasis intracelular de Ca2 + a menudo es perturbada por el parasito
protozoario Leishmania mexicana, causante de manifestaciones cutaneas y cutaneas difusas (Perez-

reyes & Schneider, 1994).

Los mecanismos de regulacion del metabolismo mitocondrial en los tripanosomas no se conocen
por completo, se presenta el tripéptido de calcio mitocondrial (aminoacido que liga calcio en la
mitocondria) Trypanosoma brucei (TbMCU) es esencial para la regulacion de la bioenergética
mitocondrial, la autofagia y la muerte celular, incluso en las formas del torrente sanguineo que
carecen de una cadena respiratoria funcional y la fosforilacion oxidativa. La sobreexpresion de
(TbMCU) aumenta la acumulacién mitocondrial de Ca2 + en tripanosomas intactos Yy
permeabilizados, genera especies excesivas de oxigeno mitocondrial reactivo (ROS) y los

sensibiliza a estimulos apoptoticos. (Morrison, 2011).
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Las evidencias fisioldgicas que registran variaciones en la concentracion de calcio intracelular en
respuesta a diversas drogas, permiten proponen que en los genomas de Trypanosoma brucei y
Leishmania mexicana existen secuencias génicas que codifican para canales de calcio. EIl presente
trabajo pretende llegar a la identificacion de las secuencias de canales de calcio, en Trypanosoma
brucei y Leishmania mexicana, mediante el alineamiento de secuencias entre los canales de calcio

descritos en eucariotas superiores y las secuencias de los proyectos genomas de estos parasitos.

MATERIALES Y METODOS

La metodologia utilizada para la identificacién in silico de los canales de calcio presentes en
Leishmania mexicana y Trypanosoma brucei: Para llegar a la determinacion de algun tipo de canal
de calcio se usaron secuencias de diferentes tipos de organismos, ya que, se habia identificado el
tipo de canal de calcio tipo L en estos organismos (Benaim et al, 2013). Sin embargo, viendo que
los trypanosomatideos Yy las plantas poseen acidocalcisomas (son organelos acidos que acumulan
calcio) un organelo inicialmente reportada en plantas se procedio a evaluar la presencia de canales

de calcio similares a los presentes en plantas en estos trypanosomatideos.

Para identificar los tipos de canales de calcio presentes en L. mexicana y T. brucei primero se utilizd
la pagina de internet llamada NCBI (Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica/
https://mww.ncbi.nlm.nih.gov), de aqui se obtuvieron diferentes secuencias de canales de calcio

presentes en diferentes tipos de organismos tanto de animales como de plantas.

Con las secuencias obtenidas del NCBI se realizo un blast en la pégina llamada GenDB

(Bioinformatics and Systems Biology/ http://www.genedb.org), , donde encontramos las secuencias

génicas de los trypanosomatideos. Se analizo la similitud que tienen las secuencias de los canales de
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calcio de otras especies con la secuencia de nuestros paréasitos de estudio en las paginas del aislado
Trypanosoma brucei TREU927 y de Leishmania mexicana, con lo que se encontré dos secuencias

diferentes que tienen su codigo para cada uno de estos parasitos.

Programa de Busqueda de Dominios

La secuencia de esta proteina fue analizada con el programa Inter Pro Scan “Integrated search in
PROSITE, Plam, PRINTS and other family, and domain database”
(http:/Avww.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence-search), con la finalidad de identificar en ellas
dominios conservados y motivos especificos. Adicionalmente, las secuencias de esta proteina fueron
analizadas con el programa “Calmodulin Target Database”
(http://calcium.uhnres.utoronto.ca/ctdb/no_flash.htm), con la finalidad de busqueda de posibles

dominios de unién a CaM.

Programas de Prediccion Topografica

Nuestra secuencia fue analizada con los programas:

o TopPred “Topology prediction of membrane proteins”; Deveaud and Schuerer (Institut
Pasteur) new implementation of the original toppres program, based on G. von Heijne
algorithm) (https://galaxy.pasteur.fr/forms::toppred).

e HMMTOP “Prediction of transmembrane helices and topology of proteins (Hungarian
Academy of Sciences)” (http://mww.enzim.hu/hmmtop/).

e TMHMM “Prediction of transmembrane helices in proteins (CBS; Denmark)”

(http:/Avww.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM-2.0/).
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456  Se analiz6 la similitud que tiene la secuencia de la isoforma X3 del canal de cationes disparado por
457  estrés permeable al calcio de Ananas comosus (XP_020098678.1), con secuencia de Leishmania
458  mexicana y Trypanosoma brucei. Se encontrd una secuencia para cada uno de estos parasitos; para
459  Leishmania mexicana arrojo la secuencia codificada como LmxM.16.1190.1 y para Trypanosoma
460  brucei arrojo la secuencia codificada como Th927.8.5240,_cada uno con una probabilidad de
461 hallazgo aleatorio de 5x107° y 8.8x10™°, respectivamente, con estos pardmetros podemos decir que
462  hay una baja probabilidad que el hallazgo haya sido aleatorio. En ambas secuencias se encontrd el
463  dominio DUF221. Las proteinas DUF221 son una familia de canales de cationes permeable al

464  calcio osmosensible, que esta conformada por 1104 aminoacidos, con una masa de 12401 KDa y un
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punto isoeléctrico de 6.0 pH. En la figura 1, observamos la secuencia obtenida en el programa

GenDB presente en Leishmania mexicana, la cual constituye un posible nuevo canal de calcio.

»LmxM.16.11501
MSTPSPLPPNAKYDDOGIYLSFIAGGILLAVLGGCMAFLSYTRILWIKRFYRPNHTVEPTPLTRAASATA VAAARRVAQG
GVPNVSPPSSPLTEVIFAEHTYRPHGRHGHAVTRRKRLGISLPYLSTFFIRFTWODWISIEEPSLRDRKCSALSPYHYETPT
LPFTROTSDREFYPLOVPPYPAHRRRNGSRAAQPGSEGYGADGASPAAGSPDFSPRHRPELREYGALEESWDOTSLPGT
SDGATASLOALPKTAVDPLVAVYLFTLKFFFSLMFLGELFTVWIMVIAQKDNYMERTLIQRDIHDCKSOQDNDTVGCELR
KPYCYYRGDGLGCGVVALHGLYDLTYLMISPRIQRWMWYGVLNLCFCVVLVFLTLLYLEEVGKY AEAVMANOMRHAL
GYRVVCVRGLDATNVCTDRAFREAFLRLSVYFPHASPSPSASDSLAATAAATSPSIGAHRRRGGGTGMSPARRDNTNGF
DVESDSEASYLVCDFPGLNCLFSTAGMHYYVVRRSDATFTEPENVEQILITREPPLGTLENAETEAAMANLOEAIADEKA
LORRORLRHATRASATMWRGRRILRGARFPPGRTASVVVISNDVIFEDVAARHNSHADDRREAVLMMRAPFRSCCD
KMPAYPYYEAVFFRCYRNMNMALERVPQOQVAGAARYYFKNILCAHEFMOLFTARFGGLFSSLTATIAGPPGRIFGS
SLTAGRCALWLRFVFIFLLYVLLLLTWSIPISILGSLEQLSEISSIAVLRKY SELPKWMRSLINAY LPVGALALLNIALPHIIRFLY
RAMGAFNRAECDGGOLYMOYVFMYVTAVIFOAAFQGAYSRLADLLAKPDHDANINFFVSCISPSNGYFYARKVITATCLS
TWVYDLLDPYGILKVLLLRGRAHIQRNYDALFLPCEFEFPRLLSFDLMYLSMGLLFHMTAPLLGLLVYCYFLVRYWSQRAK
QCDRYRPTLSPAHDCTDFGYAAQVIRCYMW LYCFSETCGYLLMTLRAHRGGVYMCSLALGTGYGLTIVWYLOTREWT
ASLANARHFARNAHHFYSOHAVOOATSAPTVTTPLRAFPSKRAAEVSGGNAGTNPHATPPSLSANPPAGVAATDASP
SHLYAGSEDPYESEDDVAEQRGSPNTRNIVVOEEGALDRYENVTLOOVLFDATRNPFLSHLLPREPGLTMRYQPKHOR
LAVINAAAELRAMENTDFVVERYWDREMTWFEEDAGVYRDLDMDDEYVSEYRYGDMADLDSNDGDDSNQGRGD
ALHPMHTCQLMDGHDVSPFTOVSAAVPPSVESGLRTAATYLTTDLSRVYPDNTROOKTAVVATFMPVALAAENACGG
AVNHKLTYASTPTVWTAAHSHEGSSGAPDRRYASTLPPPPPLRSYEEQRADDESAQSLLOTRLOCSDPSPPHTTLEANDI
LCVVT EPVMSNDEPP SPTG®

Figura 1. Secuencia del posible canal de calcio presente en Leishmania mexicana. Secuencia
consenso para posible canal de calcio de L. mexicana obtenida en el GenDB mediante un blast de la
secuencia de isoforma X3 del canal de cationes disparado por estrés permeable al calcio de Ananas

comosus (XP_020098678.1).

La secuencia encontrada de introdujo en el programa “Compute PI/Mw”
(https://web.expasy.org/compute_pi/), empleando el servidor EXPASyY Proteomics, el cual permitid
predecir una proteina contentiva de 1434 residuos de aminoacidos, con un peso molecular de 158.13

KDa y un punto isoeléctrico de 7.99 (Figura 2).
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Figura 2.- Secuencia aminoacidica del posible canal de calcio en Leishmania mexicana. Los
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calculos se realizaron con ayuda del programa Compute PI/Mw.

Caracterizacion de los dominios funcionales presentes en este canal de calcio presente en L.
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mexicana.

Con el prop6sito de evaluar la presencia de los dominios funcionales caracteristicos de este posible
512  canal de calcio procedimos a realizar su analisis con el programa InterProScan. Los resultados se
513  muestran en la figura 3, donde cabe destacar que en el dominio de color azul que va del aminoéacido

514 720 al 953 tenemos localizado un canal dependiente de calcio.
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Posee 4 dominios citoplasmaticos visualizados con el color rosa entre los aminoécidos (43-259),
(377-716), (796-814) y (947-1004), conforma un coil en el domino representado por el color naranja
en el aminoacido 536 al 556, posee 4 dominios no citoplasmaticos representados en color amarillo
en los aminoacidos (1-19), (288-353), (738-772), (834-919) y (1026-1433), tenemos localizada la
proteina DUFF221 en un dominio representado con el color verde oscuro en los aminoacidos 4 al
1185. Localizamos las posibles hélices transmembrana que se encuentran presentes en 8 dominios
de color rojo y son los aminoécidos (20-42), (264-286), (354-376), (717-739), (773-795), (815-
837), (927-949) y (1004-1026), se tiene una region transmembrana en 8 dominios representados con
el color morado en los aminoacidos (20-42), (269-288), (355-377), (718-740), (774-796), (816-838),

(928-950) y (1005-1025).

1 200 400 600 800 1000 1200
| I O (I
[
O [ | || | I

[ | [ | [ | H B B N [ |
[ | [ | [ | HE B B N [ |
—1 1 —1 —1
- Canal dependiente de calcio |:| Cail - DUF221
|:| Dominio Citopldsmico |:| Dominio no citoplésmico - Prediccion del desarden
- Hélices transmembrana - Regidn transmembrana

Figura 3.- Dominios funcionales presentes en el presunto canal de calcio localizado en
Leishmania mexicana. El esquema muestra los principales dominios funcionales encontrados en la
secuencia de la proteina LmxM.16.11901 de L. mexicana. Este esquema fue arrojado por

InterproScan.
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Identificacion de posibles dominios transmembrana presentes en este presunto canal de calcio

en L.mexicana.

Para una busqueda mas detallada de regiones altamente hidrofobicas se realizé un analisis con
ayuda de los programas Tmpred (membrane-spanning region prediction). La figura 4 muestra la
escala de hidrofobicidad para nuestra secuencia obtenida por el programa Tmpred, este analisis nos
permitio seleccionar 8 posibles dominios transmembrana (TM), con una alta confiabilidad cercano 0
mayor a 1000. Para verificar la posicion de los dominios TM seleccionados, se empleo el programa
HMMTOP (2.0 Prediction of transmembrane hélices and topology of protein), el cual corrobord
nuestra seleccion. La posicion de los dominios TM sobre la secuencia obtenida para esta proteina,

arrojados por cada programa se muestra en la tabla 1.

M1 M

M2 5 M8
M6

— Upper cutoff
Lower cutoff
e Mydrophobicity

Figura 4. Posibles dominios transmembrana presentes en este posible canal de calcio de L.
mexicana. El esquema muestra los principales dominios transmembrana encontrados en la
secuencia del posible canal de calcio de L. mexicana. Este esquema fue arrojado por el programa
Tmpred. Valores superiores a 1000 (linea negra) sugieren dominios transmembrana altamente

confiables. Valores entre 600 y 1000 (linea roja) sugieren posibles dominios transmembrana.
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Tabla 1. Posibles dominios transmembrana del posible canal de calcio presentes en L.

mexicana.
Domios POSIBLES POSIBLES POSIBLES
Transmembrana del DOMINIOS DOMINIOS DOMINIOS
posible canal de TRASMEMBRANA | TRASMEMBRANA | TRASMEMBRANA
calcio (InterProScan) (Tmpred) (HMMTOP)
M1 20-42 18-42 17-41
M2 269-288 269-287 259-284
M3 324-345
M4 354-376 355-376 354-376
M5 436-454
M6 484-506
M7 661-677
M8 682-700 681-703
M9 718-740 721-745 716-736
M10 774-796 770-794 770-791
M11 818-838 815-834 811-831
M12 847-871 847-865
M13 928-950 920-944 862-891
M14 969-986 927-946
M15 1005-1025 1007-1025 1004-1025
M16 1312-1336

*Secuencias predichas con un bajo nivel de confiabilidad del programa utilizado

Andlisis de la presencia de dominios de unién a Calmodulina ( CaM) en el posible canal de

calcio de L. mexicana.
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Para poder evidenciar si se trata de un posible canal de calcio procedimos a buscar dominios de
union a CaM, utilizamos ¢l programa “Calmodulin target Database”, €l cual permite definir
posibles dominios no convencionales de unién a CaM. Este programa utiliza como criterios: la
hidrofobicidad de la secuencia, su tendencia a generar estructuras a-hélices, la carga de los residuos
aminoacidicos presentes y el tamarfio de los mismos para predecir dominios de union a CaM. Los
resultados del analisis se muestran en la figura 5, con un puntaje de 0 a 9, donde 9 indica la mayor
probabilidad de que esa region o dominio sea capaz de enlazar CaM. En esta figura podemos
observar una posible region de union a CaM con los mayores puntajes, ubicada entre los

aminodacidos 889 y 898, el cual tiene una alta probabilidad de interactuar con la CaM.

- +BS1 FFVSCLSPSN GYFYVAKVITA TCLSTWUDLL DPVGILKVLL LRGRAHLQRN
981 YDALFLPCEF EFPRLLSFOL MYLSMGLLFH MTAPLLGLLY VEYFLVRYWS
951 QRAKQCORYR PTLSPAHOCT DFGVAAQVIR CVMALYCFSE TCGYLLMTLA

1881 AHRGGVVMLE LALGTGVGLT LYVYLQTRKW TASLAMARHF ARMAHHFYSQ

L1851 HAVOOATSAP TWTTPLAAFP SKRAAEVSGH NAGTNPHATP PILSANPPAG

L1181 VAL TOASPFLH LYAGSEDPYE SEODVAERQREG SPNTRMZWWY EEGALDEYEN

Figura 5. Dominio de union a calmodulina presente en el posible canal de calcio de L.
mexicana. La figura muestra el anélisis de nuestra secuencia del posible canal de calcio en L.
mexicana programa “Calmodulin traget Database”. El programa evalia la secuencia asignando

valores entre 0 y 9, donde 9 representa un posible dominio de unién a CaM.
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En el caso de Trypanosoma brucei, se encontrd la secuencia codificada como Th927.8.5240, en la

figura 6, observamos la secuencia encontrada en la base de datos GenDB

>Th927.8.5240

MODPHPTPLNPDATWDDMNGLLFTLLMGYFAFIGLGAVSAFTVY APSMWLRRVFRLNHTAVVLVEEEPLGGDVETLOAPR
DDKEPRYRRVGCALPYPCSLFVLPSWHKCWLSVEEAVEGLENYVFKPLVDSESGNPAGIGDNADDRGSAVGDDDETAPLT
ROHISSEYPATVEVDIEGYSSG5PVGNYPSRTNSAPKTRLDPHYAVY LY FLKLFSTVFILGSCINLWICVLAGTDDYREKSM
VSMDEKHCGAQGSMRTGCMELM PYCHYTDADTCVPVPLHGIYDLTMRMITPNSWRLWFVALLDMAFCLEFIAAINYY
LREVDEKYVETYMRHOMECAVGHRYAINGGLKGRVLTEAAFRRRYLOEDSYFGPNRRGYNTFRYPVAVANALMGGTL
SVDDGDTYHOQYDCGGLSCIFSSCFFTRYKTTRIMAVFLODGSVRRMLFPRDPPPGMYTY MDKTEEAMEGLOEAVADY
KVFHELANHVSYREROQELHKKLLLVRASFPFCFSMISKVDYWEKAFIERATELNRFVDEVPARKPEGIAYVVFDNPLAAY
EFVMNLFYAQHRGASGTWAAIAGPPNGIEMMNITTNROVGWYRRIVVAVIYILMLLFWSVPVGFLSSIDNISKIPGMGWL
SRDSSKLPENVRSAIAALLPVGVLALFNIALPYIVRILAIAMGVINMYEREECALHLOY LFMWLTGVIFOAPLOMGMEELN
RLITEISRDSIAKLFVTRVTPEGGYWYTEVVMGLCYSTWYAFLNPGTLTLVY LOHKLANYVORVYNELFGPCLFEWPHLYS
FOLSLLAMGLLFHMTYPLLSFFVGIYFYVVRYFTORGMLYDRYRPENHPRODCTPFGAAGMVIRAACWLY CLGAVGGYVL
FRMMELDHLGGLLICSVSFTLSVILLAYTHITTRRWIATLPMNARRELLRMRVPRSVOTOYGTSRSADNVVAPKLPNPEPPARA
EEERREADSAVTFOGATLPVVPRECYSMETLDLAFDGVAGPTHCAPTTSLLWOQSRGMOSSPYGESVCNLODPDGTEM
EGVVEWDAAPDAEDDMLYHRMSLLPHNPNYVDSRYNPRHOQOLOQRINITHEIERLEETIFHVERYWDAPYSEVMPEECGI
IEQR

Figura 6. Secuencia del posible canal de calcio presente en Trypanosoma brucei.
Secuencia consenso para posible canal de calcio de T. brucei obtenida en el GenDB mediante
el alineamiento con la secuencia de isoforma X3 del canal de cationes disparado por estrés

permeable al calcio de Ananas comosus (XP_020098678.1).

La secuencia encontrada se introdujo en el programa “Compute PI/Mw”, empleando el
servidor EXPASy Proteomics, el cual permitié predecir una proteina contentiva de 1104
residuos de aminoéacidos, con un peso molecular de 124.16 KDa y un punto isoeléctrico de

6.07 (Figura 6).
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Figura 7.- Secuencia aminoacidica del posible canal de calcio en

traduccion de realizo con ayuda del programa Compute PI/Mw.
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Trypanosoma brucei. La

Caracterizacion de los dominios funcionales presentes en este canal de calcio presente en T.

brucei.

Con el prop6sito de evaluar la presencia de los dominios funcionales caracteristicos de este posible

canal de calcio procedimos a realizar su analisis con el programa InterProScan. Los resultados se
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muestran en la figura 8 donde cabe destacar que en el dominio de color azul que va del aminoacido
589 al 836 tenemos localizado un canal dependiente de calcio, posee 5 dominios Citoplasmatico
visualizados con el color rosa entre los aminoacidos (44-200), (316-586), (668-678), (821-840) y

(893-1104).

Conforma un transportador de sustrato en el domino representado por el color amarillo del
aminodcido 281 al 922, posee tiene 5 dominio no citoplasmatico representados en color naranja en
los aminodcidos (1-19), (229-292), (607-639), (700-791) y (868-872), tenemos localizada la
proteina DUFF221 en un dominio representado con el color verde oscuro en los aminoacidos 5 al
1061 y otro tipo de proteina en los mismos aminoacidos representado en un dominio de color verde
claro. Localizamos las posibles hélices transmembrana que se encuentran presentes en 10 dominios
de color rojo y son los aminoécidos (20-42), (201-223), (293-315), (592-614), (639-661), (681-
699), (737-759), (797-819), (844-866) y (873-895); se tiene una region transmembrana en 9
dominios representados con el color morado en los aminoacidos (20-43), (201-228), (293-315),

(587-606), (640-667), (679-699), (792-820), (841-867) y (873-892).
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Figura 8.- Dominios funcionales presentes en el presunto canal de calcio localizado en T.
brucei. El esquema muestra los principales dominios funcionales encontrados en la secuencia de la

proteina Th927.8.5240 de T. brucei. Este esquema fue arrojado por InterproScan.

Identificacion de posibles dominios transmembrana presentes en este presunto canal de calcio

en T. brucei.

Para una busqueda mas detallada de regiones altamente hidrofobicas se realizd con ayuda de los
programas Tmpred (membrane-spanning region prediction). La figura 8 muestra la escala de
hidrofobicidad para nuestra secuencia obtenida por el programa Tmpred, este analisis nos permitid
seleccionar 10 posibles dominios transmembrana (TM), con una alta confiabilidad cercano 0 mayor
a 1000. Para verificar la posicion de los dominios TM seleccionados, se emple6 el programa
HMMTOP (2.0 Prediction of transmembrane hélices and topology of protein), el cual corrobord
nuestra seleccion. La posicion de los dominios TM sobre la secuencia obtenida para esta proteina,

arrojados por cada programa se muestra en la tabla 2.
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Figura 9. Posibles dominios transmembrana presentes en este posible canal de calcio de T.
brucei. El esquema muestra los principales dominios transmembrana encontrados en la secuencia
del posible canal de calcio de T. brucei. Este esquema fue arrojado por el programa Tmpred. Valor
superiores a 1000 (linea roja) sugieren dominios transmembrana altamente confiables. Valores entre

600 y 1000 (linea verde) sugieren posibles dominios transmembrana.

Tabla 2. Posibles dominios transmembrana del posible canal de calcio presentes en T. brucei.

Domios POSIBLES POSIBLES POSIBLES
Transmembrana DOMINIOS DOMINIOS DOMINIOS
del posible canal de | TRASMEMBRANA | TRASMEMBRANA | TRASMEMBRANA
calcio (InterProScan) (Tmpred) (HMMTOP)
M1 20-42 18-42 19-43
M2 87-103
M3 201-223 208-226 208-227
M4 293-315 293-315 293-315
M5 371-392 371-390
M6 400-418
M7 489-509 488-504
M8 559-579 535-554
M9 592-614 591-614 591-614
M10 639-661 640-661 645-669
M11 691-699 685-701 680-699
M12 737-759 734-760 730-749
M13 797-819 797-816 790-814
M14 844-866 846-867 845-867
M15 873-895 875-895 876-895
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*Secuencias predichas con un bajo nivel de confiabilidad del programa utilizado

Analisis de la presencia de dominios de unién a CaM en el posible canal de calcio presentes en

T. brucei.

Para poder evidenciar si se trata de un posible canal de calcio procedimos a buscar dominios de
union a CaM, utilizamos el programa “Calmodulin target Database”, el cual permite definir
posibles dominios no convencionales de unién a CaM. Este programa utiliza como criterios: la
hidrofobicidad de la secuencia, su tendencia a generar estructuras a-hélices, la carga de los residuos
aminoacidicos presentes y el tamarfio de los mismos para predecir dominios de union a CaM. Los
resultados del analisis se muestran en la figura 5, donde un puntaje de 0 a 9, donde 9 indica la mayor

posibilidad de que esa region o dominio sea capaz de enlazar CaM. En esta figura podemos

351 EAAFRREYLED EOSYFOGPMRE GQWNTFRYPWA VANALMOGTL SVODGDTYHD
21 YDLOOGLSCLF 5CH YET THRSMAVFLIDR G5VERMLFFE D aMyY Ty
1 DRTEEAMEGL QEAVADYEVF HELAMHWEZYE KEQELHEKLL LYEA C

581 SMLLRENVDYWE EAFLERATEL MRFWVODEWVFAR KPEGL v ONPLAAYEFWY
551 Lk LB, L | W 1AG PRGILEMNLT JVOWVRE LWV lyYIL

observar una posible region de union a CaM con los mayores puntajes. Ubicada entre los
aminoécidos 482 y 492. El cual tiene una alta probabilidad de interactuar con la CaM.

Figura 10. Dominio de unién a calmodulina presente en el posible canal de calcio de T. brucei.
La figura muestra el analisis de nuestra secuencia del posible canal de calcio en T. brucei programa
“Calmodulin traget Database”. El programa evalta la secuencia asignando valores entre 0 y 9,

donde 9 representa un posible dominio de union a CaM.
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En la figura 11, se muestra el alineamiento de las secuencias seleccionadas Leishmania mexicana,
Trypanososma brucei y DUF221 para analizar la homologia que existe entre estas, asi como
también para analizar los dominios transmembrana que se encuentran representados en color
amarillo. Mientras que los aminoacidos se encuentran resaltados de color verde representa a la

proteina DUF221 presente en L. mexicana y T. brucei, las letras rojas representan el canal
dependiente de calcio, las letras en azul representan el canal de calcio con dominio N-terminal
transmembrana que solo se encontrd presente en la proteina DUF221 y encontramos los dominios

de Calmodulina resaltado de color celeste.

Leishmania MST— SFIAGGILLAVLGGCMAFL

Trypanosoma MDPH LETLLMGVFAFIGLGAVS

DUF221 - - - - - - - - -
Leishmania

Trypanosoma

DUF221 - - - - - - MAFQDVGLE——GLH-HLVQRD
Leishmania

Trypanosoma

DUF221 SDNPADTPPTASATVITLVPALVSAGAMVILI—————————————— FLILRRSQOREMYMP
Leishmania

Trypanosoma

DUF221 RT————— - - - - - YLGVLEPW-
Leishmania FEFFSLMFLGELETVWI
Trypanosoma Y-—FLELFSTVFILGSCINLWI
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DUF221 MSNVEESKYERYFAHAF-——-TAWLFIGFVMYTVTR————— ESIFYINLRHAYAT.SPAYAS
Leishmania

Trypanosoma

DUF221 RLSS-RIVLFTAVIEDYLNRDE———— - IRRMFGT——————————




746

747

748

749

750

751

752

753

754

755

756

757

758

759

760

761

762

763

764

765

766

767

768

769

770

Leishmania

Trypanosoma
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Trypanosoma SATAALLPVGVLALFNIATLPYT
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Leishmania L
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Leishmania LEFEMTAPLLGLLVVCYFLVE
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Trypanosoma ——QLORINITHEIERLEETIFHVER-—
DUF221 PEVE-RDAYFHF---5ITSQOPPL--LWIPRDEIGVSEQETIEHT SRVIAITDEDAWLDEEN
Leishmania -—-YWDREMIWFE-EDAGVYRDLDMDDEYVSEYRYGDMADLDSNDGDDSNOQGRGDALHEMH
Trypanocgoma -—YWDAPYSEVNPEECGIIEQR-——————————— = e
DUF221 KIHWD-——————-] MDEGV—————— PPIYEEEI¥YY-——————————————————————————
Leishmania ToLMDGHDWSPT OV S ARV EPPSVESGLRTALT VLT TDLSRVVEDNTROORTAVVATFMEVA
Trypanosoma &  ——————— e e
DOF221 = = = e e
Leishmania AAAFRNAQGEAVNHELTYASTPTVVIAAHSHEGSSGAPDRRYASTLPPPPPLRSYEEQRAD
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DUF221 = = e e e e e
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Figura 11.- Alineamiento del posible canal de calcio con los parasitos de estudio L. mexicana
T. brucei. Alineamiento realizado con el programa ClustalWW2 de EBI. En la secuencia se resaltan
dominios transmembrana reportados para L. mexicana, T. brucei y DUF221 asi como los predichos

por TopPred los cuales se indican resaltados en color amarillo, se encuentran resaltados los
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dominios de la proteina DUF221 presentes en L. mexicana y T. brucei con color verde identificados
por el InterProScan, tenemos dominios de los canales dependientes de calcio en L. mexicana, T.
brucei y DUF221 representados por las letras en color rojo, se identifico los de Calmodulina
presentes en L. mexicana, T. brucei y DUF221 se encuentran resaltados de color celeste y por
ultimo ubicamos el canal de calcio amino terminal transmembrana en la proteina DUF221 el mismo

que se encuentra con las letras de color celeste.

DISCUSION

Se logré evidenciar la presencia de un posible canal de calcio en Leishmania mexicana y
Trypanosoma brucei homologo a la secuencia de la isoforma X3 del canal de cationes disparado
por estrés, permeable al calcio de Ananas comosus (XP_020098678.1), la cual corresponde a la
proteina DUF221. Este presenta una secuencia de 895 residuos aminoacidicos prediciendo un PM
aparente de 100.16 KDa y contentiva de 11 posibles dominios TM. El programa utilizado para la
visualizacion de dominios de Calmodulina como es el programa “Calmodulin target Database”, el
cual nos sugiri6 la presencia de un domino de alta confianza de unién a CaM,. El cula nos da un

indicio de que sea un canal de calcio

Los genes que contienen el dominio DUF221 desempefian papeles importantes en la biologia del
desarrollo, la transduccion de sefializacion hormonal y las respuestas al estrés abidtico. Se
desconoce la funcion del domino 221 que se encuentra en el carbono terminal mientras que en el
amino terminal se encuentran los dominios de tres hélices transmembrana predichas con los
diferentes programas in silicos utilizados (Sokabe, 2010). Se desconoce la funcion del dominio
dado que probablemente se trate de un dominio localizado en el cerebelo en las regiones

neuroterminales.
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En el carbono terminal de este dominio 221, se encuentran 6 posibles hélices transmembrana
mientas que en el amino terminal tenemos 2 hélices transmembrana esto nos sugiere una cantidad
de 8 hélices transmembrana, los dos grupos de hélices transmembrana parecen estar vinculadas por
un total de 200 aminoacidos (Hou, et al, 2014). Al ser una proteina localizada en neuronas es muy
probable que tenga diferentes mecanismos de accion ya que se encuentra en la region no citosolica

donde puede interactuar con otros metabolismos

Esta proteina es codificada por el gen AtCSC1 expresada por Arabidopsis este tipo de proteinas
responden a canales de calcio tipo (TPR) (Sokabe, 2010). Por lo que no se han desarrollado

drogas para inhibir estos canales dado que es muy peligrosa su inhibicion.

En las membranas de la célula, particularmente la entrada de iones de calcio al citosol, son
utiles para respuestas ambientales en eucariotas, mientas que, en animales, los canales
potenciales de calcio actian como sensores de temperatura, de potencial osmotico y otras
condiciones ambientales. Aungue las plantas también responden a un sin nimero de
perturbaciones ambientales con flujos de calcio citosolico por lo que debemos entender que
los cambios en el ambiente se ven reflejados en cambios en la concentracion intracelular de
los iones de calcio (Hou, et al, 2014). Tanto L. mexicana como T. brucei sufre de cambios
ambientales, ya sea, por las quimioterapias o sencillamente por ser sometidos a cambios de
temperatura, esto les han llevado adaptarse. En estos parasitos se han conseguidos los dos
tipos de canales de calcios el primero presente en animales (tipo L) y ahora evidenciamos que

tienen un mismo canal de calcio presentes en las plantas (tipo P).
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En el caso de Trypanosoma brucei la bibliografia dice que se deposita directamente en la
sangre el cual logra instalarse en el sistema nervioso y poco tiempo después provocando la
muerte. Al descubrir este nuevo tipo de canal de calcio ya se pueden disefiar nuevos
medicamentos que eviten que este parasito se albergue en el cerebro y se lo pueda eliminar
mas rapido, aunque como ya mencionamos anteriormente el bloquear estos tipos de canales

de calcio podriamos provocar enfermedades como el Parkinson, Alzhéimer entre otras.

Esta proteina posee 10 posibles dominios transmembrana, 9 dominios transmembrana
homologos con T. brucei y 7 dominio transmembrana homoélogos a L. mexicana, tenemos
dominios conservados en cuanto a los canales de calcio, por esto es que tenemos regiones
homologas dado que esto nos facilitaria la creacion de una vacuna eficiente para estos dos

organismos.

Este trabajo de investigacion puede dar paso para la bisqueda de nuevas alternativas de tratamientos
para estas dos enfermedades, mas en el caso de la Leishmaniasis que es la enfermedad que mas se
conoce por ser una enfermedad de paises del tercer mundo pero con alta incidencia en paises

desarrollados.

CONCLUSIONES
1.Las hélices transmembrana de nuestros parasitos de estudio como la de la proteina
DUF221 superan las 8 hélices transmembrana esto es el primer indicativo de que se trata de

un canal de calcio.

2.Leishmania mexicana, trypanosoma brucei y la proteina DUF221 tienen una region de

unién ha calmodulina.
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3.Ningun tipo de droga se ha suministrado para bloquear el canal de calcio tipo N, P 0 Q
dado que podria ser altamente peligroso ya que se podria desarrollar enfermedades como el

Parkinson, alzhéimer entre otras.

4.La proteina DUF221 se encuentra presente en el organismo humano.
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