INTERACCION DE PROMASTIGOTES DE Leishmania mexicana CON
COLAGENA
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La leishmaniosis es una enfermedad producida por parasitos protozoarios del género Leishmania, la cual
inicia cuando los promastigotes son depositados en la dermis a través de la picadura del insecto vector, para
posteriormente ser fagocitados por macrofagos e iniciar la infeccion. Un aspecto poco estudiado del inicio de la
infeccion, es la interaccion del parasito con los componentes de la matriz extracelular antes de que sean
internalizados por los macréfagos. Se ha demostrado que esta interaccion se lleva a cabo en etapas tempranas de la
infeccidn, ya que al cultivar promastigotes con criocortes de piel de raton, se observd que el parasito interacciona con
fibras de colagena de la piel en tiempos de 24-48 hr. Por otro lado, los promastigotes muestran adhesion y migracion
a través de las fibras de la colagena cuando éstos son incubados en geles de colagena tipo I nativa. Ademas, también
los promastigotes interaccionan con coldgena desnaturalizada en forma especifica. La interaccion, tanto con la
colagena nativa como con la desnaturalizada es especifica y saturable, lo que sugiere la presencia de moléculas de
superficie capaces de reconocer a la colagena [1].

Con el fin de estudiar la interaccion parasito-colagena y su relevancia en el desarrollo de la enfermedad, se
purificaron por cromatografia de afinidad 5 proteinas (120, 58, 30, 25 y 18 kDa) de promastigotes de L. mexicana
con capacidad de unir colagena (LmCBP). Para continuar con la caracterizacion de estas proteinas, se produjeron
anticuerpos policlonales anti-LmCBPs, los cuales se utilizaron en el tamizaje de una biblioteca de expresion de
cDNA construida en el vector lambda ZAP II. De este tamizaje se seleccion6 una clona altamente positiva
(LmCBP120), cuyo inserto de 1828 pb codifica para una proteina de 480 aa que contiene dentro de su secuencia 11
repetidos de 20 aa. Para analizar la funcion de LmCBP120, el inserto de la clona pBSLmCBP120 se subclono en el
vector pPRSETB para obtener el plasmido pRSLmCB120. Con este plasmido se transformaron bacterias y la proteina
recombinante His::LmCBP120 (80 kDa) se purificé después de la induccion con IPTG. La proteina recombinate se
utilizo6 para generar anticuerpos anti-His::LmCBP120, los cuales reconocen una proteina de 120 kDa en extractos
totales de promastigotes de L. mexicana.

Los anticuerpos anti-His::LmCBP120 se utilizaron para analizar la distribucién subcelular de la proteina
nativa por inmunofluorescencia indirecta. En promastigotes permeabilizados, la fluorescenciase localizd cerca del
nucleo y el cinetoplasto, mientras que no se detectd marca alguna en promastigotes no permeabilizados. Estudios de
microscopia electronica de transmision, mostraron que el anticuerpo se localizo en una estructura membranosa que
rodea al nucleo, entre el nucleo y el cinetoplasto.

Debido a que los anticuerpos anti-His::LmCBP120 reconocen una proteina intracelular con capacidad de
unirse a la colagena, se investigo si la union del parasito a la colagena tiene algun efecto en la cantidad y localizacion
subcelular de la proteina LmCBP120. Para ello se cultivaron promastigotes en cubreobjetos cubiertos con colagena
tipo I de bovino. A diferentes tiempos de cultivo, los parasitos se fijaron y permeabilizaron o solamente se fijaron sin
permeabilizar, para después incubarlos con los anticuerpos anti-His::LmCBP120 o con anticuerpos anti-
promastigotes. A tiempo 0 h, la marca de los anticuerpos anti-His::LmCBP120 se encontré dentro de los
promastigotes permeabilizados, en contraste con los parasitos no permeabilizados en los cuales no se detectdo marca
alguna. Por el contrario, parasitos permeabilizados y no permeabilizados se marcaron con los anticuerpos anti-
promastigotes. Conforme progreso el tiempo de incubacion con la colagena se hizo evidente que la cantidad de
antigeno se incrementa y que su localizacion varia, de tal forma que despues de 24 y 72 h de interaccion la proteina
LmCBP120 se localizé en la superficie de parasitos permeabilizados y no-permeabilizados. No se detectaron
cambios en el caso de parasitos incubados con anticuerpos anti-promastigotes.

Ya que la colagena es uno entre varios componentes de la matriz extracelular, fue importante determinar si
la translocacion de LmCBP120 a la superficie del parasito era una respuesta especifica a la interaccion con la
colagena o si otros componentes de matriz extracelular tenian el mismo efecto en la localizacion subcelular de la
proteina. En este caso, los promastigotes se incubaron sobre laminina, fibronectina o albiumina. De los resultados



obtenidos se observd que no hubo cambios en el patron de tincion de la proteina después de que los parasitos fueron
cultivados por diferentes periodos sobre las tres proteinas analizadas. La marca permanece dentro del parasito en
todas las condiciones, confirmando que la redistribucion de la proteina LmCBP120 hacia la superficie es un proceso
dependiente de la interaccion del parasito con la colagena. Ademas, la distribucion subcelular de LmCBP120 sugiere
que puede ser un componente del sistema de transporte vesicular.

Por otro lado, ratones inmunizados con la proteina recombinante His::LmCBP120 mostraron una reduccion
del 35% en la lesion producida por la inoculacion de promastigotes en el cojinete plantar. Los resultados anteriores
indican que las proteinas de union a coldgena, particularmente la proteina LmCBP120 puede jugar un papel
importante en el mecanismo de patogenicidad y en el desarrollo de la leishmaniasis.
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