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RESUMEN
En este trabajo se describe la caracterizacién de cinco proteinas antigénicas de
Leishmania infantum, el agente etiolégico de la leishmaniosis visceral canina en Espa-
fia. Las proteinas aisladas fueron dos histonas, la H2A y la H3, y tres proteinas
ribosomales de la familia de las proteinas 4cidas, la LiP2a, LiP2b y LiP0. Todas ellas
se caracterizaron tras el aislamiento de los genes que las codificaban en forma de
c¢DNAs contenidos en librerias construidas en fagos égtll. El aislamiento se llevo a
cabo tras rastrear las librerias con sueros obtenidos de perros infectados de forma natural
por el parésito. El andlisis de secuencia mostré que aunque estas proteinas en Leishmania
poseian un caracter conservado existian regiones donde aparecian secuencias especificas
para el parasito. Precisamente fue en estas regiones donde se localizaron los determinan-
tes antigénicos de las diferentes proteinas. Con el fin de desarrollar un sistema de
diagnéstico serolégico de la leishmaniosis canina, las regiones antigénicas de las cinco
proteinas fueron expresadas y purificadas como polipéptidos recombinantes. La utiliza-
cién de estos antigenos recombinantes en ensayos de ELISA demostré la potencialidad
del uso de estas proteinas para el desarrollo de sistemas de diagnéstico serolégico
sensibles y especificos de la leishmaniosis canina.
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Péptidos.

ABSTRACT
In this work we describe the characterization of five antigenic proteins of Leishmania
infantum, parasite whose infection cause canine visceral leishmaniosis in Spain. The
following antigenic proteins were characterized: the histones H2A and H3, and three
members of the acidic ribosomal protein family, LiP2a, LiP2b and LiP0. All of them
were isolated after isolation of their cDNAs by immunoscreening of a L. infantum égtll
expression library with the sera from dogs naturally infected with the parasite. Aminoacid
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leishmaniasis diagnosis has been analyzed.
Key words: Leishmania infantum. Antigens. Serodiagnostic. Acidic ribosomal proteins.
Histones. Peptides.
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han demostrado el alto nimero de antigenos existentes en extractos de protei-
nas totales de Leishmania, reconocidos por sueros de pacientes de diferentes
formas de leishmaniosis (9-12). De la misma forma, se han detectado anti-
cuerpos circulantes contra un gran numero de proteinas del parasito en el
suero de perros infectados por Leishmania bien de forma natural (5) o expe-
rimentalmente (13-15)

Durante los tultimos afios, se han caracterizado numerosas proteinas de
Leishmania por su caracter antigénico e inmunogénico (Tabla 1). Un primer
grupo de antigenos esta constituido por proteinas situadas en la superficie
celular. Entre ellas destaca la proteasa de superficie gp63, una glicoproteina
reconocida por sueros de humanos (16-17) y perros (18) enfermos, capaz de
inducir proteccion al ser inmunizada en animales de experimentacion (8).
Otro de los componentes de la membrana es la glicoproteina gp46, un antigeno
reconocido por sueros de pacientes de diferentes formas de leishmaniosis (19),
capaz de inducir proteccion tras ser inmunizada en animales de experimenta-
cion (20). Un tercer antigeno localizado en la membrana el parasito es la
proteina KMP11, que parece encontrarse asociada al lipofosfoglicano, un
glucolipido mayoritario de la membrana el parasito (21-22). Esta proteina es
blanco de la respuesta inmune el hospedador vertebrado, siendo reconocida
por sueros leishmanidsicos, tanto humanos como caninos (23). Un segundo
grupo de antigenos estd compuesto por proteinas intracelulares de naturaleza
conservada. Dentro de este grupo conviene sefialar a dos miembros de la
familia de proteinas de choque térmico. Tanto la hsp70 como la hsp83 de
Leishmania son reconocidas por sueros de pacientes (24-26) y de perros (27-
28) infectados por el parasito. La quinesina del parasito también ha sido
descrita como un antigeno dominante, observandose reactividad contra ella en
sueros leishmanidsicos tanto humanos como caninos (29-30). Existen ademas
otras proteinas antigénicas cuya naturaleza aun no ha sido caracterizada.
Entre ellas se encuentra una proteina de 32 kDa (P32) localizada en la
membrana de L. infantum, reconocida por el 95% de sueros obtenidos de
pacientes de leishmaniosis visceral (31), un antigeno de 210 kDa reconocido
por el suero de pacientes de leishmaniosis visceral provocada por la infeccion
de L. tropica (32), y otra proteina de un tamafio superior a 200 kDa denomi-
nada Lcrl reconocida por sueros de pacientes con leishmaniosis visceral (33).
Jaffe y col. (34) caracterizaron dos proteinas, gp70-2 y dp72, de L. donovani
que eran reconocidas por sueros de pacientes de leishmaniosis visceral. Tam-
bién se han localizado distintas proteinas marcadoras de la enfermedad en
extractos de proteinas totales: un antigeno de 94 kDa (35) y uno de 17
kDa (12) reconocidos por sueros de humanos y perros afectados de leishmaniosis
visceral, y tres proteinas de 14 kDa, 16 kDa (9) y 52 kDa (11), reconocidas
por el suero de pacientes de leishmaniosis visceral.

Durante los ultimos afios en nuestro laboratorio se han caracterizado
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distintas proteinas de L. infantum, de acuerdo a sus caracteristicas antigénicas.
La estrategia seguida fue la de rastrear genotecas de cDNA construidas en el
fago égtll con sueros obtenidos de perros infectados de forma natural con
el parasito (la metodologia empleada se describe en la referencia nimero 36).
De esa forma se obtuvieron cDNAs que codificaban para cinco proteinas
antigénicas del parésito. La caracterizacion de las mismas se llevé a cabo por
secuenciacion de los clones obtenidos, analizindose las secuencias mediante
los programas desarrollados por la Universidad de Wisconsin (37). Los anti-
genos caracterizados fueron dos histonas, la H2A y la H3, y tres proteinas
ribosomales, nombradas LiP2a, LiP2b y LiP0. Todas ellas pueden clasificarse
como proteinas conservadas en estructura, lo que esta correlacionado con su
conservacién también de funcién. Las histonas interaccionan entre si forman-
do los nucleosomas organizadores de la cromatina, mientras que las proteinas
4cidas intervienen en el proceso de traduccion, facilitando la interaccion entre
factores solubles y el ribosoma. A pesar de su naturaleza conservada, estas
proteinas presentan diferencias en las regiones no implicadas directamente en
su funcioén. Asi, los extremos amino y carboxilo de la H2A, y el amino de la
H3, regiones expuestas en el exterior del nucleosoma, presentan secuencias
especificas, mientras que las regiones implicadas en la formacion del nucleosoma
se mantienen conservadas en ambas histonas. El analisis de la secuencia de
las proteinas acidas LiP2a, LiP2b y LiP0 indicé que las tres poseen caracte-
risticas comunes a las proteinas acidas de eucariotas, especialmente una gran
riqueza en aminoacidos acidos en el extremo carboxilo terminal, situandose
el porcentaje de similitud en valores del 60% cuando se comparan la secuen-
cias completas. En el caso de la LiP2a y LiP2b, la secuencia del extremo
carboxilo estd altamente conservada respecto a la misma regioén del resto de
las proteinas acidas eucariotas (38) mientras que en la LiP0O la secuencia
carboxilo difiere de la consenso, asemejandose al extremo carboxilo del
equivalente a la PO en arquebacterias (39). La variacién en la secuencia
carboxilo terminal de la LiPO0, esta reflejando la gran distancia evolutiva que
presentan los kinetoplastidos respecto al resto de eucariotas.

Para analizar la antigenicidad de las proteinas caracterizadas, los cinco
antigenos se expresaron como proteinas recombinantes. Para ello, los cinco
cDNAs aislados fueron clonados en plasmidos que permitian expresar las
proteinas en ellos codificadas. El vector elegido fue el plasmido pMal-c2
(New England Biolabs) que permite la purificacion de las proteinas expresa-
das mediante cromatografia de afinidad en columnas de amilosa, al expresarse
fusionadas a una proteina de unién a maltosa (denominada MBP). Todos los
antigenos fueron expresados completos, excepto la proteina LiPO de la cual
s6lo se expresaron los 30 ultimos aminoécidos. Para determinar el porcentaje
de sueros caninos infectados que reaccionaban contra ellas, las proteinas
recombinantes se utilizaron como antigenos en ensayos de ELISA. El grado
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de sensibilidad obtenido para cada uno de los antigenos fue de un 70%,
existiendo una enorme variabilidad en el reconocimiento de los distintos
antigenos segun de que suero se tratara (40-43). La sensibilidad alcanzaba
valores del 80% al utilizar una mezcla de las proteinas recombinantes como
antigeno.

Por otra parte, interesaba analizar la localizacion de los determinantes
antigénicos de cada una de las proteinas para probar la especificidad de las
respuesta. Para ello se sintetizaron péptidos solapantes, que cubrian la se-
cuencia de aminoacidos de las proteinas, midiéndose cuales de ellos eran
reconocidos por los sueros. Los resultados obtenidos permitieron determinar
que los epitopos siempre se localizaban en regiones especificas para las
proteinas del parésito. Por ese motivo, nunca se observaron reacciones cruza-
das entre los anticuerpos generados contra las proteinas del parésito y sus
equivalentes en el hospedador. Particularizando, las regiones antigénicas de
las histonas se localizaron en los extremos amino y carboxilo de la H2A y en
el amino de la H3, lo que eliminaba problemas de reactividades cruzadas con
las histonas del hospedador. No obstante, si se detectd cierto reconocimiento
en los sueros frente a las histonas de 7. cruzi, un parasito evolutivamente
relacionado con Leishmania (42). En el caso de las proteinas 4cidas, los
anticuerpos generados contra la LiPO reconocian el extremo carboxilo termi-
nal, especifico de Leishmania, sin reconocer el extremo carboxilo terminal
conservado de las proteinas acidas (41). Por otra parte, la secuencia de los
determinantes antigénicos de las proteinas 4cidas LiP2a y LiP2b, no incluian
las regiones carboxilo terminales, estando localizadas en una zona adyacente
especifica de Leishmania. De nuevo la especificidad de los epitopos recono-
cidos durante la infecciéon de Leishmania eliminaba reacciones cruzadas no
s6lo con las proteinas acidas del hospedador, sino también con las de T.
cruzi (40).

Los valores de sensibilidad obtenidos en el reconocimiento de los antige-
nos por los sueros de animales infectados, unido a la elevada especificidad de
los anticuerpos generados durante la infeccion permitia el desarrollo de un
sistema de diagnodstico para la leishmaniosis canina basado en estas cinco
proteinas. Sin embargo, y con el fin de evitar problemas de reactividad
cruzada se expresaron variantes de estas proteinas, carentes de las zonas
conservadas. La ausencia de estas regiones elimina el riesgo del reconoci-
miento por anticuerpos generados contra las histonas o proteinas acidas de
otros patogenos, o auto-anticuerpos generados contra estas proteinas en el
hospedador durante procesos autoinmunes. La metodologia empleada fue la
amplificacion mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), de
DNAs codificantes para las regiones antigénicas. Los DNAs amplificados se
clonaron de nuevo en el plasmido pMal-c2 purificindose posteriormente seis
polipéptidos diferentes. En la Fig. 1 se muestra un esquema de las distintas
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Fig. 1.—Esquema de las proteinas antigénicas de L. infantum. Los rectangulos blancos repre-
sentan las proteinas completas, con su tamafio indicado en aminoécidos. Los rectangulos
negros indican la localizacién de los determinantes antigénicos reconocidos por los sueros de
leishmaniosis canina. Los rectidngulos grises esquematizan los polipéptidos recombinantes
expresados sin las regiones conservadas de las proteinas.

proteinas, las regiones que contienen los determinantes antigénicos y los
nuevos polipéptidos codificados por los DNAs amplificados. El primero de
ellos, denominado LiP0-Ct-Q estaba constituido por los 30 aminoécidos carboxilo-
terminales de la proteina PO. En este caso no se modificé el clon de cDNA
descrito anteriormente al contener Uinicamente regiones especificas de la PO
del parasito. Las dos proteinas acidas restantes, denominadas ahora LiP2a-Q
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y LiP2b-Q, se expresaron sin los cinco ultimos aminoécidos, eliminandose asi
el extremo carboxilo terminal conservado. Las secuencias especificas de las
dos histonas se expresaron sin las regiones conservadas; 30 aminoacidos del
extremo amino de la histona H3 (LiH3-Nt-Q) y dos fragmentos de la histona
H2A denominados LiH2A-Nt-Q (aminoacidos 1-48) y LiH2A-Ct-Q (66-132).

El valor diagnostico de los seis polipéptidos purificados se probo midien-
do la reactividad de los sueros en ensayos de ELISA utilizando mezclas de los
mismos para antigenar. La sensibilidad del ensayo alcanzé valores del 80%,
porcentajes similares a los obtenidos cuando se utilizaron mezclas de los
antigenos completos. Este resultado indicaba que la eliminacién de las zonas
conservadas no afectaba a la antigenicidad de las proteinas expresadas. Para
analizar la especificidad del reconocimiento se probaron sueros obtenidos de
animales infectados por otros patogenos, sueros obtenidos de animales con
sintomatologias variadas, facilmente confundibles con la leishmaniosis cani-
na, o sueros procedentes de animales sanos. En ninglin caso se€ produjo un
reconocimiento significativo de la mezcla de antigenos, lo que indicaba una
alta especificidad del sistema. Estos resultados indicaron que es posible
desarrollar un sistema de diagnostico serologico basado en el uso de estos
antigenos obtenidos como proteinas recombinantes, ya que los valores de
sensibilidad y especificidad permiten detectar de forma inequivoca la enfer-
medad en un elevado nimero de animales.
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