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RESUMEN

En la infeccién de monocitos por parésitos del género Leishmania se pueden distinguir
varias etapas tempranas, que abarcan desde el momento en el que el parasito entra en el
hospedador mamifero hasta que se establece la infeccién. En estas etapas iniciales se
encuentran las claves que determinan el éxito en el establecimiento de la infeccién. Uno de
los puntos susceptibles para la contencién de la infeccion es el bloqueo de la interaccion del
parasito con la célula que infectard. En todas las etapas iniciales estan involucradas las
moléculas de superficie de Leishmania. Se considera a la glicoproteina gp63 como uno de
los ligandos que utilizan los parésitos para la unién a sus células hospedadoras. Con el
objetivo de inhibir la infeccién de macréfagos se llevaron a cabo experimentos utilizando
diferentes métodos. Como inhibidores se utilizaron anticuerpos policlonales de conejos
inmunizados tanto con fragmentos como con la proteina gp63 completa y péptidos sintéticos
derivados de su secuencia de aminoéacidos. En ambos casos se obtuvo un porcentaje de
inhibicién que varia del 30% al 65%. Cuando se usan distintos anticuerpos policlonales se
observa una cinética de inhibicion distinta, lo que estaria indicando la presencia de mas de
un sitio de interaccion con los receptores presentes en la superficie de la célula hospedadora.
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ABSTRACT

Mononuclear phagocytes are target cells for parasites of the genus Leishmania.
From the entry into a vertebrate host until establishment of the infection, several crucial
phases can be distinguished. These phases may represent the crucial point in the successful
establishing of a Leishmania infection. The interaction between mononuclear phagocytes
and the parasite plays a central role and may constitute a breakpoint in the infection
process. One of the surface molecules of these parasites, gp63, a glycoprotein, has been
described as ligand for attachment to host cell receptors. In order to inhibit the infection,
polyclonal antibodies against gp63 and its fragments as well as specific peptides were
used to block the interaction with host cell receptors. In both cases, either with peptides
or with antibodies, significant inhibition ranging from 30-65% was obtained. The
kinetic of the inhibition with different polyclonal antibodies suggests that gp63 must
contain more than one single binding site.
Key words: Leishmanolysin. Gp63. Kinetoplastids. Leishmaniasis. Infection.
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INTRODUCCION

Los parasitos del género Leishmania tienen un ciclo de vida dimoérfico,
una de las formas es flagelada y vive en intestino del insecto vector, la otra,
morfolégica y bioquimicamente distinta se desarrolla intracelularmente en
mamiferos. Se transmite al hombre como flagelado promastigote, a través de
la picadura del insecto, se internaliza en las células de linaje monocitico
donde se diferencian a amastigotes y se reproducen dentro de los fagolisosomas
de la célula infectada (1).

En la infeccién por Leishmania se pueden distinguir cuatro etapas tem-
pranas, que abarcan desde el momento en el que el parasito entra en el
hospedador mamifero hasta que se establece la infeccion, considerando como
establecimiento el momento en el que el parasito es capaz de sobrevivir y
reproducirse en el interior de la célula (Fig. 1). La primera etapa, previa al
encuentro con la célula hospedadora, el parasito tiene que evadir los mecanis-
mos de defensa que constituyen la primera barrera de contencién de cualquier
infeccidn, el sistema de complemento. La segunda es la de unién a la célula
hospedadora y comprende las interacciones entre receptores y ligandos, unos
en la superficie de la célula susceptible de ser infectada y otros en la del
parasito. La tercera etapa es la de internalizacién, donde gran cantidad de
sefiales son transmitidas al interior celular conduciendo a la fagocitosis del
parasito unido. En la cuarta y ultima etapa, la supervivencia y establecimiento
de la infeccion, estan involucrados mecanismos tanto del parasito, necesarios
para la resistencia a factores lisosomales como el bajo pH y enzimas hidroliticas,
como de la célula que es infectada en la que se modulan sefiales por parte del
mismo parasito y que evitan su eliminacion. Las dos ultimas etapas pueden
englobarse en una misma ya que desde el momento de la internalizacion o
invasién se ponen en marcha los mecanismos que conducen a la superviven-
cia y establecimiento de la infeccion.

Para comprender como el parasito supera cada una de las etapas tempra-
nas de la infeccidn, es necesario conocer la superficie de Leishmania ya que
en todas ellas estan involucradas las moléculas de superficie.

SUPERFICIE DE Leishmania

La superficie de los parasitos del género Leishmania es compleja. La
molécula mas abundante, 10° moléculas por célula, que recubre la totalidad
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Fig. 1.—Etapas tempranas en la infeccién por Leishmania.

del parasito incluido el flagelo es el lipofosfoglicano (LPG) (2). Estd com-
puesto por una estructura terminal de disacéridos de manosa, un polimero
repetido de unidades alternas de manosa y galactosa fosforilados, un niicleo
de fosfodisacaridos y un anclaje a la membrana por glicofosfatidil inositol
(GPI) (2). Los promastigotes en estado prociclico, en el que no son infectivos
y que residen en el intestino del insecto vector, producen una forma corta de
LPG con é-galactosa como residuo terminal que se une a una lectina presente
en la superficie de las células del epitelio intestinal. En cambio, los metaciclicos,
que son infectivos, producen una forma mas larga de LPG con mas unidades
repetidas de disacaridos y 4-arabinosa como residuo terminal que no se une
a la lectina del insecto lo que permite que se desprenda del intestino pudiendo
llegar al huésped mamifero (3). Estas modificaciones, ademas, hacen al para-
sito resistente a las condiciones adversas del nuevo ambiente. Al purificar el
LPG se encuentra una proteina asociada llamada KMP-11, que esta en rela-
cién molar 1:1 con este aunque no esta claro si esta asociacién sucede in vivo
o solo se copurifican (4).

Otra molécula abundante en la superficie de Leishmania es una glicoproteina
de 63 kd (gp63) anclada a la membrana por una estructura GPI. Hay aproxi-
madamente 5 x 10 ° moléculas por célula (5). Es una metaloproteasa depen-
diente de Zn*', y aunque hasta el momento no se sabe con certeza cuél es su
sustrato natural, es capaz de degradar, hidrolizar, desnaturalizar, catabolizar
in vitro varias proteinas del hospedador como la molécula CD4 de superficie
de linfocitos T y componentes del sistema de complemento (6, 7, 8). Se la
relaciona con infectividad, ya que las cepas defectivas en su expresién son
menos infectivas (9).
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En la superficie se encuentran otras proteinas como las proteina kinasas
de Leishmania (LPK) (10), el antigeno de superficie de promastigotes (PSA)(11),
la fosfatasa acida (12) y ciertas proteinas con actividad 3’ y 5’ nucleotidasas (12).
Las LPKs posiblemente tengan un papel importante dado que son capaces de
inactivar el componente C3 del sistema de complemento por fosforilacion (10).
En cuanto a los componentes de la familia del PSA hasta el momento no se
ha encontrado una funcién, pero en pruebas de vacunacion se ha demostrado
que es capaz de proteger contra la infeccién (11). La fosfatasa acida si bien
§€ encuentra en superficie, se concentra en el bolsillo flagelar y por tanto
también se excreta al medio (12).

1° ETAPA: Leishmania Y EL SISTEMA DE COMPLEMENTO

En esta primera etapa el parasito tiene que evadir el sistema de comple-
mento para no ser lisado. El mecanismo de accién del sistema de complemen-
to se basa en tres mecanismos: la deposicion y activacion secuencial, en la
superficie de los organismos a eliminar, que conducen a la lisis por la
formacién de un complejo llamado de ataque o MAC que se inserta en la
membrana formando un poro; la opsonizacién por recubrimiento con dos
componentes del complemento, el C3b y el iC3b (forma inactivada de C3b),
que actian como ligandos para receptores presentes en células con capacidad
fagocitica; y la liberacién de moléculas que activan y atraen fagocitos.

Leishmania puede activar el sistema de complemento por las tres vias
conocidas: La cldsica, con presencia de anticuerpos, la alternativa o en ausen-
cia de anticuerpos y mas recientemente se implica la activacién por la via
mediada por una lectina, la proteina de unién a manosa (6) (Fig.2).

Dos de las moléculas de superficie mas abundantes estin implicadas en
la activacion del complemento, el LPG y la gp63 (13), ambas macromoléculas
pueden unir y fijar C3b, contienen manosa (las glicosilaciones de la gp63
incluyen manosas) y también son inmunogénicas por lo que pueden inducir
la produccién de anticuerpos especificos. La forma elongada del LPG que es
producida por los promastigotes infectivos (2) y no sélo actia como barrera
fisica que impide la insercion del complejo final de ataque sino que provoca
también su eliminacién de la superficie celular. La elongacion y modificacion
del LPG no es el unico cambio observado en el paso de promastigotes no
infectivos a infectivos, y sabemos que la expresién de la gp63 aumenta (14).
Esta proteina también ha sido implicada en la resistencia a la lisis por el
complemento. El componente C3b depositado sobre la superficie es rapida-
mente convertido a iC3b, la forma inactiva (6). Para esta transformacion es
imprescindible que los parasitos expresen gp63 enzimaticamente activa. La
inactivacion del C3b se produce por dos mecanismos, proteolisis o fosforilacién,
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Fig. 2.—Relacion de los parasitos del género Leishmania con el sistema de complemento. C3:
componentes C3b y iC3b del complemento. MBP: proteina de unién a manosa. Ac. especifico:
Anticuerpos presentes en el hospedador que reconocen especificamente proteinas de la super-
ficie. C1q: componente del complemento que se une a las regiones Fc (fracciones constantes
de inmunoglobulinas) de los anticuerpos unidos a los parasitos. Estas moléculas del hospedador
activarian al sistema de complemento conduciendo a la lisis por la formacién de un complejo
de ataque que se inserta en la membrana; pero esto no ocurre debido a los mecanismos de
defensa que poseen estos parasitos.

En este ultimo mecanismo intervendrian las LPKs (10). El iC3b aunque man-
tiene su capacidad de opsonizar interrumpe la cascada que conduce a la
formacién del MAC. Los parasitos recubiertos de iC3b pueden ser fagocitados
mas facilmente por células que tengan receptores especificos para esta molé-
cula.

2° ETAPA: UNION DEL PARASITO A LA CELULA HUESPED.

La union del parasito a la célula huésped parece estar mediada por
interacciones especificas entre receptores del macréfago y ligandos de Leishmania
ya que puede ser bloqueada con anticuerpos (15). Varios factores presentes en
el suero del huésped, receptores de macréfagos y moléculas de superficie del
parasito han sido implicados (Fig. 3).
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l Receptores en el macréfago I l Ligandos en Leishmania
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Fig. 3.—Relacién de receptores y ligandos que intervienen en la unién e internalizacién de
Leishmania a los macréfagos del hospedador mamifero.

Los receptores identificados en el macréfago como involucrados en la
unién de Leishmania son: el receptor de complemento de tipo III (CR3,
CD11b/CD18) (16), el de tipo I (CR1, p150,95) (16), receptores de
manosa (17), de fibronectinas (18) y de regiones constantes de anticuerpos
(Fc) (19). Como ligandos se pueden distinguir de dos tipos, directos ¢
indirectos. Como directos se pueden considerar aquellos aportados por el
propio parasito. Los que han sido identificados hasta el momento son el
LPG (20) y la gp63 (15, 21, 13). Dentro de los ligandos indirectos se
engloban las moléculas que pueden recubrir la superficie de Leishmania,
para los que existen receptores en el macréfago, pero que son aportados por
el huésped. Indirectos se consideran el C3b, el iC3b y los anticuerpos a través
de sus regiones Fc.

Los receptores CR3 y CRI cooperan en la adhesion de particulas
opsonizadas (22, 13). El de tipo III une iC3b mientras que el de tipo I une
C3b. La unién al CRI1 es transitoria ya que el mismo receptor tiene la
capacidad de inactivar a su ligando, por otra parte mientras se deposita
sobre la superficie del parésito se va inactivando por accién de las LPKs y
la gp63. La forma inactiva se une establemente al CR3 (22) que es el princi-
pal responsable de la fagocitosis de particulas opsonizadas, en este caso un
parasito.

El CR3 une una gran variedad de moléculas entre las que se encuentran
el LPG y la gp63 (13). Muchos de los ligandos proteicos contienen una
secuencia tipica, que se considera relacionada con la unién al receptor, que es
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Arg-Gly-Asp (RGD). Algunos de los ligandos contienen secuencias homo-
logas como KQAGD en el fibrindgeno o SRYD (18) en la gp63 que han
sido descritas como responsables de la union al receptor en la superficie
celular. En estudios hechos con el receptor purificado o células en suspen-
sion y distintos ligandos se observa que no puede bloquearse la unién con
péptidos conteniendo la secuencia RGD, pero si se bloquea si se utiliza un
sistema en el que las células se transforman en adherentes (23). Se postula
que, ya que solo se puede bloquear la interaccion en células adherentes, el
efecto de péptidos con la secuencia RGD sobre la unidon del CR3 a sus
ligandos es indirecto. Los ligandos se unirian al receptor y simultidnea-
mente a una molécula de adhesion a través del RGD. Esta segunda inte-
raccion no solo aumentaria la capacidad de unién de CR3 sino que tam-
bién lo activaria para la sefializacion necesaria para la fagocitosis (23).
También se ha descrito la union de Leishmania y receptores de fibronec-
tina, de Fc de anticuerpos y receptores de manosas (17), en lo que estarian
involucradas las glicosilaciones de gp63 y las manosas contenidas en el
LPG.

3°Y 4° ETAPAS: ENTRADA Y SUPERVIVENCIA DEL PARASITO, ESTA-
BLECIMIENTO DE LA INFECCION EN LA CELULA HUESPED.

Desde el momento de la unién a la célula se inicia una cascada de sefiales
que preparan a la célula para el proceso de fagocitosis. Normalmente las
sefiales son iniciadas por el contacto del receptor con un ligando y estan
mediadas por Ca*". Se ha observado un aumento en los niveles intracelulares
de Ca?" posteriormente a la union del parasito a la célula. Este aumento no
solo conduce a la sefializacion para la fagocitosis del complejo formado por
el receptor y la particula unida sino que ademas altera la capacidad de la
célula para responder a estimulos externos. La infecciéon de monocitos por
Leishmania provoca la atenuacion de varias sefiales mediadas por fosforilaciones
dependientes de Ca?" entre las que cabe mencionar la inhibicion de la expre-
sion de c-fos, la desfosforilacion de la kinasa JANUS y STAT (24, 25, 2, 26).
Estas modificaciones se atribuyen a un aumento en los niveles intracelulares
de Ca?', que después de 16 horas de infeccion se mantienen de dos a tres
veces por encima de los normales (27).

La proteina gp63 se considera como factor de proteccion dentro del
lisosoma, ya que seroalbumina bovina incluida dentro de liposomas construi-
dos in vitro no es degradada por las enzimas lisosomales si estos llevan gp63
activa en su superficie (28, 14)
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IMPLICACION DE LA GP63 EN LA INFECCION DE MACROFAGOS in vitro.

La familia de las glicoproteinas gp63 o de las metaloproteasas de super-
ficie es de las mas estudiadas y se sabe que la expresan todas las especies de
Leishmania. En su mayoria tienen un peso molecular de 63 kD, por lo que
genéricamente se conocen como gp63. Para ser activa enzimaticamente re-
quiere Zn*" para el que tiene un sitio de unién altamente conservado entre
todas las metaloproteasas conocidas. Aproximadamente el 1% de las protei-
nas totales del parasito estd representado por gp63. En el estado promastigote
virtualmente toda la gp63 esta expuesta en la superficie de la célula y en
estado maduro, es decir activa y glicosilada. La proteina se sintetiza como un
precursor inmaduro que contiene en su extremo N-terminal una region llama-
da “péptido sefial” y a continuacién otra regién llamada propéptido”. Ambas
son removidas, la primera tiene la funcién de sefializar su transporte a mem-
brana y la segunda tiene que ser eliminada para que sea enzimaticamente
activa. Algunos autores aseguran que el proteolisis del propéptido es el
resultado de un proceso autocatalitico. La proteina ademas, se modifica
postranscripcionalmente por la adicién de un glicosilfosfatidilinositol, para
su anclaje a la membrana plasmatica, y de cadenas glicosidicas (revisado en
5). Se ha relacionado claramente la expresion o no de determinados miembros
de la familia con diferentes estadios de diferenciacién asi como con la pérdida
de infectividad (9).

Nuestro interés, se centrd en el estudio de la implicacién en la union del
parasito a la célula huésped de la glicoproteina de superficie gp63. El primer
paso necesario para este estudio era la obtencion de anticuerpos que recono-
cieran zonas especificas de la proteina para poder identificar claramente las
regiones de interaccion con los receptores de macrofagos. Localizar regiones
de la gp63 que al ser bloqueadas con anticuerpos impidiesen la infeccién, nos
permitiria usar esos epitopos para generar una respuesta inmune protectiva
capaz de inhibir la infeccion en un estadio temprano.

Tanto el gen de la proteina madura como fragmentos solapantes se ampli-
ficaron por PCR y se clonaron en plidsmidos que permitieran tanto su secuenciacion
como su expresion en sistemas bacterianos. La proteina madura no incluye el
propeptido ni el péptido sefial. Estas siete proteinas fueron purificadas y
utilizadas para la inmunizacién de conejos. Una vez obtenidos los sueros
policlonales se hizo un mapeo con péptidos sintéticos para localizar los
determinantes antigénicos reconocidos por cada uno de estos sueros (fig. 4).
Los péptidos tienen una extension de 20 aminoacidos y solapan en cinco con
el siguiente.

En la secuencia de esta proteina existen cuatro aminoacidos serina-arginina-
tirosina-aspartico (SRYD) que posiblemente mimeticen una secuencia arginina-
glicina-aspartico (RGD) (18), presente en la gran mayoria de las moléculas de
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Fig. 4—Mapeo de epitopes reconocidos por sueros de conejos previamente inmunizados con
gp63 (anti-gp63) o con gp63.2 (anti-gp63.2) mediante el uso de péptidos sintéticos. La
reactividad se representa como la densidad optica medida a 450 nm en ensayos de FAST-
ELISA. Los sueros fueron utilizados en ambos casos a una dilucién de 1/1000. El titulo del
anticuerpo anti-gp63 frente a la proteina nativa fue de 1/16000 y el titulo del anticuerpo anti-
gp63.2 fue de 1/16200. La columna resaltada corresponde a la reactividad del suero anti-
gp63.2 frente al péptido 33 que contiene la secuencia SRYD.

adhesion. La secuencia SRYD esta altamente conservada en todas las secuen-
cias de la gp63 conocidas hasta el momento. En nuestro caso esta presente en
el fragmento gp63.2 y corresponde al péptido 33. El mapeo con péptidos del
suero policlonal obtenido de la inmunizacién con este fragmento indica la
existencia de anticuerpos especificos que reconocen el péptido que contiene
la secuencia SRYD. En el caso del suero obtenido con la proteina madura no
se detecto alto titulo de anticuerpos que reconocieran esta secuencia.

Para el estudio de las interacciones entre gp63 y receptores de macréfagos
se eligi6 un modelo in vitro utilizando macrofagos peritoneales de raton de
una cepa, Balb/c, susceptible a la infeccion por Leishmania. La eleccion se
baso en que existen datos en la bibliografia que indican que ciertas lineas
celulares de linaje monocitico no son infectadas, muy posiblemente debido a
que no expresan determinados receptores 0 lo hacen a menores niveles. La
cuantificaciéon de la infeccion es por recuento directo del numero de células
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infectadas y del numero de parésitos por célula tanto en el interior como en
el exterior celular (parasitos adheridos pero no internalizados).

Una vez establecido el modelo de infeccién in vitro, el siguiente paso fue
comenzar a identificar anticuerpos que fuesen capaces de bloquear la interac-
cion directa entre la gp63 y los receptores de macréfagos. Comenzamos a
estudiar el efecto inhibitorio de los sueros policlonal el anti-rgp63 y anti-
rgp63.2. El primero como anticuerpo de reconocimiento general, que recono-
ce fuertemente la proteina nativa pero con que reconoce pocos péptidos; y el
segundo por contener anticuerpos que reconocen la secuencia SRYD, postu-
lada como la responsable de la unién a receptores celulares. Los titulos de
ambos anticuerpos para el reconocimiento de la proteina completa fue similar
tanto por técnicas en las que se presenta el antigeno en condiciones nativas
como en condiciones desnaturalizantes.

El porcentaje de infeccion de los controles se muestra en la figura 5. El

0%
80% +
70%
60% T

50% B Suero preinmune (PI)

Control de infeccién (control)

40%
30% [ Péptido irrelevante (pép)

Fig. 5.—Porcentajes de infecciéon de macréfagos peritoneales infectados con Leishmania infantum.
Control de infeccion: macréfagos infectados sin agregar inhibidores. Suero preinmune: macréfagos
infectados con parasitos previamente incubados con suero preinmune de conejo en una dilu-
cion 1/50. Péptido irrelevante: macrofagos previamente incubados con 300 igr/ml de un
péptido sintético que tiene una secuencia que no esta presente en la gp63 y luego infectados
con parasitos. En todos los casos la relacién parasito: macréfagos fue de 10:1 y el tiempo de
incubacion de los parasitos con los macréfagos fue de 60 minutos.
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Fig. 6.—Porcentajes de inhibicién de la infeccion en macroéfagos peritoneales utilizando anti-
cuerpos policlonales o péptidos como inhibidores. Los anticuerpos se utilizaron en diluciones
desde 1/50 hasta 1/200 y el péptido 33 a concentraciones de 100 y 300 igr/ml. En todos los
casos la relacién parésito: macrofagos fue de 10:1 y el tiempo de incubacién de los parasitos
con los macrofagos fue de 60 minutos.

resultado obtenido con estos dos anticuerpos fue un 30-65 % de inhibicién
especifica de la infeccion dependiendo de la concentracion de anticuerpo
utilizada (fig. 6). Un porcentaje similar fue obtenido inhibiendo la infeccién
con péptidos (fig. 6). Si bien en ambos casos se observa un menor porcentaje
de células infectadas con igual nimero de parasitos por célula que en los
controles, la relacion entre parasitos dentro y fuera de la célula se invierte con
respecto a los controles con sueros preinmunes o péptidos irrelevantes (fig. 7).
Se observa un claro aumento del nimero de parasitos que permanecen en el
exterior de la célula. Ademas la relacion, entre parasitos unidos pero que
permanecen fuera de la célula y los que se internalizan, es diferente (fig. 7)
cuando se utilizan el anticuerpo que solo reconoce un fragmento o el que
reconoce la proteina completa, esto esta indicando la presencia de mas de un
sitio de interaccion con los receptores celulares.
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Fig. 7.—Numero medio de parasitos por célula internalizados, unidos pero que permanecen
fuera de la célula y totales. En todos los casos la relacion parasito: macréfagos fue de 10:1y
el tiempo de incubacién de los parasitos con los macrofagos fue de 60 minutos. El recuento
de parasitos se refiere a los experimentos presentados en las figuras 5 y 6.
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