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RESUMEN

El antigeno PSA de Leishmania infantum presenta una elevada homologia en su
estructura primaria con los antigenos PSA-2 de Leishmania major y GP46/M2 de
Leishmania amazonensis. El analisis de su secuencia de aminoacidos indica que el
60% de la molécula esta constituida por 13 motivos repetidos con una longitud que
oscila entre los 24 y 25 residuos. La secuencia consenso obtenida para estos motivos
concuerda con la secuencia consenso descrita para los motivos repetidos ricos en
leucinas, por lo que tanto la PSA de L. infantum como la PSA-2 de L. major y 1a GP46/
M2 de L. amazonensis pueden ser clasificados como nuevos miembros de la familia de
proteinas con repeticiones ricas en leucinas. La proteina recombinante y especialmente
sus fragmentos expresados de forma independiente son reconocidos eficazmente por
sueros obtenidos a partir de perros infectados por el parasito y de pacientes humanos
con leishmaniasis.
Palabras clave: Leishmania infantum. Repeticiones ricas en leucinas. Organizacién
gendmica. Antigenicidad. Diagnostico.

ABSTRACT

The primary structure of the PSA antigen from Leishmania infantum shows a high homology

with Leishmania major PSA-2 antigen and Leishmania amazonensis GP46/M2 antigen. Aminoacid

sequence analysis indicates that 60% of the molecule is formed by 13 repeated motives 24-25

aminoacids in length. The consensus sequence derived from these motives shows a highly
significant homology with the consensus sequence described for leucine rich repeats, which

indicates that L. infantum PSA, L. major ¥SAL ahy L. ssaasnensis GPA6/M2 may be
included into the newly described family of leucine rich repeat containing proteins. The
expressed recombinant protein and several fragments expressed individually are efficiently
recognized by sera from L. infantum naturally infected dogs and leishmaniasic human patients.
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Los parésitos del género Leishmania son protozoos intracelulares pertene-
cientes a la familia Trypanosomatidae que infectan tanto a vertebrados como
a invertebrados. Su ciclo de vida se desarrolla en dos hospedadores distintos:
un mosquito y un vertebrado. En el interior del mosquito el parasito vive
como promastigote, el cual se desarrolla y multiplica cerca de las células
epiteliales del intestino medio del insecto. Las formas maduras, denominadas
promastigotes metaciclicos se liberan del intestino y migran hacia la probéscide
para su transmisién. Cuando el mosquito se alimenta del mamifero, las formas
metaciclicas entran en el sistema circulatorio de éste, donde se encuentran
con moléculas del sistema de complemento, anticuerpos y células fagociticas
que son capaces de eliminar hasta el 80% de los promastigotes inoculados en
la picadura (1). Los promastigotes supervivientes, al ser ingeridos por células
del sistema fagocitico mononuclear, pasan a residir en los fagolisosomas
donde se transforman en amastigotes, forma en la que se mantendran durante
toda su estancia en el huésped vertebrado. El ciclo se completa cuando un
mosquito no infectado ingiere macréfagos de un huésped vertebrado infecta-
do. Es importante indicar que ambas etapas del ciclo de vida de Leishmania
transcurren en ambientes altamente hidroliticos.

La superficie de los parésitos del género Leishmania posee una serie de
moléculas destinadas por una parte a proteger al parasito de los ambientes
hostiles en que éste se desarrolla y por otra a mediar la unién e internalizacién
a los macréfagos del huésped. Entre estas moléculas destacan esencialmente
la proteasa de superficie gp63 (2), el Lipofosfoglicano (LPG) (3), la proteina
KMP 11 que se encuentra asociada a este tltimo (4) y una familia de protei-
nas homoélogas que han recibido distintos nombres segun la especie analizada
¥ que comprende el antigeno de superficie PSA-2 de L. major (5, 6, 7) y la
glicoproteina gp46/M2 de L. amazonensis (8). Actualmente se conoce que
proteinas homélogas a estas dos ultimas existen en todas las especies de
Leishmania analizadas excepto L. braziliensis (9). Originalmente, la gp46/M2
y la PSA-2 se describieron como proteinas de la superficie de los promastigotes
y se pensaba que eran especificas de esta etapa. Sin embargo se ha demostra-
do mediante diferentes técnicas que estas proteinas se expresan también en
amastigotes, aunque sus caracteristicas varian ligeramente entre una etapa y
la otra (10). En ambos casos se encuentran ancladas a la membrana mediante
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su union a la estructura Glicosilfosfatidil-Inositol (GPI). La funcion de estas
proteinas €s todavia desconocida.

Las proteinas homologas a la gp46/M2 y el complejo PSA-2 constituyen
buenas candidatas para la produccién de vacunas que protejan contra la
leishmaniasis. La gp46 ha sido ensayada en ratones tanto en condiciones
nativas (11) como incluida en virus vaccinia recombinantes (12), demostran-
do en ambos casos su eficacia frente a la infeccién por L. amazonensis. El
antigeno PSA-2 ha sido ensayado en condiciones nativas (13) mostrando
también capacidad protectiva frente a L. major.

Debido al gran interés que ha generado el hecho de que tanto la gp46/M2
como la PSA-2 protejan contra la enfermedad asi como al hecho de que la
leishmaniasis visceral causada por Leishmania infantum comienza a ser un
grave problema sanitario en la cuenca mediterranea, resulta de gran importan-
cia obtener el antigeno de superficie equivalente en esta especie. Nuestro
laboratorio ha procedido 2 clonar y caracterizar el antigeno de L. infantum
homélogo a los dos descritos, al que se ha denominado antigeno PSA. El
analisis de su ubicacion en el genoma ha revelado la presencia de multiples
copias del gen dispuestas en tandem, con una unidad de repeticion de un
tamafio aproximado de 6Kb. La proteina PSA de L. infantum esta formada por
510 aminoacidos que le confieren una masa molecular de 54,9 kDa. Aproxi-
madamente el 60 % de la molécula esta formada por 13 elementos repetidos
cuya longitud varia entre 24 y 25 aminoacidos, lo cual contrasta con la
presencia de tan solo 3 elementos homologos en la PSA-2 y gp46/M2. La
secuencia consenso obtenida a partir de estos elementos concuerda perfecta-
mente con el consenso descrito para los motivos repetidos ricos en leucinas,
lo que permite incluir tanto a la PSA de L. infantum como a Sus proteinas
homologas en L. major'y L. amazonensis dentro de la familia de proteinas con
repeticiones ricas en leucinas. El motivo queda definido por la secuencia
.L..L.L..Ni.a..iaiiiiaiﬂ:.ii, en la que «a» indica la presencia de un aminoa-
cido alifatico, el punto indica cualquier aminoacido y * indica posibles
deleciones (14) (Fig 1). Las leucinas del consenso pueden ser reemplazadas a
menudo por otros residuos alifaticos y la asparagina en muchas ocasiones €s
sustituida por una cisteina o una treonina. La longitud de los motivos puede
variar considerablemente aunque la mayoria oscilan entre 20 y 29 residuos.
Normalmente existen varios motivos repetidos en tandem.

La familia de proteinas con repeticiones ricas en leucinas, cuyo primer
integrante fue descubierto hace aproximadamente 10 afios, incluye hasta el
momento unos 60 miembros distintos con funciones muy variadas: transduccion
de sefial, adhesion celular, desarrollo embrionario, reparacion del DNA, resis-
tencia a patdogenos en plantas y factores de virulencia. En todos los casos
estas proteinas parecen estar implicadas en procesos de unién a otras protei-
nas. Los miembros de esta familia se encuentran presentes a lo largo de toda
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la escala evolutiva desde bacterias hasta mamiferos superiores como el hom-
bre. El considerable tamafio que presentan estos motivos repetidos hace im-
probable que hayan podido surgir varias veces de forma independiente a lo
largo de la evolucién, por lo que se supone que todos estos elementos
comparten un antecesor comun Unico. De todas las proteinas con repeticiones
ricas en leucina descritas hasta el momento tan sé6lo el inhibidor de la ribonucleasa
porcina ha podido ser cristalizado. El analisis de su estructura tridimensional
revela que éste se dispone en forma de herradura, no adoptando por tanto una
estructura globular (15) (Fig. 2). En cada motivo repetido de la proteina se
genera una hélice 4 que se expone en la superficie convexa de la molécula y
una cadena & localizada en el interior, es decir, en la cara concava. Esta
disposicion en la que una lamina 4 queda expuesta al solvente constituye una
conformacién extremadamente inusual que probablemente es relevante en el
proceso de interaccidon con otras proteinas.

Algunos ejemplos notables de proteinas con repeticiones ricas en leucinas
son los proteoglicanos fibromodulina, decorina, lumincan, proteoglican-Lb y
factor osteoinductivo que forman parte de la matriz extracelular del tejido
conjuntivo y que en muchos casos se asocian a otras proteinas de la matriz.
Son interesantes también algunos factores de virulencia de bacterias como
Yop M en Yersinia pestis y IpaH en Shigella flexneri . En estos casos, estas
proteinas con motivos repetidos ricos en leucinas actuan facilitando el proce-
so de infeccion probablemente a través de su interferencia con la respuesta
inflamatoria mediada por plaquetas. Especialmente interesante es el caso de
la internalina de Listeria monocitogenes (16). Esta proteina se encuentra
directamente implicada en el proceso de unidén y entrada de la bacteria a
células epiteliales, habiendo sido demostrado que mutantes deficientes en
internalina no son capaces de infectar. En este mismo sentido, se ha mostrado
que la especie no invasiva Listeria inocua adquiere la capacidad de penetrar
al interior de células epiteliales cuando es transformada con el gen que
codifica la internalina. Recientemente se ha puesto de manifiesto que la
proteina de adhesién E-Cadherina es el ligando de la internalina en las células
epiteliales (17). La E-Cadherina realiza uniones homofilicas entre dos células
epiteliales adyacentes por lo que se propone que la internalina, ademas de
utilizar este ligando para el proceso de union e internalizacion celular, puede
competir con las uniones homofilicas entre E-Cadherinas de células contiguas
y desestabilizar asi las uniones celulares permitiendo la migracién de la
bacteria a través de los epitelios. :

Como se ha indicado, la funcion del antigeno PSA en el parasito Leishmania
es desconocida. Sin embargo, el andlisis de las funciones de diversas protei-
nas pertenecientes a la familia de proteinas con repeticiones ricas en leucinas
permite suponer que con una gran probabilidad esta proteina va a realizar su
funcién a través de su interaccion con otras proteinas. En este sentido, podria
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Fig 3.—Analisis de la antigenicidad de la proteina PSA recombinante completa y los fragmen-
tos de ella expresados de forma independiente. A.- Valores medios de densidad optica obte-
nidos en los ensayos de Elisa de 20 sueros procedentes de perros infectados por Leishmania
infantum. B.- Valores medios de densidad 6ptica obtenidos en los ensayos de Elisa de 15
sueros procedentes de pacientes humanos con leishmaniasis. En la parte inferior se muestra un
esquema de la proteina y los diversos fragmentos en el que las cajas abiertas representan cada
una de las repeticiones.
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desempeiiar un importante papel en las interacciones que el parasito mantiene
con la matriz extracelular de los tejidos e incluso estar directamente implica-
da en la asociacion a los macrofagos.

Con objeto de estudiar el comportamiento inmunogénico de la PSA durante
las infecciones naturales, en nuestro laboratorio procedimos a sobre-expresar
y purificar esta proteina asi como diversos fragmentos de ella utilizando el
vector de expresion pQE 30 (QIAgen) en E. coli. El analisis de la capacidad
de reconocimiento de la proteina recombinante por 20 sueros obtenidos de
perros infectados de forma natural reveld que la proteina completa es recono-
cida significativamente por un 30% de los sueros. Sorprendentemente, el
analisis de la reactividad de los sueros frente a fragmentos de la proteina
expresados individualmente indicé que todos ellos eran reconocidos mucho
mas eficazmente que la proteina completa, alcanzandose un reconocimiento
del 100% en tres de los cuatro fragmentos. El fragmento 3, formado exclusi-
vamente por 11 de los 13 motivos repetidos ricos en leucinas, es el que
presenta el mayor valor medio de reconocimiento por los sueros, lo que
sugiere que la respuesta inmune durante las infecciones se dirige principal-
mente hacia los motivos repetidos. Un comportamiento similar se observd en
el ensayo con sueros humanos, siendo de nuevo el fragmento 3 el que mostrd
la mayor capacidad para ser reconocido por los sueros, alcanzandose en este
caso tan solo una sensibilidad del 50%. De forma analoga a lo que ocurre con
los sueros caninos, los sueros humanos reconocen a la PSA recombinante
completa mucho menos eficazmente que a los fragmentos.

En conclusién, la proteina de superficie PSA de Leishmania infantum
genera una fuerte respuesta inmune durante las infecciones naturales tanto en
pacientes humanos como en perros. La maxima sensibilidad de reconocimien-
to se alcanza en ambos casos con un fragmento que contiene 11 de los 13
motivos repetidos aunque la eficacia de reconocimiento es mucho mayor en
el caso de los sueros caninos (100%) que en el de los sueros humanos (50%).
En ambos casos los sueros reconocen mucho mas eficazmente a los fragmen-
tos de la proteina expresados de forma independiente que a la proteina
completa, lo que sugiere que existen determinados epitopos que se muestran
en los fragmentos pero que se mantienen ocultos en la PSA recombinante
completa. Actualmente se estan realizando estudios con objeto de definir la
funcion del antigeno PSA durante la infeccién del parésito e identificar su
posible ligando. »
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