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INTRODUCCION:

1.1. Leishmaniasis.-

La leishmaniasis es un conjunto de manifestaciones clinicas producidas por
diversas especies del género Leishmania que afecta, segun la Organizacion Mundial de
la Salud a mas de 100 paises desde la franja subtropical a la tropical excepto el sudeste
asiatico y Australia (Organizacion Mundial de la Salud, 2000). Dependiendo de la
especie de Leishmania y de la respuesta inmune del hospedador, puede afectar la piel,
las mucosas o las visceras (Berman J. D. 1997). Entre ellas, tienen en comun el agente
causal (alguna especie del género Leishmania), el vector (insectos dipteros hematofagos
de los géneros Phlebotomus y Lutzomyia), el reservorio (vertebrados) y el parasitismo
de las células del sistema fagocitico mononuclear (sobre todo macréfagos).

Esta patologia constituye un grave problema de salud ptblica por los altos costes
que representa a nivel psicologico, socio-cultural y econdémico (Desjeux P. 1992). La
Organizaciéon Mundial de la Salud estima que existe una prevalencia mundial de 12
millones de casos y se cree que la incidencia anual oscila entre 1,5-2 millones de nuevos
casos para las leishmaniasis cutdneas y 500.000 nuevos casos para la leishmaniasis
visceral y la poblacion en riesgo se eleva a 350 millones de personas (Organizacion
Mundial de la Salud, 2001). Sin embargo, los datos oficiales que se dispone, no reflejan
la realidad de la afeccion humana debido a varios factores limitantes: 1°) numerosos
casos no son diagnosticados o no se declaran, 2°) la mayoria de los datos oficiales se
obtienen exclusivamente a partir de la deteccion pasiva de los casos, 3°) el numero de
personas infectadas, pero asintomaticas, es mucho mayor que el nimero de casos que
manifiestan la enfermedad y, por ultimo, la leishmaniasis es de declaracion obligatoria
en tan s6lo 40 de los 88 paises endémicos. Estos aspectos hacen que la leishmaniasis
conjuntamente con la malaria, esquistosomiasis, filariasis, trypanosomiasis vy
tuberculosis, sean consideradas por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como
las seis enfermedades tropicales de mayor importancia en términos de investigacion

para nuevos métodos de prevencion, diagndstico y tratamiento.

1.2. La Leishmania.-

La Leishmania es el agente etiologico de la leishmaniasis. Es un protozoo
dimorfico que pertenece al orden Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género
Leishmania (Chang K.P., et. al. 1985).
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Morfologicamente todas las especies son similares, con diferencias en el
comportamiento bioldgico, inmunolédgico, tipo de enfermedad que producen y
distribucion geografica. Existen en todo el mundo cerca de 30 especies que infectan a
los animales, de las cuales 21 pueden infectar al hombre (Herwaldt B. 1999). En el
nuevo mundo, existen reconocidas un total de 20 especies del género Leishmania de las
cuales, 14 infectan al hombre. Las dos formas morfoldgicas principales de Leishmania
son, la intracelular o amastigota, que se localiza en las células del sistema fagocitico
mononuclear del hospedador vertebrado, y la forma extracelular o promastigota
localizada en el tracto intestinal del vector invertebrado (Pearson R., et. al. 1995;
Handman E. 2001).

A parte del hombre, una amplia variedad de mamiferos silvestres y domésticos,
tales como el perro, roedores y marsupiales, se han logrado identificar como
hospedadores de las especies de Leishmanias.

Ciertas especies de vectores son encontradas en la floresta, otras son endémicas
de areas desérticas, y algunas son peridomésticas; su hébitat preferible son los lugares
himedos, oscuros y donde hay abundante vegetacion. En el Nuevo Mundo todas ellas
pertenecen al género Lutzomyia y en el Viejo Mundo al género Phlebotomus (Grimaldi
G., et. al. 1993; Killick-Kendrick R. 1999). De las mas de 700 especies descritas de
flebotomos, tnicamente unas 70 son vectores probados o sospechosos de transmitir
leishmaniasis. En el viejo mundo cada vector tiende a transmitir s6lo una especie de
Leishmania, sin embargo, los vectores de la leishmaniasis del nuevo mundo pueden
soportar infecciones de varias especies de Leishmania (Grimaldi G., et. al. 1993). Las
mismas especies de flebétomos que atacan al hombre también pueden presentar gran
afinidad por el perro, en cambio, otras especies de vectores solo tienen preferencia por

animales silvestres.

1.3. Ciclo bioldgico.-

El ciclo biolégico de leishmania comprende el paso alternativo entre la forma
amastigota, que se localiza en las células del sistema fagocitico mononuclear del
mamifero hospedador, donde se multiplica intracelularmente, y la forma promastigota,
que parasita al vector invertebrado, localizandose en su tubo digestivo, donde el parasito

se multiplica extracelularmente.

10
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En el mamifero, la forma de amastigote, tiene una morfologia ovalada o
redondeada, es inmovil y mide entre 2 a 3 micras de didmetro. El nticleo es voluminoso,
esférico y generalmente excéntrico. Proximo al nucleo se encuentra el kinetoplasto, una
estructura mitocondrial especializada que contiene ADN extracelular (kDNA). El
kinetoplasto tiene forma bacilar y esta asociado a un flagelo rudimentario que no se
extiende fuera del parasito, por lo que es poco visible y se le conoce como rizoplasto,
(figura 1.a). Los amastigotes estan adaptados a la temperatura corporal y al medio acido
de los fagolisosomas de los macrofagos donde residen y se multiplican por division

simple.

Figural.a Figura1.b

Figura 1.a: amastigote de Leishmania. (N) nicleo, (M) mitocondria, (f) flagelo rudimentario.
Figura 1.b: promastigote de Leishmania. (N) nucleo, (K) kinetoplasto, (F) flagelo.

En el flebotomo, la forma promastigote es alargado, mévil y presenta una
longitud de aproximadamente 20 micras. Tiene un nucleo central oval, un kinetoplasto
terminal o subterminal y en la parte anterior del parasito, se origina un flagelo, casi de
igual longitud que el cuerpo (Hommel M. 1999) (figura 1.b). Cuando los estadios
intermedios llegan a promastigotes metaciclicos migran hacia la probdscide del vector y
son inoculados cuando éstos intentan tomar sus alimentos (Chang K.P., et. al. 1985;
Killick-Kendrick R. 1990; Ashford R.W., et. al. 1998).

El inicio del ciclo, en el hospedador vertebrado, tiene lugar cuando el flebo6tomo

le inocula con su picadura los promastigotes infestantes o metaciclicos, (figura 1.2).

11
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Figura 1.2: Ciclo de vida de Leishmania sp.

Una vez en el hospedador vertebrado, los promastigotes son reconocidos por una
serie de proteinas séricas, que forman el sistema del complemento, que al ponerse en
contacto con el parasito se activan y desencadenan una respuesta inmune innata, que
tiene como finalidad la lisis del pardsito mediante la formacién de poros en su
membrana, el CAM (Complejo de Ataque a la Membrana). El C3b y el C4b, son
moléculas intermedias del complemento que al depositarse en la superficie del
promastigote producen la opsonizacién del pardsito favoreciendo su fagocitosis por
parte del macrofago. Al mismo tiempo se produce una respuesta inflamatoria en la zona
de la inoculacion producida por las proteinas C3a, C4a y C5a. Esta respuesta induce la
extravasacion de monocitos circulantes y neutrdfilos desde el torrente sanguineo hacia
el lugar de la infeccion aumentando el nimero de moléculas fagociticas. Los
macrofagos, son capaces también, de reconocer receptores presentes en la superficie del
promastigote, tales como el lipofosfoglicano (LPG) o la glucoproteina de superficie
gp63, y se unen a ellos a través de sus receptores y los fagocitan, englobandolos en
vacuolas parasitoforas. Estos receptores del macrofago, los RC1 y RC3, no sélo
reconocen estas proteinas de la superficie del promastigote, también son receptores que
se unen a la proteina sérica C3b que previamente se habia unido a los LPG por lo que
también contribuyen a la fagocitosis del promastigote (Alexander J., et. al. 1992;

Handman E. 1999), (figura 1.3).

12
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Receptor de fibronectina

MACROFAGO

Lectina de unién
a manosa

Figura 1.3: Reconocimiento del promastigote por el macrofago.

Ya en el interior de las vacuolas, éstas se unen a lisosomas formandose un
fagolisosoma que acidifica el medio (pH 4°5) y vierte enzimas proteoliticas que digieren

y matan a la Leishmania, (figuras 1.4.a, 1.4.b y 1.4.c).

3

— |

Fagosoma

- @-Q
Lisosoma Lisosoma i
Figurald.a Figural.4.b Figural.4.c

Figura 1.4.a: Fagocitosis del promastigote por el macrofago.
Figura 1.4.b: Formacion del fagolisosoma por el macrofago.
Figura 1.4.c: Destruccion del promastigote.

Otro mecanismo que se desencadena durante la activacion de los macrofagos es
la produccién de peroxido de hidrogeno (H,O») y radical hidroxilo (OH’). Finalmente,
la produccién de 6xido nitrico (NO") sintetizado por la enzima 6xido nitrico sintasa
(NOS) es el mecanismo mas importante destinado a la destruccion de las leishmanias,

(figura 1.5).

13
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Figura 1.5: Mecanismo de produccion de perdxido de hidrogeno (H,0,), radical hidroxilo (OH")
y de 6xido nitrico (NO") sintetizado por la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS)

Las leishmanias que son destruidas por los macrofagos liberan proteinas
antigénicas que son procesadas. Los péptidos resultantes, se asocian a las moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad (CMH), que actian como transportadores de
antigenos a la superficie del macrofago o de células presentadoras de antigenos (CPA),
y son presentados a los linfocitos T.

Cuando se asocian a moléculas del CMH de clase I, los antigenos son
reconocidos por las células T del tipo CD8+ (Tc o citotoxicas) desencadenandose una
respuesta citotoxica, (figura 1.6), mientras que cuando se asocian a las moléculas del
CMH de clase II son reconocidos por las células T del tipo CD4+ (Th o cooperadoras) y
se produce una respuesta celular y/o humoral, de esta manera se establece una respuesta
inmune adaptativa o especifica, (figura 1.7).

Al mismo tiempo, los macrofagos producen citoquinas, tales como el TNF-a,
IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 e IL-18, que inducen inflamacién y una respuesta de fase aguda,
como puede ser la fiebre que se desencadena a las pocas horas de iniciarse la infeccion.
El IFN-a y el IFN-fB también son secretados por las células infectadas produciendo un
aumento en la expresion de las moléculas del CMH de clase I y la activacion de las
células NK en la fase temprana de la infeccion, antes de iniciarse la respuesta

adaptativa.
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Figura 1.6: Union del antigeno a moléculas del CMH de clase [ y reconocimiento por las células
T del tipo CD8+ (Tc o citotoxicas). Lisis de las células presentadoras infectadas.
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Figura 1.7: Union del antigeno a moléculas del CMH de clase II y reconocimiento por las
células T del tipo CD4+. Diferenciacion a células Thl o Th2 y su consiguiente respuesta.

La activacion de las células Tc conduce a la produccion de citotoxinas que
provocan la lisis o apoptdsis de las células CPA. También, como consecuencia de su
activacion, secretan citoquinas, tales como el IFN-y y el TNF-a, que activan a los
macroéfagos favoreciendo, por tanto, la muerte del parésito en el interior de la célula.

La activacion de las células Th desempefia un papel importantisimo en el ciclo
de vida del parasito permitiendo o no su continuidad, tal y como se ha observado en el
modelo murino de infeccion con Leishmania major, estableciéndose dos tipos de
respuesta segiin se expresen las subpoblaciones Thl o Th2 (Romagnani S. 1997). Entre
los factores asociados para que se desencadene una respuesta Thl o Th2 estan la
secrecion de IL-12 e IL-10 por las APC, en respuesta a la infeccion con patdgenos
intracelulares. La IL-12 secretada por las células dendriticas tiene efecto estimulador en
la citotoxicidad de las células agresoras naturales (NK) e induce la produccioén de IFN-y

por parte de estas células y de los linfocitos T CD4" de una manera temprana. Esto
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favorece la produccion de IL-12 por las células dendriticas y estimula la expresion del
receptor de IL-12 en las células T activadas, desencadenandose una respuesta de tipo
Thl y una inhibicién de la proliferacion de las células Th2, lo que conduciria a la
muerte del parasito y consecuentemente la interrupcion de su ciclo de vida (Scharton-
Kersten T., et. al. 1995; Solbach W., et. al. 2000). La IL-12 parece conferir proteccion
contra Leishmania suprimiendo la produccion de IL-4 e induciendo la diferenciacion
hacia una respuesta celular de tipo Thl. Sin embargo, la IL-10 al tener un efecto
antagonico sobre el IFN-y lleva a una respuesta de tipo Th2. Ademas, se ha demostrado
que la IL-10 inhibe la produccion de 6xido nitrico en el macrofago (Cunha et. al. 1992).
Por lo tanto, la supervivencia inicial de la Leishmania dentro del macrofago, puede
depender criticamente de cual de estas citoquinas antagonicas predominan en el
microambiente de la infeccion. El IFN-y también estimula la sintesis del TNF-a. La
accion conjunta de estas dos citoquinas sobre los macréfagos infectados, conlleva a la
activacion de los macrofagos a sintetizar L-arginina que es el sustrato de la 6xido nitrico
sintasa, generandose Oxido nitrico, que es el principal responsable de la destruccion
intracelular del parasito.

Por otro lado, se ha observado que cuando existe una gran cantidad de antigeno,
cuando éste es soluble, o cuando el linfocito B se comporta como célula presentadora de
antigeno, la respuesta es de tipo Th2. Por el contrario, la respuesta es de tipo Thl
cuando hay presencia de poco antigeno o cuando la célula presentadora de antigeno son
los macréfagos o las células dendriticas.

Cuando se estimula la respuesta celular de tipo Thl se induce la produccion de
citoquinas de tipo Thl, sobre todo interferon-gamma (IFN-y) e interleuquina-2 (IL-2),
asi como el factor de necrosis tumoral (TNF-a), que activan los macrofagos parasitados
y, como consecuencia de ello, se activa la produccion de oxigeno toxico y radicales de
nitrégeno, mecanismos que conducen a la destruccion de las leishmanias y a la curacion
de la lesion. Por el contrario, cuando se estimula la respuesta celular de tipo Th2 se
producen citoquinas que inhiben la respuesta de tipo celular (IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-
10, IL-13 y TGF-B), favoreciendo la produccion de anticuerpos por los linfocitos B y el
desarrollo de la respuesta humoral, a la vez que falla la celular, con la consiguiente
diseminacion de los pardsitos hacia otras zonas (Romagnani S. 1997; Sjélander A., et.

al. 1998). En la figura de la pagina siguiente se esquematiza este proceso.
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Todos estos mecanismos de destruccion y de eliminacion de la Leishmania
pueden resultar ineficaces ya que este pardsito ha desarrollado diferentes estrategias
para evadir la respuesta inmune del hospedador y asi poder asentarse y continuar su
ciclo de vida. Anteriormente se comentd que el LPS y la gp63 son proteinas de la
superficie del pardsito. Cuando los promastigotes metaciclicos se encuentran en la piel
del huésped, la composicion del LPS de su membrana es mas densa, de esta forma evita
que se desarrolle el CAM vy lo lise (Puentes S. M., et. al. 1990). Por otro lado, la gp63 es
reconocida por el C3b, sin embargo, esta proteina de superficie es capaz de activar y
evadir la accion de lisis por el complemento por su capacidad de unir y fijar el C3b que
es rapidamente convertido a iC3b (la forma inactivada) mediante la actividad
proteolitica de estas proteinas (Brittingham A., et. al. 1995). En la proteolisis o
fosforilacion de algunos componentes del complemento, C3, C5 y C9, también
intervienen proteinas quinasas (LPKs) que se localizan en la superficie del parasito
(Hermoso T., et. al. 1991). El iC3b interrumpe la cascada del complemento evitando
por lo tanto la formacion del CAM, pero sigue manteniendo su capacidad de opsonizar,
de tal manera que los parasitos recubiertos por estas proteinas son mas facilmente
fagocitados por los macrofagos ya que poseen receptores para esta proteina, el RC3
(Brittingham A., et. al. 1995).

La via de destruccion dentro del fagolisosoma resulta ineficaz ya que los
promastigotes poseen en su superficie diversas proteasas, que con su actividad
proteolitica, degradan las enzimas lisosomales destinadas a destruir a los promastigotes.
El proceso de formacion de radicales de oxigeno también fracasa por la accion de
enzimas parasitarias que actiian sobre el complejo NAPDH oxidasa (Sacks D., et. al.
2002a) y la oxido nitrico sintasa (Bogdan C., et. al. 1999). Ademas, la accion del LPG
al formar una barrera alrededor del parésito es capaz de captar radicales libres de
oxigeno (Zambrano-Villa S., et. al. 2002).

Una vez los promastigotes se encuentran en el interior de los macrofagos, se
diferencian y se transforman en amastigotes como respuesta al cambio de temperatura y
pH. Los amastigotes resisten el bajo pH y el ataque de las enzimas hidroliticas,
posiblemente por el aumento de las moléculas de superficie, concretamente la gp63 que
es capaz de proteolizar enzimas lisosomales (Cunningham A.C., 2002). Por otro lado,
los amastigotes también pueden ser destruidos por los metabolitos intermediarios del
oxigeno, el H,O, y el O, pero resisten esta agresion por la accion de la catalasa y de la

superoxido dismutasa que hidrolizan estos reactivos (Descoteaux A., et. al. 1999). A
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nivel de la respuesta adaptativa, las leishmanias pueden reducir la expresion de las
moléculas del CMH de clase II del macrofago, por lo que dificultan su funcién como
células presentadoras de antigenos, inhiben el procesamiento y presentacion de los
péptidos y se ha demostrado que la gp63 es capaz de proteolizar el receptor CD4
presente en la superficie de los linfocitos T, interfiriendo en el interaccion APC-
linfocito T (Zambrano-Villa S., et. al. 2002). Todas estas estrategias permiten que los
amastigotes se multipliquen dentro de las vacuolas parasitéforas hasta que los
macrofagos infectados ya no pueden contener mas Leishmanias y la célula muere,
liberando los amastigotes que van a infectar otras células. Los parasitos libres invaden
otros macrdéfagos de la zona, en los que se repite el proceso multiplicativo, o bien se
diseminan directamente a través de la piel o de la circulacion cutanea hasta alcanzar las
mucosas, como ocurre con L. braziliensis, o son arrastrados por el torrente sanguineo y
linfatico, junto a los macréfagos circulantes, para localizarse en 6rganos ricos en células
macrofagicas (médula 6sea, higado y bazo principalmente) como ocurre en el caso de L.
infantum.

El paso del parésito al vector tiene lugar cuando las hembras de los flebotomos
se dirigen al hospedador vertebrado con objeto de ingerir sangre para alimentarse.
Dentro de las primeras 24 horas después de la ingestion, los amastigotes se multiplican
en el tubo digestivo del vector para pasar rapidamente a la forma promastigota que se
multiplica activamente en su intestino. Finalmente, el ciclo de vida se completa
aproximadamente una semana después de la infeccion cuando, después de pasar por
estadios intermedios, los promastigotes metaciclicos se situan en la region bucal o
trompa del vector, desde donde pasaran al hospedador vertebrado (Chang K.P., et. al.
1985; Handman E. 1999).

1.4. Manifestaciones clinicas.-

Se considera que al menos 20 especies de Leishmania, son responsables de las
cuatro formas clinicas con que puede presentarse la enfermedad: Leishmaniasis cutanea
(localizada o difusa), Leishmaniasis mucocutanea y Leishmaniasis visceral. Cada una de
ellas con sus peculiaridades (OMS, 2000).

Leishmaniasis cutanea (LC)

En el Viejo Mundo se conoce como Botdn de Oriente y es causada por L.
tropica, L. major y L. aethiopica, aunque se han encontrado casos de LC producida por

L. infantum.
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En el Nuevo Mundo los agentes causales son las especies del complejo L.
mexicana; L. mexicana, L. amazonensis y L. venezuelensis y las especies del subgénero
Viannia, también denominado complejo L. braziliensis que engloba a L.[V] braziliensis,
L.[V] panamensis, L.[V] guyanensis y L.[V] peruviana.

La enfermedad se presenta cuando la invasion de las leishmanias queda limitada
a los macréfagos de la zona de la picadura, como consecuencia de la respuesta celular.

Las células infectadas permanecen en la piel y quedan aisladas por un cimulo de
linfocitos, células plasmaticas y células gigantes que originan un granuloma ulceroso.

La forma cutdnea de la leishmaniasis se caracteriza por presentar lesiones de
diferentes tipos, siendo la mas frecuente las lesiones de tipo ulcerosas. Las primeras
manifestaciones son pequefias lesiones caracterizadas por maculas rosadas o rojas,
pruriginosas, del tamafio de la cabeza de un alfiler o de una lenteja, que tiene semejanza
a las picaduras de los insectos. A los pocos dias éstas se elevan y adquieren un caracter
papuloso, presentando una base firme, indurada e hiperémica. Con estas caracteristicas
de la lesion primaria, es dificil detectar esta patologia en su fase inicial, pasando a veces
desapercibida incluso por el propio enfermo. Después de varios dias, esta lesion inicial
se ulcera espontaneamente y se recubre de un liquido amarillento y adherente, que
posteriormente da lugar a la costra. Debajo de esta costra, la lesion se extiende en
superficie y profundidad y ademds pueden aparecer lesiones satélites que pueden unirse

a la inicial, y dan lugar a una gran ulceracion, (figura 1.8).

Figura 1.8: Leishmaniasis cutanea producida por la

infeccion con L. mexicana.
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La tlcera caracteristica es generalmente redondeada, indolora, con bordes bien
definidos, levantados e indurados y cortados en forma de sacabocado, lo que hace que
se asemeje a la imagen de un crater. Cuando se desprende la costra se observa un fondo
granuloso de color rojizo, limpio y exudando liquido no purulento. Sin embargo, cuando
se presentan infecciones bacterianas oportunistas, esta ulcera puede volverse dolorosa,
exudativa y purulenta.

En los primeros meses de evolucion de la enfermedad, cuando la relacion
parasito-huésped muestra un desequilibrio a favor del primero, la tlcera tiende a crecer
hasta un tamafio maximo que varia en funcion de la respuesta inmune del hospedador y
de la especie de Leishmania. Después de algunos meses la lesion llega a medir varios
centimetros, y con frecuencia los pardsitos invaden los cordones linfaticos, produciendo
linfangitis y linfadenitis regional, la cual se palpa como un rosario. Posteriormente, casi
siempre las lesiones se estabilizan y a medida que empieza a prevalecer la reaccion del
hospedador, la enfermedad tiende a evolucionar hacia la cura espontanea, siendo en la
mayoria de las veces, en un periodo entre seis meses y 3 afos.

Leishmaniasis cutanea difusa (LCD)

La LCD es causada por L. aethiopica. La enfermedad parece iniciarse como una
lesion localizada, de aspecto nodular, que poco a poco se disemina por todo el cuerpo
por la carencia de una barrera linfocitica. Esta leishmaniasis se caracteriza por la
presencia de nédulos aislados o agrupados, maculas, papulas, placas infiltradas y en

algunos casos lesiones verrucosas, (figura 1.9).

Figura 1.9: Leishmaniasis cutanea difusa producida por la
infeccion con L. aethiopica.
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Las lesiones muestran generalmente limites imprecisos que se confunden con la
piel normal, dando a la enfermedad un aspecto que recuerda a la lepra lepromatosa. El
examen histopatoldgico revela atrofia de la epidermis y la presencia, en la dermis, de
granulomas bien constituidos, donde predominan células con citoplasma vacuolizado,
llenos de parésitos. Estas lesiones no se curan espontaneamente y tienden a la recaida
después del tratamiento.

Leishmaniasis mucocutdnea (LMCQC)

En las zonas endémicas, la LMC es conocida como Espundia y es producida
exclusivamente por la infeccion con L. braziliensis. Las lesiones mucosas secundarias
pueden aparecer existiendo todavia las manifestaciones cutaneas, o cuando éstas ya han
cicatrizado, que es lo més frecuente. En los casos de lesiones mucosas ya no existe la
tendencia a la cura espontanea. Las lesiones mucosas se extienden con mayor rapidez
que las cutaneas, pueden cubrir toda la mucosa nasal, faringe, laringe, llegar a la traquea
y hasta los bronquios aproximadamente en 2 afios.

En un tercio de los pacientes infectados, la enfermedad se manifiesta
primeramente en las mucosas, sin presentar antecedentes de lesiones en la piel. En estos
casos es posible que la infeccion primaria haya sido inaparente o que se haya

manifestado como una lesion minima pasando desapercibida para el propio paciente.

Figura 1.10: Leishmaniasis mucocutanea producida
por la infeccion con L. braziliensis.
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Generalmente, las lesiones mucosas se localizan en las vias areas superiores. Las
lesiones mucosas comienzan a nivel del tabique nasal cartilaginoso, pero pueden
también comenzar en otras partes de las vias areas superiores. Se produce hipertrofia
vascular y de los orificios pilo-sebaceos, provocando abundante seborrea. Cuando las
lesiones estan avanzadas, se presenta exudacion, ulceracion de toda la mucosa,
ulceracion del cartilago, y al destruir la mucosa del otro lado se produce la perforacion
que puede dar lugar a la destruccion parcial o total del tabique, lo cual determina la
caida de la punta de la nariz, (figura 1.10). La perforacion del tabique nasal y el
achatamiento de la nariz sin ulceracion de la piel es muy propio de la LMC, y nunca se
veenla LC.

La sintomatologia que el paciente puede presentar es un catarro nasal, ardor,
respiraciéon forzada, hemorragia al extraerse las costras, y si hay infecciones
oportunistas, la secreciéon es purulenta y puede profundizarse desde la lesion mucosa
hasta la mucosa del vestibulo y labio superior. Este proceso puede extenderse a la piel
de la nariz provocando la ulceracién de la piel, pudiendo destruir las alas nasales,
quedando so6lo los orificios de los elementos 6seos. La proliferacion del borde del
tabique que queda, puede llevar a la obstruccion de las fosas nasales provocando la
dificultad respiratoria.

Las lesiones en la boca afectan principalmente al paladar, los pilares, la avula y
posteriormente aparecen los procesos destructivos; las amigdalas raramente son
afectadas en un inicio, no existe reaccion ganglionar y la cara posterior de los labios
adquiere un aspecto ulcero-granuloso.

La leishmaniasis mucocutdnea en los primeros afios de su evolucion
compromete muy poco el estado general. Se pueden encontrar enfermos con ulceras
extensas en el rostro que realizan normalmente su trabajo; sin embargo cuando las
lesiones mucosas estdn muy avanzadas y comprometen la mucosa de la boca y la
laringe, la alimentacion y la respiraciéon se ven dificultadas, con el consiguiente
compromiso del estado general. Algunos enfermos pierden casi por completo la voz y
se vuelven sordos. Algunos pacientes viven salivando constantemente y el aliento se
vuelve fétido. En estas condiciones, el paciente tiene dificultad para alimentarse por lo
que los enfermos presentan desnutricion, con la consiguiente aparicion de otras
infecciones como la tuberculosis. Este tipo de pacientes con lesiones severas, si no son

tratados pueden llegar a morir.
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Leishmaniasis visceral (LV)

Es producida por L. infantum, L. chagasi y L. donovani en cuyo caso se
denomina Kala-azar (Bray R.S. 1974). La visceralizacion del parésito se produce como
consecuencia del fallo de la respuesta inmune celular. Después de la picadura del
vector, los primeros signos y sintomas clinicos aparecen después de un periodo de
incubacién que varia entre 4 y 10 meses. En muy pocos casos se encuentran lesiones en
la zona de la picadura, por lo que en la mayoria pasa desapercibida. Rara vez la
enfermedad es aguda y generalmente, tiene una evolucion crénica. Cuando ocurre la
invasion visceral aparece la fiebre, casi siempre elevada e intermitente, que dura
semanas y se alterna con periodos afebriles, también de semanas. El bazo crece
gradualmente y sobrepasa el reborde costal. En la fase cronica, la esplenomegalia es
muy marcada y puede llegar hasta la fosa iliaca derecha, abultando considerablemente
el abdomen. También se produce hepatomegalia pero en menor magnitud que el
crecimiento del bazo. Existe una linfoadenopatia generalizada, especialmente de los
ganglios mesentéricos. La piel se encuentra hiperpigmentada. La LV se caracteriza por
inducir la produccion de niveles elevados de anticuerpos, dando como resultado, la
aparicion de inmunocomplejos circulantes que a veces se depositan en los rifiones
causando glomerulonefritis. Suele afectar a nifios, personas en estado de malnutricion y
pacientes con algin tipo de inmunodepresion. En los nifios se sospecha de la
enfermedad cuando existe fiebre y esplenomegalia y proceden de un area endémica. La
mayoria de los nifios no tratados mueren pocos meses después de iniciada la

enfermedad, (figura 1.11).

Figura 1.11: Leishmaniasis visceral (esplenomegalia)
producida por la infeccion con L. donovani.

En enfermos con la coinfeccion VIH-Leishmania, el cuadro clinico puede ser
parecido, aunque suelen presentarse localizaciones atipicas debido a la anergia de los

pacientes. En éstos, la enfermedad puede cursar sin esplenomegalia y con lesiones
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nodulares o ulcerativas a nivel del tracto gastrointestinal y pulmonar, ademas el nimero
de parédsitos en la médula 6sea suele ser elevado. Después de varios meses de
enfermedad, el paciente sufre edemas de miembros inferiores, presenta anemia,

leucopenia y trombocitopénia (Alvar J., et. al. 1997).

1.5. La respuesta humoral segun las formas clinicas de Leishmania.-

La leishmaniasis se caracteriza por wuna variedad de trastornos
inmunopatologicos ya que, en determinadas circunstancias, puede ocurrir la activacion
de células B policlonales y la respuesta de células T especifica de antigeno (Grimaldi
G., et. al. 1993). Las evidencias clinicas ponen de manifiesto que la produccion in vivo,
de anticuerpos especificos, principalmente de tipo IgG e IgM, no conlleva a la
proteccion del paciente (Liew F. Y., et. al. 1993). Sin embargo, in vitro, los anticuerpos
anti-Leishmania tienen la capacidad de lisar promastigotes en presencia de proteinas del
complemento, favorecer la fagocitosis de parasitos opsonizados por los mismos
anticuerpos e inducir la adherencia de diversas particulas a la superficie de
promastigotes y amastigotes (Dwyer D.M. 1976; Pearson R. D., et. al. 1980; Herman R.
1980; Mosser D. M., et. al. 1984).

El tipo de respuesta humoral depende de la forma clinica de leishmaniasis, la
cantidad de parasitos y la cronicidad de la infeccion.

En la LV, la gran cantidad de parasitos presentes en el higado y en el bazo, dos
organos muy importantes en la iniciacién y maduracion de la respuesta de anticuerpos,
inducen la aparicion de una respuesta policlonal (Galvao-Castro B., et. al. 1984). La
produccion de anticuerpos en esta forma clinica de leishmaniasis es muy alta, lo que da
un incremento de inmunoglobulinas inespecificas, aunque también se han detectado
altos titulos de anticuerpos especificos (Rezai H. R., et. al. 1978; Badaro R., et. al.
1986).

En términos generales hay una fuerte respuesta humoral en las leishmaniasis
visceral y cutanea difusa, con altos titulos de anticuerpos principalmente de la clase IgG
(Galvao-Castro B., et. al. 1984), mientras que las leishmaniasis cutanea y mucosa
cursan con bajos titulos de anticuerpos (Gutierrez Y., et. al. 1991; Grimaldi G., et. al.
1993).

Recientemente se ha demostrado una gran diferencia entre las subclases de
anticuerpos especificos de Leishmania en las distintas formas clinicas de la

leishmaniasis. De tal forma que en la LC predominan las subclases de inmunoglobulinas
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IgG2a, en la LMC la subclase IgG3, en la LCD la subclase IgG1 y en la LV los
anticuerpos predominantes son IgG1 (Ulrick M., et. al. 1996). Esta produccion selectiva
de subclases de anticuerpos parece estar relacionada con las citoquinas secretadas por
cada tipo de células (Liew F. Y., et. al. 1993). Existen evidencias sobre la relacion entre
la respuesta Thl o Th2 y los isotipos predominantes de las inmunoglobulinas
especificas: las Thl son inductoras de la produccion de 1gG2a, mientras que las Th2
inducen la produccion de IgE e IgG1 (Coffman R.L., et. al. 1988; Stevens T.L., et. al.
1988).

1.6. Patron de citoquinas y las formas clinicas de Leishmania.-

Los estudios realizados en humanos para tratar de correlacionar los patrones de
citoquinas producidas por células T y las formas clinicas de la leishmaniasis han
mostrado un perfil mezclado de citoquinas.

La LC se caracteriza por un patron de citoquinas tipo Th1l con produccion de IL-
2, IFN-y y TNF-a en niveles significativos (Carvalho E.M., et. al. 1985; Scott P, et. al.
1988; Liew F.Y., et. al. 1991; Castés M., et. al. 1993b; Pirmez C., et. al. 1993). La
produccion de IL-5 es mucho mas baja que en los pacientes con leishmaniasis cutanea
difusa.

Los pacientes con LCD se caracterizan por presentar una respuesta celular débil.
Existe un predominio de citoquinas tipo Th2, ya que no hay produccion de IFN-y, ni IL-
2 (Castés M., et. al. 1993), pero si presentan niveles significativos de IL-5 y TNEF-
o (Pisa P., et. al. 1990; Castés M., et. al. 1993b). Sin embargo, el TNF-a no parece
contribuir a la curacion de las lesiones en ausencia de una respuesta funcional de
linfocitos T.

En la LMC se ha sugerido que el patron de citoquinas es una mezcla de tipo Thl
y Th2, por lo que induce una respuesta inmunitaria mixta, tanto humoral como celular;
sin embargo, cuando se producen ambos patrones de citoquinas, la respuesta Th2 puede
predominar sobre la Thl y la enfermedad puede mantenerse en un estado cronico. Se ha
observado que en esta forma clinica se producen niveles séricos de IL-2, IFN-y, TNF-a
e IL-5 (Liew E.Y., et. al. 1991; Castés M., et. al. 1993; Castés M., et. al. 1993b).

La LV se caracteriza por una importante inhibicion de la respuesta celular que
conduce a una multiplicacion incontrolada del parésito. No se observa produccion de

IL-2 ¢ IFN-y (Carvalho E.M., et. al. 1985; Sacks D.L., et. al. 1987; Carvalho E.M., et.
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al. 1992), pero existe una moderada produccion de IL-4 (Zwingenberger K., et. al.
1990; Carvalho E.M., et. al. 1994), la cual desaparece rapidamente, y altos niveles de
IL-10, por activacion de los linfocitos B (Pirmez C., et. al. 1993; Holaday B.J., et. al.
1993; Caceres-Dittmar G., et. al. 1993).

1.7. Diagndstico de leishmaniasis.-

Para llegar al diagndstico de leishmaniasis primero se deben considerar los
antecedentes epidemioldgicos, dado que existen cuatro tipos de leishmaniasis cuyas
caracteristicas van a determinar la técnica de diagnostico a emplear. Por lo tanto
conocer el lugar de procedencia del paciente facilita el diagndstico y por lo tanto el
tratamiento a seguir. Después de considerar los antecedentes, se procede al diagnodstico
de laboratorio basado en métodos directos que persiguen la visualizacion del parésito o
de su ADN y métodos indirectos que se basan en la deteccion de la respuesta inmune
del hospedador, buscando anticuerpos especificos desarrollados como consecuencia de

la enfermedad.

1.7.1. Métodos Directos.-

1.7.1.1. Frotis de la lesién

En el diagnostico de la leishmaniasis cutdanea la obtencion de las muestras debe
ser efectuada a partir de lesiones activas de la piel o mucosas, teniendo en cuenta que
¢ésta debe realizarse en los bordes de la lesion o en el fondo de la tulcera, después de
eliminar la zona superior necrosada. Esta toma de muestras puede realizarse mediante
un simple raspado de la lesion con un brocal odontoldgico, efectuando incisiones de
algunos milimetros hasta alcanzar la dermis o por aspiracion con aguja o bien mediante
biopsia de todo el espesor con un punch.

En el caso de la leishmaniasis visceral, la sensibilidad del examen directo varia
en funcién del producto patolégico escogido para efectuar el diagnostico. La puncion
esplénica, aunque es la que presenta una mayor sensibilidad (95%), dada la localizacion
preferencial de los parasitos en el bazo, se suele dejar como ultimo recurso por los
riesgos asociados. Por lo tanto, el método mds utilizado, tanto por su facilidad y
seguridad de ejecucion como por su sensibilidad, es el aspirado de médula 6sea (52-
70%), realizado por puncion esternal en los adultos y de cresta iliaca en los nifios. En
individuos inmunodeprimidos esta prueba presenta una sensibilidad de hasta un 94%

(78-94%) durante el primer episodio y menor (64%) en las recaidas. El parasito también
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puede buscarse en la sangre periférica o en la capa de leucocitos, higado, tracto
gastrointestinal, nodulos linfaticos, liquido pleural, etc.

Se puede proceder a la observacion de las formas amastigotes con cualquiera de
los productos patologicos obtenidos, tras la tincion de los frotis con el colorante de
Giemsa o analogos.

La tasa de demostracion parasitaria a través del frotis es variable, sin embargo su
sensibilidad es baja y dependera de la destreza de la persona que realiza la lectura.

1.7.1.2. Cultivo de leishmanias

El cultivo de Leishmania es una técnica auxiliar para el diagnostico directo, ya
que permite el aislamiento del parédsito y facilita su deteccion. No existe un medio
universal que permita el crecimiento de las distintas especies de Leishmania, ya que
¢éstas presentan diferentes requerimientos nutricionales. A pesar de ello, los medios mas
aceptados y mas frecuentemente utilizados son los medios difdsicos de agar sangre
(medio de Novy, Nicolle y McNeal o NNN) (Dedet J.P., et. al. 1999) y los medios
liquidos para cultivos de células de insectos o mamiferos (Schneider, RPMI, etc.),
habitualmente enriquecidos con suero bovino fetal inactivado (10-30%) y a una
temperatura de crecimiento entre 22°C a 28°C.

El material puede ser obtenido por puncion aspirativa o por biopsia. El material
obtenido a través de puncidn aspirativa puede ser inoculado directamente en el medio de
cultivo, y el material obtenido por biopsia debe ser homogeneizado en soluciéon salina
con antibioticos (penicilina y estreptomicina o gentamicina) antes de ser inoculado en el
medio de cultivo. Cuando se efectua el cultivo en el medio NNN hay que realizar
resiembras cada siete dias, practicando al menos cuatro resiembras sucesivas antes de
dar los resultados como negativos. En el caso de haber efectuado la siembra en un
medio liquido, se debe proceder con una periodicidad inferior (cada 4-5 dias,
dependiendo de la cepa) y debe mantenerse el cultivo durante un minimo de un mes.

El cultivo celular, habitualmente de macréfagos, se utiliza raramente en el
diagnostico de leishmaniasis y se aplica mas frecuentemente en estudios bioldgicos del
parésito y en ensayos de farmacos con posible actividad leishmanicida.

L. (V.) braziliensis presenta un crecimiento pobre o no se desarrolla en los
medios de cultivo, ya que existen pocos amastigotes en los tejidos infectados. La

sensibilidad del cultivo esta alrededor del 50%.
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La técnica del cultivo ofrece ventajas sobre los frotis coloreados por la facil
observacion de un gran niimero de formas promastigotes modviles, en contraste con la
dificultad y el mayor tiempo empleado en la busqueda de formas amastigotes.

1.7.1.3. Inoculacién en animales

La inoculacién en animales de experimentacion, realizada habitualmente en el
hamster dorado y por via intraperitoneal, puede ser de gran utilidad en el caso de cepas
de dificil crecimiento o de in6culos contaminados. Esta técnica presenta, sin embargo,
el grave inconveniente de su tardia, ya que la observacion de los parasitos, generalmente
en el bazo hipertrofiado del animal, requiere unos 2-3 meses desde la inoculacion.

1.7.1.4. Busqueda de ADN de Leishmania

Actualmente, la puesta a punto de técnicas de biologia molecular es una
alternativa excelente en el diagnostico de leishmaniasis. Para detectar la presencia de
ADN del parasito, una de las técnicas mas ensayadas es la amplificacion del material
gendémico del parasito por PCR (Ashford D.A., et. al. 1995; Belli A., et. al. 1998;
Pinero J., et. al. 1999; Avilés H. et. al. 1999). Su sensibilidad es idéntica o superior a la
técnica de referencia, que es el cultivo, y superior al examen directo. Ademas presenta
la ventaja de poder disponer de un resultado positivo o negativo con rapidez.
Actualmente esta técnica no estd comercializada y solo se utiliza en laboratorios

especializados.

1.7.2. Métodos Indirectos.-

1.7.2.1. Intradermorreaccion de Montenegro

Este método se basa en poner en evidencia una hipersensibilidad de tipo
retardada, que se manifiesta de forma temprana (hacia la cuarta o quinta semana) y que,
salvo raras ocasiones, perdura toda la vida. La prueba consiste en la inoculacion
intradérmica de una solucidon de leishmanina, formada por una suspension estéril de
promastigotes lisados, fenicada y tamponada. La lectura, por la técnica del boligrafo, se
realiza a las 48-72 h de la inoculacion y se considera positiva cuando aparece una
induracion de un diametro igual o superior a los 5 mm. La reaccion positiva indica
contacto previo y tiene gran valor en el estudio de lesiones cronicas o evaluaciones
epidemioldgicas (Montenegro J. 1926; Da Costa C.A., et. al. 1996).

Es un test cutaneo de gran valor predictivo debido a su alta sensibilidad, pero
puede dar falsos negativos y positivos en casos de lepra, tuberculosis, epitelioma

maligno o larva migrans.
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1.7.2.2. Inmunofluorescencia indirecta (IFI) y/o test enzimaticos (ELISA)

Estas reacciones son muy utiles, principalmente en casos con lesiones extensas o
multiples y en el diagndstico precoz de las lesiones mucosas primarias o secundarias.
Asimismo para el seguimiento post-tratamiento. Estas pruebas consisten en detectar en
el suero del paciente anticuerpos circulantes anti-Leishmania.

Para el diagnostico seroldgico debe tenerse en cuenta que las leishmanias
presentan fracciones antigénicas compartidas con otros parasitos kinetopléstidos,
pudiendo existir reacciones cruzadas entre ambos. También se han descrito, aunque en
menor medida, la existencia de reacciones cruzadas en enfermos de amebiasis,
paludismo, tuberculosis, toxoplasmosis, lepra y otras enfermedades infecciosas (Voller
A., et. al. 1981; Burns J.M., et. al. 1993). Por otro lado, la tasa de anticuerpos varia con
el estado inmunoldgico del paciente y con la edad. Asi, si bien en los adultos
inmunocompetentes los titulos de anticuerpos que se detectan son generalmente altos,
no sucede lo mismo en los pacientes inmunocomprometidos (VIH, pacientes sometidos
a tratamientos inmunosupresores, etc.), o en los nifios de corta edad, en los que los
titulos pueden incluso, ser negativos. La seronegatividad al antigeno de Leishmania en
los pacientes coinfectados con el VIH alcanza un 43% frente a una sensibilidad de las
técnicas serologicas del 87-93% en los casos de leishmaniasis visceral en individuos
inmunocompetentes (Montalban C., et. al. 1990; Alvar J. 1994). Sin embargo, existen
diferencias segun la prueba empleada, el antigeno utilizado o el laboratorio donde se
realiza. La OMS recomienda la utilizacion conjunta de dos o mdas pruebas para
incrementar la sensibilidad.

La sensibilidad y especificidad de las técnicas seroldgicas depende de la calidad
del antigeno utilizado y de factores intrinsecos a la técnica empleada. La utilizacion de
promastigotes enteros en técnicas de inmunofluorescencia indirecta (IFI), aporta una
notable estabilidad al antigeno en cuanto a su composicion y, por lo tanto,
homogeneidad de resultados. Por el contrario, el principal inconveniente en la
utilizacion de extractos solubles obtenidos a partir del parasito (sonicacion,
homogeneizacion, congelacion-descongelacion, etc.) estd en la heterogénea
composicion del antigeno obtenido. Su utilizaciéon en técnicas de ELISA o de
inmunocromatografia es compartida o sustituida por la de antigenos purificados y
recombinantes que presentan una elevada sensibilidad y especificidad y evitan las

reacciones cruzadas que se dan con la enfermedad de Chagas.
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Las inmunoglobulinas habitualmente detectadas suelen ser totales o de la clase
IgG. La determinacion de IgM, tanto mediante IFI como con la técnica ELISA, puede
permitir la deteccion de un proceso activo subclinico si bien no suele utilizarse. La
deteccion de IgE especificas se asocia con enfermedad cutdnea cronica y mucosa y se ha
sefialado también como un buen indicador de leishmaniasis visceral activa. La deteccion
de anticuerpos en el caso de las leishmaniasis cutdneas del Viejo Mundo es poco
sensible. En cambio, puede ser util para diagnosticar las infecciones causadas por el
subgénero Viannia en el Nuevo Mundo.

La deteccion de anticuerpos frente a antigenos de Leishmania mediante ELISA a
sido la principal alternativa para un diagnostico rapido (Kar K. 1995). Las moléculas del
parasito con caracter antigénico descritas hasta ahora son variadas y numerosas (Jaffe
C.L., et. al. 1988; Reed S.G., et. al. 1990). Algunos son antigenos situados en la
superficie del parasito, que se consideran proteinas especificas de Leishmania, tales
como la PSA, la gp63 (Shreffler W.G., et. al. 1993; Gicheru M.M., et. al. 1994), la
glucoproteina de superficie (gp46) o las proteinas asociadas a lipofosfoglicanos, como
es la KMP-11 (Carmelo E., et. al. 2002). Otras son proteinas localizadas en el interior
del protozoo, conservadas evolutivamente, como pueden ser las proteinas de choque
térmico (Ang D., et. al. 1991; Young D.B. 1992; Zurita A.IL, et. al. 2003), las proteinas
ribosomales (Soto M., et. al. 1993; Soto M., et. al. 1995; Soto M., et. al. 1995b; Soto
M., et. al. 1996; Gonzalez A.C., et. al. 2002) y las histonas (Soto M., et. al. 1995c;
Carmelo E., et. al. 2002). Entre las proteinas ribosomales, las acidas (LiP2a, LiP2b,
LiP0/LcP0) (Soto M., et. al. 1993b; Soto M., et. al. 1995; Soto M., et. al. 1995b) son,
hasta ahora, las mas caracterizadas desde el punto de vista seroldgico. Estas actlian
como importantes antigenos durante la infeccion con Leishmania. Todas estas proteinas
han sido caracterizadas principalmente por Western blot, empleando sueros de pacientes
o de perros infectados.

Una caracteristica comun entre la mayoria de los antigenos conservados de
Leishmania, es su elevada frecuencia de ser reconocidos por sueros de pacientes con
leishmaniasis, sin embargo, al presentar secuencias muy conservadas evolutivamente
pueden presentar reaccion cruzada con anticuerpos generados por otras enfermedades
infecciosas (Enfermedad de Chagas) y hasta con los anticuerpos producidos durante
procesos de autoinmunidad, (Lupus Eritematoso Sistémico, LES).

Actualmente, se estdn llevando a cabo estudios para seleccionar antigenos

especificos de Leishmania y asi evitar reacciones serologicas cruzadas con otras

31



Ana Gonzalez

especies de la familia Trypanosomatidae y algunas Mycobacterias (Soto M., et. al.
1996b; Zurita A.IL., et. al. 2003).

Tres proteinas de L. infantum, la LiP2a, la LiP2b y la LiP0, se han descrito como
importantes antigenos durante la leishmaniasis canina, ya que las proteinas LiP2a y
LiP2b son reconocidas por un 80 y un 100% de los sueros de perro con LV,
respectivamente (Soto M., et. al. 1995b), pero también son reconocidas por los sueros
de pacientes con LV y LMC (Soto M., et. al. 1996). Sin embargo, a parte de ser
reconocidas por el suero de enfermos con leishmaniasis humana son también
reconocidas por el suero de pacientes con lupus eritematoso sistémico (LES) y por
sueros de pacientes con enfermedad de Chagas. Esta reactividad cruzada se debe al
hecho de que el principal epitope lineal de estas proteinas P2 se localiza cerca de la
region conservada carboxilo terminal, la cual presenta un 90% de identidad con las
proteinas ribosomales P de humano y representa el principal epitopo autoinmune en el
suero de los pacientes con LES y con enfermedad de Chagas. La eliminacion de esta
region conservada evita la reaccidon cruzada con el suero de estos pacientes siendo
reconocida Unicamente por el suero de pacientes con leishmaniasis humana, LMC y LV
(Soto M., et. al. 1996).

La proteina ribosomal LiP0 es diferente a las PO de la mayoria de los eucariotas,
ya que carece de la tipica region C-terminal, aunque es muy similar a la que poseen las
arqueobacterias (Soto M., et. al. 1993b). El tnico epitope de esta proteina LiPO que es
reconocido por los anticuerpos durante la LV canina, se localiza en una posicion
anterior, pero adyacente, al extremo carboxilo no conservado (Soto M., et. al. 1995b).

Se han aislado otra serie de proteinas ribosomales conservadas evolutivamente
con el fin de estudiar su capacidad serodiagnostica. Entre ellas citar las proteinas
ribosomales L25 y L14 de Leishmania braziliensis, ambas localizadas en la subunidad
grande del ribosoma.

La proteina L14 se caracteriza por presentar dos segmentos conservados
evolutivamente y 7 aminoacidos también conservados cuya funciones todavia se
desconocen (Haynes S.R. 1997). Empleando la proteina recombinante L14 y péptidos
sintéticos se demostr6 que ésta proteina no era valida para el diagnodsticos de
leishmaniasis al no ser reconocida por los sueros de enfermos con LC y/o LMC
(Gonzalez A.C., et. al. En prensa).

La proteina ribosomal L25 juega un importante papel durante la biosintesis del

ribosoma debido a que es una de las primeras proteinas que se unen al ARN ribosomal
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mediante tres dominios que se localizan en el extremo carboxilo terminal (El-Baradi
T.T.A.L., et. al. 1984; Weitzmann C.J., et. al. 1900; Rutgers C.A., et. al. 1991). La
sintesis del ribosoma es un proceso que comienza en el nticleo, por lo que las proteinas
ribosomales poseen secuencias que les permiten su translocacion desde el citoplasma
hacia el nacleo, éstas se denominan Secuencias de Localizacion Nuclear (SLN) (Rutgers
C.A., et. al. 1990; Schaap P.J., et. al. 1991). En el caso de la L25 de L. braziliensis esta
secuencia se localiza en el extremo amino terminal, que a diferencia de la region
carboxilo, es la menos conservada evolutivamente (Gonzalez A.C., et. al. 2002). La
proteina recombinante aislada en condiciones desnaturalizantes era reconocida por
sueros de personas sanas y de pacientes con LMC, LC y con enfermedad de Chagas, por
lo que era una reaccion antigeno-anticuerpo no especifica. Sin embargo, cuando se
analizan péptidos que solapaban la region amino terminal, por ser la menos conservada,
la especificidad aumentd, siendo reconocidos unicamente por pacientes con
leishmaniasis y con enfermedad de Chagas, por lo que pueden ser empleados como
parte de un complejo antigénico para el reconocimiento de enfermedades causadas por
tripanosomatidos (Gonzalez A.C., et. al. 2002).

Las proteinas de estrés o de choque térmico, HSPs, constituyen otro grupo de
familia de proteinas conservadas evolutivamente. Aunque su expresion es constitutiva,
se ha observado un incremento en su sintesis bajo determinados estimulos, ya sea un
cambio de la temperatura o cualquier tipo de estrés celular. Aunque su principal papel
es la termotolerancia, las HSPs también desempefian otras funciones vitales en ausencia
de estrés, como puede ser el tener un papel esencial durante el proceso de biosintesis de
las proteinas, especialmente en el transporte, translocacion y plegamiento de proteinas
(Ang D, et. al. 1991). Ademas, las proteinas de estrés han sido identificadas como el
mayor inmundgeno en algunos estados de enfermedades infecciosas y sindromes
autoinmunes. Concretamente, las Hsp70 de L. donovani, de L. infantum y de L.
braziliensis han sido identificadas al ser reconocidas por sueros de leishmaniasicos
(MacFarlane J., et. al. 1990; Skeiky Y.A.W., et. al. 1995; Quijada L., et. al. 1996;
Zurita A.L et. al. 2003). Las Hsp70 se han encontrado en todos los tipos de células
procariotas y eucariotas, por lo que estan consideradas como las proteinas conservadas
mas abundantes en todos los organismos. A pesar de ésto, la respuesta celular y humoral
que desencadena es muy especifica y no induce autoanticuerpos durante la infeccion
(Skeiky Y.A.W., et. al. 1995; Quijada L., et. al. 1996). La Hsp83 también forma parte

de esta familia de proteinas y ha sido descrita como un antigeno inmunodominante
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durante la infeccion causada por L. infantum y L. braziliensis (Skeiky Y.A.W., et. al.
1995; Angel S.0O., et. al. 1996). También se ha comprobado que sueros de pacientes con
leishmaniasis cutanea americana (LC) reaccionan al enfrentarlos a la proteina Hsp60 de
L. major y ademas de una manera especifica, ya que dichos sueros no reaccionan contra
la Hsp60 de humanos (Rey-Ladino J.A., et. al. 1997).

Las histonas forman otro grupo de proteinas conservadas evolutivamente con
funcién estructural, ya que se asocian con el ADN para formar el nucleosoma. Hay
cinco clases principales de histonas, (H1, H2A, H2B, H3 y H4) que comprenden la
familia de proteinas pequenias basicas (Galanti N. 1998). La histona H1 ya se ha descrito
en varios Trypanosomatidos tales como T. cruzi, T. brucei, L. major y L. braziliensis
(Burri M., et. al. 1993; Aslund L., et. al. 1994; Fasel N.J., et. al. 1994; Martinez E., et.
al. 2002). Desde el punto de vista del serodiagnostico, la histona H1 de L. braziliensis
es reconocida por el 66°6% de los sueros de pacientes con LC, pero esta capacidad
antigénica, de elevada sensibilidad, se ve perturbada por presentar reaccion cruzada con
los sueros de pacientes con enfermedad de Chagas. Se ha demostrado mediante el
empleo de péptidos sintéticos que el determinante antigénico de la histona HI1 se
localiza en la region central, pero su utilidad para el diagnostico de LMC producida por
L. braziliensis es limitada, ya que solo es reconocido por el 18°75% de los sueros. Sin
embargo, la reaccion cruzada con sueros de pacientes con enfermedad de Chagas es
nula (Carmelo E., et. al. 2002a). En 1992, Soto et. al., describieron por primera vez a la
histona H2A de L. infantum como molécula antigénica durante la leishmaniasis visceral
canina, ya que el 72% de los sueros procedentes de perros infectados con L. infantum
reconocian dicha proteina (Soto M., et. al. 1992). Este resultado se repitié con las
histonas H2B, H3 y el fragmento amino terminal de la H4 de L. infantum, donde se
observé una respuesta humoral elevada de los sueros de perros con LV al enfrentarlos a
estas proteinas, siendo del 44% para la histona H4 (Soto M., et. al. 1994; Soto M., et. al.
1996b; Soto M., et. al. 1999). Mediante el empleo de péptidos sintéticos, se ha podido
determinar el epitopo antigénico de estas proteinas, y se ha observado que en todos los
casos, se localiza en la region menos conservada evolutivamente, ya sea en el extremo
amino o en el extremo carboxilo terminal (Soto M., et. al. 1995b-c; Soto M., et. al.
1996b; Soto M., et. al. 1999). También se ha encontrado que el 58% de los sueros de
pacientes con Leishmaniasis tegumentaria de América latina tienen anticuerpos que

reaccionan con la histona H2B de L. peruviana (Montoya Y., et. al. 1997).
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1.8. Distribucion geogréfica.-

La LC en el Viejo Mundo se propaga por zonas aridas, como es el centro y oeste
de Asia, desde Siria a Afganistan, y por regiones semiaridas del norte de Africa y Asia.
Mientras que la LC en el Nuevo Mundo se distribuye por el centro y sur de América,
principalmente en Brasil y Peru, al igual que ocurre con la LMC.

Por ultimo, la LV se distribuye por Africa oriental, principalmente Sudan y
Kenia, también en Bangladesh, noreste de la India y el Nepal y la LV infantil es
caracteristica de la cuenca mediterranea. Se extiende hacia el este, a través del suroeste
asiatico hasta China y hacia el oeste al centro y sur de América, donde la mayoria de los

casos se localizan en el noreste de Brasil (figura 1.12).

LEISHMANIASIS

Figura 1.12: Distribucion geografica de las cuatro formas diferentes de leishmaniasis.

1.8.1. La leishmaniasis en Espaia.-

En Espafia, los casos de leishmaniasis declarados son fundamentalmente
viscerales, la mayoria de ellos en enfermos infectados por el VIH. De los 1440 casos
declarados de coinfeccion VIH-Leishmania entre 1990 y 1998 en la region
mediterranea, 835 lo han sido en nuestro pais (Alvar J. 1994). La aplicacién de la
electroforesis de isoenzimas en la caracterizacion de las cepas de Leishmania en Espafia

ha permitido incriminar a Leishmania infantum como agente responsable de las
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leishmaniasis cutanea y visceral, lo que sirvidé para descartar a Leishmania trépica y a
Leishmania donovani como agentes etiologicos de ambas formas de leishmaniasis. En
nuestro pais, L. infantum se encuentra distribuida principalmente en la region
mediterranea (Ozbel Y., et. al. 1995).

Los estudios de epidemiologia molecular llevados a cabo, han puesto de
manifiesto la existencia de un elevado polimorfismo de las cepas de L. infantum en
nuestro pais, con 22 zimodemas identificados de los 33 descritos en todo el mundo, de
los que 12 han sido citados inicamente en Espafia. Algunos de ellos causan la LV,
siendo considerados como viscerotropos, mientras que otros se consideran dermotropos
al ser aislados unicamente de lesiones cutdneas en pacientes inmunocompetentes. Si
bien la leishmaniasis en Espafia se considera una zoonosis, con el perro como reservorio
del parasito, tan s6lo 6 de los 22 zimodemas identificados han sido aislados del
reservorio canino, lo que puede indicar la existencia de zimodemas con un ciclo de tipo
antroponotico. De las 12 especies de flebotomos encontradas en Espafia, 2 han sido
descritas como vectores de L. infantum. Se trata de Phlebotomus perniciosus y
Phlebotomus ariasi, que pueden actuar de forma concomitante en la transmision de la

leishmaniasis.

1.9. Tratamiento de la leishmaniasis.-

Se recomienda que antes de efectuar cualquier tratamiento, se disponga de la
confirmacion parasitologica. Los derivados antimoniales pentavalentes estibogluconato
sodico (Pentostam®) (Goodwin L.G. 1995) y antimoniato de meglumina
(Glucantime®) (Slappendel R.J., et. al. 1997; Riera C., et. al. 1999), son la primera
linea de farmacos en el tratamiento de las leishmaniasis y se caracterizan por ser
efectivos frente a las distintas formas clinicas inhibiendo enzimas que participan en la
glicolisis y B-oxidacion. En el caso de la leishmaniasis visceral se aconseja su
administracion por via sistémica, en régimen de hospitalizacion. Las dosis terapéuticas
son de 20 mg de Sbv/kg/dia durante 28 dias. Otros farmacos utilizados son la
Anfotericina B, Pentamidina, Alopurinol, Azoles e Inmunomoduladores, tanto
inmunoestimuladores como inmunosupresores, que inciden sobre el sistema inmune del
hospedador con el fin de reconducirlo a la normalidad. Uno de los inmunoestimuladores
que se esta empleando hoy en dia es una citoquina recombinante, el IFN-
y recombinante, sin embargo su coste es elevado y ademds presenta efectos secundarios

(Croft S.L., et. al. 2002).
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1.10. Modelo murino de leishmaniasis experimental.-

En la actualidad se han desarrollado numerosos modelos experimentales de
leishmaniasis, pero estos modelos no reproducen completamente la enfermedad
humana. Uno de los factores que contribuyen a diferenciar entre modelos humanos y
animales es la cantidad y naturaleza del parasito inoculado. En una infeccion natural, el
mosquito inocula en la piel un nimero muy pequefio de promastigotes metaciclicos
(posiblemente de 100 a 1000) junto con una fuerte saliva bioactiva, sin embargo en
infecciones experimentales se inyectan de mil a millones de promastigotes derivados de
cultivos o amastigotes derivados de tejidos.

Uno de los modelos mas empleados es el murino, ya que ha permitido
caracterizar cuales son los mecanismos del sistema inmune, necesarios para el
desarrollo de una respuesta celular y/o humoral.

Los ratones pueden ser infectados con especies de Leishmania patogenas para el
hombre y reproducen la mayoria de los aspectos de la enfermedad humana.
Dependiendo de la clase de ratdbn que se use, el rango de susceptibilidades a la
enfermedad es diferente. Asi, los ratones BALB/c, SWR/J, DBA/2 y A/Jax infectados
con L. major, L. mexicana o L. amazonensis son muy susceptibles a la enfermedad,
provocandoles grandes ulceras cutaneas que no se curan, y que evolucionan hacia la
visceralizacion y produccion de metastasis, provocandoles la muerte. Estos ratones no
producen respuesta de hipersensibilidad retardada pero si producen titulos elevados de
anticuerpos. Por otro lado, los ratones C57BL/6, C3H, B10.D2 y CBA infectados con
las mismas cepas de Leishmania son resistentes a la enfermedad, desarrollan lesiones
localizadas, no ulceradas, que curan en 10 a 12 semanas y ademads son resistentes a la
reinfeccion y se ha demostrado que desarrollan una respuesta de hipersensibilidad
retardada (Reiner S.L., et. al. 1995).

En este modelo animal, el uso de una poblacion clonal de parasitos elimina la
contribucion de la diversidad genética de los parasitos y permiten analizar qué factores
del hospedador determinan las manifestaciones de la enfermedad.

En los ratones, la eliminacion de la infeccion depende de la polarizacion hacia la
activacion de uno de los dos subgrupos de células T CD4+, Thl 6 Th2. Se ha estudiado
bien el papel de estos subgrupos de células T CD4+ en la infeccion por Leishmania
major en este modelo murino experimental (Reiner S.L., et. al. 1995). Para el caso de la
infeccion por L. infantum, el fin de la infeccion es determinada por el balance entre la

respuesta Thl y Th2, que conlleva a la curacién o progresion de la enfermedad
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respectivamente (Gonzalez-Asequinolaza G., et. al. 1999). La subdivision en células
Thl y Th2 estd basada en el patron de citoquinas que ellas producen. Los ratones
BALB/c producen principalmente citoquinas de tipo Th2, en concreto IL-4 a las pocas
horas de la infeccion con L. major, dando como resultado una enfermedad diseminada
que finaliza en muchos casos con la muerte del animal entre las doce y catorce semanas
(Reiner S.L., et. al. 1995; Julia V., et. al. 1996; Launois P., et. al. 1997; Himmelrich H.,
et. al. 2000; Solbach W., et. al. 2000). La neutralizacion de esta citoquina con
anticuerpos especificos o de su receptor, confiere proteccion en estos ratones. Pero esto
no siempre ocurre asi, ya que en algunos casos se ha observado que la ausencia de esta
citoquina o de su receptor no lleva a diferencias en el nivel de infeccién de los ratones
BALB/c, sino que siguen desarrollando la enfermedad (Noben-Trauth N., et. al. 1996;
Noben-Trauth N, et. al. 1999). Sin embargo, durante el periodo activo de desarrollo de
una lesion, tanto los ratones susceptibles a la infeccion como los resistentes producen
una gran cantidad de citoquinas Th2, concretamente IL-4 (Morris L., et. al. 1992;
Morris L., et. al. 1993). Una diferencia importante entre los ratones susceptibles y los
resistentes es que éstos ultimos son capaces de redirigir esta respuesta hacia un perfil
Thl y controlar la enfermedad por la via de la ONS (Liew F. Y., et. al. 1990; Heinzel F.
P., et. al. 1991; Solbach W., et. al. 2000). Por lo tanto, no es la ausencia de esta
citoquina lo que determina la resistencia a la enfermedad, sino el poder cambiar la
respuesta que ella desencadena, lo que hace que los ratones sean resistentes (Sacks D.,
et. al. 2002). Un factor importante para que la respuesta se polarice hacia un fenotipo
Thl o Th2 son las citoquinas que estan presentes en un primer momento, la IL-12 y la
IL-10 (Solbach W., et. al. 2000). La IL-12 se produce si ciertas proteinas del parasito se
ponen en contacto con receptores TLR presentes en las células presentadoras de
antigenos (CPA), principalmente en las células dendriticas, ya que los macrofagos
infectados ven reducida su capacidad de secretar esta interleuquina (Reiner S. L., et. al.
1994; Carrera L., et. al. 1996; Konecny P., et. al. 1999; Von Stebut E., et. al. 2000).
Estas células al activarse producen IL-12, que activan a los linfocitos T CD4" por la ruta
STAT 4/T-bet secretdndose las citoquinas que determinan la respuesta Thl (Stamm
L.M,, et. al. 1999). Pero si las CPA no se activan por esta via, entonces secretan IL-10 e
IL-4 que activan a los linfocitos T CD4" por la ruta STAT 6/GATA 3, produciéndose
las citoquinas que desencadenan una respuesta Th2 (Jankovic D., et. al. 2001; Sacks D.,
et. al. 2002; Scott P., et. al. 2002). Se ha demostrado que la IL-12 es crucial en el

control y la curacion de las infecciones por L. major ya que, el tratamiento con anti-IL-
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12 de ratones C3H resistentes a la infeccion los vuelve susceptibles, desarrollandose una
respuesta de tipo Th2 (Sypek J.P., et. al. 1993; Scharton-Kersten T., et. al. 1995).
Ademas, la IL-12 usada sola o en combinacion con antigenos de Leishmania estimula el
desarrollo de una respuesta tipo Th1 en ratones BALB/c susceptibles e infectados con L.
major y quedan protegidos de posteriores reinfecciones con esta Leishmania (Alonso
L.C.C., et. al. 1994). Por el contrario, la IL-12 sola es incapaz de prevenir la progresion
de la enfermedad en estos ratones cuando el tratamiento se inicia después de la primera
semana de infeccion (Sypek J.P., et. al. 1993). Ademas se ha observado, que en
infecciones con L. mexicana (Buxbaum L.U., et. al. 2002), la IL-12 no juega un papel
fundamental en redirigir la respuesta Th2 e iniciar y mantener una respuesta Thl, como
ocurre en infecciones con L. major (Heinzel F. P., et. al. 1993; Sypek J.P., et. al. 1993;
Stamm L.M., et. al. 1999; Park A.Y., et. al. 2000; Stobie L., et. al. 2000), por lo que
deben de existir otros elementos que intervienen en el cambio hacia una respuesta Thl.

En ratones genéticamente resistentes, el IFN-y juega un papel importante en el
desarrollo de células Thl, ya que el tratamiento con anti-IFN-y, o la eliminacion del gen
del IFN-y o de su receptor CD40 6 del ligando de CD40, da como resultado el desarrollo
de ulceras cutaneas severas y la visceralizacion del parasito (Swihart K., et. al. 1995).
Sin embargo, el IFN-y no es suficiente para inducir proteccion en ratones BALB/c
susceptibles ya que, a diferencia de la IL-12, ni la dosis Unica, ni la liberacion sostenida
de IFN-y hasta 6 semanas en estos ratones, es capaz de cambiar el curso progresivo de la
enfermedad. Por lo tanto, la carencia temprana del IFN-y no parece ser la razon del
fenotipo Th2 en los ratones BALB/c, debido tal vez, a que IFN-y no inhibe la
trascripcion de IL-4 (Reiner S.L., et. al. 1995).

Otra contribucion importante que ha tenido el empleo de este modelo de raton ha
sido el descubrir que la quimioterapia no es efectiva en ausencia de una respuesta
inmune mediada por células T. Estos estudios experimentales ponen de manifiesto la

necesidad de activar el sistema inmune para que la quimioterapia tenga €xito.

1.11. Proteinas ribosomales estimuladoras de la respuesta inmune celular en
el modelo murino.-

Actualmente se han descrito diferentes moléculas estimuladoras capaces de
alertar al sistema inmune innato para iniciar una respuesta inmune especifica. La

recuperacion y la resistencia a la reinfeccion por Leishmania depende del desarrollo de
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una respuesta de linfocitos T antigeno especifica que incluye, la proliferacion de células
Th1 y la secrecion de citoquinas de tipo Th1 que desencadenan una respuesta celular.

Una de las proteinas estimuladoras, capaz de provocar una respuesta inmune
mediada por células tipo Thl e inducir la produccion de citoquinas de tipo Thl es la
proteina ribosomal LelF (factor de iniciacion ribosomal) de L. braziliensis, homoéloga al
factor de iniciacion 4A de eucariotas (Skeiky, Y.A.W., et. al. 1995). Este efecto fue
estudiado empleando ratones BALB/c como modelo experimental. Estd aceptado que en
estos ratones se desarrolla un perfil Th2 entre los 7 y 10 dias después de la infeccion,
provocandoles, por tanto, la progresion de la enfermedad. Sin embargo se observo, que
células derivadas de los nodulos linfaticos de ratones BALB/c, inmunizados con la
proteina ribosomal LelF y posteriormente infectados con L. major, proliferaban al
enfrentarlas a esta proteina. Para analizar el tipo de citoquina que inducia, se enfrentd un
extracto soluble de proteinas de Leishmania a las células de los ratones infectados,
observandose niveles altos de IL-4, sin embargo, la estimulacién de las mismas células
con LelF inducia niveles de IFN-y elevados y no aparecia [L-4.

Por lo tanto, ante estas observaciones y en contra de la opinidon establecida, los
ratones BALB/c infectados pueden desarrollar una respuesta celular Thl que es
detectada al estimular con el antigeno recombinante definido.

La proteina ribosomal LelF también puede mimetizar el efecto de la IL-12, ya
que produce una baja secrecion de IL-4 en las células linfaticas de ratones BALB/c
infectados con L. major (Heinzel F.P., et. al. 1993).

Por otra parte, en ausencia de una respuesta proliferativa, la proteina LelF es
capaz de estimular macrofagos para que produzcan IL-12 e IL-18, y posteriormente, son
estas citoquinas, las responsables de estimular a las células NK a producir IFN-y. La
ruta que se ha establecido para la produccion de IFN-y es la siguiente: debido a que la
proteina LelF requiere la presencia de IFN-y para producir IL-12 (Probst P., et. al.
1997), se ha postulado que la IL-18 se produce antes que la I[L-12 y ésta es la citoquina
que actta sobre las NK para producir IFN-y. Esta fuente inicial de IFN-y junto con la
LelF activa la transcripcion del gen p35, obteniéndose IL-12. A continuacion, la I[L-18 y
la IL-12 pueden actuar por separado o sinérgicamente sobre las células NK para
desencadenar la produccion de niveles elevados de IFN-y e IL-12 (Skeiky Y.A.W., et.

al. 1998; Soto M., et. al. 2000). Por lo tanto, el LelF puede actuar como una molécula
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estimuladora microbiana capaz de alertar al sistema inmune innato para iniciar una
respuesta inmune especifica (Soto M., et. al. 2000).

Otra de las proteinas ribosomales de Leishmania estudiada a nivel de su
capacidad de generar respuesta celular es la proteina ribosomal acida P2a de L.
infantum. Esta proteina induce, in vitro, la proliferacion de linfocitos T procedentes de
ratones BALB/c inmunizados con dicha proteina. Ademas, es capaz de estimular una
fuerte respuesta humoral en estos ratones cuando se administra en ausencia de
adyuvante, lo cual indica su potente papel inmundgeno. La estimulacion de los
linfocitos T es especifica del antigeno, ya que la administracion de anticuerpos anti-
LiP2a inhibe la capacidad proliferativa. Cuando se analiza el patrén de citoquinas que
esta proteina conservada es capaz de producir, se observa que induce la produccion de
IFN-y (Soto M., et. al. 2000).

Por ultimo, la proteina ribosomal LmS3 de L. major es un componente de la
subunidad pequefia 40S del ribosoma y presenta una secuencia homologa a la proteina
ribosomal S3a de eucariotas (Zemzoumi K., et. al. 1999). Se expresa en otras especies
de Leishmania tales como L. infantum, L. mexicana y L. amazonensis e interviene en
numerosos procesos celulares como la proliferacion celular, la diferenciacion y también
en la apoptdsis. Esta proteina juega un importante papel en la regulacion de las células T
y B, inhibiendo la proliferacion de las células T tanto in vitro como in vivo. Cuando se
inocula la proteina LmS3 a ratones se produce un aumento en el numero de células B
que secretan inmunoglobulinas, principalmente del isotipo IgM (Cordeiro da Silva A.,

et. al. 2001).

1.12. Otras proteinas de interés: Las Helicasas.-

Un gran nimero de procesos genéticos necesitan el desenrrollamiento de
cadenas doble o de cadenas simples que forma estructuras en horquilla de ADN/ADN,
ADN/ARN o ARN/ARN para dar lugar a cadenas simples de polinucleotidos. Estos
procesos complejos necesitan de la intervencion de diferentes tipos de proteinas,
incluyendo las helicasas. A pesar de presentar diferentes funciones bioldgicas y
encontrarse en organismos muy diversos, desde procariotas hasta eucariotas, presentan
secuencias conservadas evolutivamente, por lo que se piensa que todos los genes que

codifican para las helicasas proceden de un ancestro comun.
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Gorbalenya y Koonin en 1993, propusieron por primera vez una clasificacion de
las proteinas helicasas estableciendo cinco grandes grupos seguin el nimero de motivos
que poseian y segun las diferencias en la secuencia consenso de cada motivo.

Los dos grupos con mayor nimero de helicasas englobadas lo forman las
superfamilias 1 y 2 (SF1 y SF2). Estas helicasas se caracterizan por presentar 7 u 8
motivos diferentes que llevan a cabo distintas funciones. Son ADN y ARN helicasas, ya
que desenrollan hebras de ADN y de ARN, tanto en direcciéon 3’ a5’ como de 5’ a 3°.

A la SF1 pertenecen las proteinas PcrA de Bacillus stearothermophilis
(Subramanya H. S., et. al. 1996), la Rep de E. coli (Korolev S., et. al. 1997) y la DNA
helicasa del virus herpes simples tipo 1 (HSV-1) (Graves-Woodward K. L., et. al.
1996).

Las helicasas de la SF2 se pueden englobar en tres familias de proteinas DExx-
box, la DEAD-box RNA helicasa y la DExH-box RNA/DNA helicasa (Tanner N. K., et.
al. 2001). La RNA helicasa A de humano (Lee C.G., et. al. 1993), la RNA helicasa A de
raton (Lee C.G., et. al. 1998), la NDH II bovina (Zhang S., et. al. 1995), la proteina
MLE de D. melanogaster (Kuroda M.IL., et. al. 1991), la RNA helicasa del virus
Vaccinia (NPH-II) (Gross C.H., et. al. 1995), la helicasa del virus de la Hepatitis C
(HCV NS3) (Yao N., et. al. 1997), UvrB (Theis K., et. al. 1999) y las proteinas PRP
(Prp2p, Prp22p, Prpl6p y Prp43p) de S. cerevisiae pertenecen a la familia DExH-box.
Las helicasas pertenecientes a la familia DEAD-box RNA helicasa mejor caracterizadas
son el elF-4A (Pause A., et. al. 1993), la proteina p68 de humano (Hirling H., et. al.
1989), la An3 de Xenopus (Gururajan R., et. al. 1994), la proteina vasa de D.
melanogaster (Liang L., et. al. 1994) y las proteinas PRP de S. cerevisiae (Prp5p,
Prp28, Sup2p) involucradas en el procesamiento de pre-ARNm (pre-mRNA splicing) en
levaduras.

La tercera superfamilia SF3 lo forman ADN y ARN helicasa de virus que se
caracterizan por presentar s6lo 3 de los 7 dominios descritos.

La cuarta superfamilia SF4 esta constituida por ADN helicasas que desenrollan
el ADN en direccion 5’ a 3° y es una reaccion dependiente de ATP. Presentan solo 5
dominios (I, Ia, II-IV) y generalmente forman estructuras hexaméricas. La DnaB de E.
coli forma parte de esta SF y participa en la replicacion del ADN. La RepA es otra
helicasa que pertenece a esta SF (Niedenzu T., et. al. 2001).

Un ultimo grupo adicional lo forma el factor de terminacion de la transcripcion

Rho de E. coli.
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Todas las helicasas, de cualquiera de las superfamilias, se unen al ATP, por lo

que todas poseen el motivo I (uniéon a fosfato P-loop) y el motivo II (unién a acido

aspartico) que son los dominios con actividad ATPasa (Subramanya H. S., et. al. 1996).

En la figura 1.13 se esquematiza los dominios presentes en cada superfamilia.

MOTIVOS
SF | la | 1 v Vv Vi
FxXKAA
1 GXXGXGKT 6 DE(Y/F/A)QD DxDQS1YXWR RXNXXXR HxxK VG I TRAXX
PNKILA
YXXPXxXXL DExx GLNLXXXXV QxXGRAGR
2 GXXGXGKT TQPPRxXA DExH (S/THAT FXXG/T TNXAEXSXTxXG | QRXGRAGR
TRXLXXQ DEAD RGxx HXXGRXXR
3 GXPGXGKT/S DDxx IVXTTNAXG
4 XXXXXGKT/S VXXXXAED Dxx FxxH/Q QQOXXRGXXLXXXXR
5

Figura 1.13: dominios presentes en cada superfamilia.

El dominio I corresponde a la secuencia consenso GxxGxGKT y es el dominio

de union a ATP (Walker J.E., et. al. 1982; Rozen 1989), aunque para realizar su funcion

solo son requeridos los 3 aminoécidos finales GK(T/S). La lisina (K) interacciona con el

fosfato del MgATP/MgADP vy el hidroxilo de la treonina o serina (T o S) se liga al i6n

Mg”".

El motivo II es el dominio de hidrdlisis del ATP. En un principio fue definido

como un unico residuo de acido aspartico (D) (Walker J.E., et. al. 1982), y actualmente

la secuencia consenso definida es DE(Y/F/A)QD para las helicasas de la SF1 (Soultanas
P., et. al. 1999) y como DEx(D/H) para las helicasas de la SF2. El carboxilo del acido

aspartico coordina la interaccion del ion Mg”>" del MgATP al MgADP; mientras que el

acido glutamico (E) act@ia como base catalizadora en la hidrdlisis del ATP, ya que la
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helicasa utiliza la energia que se genera por esta hidrélisis para romper el enlace de
hidrégeno entre las bases complementarias de la doble hélice. Se ha comprobado que la
histidina (H) del dominio II, de las DExH-box ARN helicasas, interacciona con la
glutamina (Q) del dominio VI (Yao N., et. al. 1997; Kim J.L., et. al. 1998; Theis K., et.
al. 1999). En las DEAD-box ARN helicasas, cristalograficamente no se ha visto esta
interaccion entre estos dos residuos, sin embargo existe una correlacion entre las
secuencias, es decir, si existe un residuo D en el motivo II existe una H en el motivo VI,
y si aparece una H en el motivo II aparece una glutamina (Q) en el dominio V1.

Los dominios Ia y IV, descritos por Gorbalenya y Koonin, son los motivos de
unioén al 4acido nucleico, cuyas secuencias son TQPRRxA o TRxLxxQ para el dominio
Ia de las helicasas de la SF2, siendo para las helicasas de la SF1 la secuencia FxxKAA o
PNKILA (Caruthers J.M., et. al. 2002). La secuencia del dominio IV para la SF2 es
FxxG/T y para las helicasa de la SF1 el dominio IV es RxNxxxR (Gorbalenya A.E., et.
al. 1993).

Los dominios IIl y V presentan las secuencias consensos, (S/T)AT para la SF2 y
DxDQSIYxWR para las helicasas pertenecientes a la SF1. El dominio V corresponde a
la secuencia RGxx y TNXAExSxTxxG, para las helicasas de la SF2, DEAD-box y
DExH-box, respectivamente, y para la SF1 la secuencia es HxxK. Son los motivos
menos conservados entre las diferentes helicasas descritas, no sélo por la secuencia de
aminodcidos que presentan sino también por su tamano. El dominio V estd implicado en
la unioén a acidos nucleicos de cadena simple y el dominio III coordina la unién al ARN
y/o ADN y a la hidrélisis del ATP para llevar a cabo el desenrrollamiento, por lo que
estd especialmente involucrado en la actividad helicasa (Pause y Sonenberg, 1992).

El domino VI es otro motivo que diferencia a las SF 1 y 2, y es un dominio de
union a ATP. Para las helicasas de la SF1 la secuencia es VGITRAxx, presentando un
unico residuo de arginina (R) en el motivo, el cual interacciona con el fosfato y del ATP
(Gorbalenya A.E., et. al. 1993; Soultanas P., et. al. 1999). Sin embargo, para las
helicasas de la SF2 la secuencia consenso es HxxGRxxR para las helicasas DEAD-box
y QRXGRAGR para las DExH-box. En esta superfamilia son varios los residuos de
arginina que pueden formar puentes salinos con el grupo fosfato del ATP (Yao N., et.
al. 1997; Kim J.L., et. al. 1998; Theis K., et. al. 1999; Caruthers J.M., et. al. 2000;
Story R.M., et. al. 2001) y asi llevarse a cabo la actividad ATPasa. Ademas, el primer

residuo del domino VI presente en las helicasas de la SF2 es, o bien una glutamina (Q)
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la cual interacciona con la histidina del dominio II, o bien un residuo de histidina que
forma un puente con el acido aspartico del dominio II (Caruthers J.M., et. al. 2002).

Las proteinas DExD/H-box helicasas son componentes esenciales del
metabolismo del ARN, ya sea en la transcripcion, en el procesamiento del ARN, en la
exportacion del ARN, en la estabilidad y plegamiento del ARN, en la traduccion y en la
biosintesis del ribosoma. Posiblemente act@ia desenrollando el ARN, interrumpiendo
interacciones ARN-proteina o actuando como chaperonas interviniendo en el
plegamiento correcto del ARN.

Las DEAD-box RNA helicasas presentan 8 motivos conservados, el dominio
octavo corresponde al motivo Ib, se localiza entre el dominio Ia y el II y la secuencia
consenso seria ATPGRL (Linder P., et. al. 1989).

Las DExH-box RNA helicasas so6lo poseen 7 motivos y el extremo carboxilo
terminal presenta un tamafio mayor. Ademas, en el caso de la proteina MLE de D.
melanogaster (Lee et. al., 1997) y de la ARN helicasa A de humano en su extremo
carboxilo terminal se observan regiones repetidas ricas en glicina, y en el extremo
amino poseen dos dominios auxiliares de uniéon a ARN de cadena doble (Gibson y
Thompson, 1994; Zhang y Grosse, 1997).

En ambos casos, todos estos motivos son necesarios para la union e hidrolisis del
ATP, para la union al ARN y para llevar a cabo su actividad helicasa. Sin embargo, son
pocas las proteinas que forman parte de esta superfamilia 2 donde ya se ha demostrado
su actividad RNA helicasa dependiente de ATP, ya que la mayoria son descritas por
presentar actividad helicasa en base a su secuencia (Tanner N.K., et. al. 2001).

In vivo, las helicasas generalmente funcionan en grandes complejos, como son
los ribosomas o el spliceosoma, e interaccionan dentro del complejo con factores
proteicos que modulan su actividad, por lo que en la mayoria de los casos, una proteina
DExD/H helicasa purificada no presenta actividad bioquimica porque no esta formando
parte de su complejo y la especificidad de la helicasa por su sustrato, in vitro, es
insuficiente para ver actividad. Ademas, los cofactores proteicos pueden interactuar con
la helicasa actuando como promotores de diana de reconocimiento. Cuando una helicasa
participa en multiples procesos celulares, los cofactores proteicos reclutan a la helicasa
para que actie en el complejo adecuado. Los cofactores también pueden actuar
modulando fisicamente la actividad helicasa, bien mediante una via de interaccion
directa proteina-proteina o bien por via indirecta reclutando complejos proteicos al

sustrato de la helicasa.
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En Tripanosomatidos se han descrito helicasas pertenecientes a la superfamilia
2. Concretamente en Trypanosoma brucei se han descrito dos proteinas DEAD-box
helicasas, la Hel61 que es una helicasa mitocondrial que participa en el proceso kRNA-
editing o procesamiento post-transcripcional del ARN mitocondrial (Missel A., et. al.
1997), y la Hel64 cuya funcion se desconoce y con una localizacion citosolica lo que la
caracteriza ya que, por homologia de secuencia con la nuclear ARN helicasa p68
deberia localizarse en el nucleo (Missel A., et. al. 1995; Missel A., et. al. 1998). En
Trypanosoma cruzi se ha descrito una DEAH-box RNA helicasa que pertenece a la
familia de proteinas involucradas en el splicing del ARNm con una actividad ATPasa
dependiente de ARN, ya que posee los 7 dominios conservados caracteristicos de la
superfamilia 2 (Lorenzi H.A., et. al. 2000). Otra helicasa descrita en T. cruzi es una
DEAD-box HelTc cuyo ARNm se encuentra sobreexpresado en tripanosomas
metaciclicos, por lo que podria estar contribuyendo en la metaciclogenésis. Por
comparacion de secuencias homologas ya descrita con esta helicasa, debe de ser una
ARN helicasa aunque su funcién principal no se ha demostrado, sin embargo cuando se
compara con las descritas en T. brucei (Missel A., et. al. 1995; Missel A, et. al. 1997),
la homologia entre las secuencias es minima, por lo que deben ser helicasas
pertenecientes a familias distintas y ademads realizar diferentes funciones (Diaz A.M., et.
al. 2000). Hasta la actualidad no se han descrito proteinas helicasas del género
Leishmania. De las helicasas descritas, se desconoce su actividad inmunogénica y su

capacidad de desencadenar respuesta antigénica.
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OBJETIVOS:

Los protozoos parasitos pertenecientes al género Leishmania, son endémicos en
100 paises, donde se dan unos 2 millones de nuevos casos anuales, existiendo una
poblacion de riesgo de unos 350 millones de personas. No hay en la actualidad ni
quimioprofilaxis, ni vacunas comercializadas y los tratamientos existentes, son toxicos
y estan generando numerosas resistencias por parte de los parasitos. Por ello, desde hace
algun tiempo, en el area de Parasitologia de la Universidad de La Laguna, se viene
trabajando en aportar datos que permitan dar soluciones a estas importantes patologias.

Existen en nuestro laboratorio, diversas moléculas obtenidas de genotecas de
expresion y genomicas que deben ser estudiadas, por ello los objetivos de la presente

Tesis Doctoral se plantean de la siguiente manera:

1.- Estudiar la antigenicidad e inmunogenicidad de dos moléculas previamente
descritas en nuestro laboratorio, concretamente las proteinas ribosomales L14 y L.25 de

Leishmania braziliensis.
2.- Aislar y describir, con el fin de aportar a nuestro laboratorio al menos una

nueva molécula que pueda tener interés en la biologia celular del protozoo parésito

Leishmania braziliensis, e iniciar los estudios de inmunogenicidad.
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MATERIALES Y METODOS:

2.1. Productos quimicos y material bésico.-
En general se utilizan reactivos de las firmas Merck, Sigma, Roche, Pharmacia,

Promega, Stratagene, Bio-Rad, Qiagen, Invitrogen y Millipore, principalmente.

2.2. Tampones.-

» Tampon fosfato salino (PBS): NaCl 0.14 M, KC1 2.68 mM, Na,HPO,4 0.01 M,
KH,PO4 1.76 mM pH 7.4

* Solucién de suspension de fago: Tris-HClI 50 mM pH 7.5, NaCl 100 mM,
MgSO,4 10 mM.

* Tampon TAE 50X: Tris-HCI 2 M pH 7.2, 100 ml de EDTA 0.5 M pH 8, acido
acético glacial 57.1 ml, bromuro de etidio 10 mg/ml y H,O destilada hasta 1000 ml.

» Tampon de carga para electroforesis de ADN 6X: Azul de bromofenol (BPB)
0.25% (p/v), glicerol 30% (v/v).

* Tampon TBE 10X: Tris base 1 M, acido borico 0.83 M, EDTA 10 mM.

* Tampon SSC 20X: NaCl 3 M, citrato so6dico 0.3 M pH 7.2

» Tampon de electroforesis de proteinas 10X: Tris-base 30.25g/1, glicina 144g/1,
SDS 10 g/1.

* Tampon Laemmli: Tris-HCI 62.5 mM pH 6.8, B-mercaptoetanol 1% (v/v), SDS
2% (p/v), azul de bromofenol 0.002% (p/v), glicerol 10% (Laemmli U.K. 1975).

» Tampon de transferencia de proteinas 1X: Tris-base 25 mM, glicina 14.4 mM,
SDS 0.1%, metanol 200 ml.

* Solucion de bloqueo: leche en polvo desnatada 5% (p/v) en PBS 1X.

* Tampon de equilibrado de la fosfatasa alcalina: Tris-HCl 100 mM pH 9.5,
NaCl 100 mM, MgCl, 50 mM.

» Tampon carbonato: NaHCO3/Na,CO; 10 mM pH 9.6

* Solucion de lavado: Tween-20 (Sigma) 0.05% (v/v) en PBS 1X.

» Tampon citrato: acido citrico 0.1 M, Na,HPO4 66 mM pH 5,15.

* Solucion de revelado: OPD (o-fenildiamina) (Sigma) disuelto en tampdn
citrato en presencia de H,O,.

* Solucion colorante para proteinas: azul de Coomassie R-250 al 0.2% (p/v) en
Metanol 50% (v/v), acido acético glacial 10% (v/v).

* Solucion decolorante para proteinas: metanol 40%, acido acético glacial 10%.
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» Tampon de lisis de eritrocitos (ACK): NH4C1 0.15 M, KHCO3; 1 mM, EDTA
0.05 mM pH 7.4.

* Fijador PLP: p-formaldehido 0.5%, NalO4 10 mM, Lisina-HCl 75 mM, fosfato
sodico 37 mM, pH 7.4.

* Fenol equilibrado con Tris-HCI pH 8.

* Mezcla cloroférmica: cloroformo:alcohol isoamilico en proporcion 24:1.

2.3. Cepas de Leishmania.-

2.3.1. Cepa de Leishmania braziliensis.-

» Cepa MOHM/95/LQ8 (zymodema MON-231). Estos parasitos se aislaron a
partir de lesiones que presentaban pacientes con leishmaniasis clinicamente
diagnosticados y fueron cedidos la Dra. Rosa Luz Pacheco del Departamento de
Microbiologia, Facultad de Biologia, Universidad de San Antonio Abad, Cusco, Pertl, y

se caracterizaron en el laboratorio CHU de Montpellier, Francia.

2.3.2. Cepa de Leishmania amazonensis.-

* Cepa MHOM/BR/77/LTB0016 caracterizada a través de diferentes técnicas
moleculares: analisis del perfil de restriccion de DNA del kinetoplasto (Gongalves et al.,
1984), electroforesis de isoenzimas (Momen, 1984) y radioinmunoensayo (RIA)
utilizando anticuerpos monoclonales especificos (McMahon-Pratt et al., 1984). Esta
cepa fue cedida por la Dra. Rosane Temporal, Laboratorio de Bioquimica de
Tripanosomatidos, Departamento de Inmunologia, Instituto Oswaldo Cruz, Rio de

Janeiro, Brasil.

2.4. Cepas bacterianas.-

* Escherichia coli, cepa XL2-Blue MRF (Stratagene) genotipo: mcr A- 183,
(mcr CB-, mrr-, hsd SMR-) 173, end Al, sup E44, thi-1, rec A1, gyr A96, rel Al, lac
(F’ pro AB, laclq ZAM15, Tn 10, Amyr, Camr). Empleada para el mantenimiento de los
plasmidos de clonaje.

« Escherichia coli, cepa Topp 3 (Stratagene) genotipo: Rif" [F’pro AB
lacl’ZAM15 Tn 10(Tet) (Kan')]. Empleada para la expresiéon de la proteinas

recombinantes.
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« Escherichia coli, cepa TOP10F’ (Invitrogen) genotipo: F’{lacl®, Tn10(Tet")}
mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)®80lacZAM15 AlacX74 recAl deoR araD139 A(ara-
leu)7697 galU galK rpsL (Str*) endA1 nupG.

» Escherichia coli, cepa BL21(DE3)pLysS (Invitrogen) genotipo: F- ompT hsdSg
(rsmg’) gal dem (DE3) pLysS (Cam®).

2.5. Medios de cultivo.-

2.5.1. Medio de cultivo de Leishmania.-

El medio de cultivo empleado para el crecimiento de las formas promastigotes
de Leishmania fue el medio RPMI:

* Medio RPMI 1640:

RPMI 1640 8.32 g.

Hepes 4.75 g.

NaHCO; 1.60 g.

Solucidn de aminoécidos organicos, 100.00 ml.

Solucién de vitaminas con folico,, 0.20 ml.

SBFI 200.00 ml.

Agua destilada c.s.p. 1000.00 ml.

(1) Soluciéon de aminoacidos, acidos organicos y azucares (10X):

Arginina 44 g Glucosa 7.00 g.
Cisteina 0.8 g. Fructosa 4.00 g.
Prolina 69.0 g. Malato 6.70 g.
Glutamato 25 g. a-ketoglutarato 3.70 g.
Glutamina 16.4 g. Fumarato 0.55¢g.
L-ornitina 1.0 g. Succinato 0.60 g.

Agua bidestilada c.s.p. 1000.00 ml.
(2) Solucioén de vitaminas (1000X):

Pantotenato calcico 10 mg Cloruro de colina 10 mg
Acido folico 10 mg I-Inositol 20 mg
Riboflavina I mg Nicotinamida 10 mg
Clorhidrato de piridoxal 10 mg Clorhidrato de tiamina 10 mg
Agua destilada c.p.s. 100 ml.

50



Ana Gonzalez

El pH del medio es ajustado a 7.2 con NaOH al 10% y al 5%, antes de afiadirle
el SBFI al 20%. Se esteriliza por filtracion empleando filtros VacuCap 90 de 0.2 um
(Gelman) y se almacena a 4°C. Antes de utilizarlo se le afiade Gentamicina 80 pg/ml,

para evitar contaminacion bacteriana.

2.5.1.1. Condiciones para el cultivo de Leishmania.-

El cultivo de las formas promastigotes de Leishmania braziliensis se realiza a
partir de 25x10° parasitos/ml en medio RPMI enriquecido con aminoécidos y vitaminas
y suplementado con suero bovino fetal inactivado al 20% (v/v), con agitacion suave a
22°C. El cultivo se mantiene en frascos estériles de cultivos celulares de 25 cm?® (Nunc).

Con objeto de mantener los cultivos en fase logaritmica de crecimiento se
realizan pases con medio fresco cada tres dias.

Para mantener las cepas viables durante largos periodos de tiempo se
criopreservan a -80°C con glicerol al 15%.

Las formas promastigotes de Leishmania amazonensis, se obtienen a partir de
amastigotes aislados de lesiones no ulceradas, para disminuir el riesgo de
contaminacion, de ratones BALB/c infectados y se mantienen en medio de cultivo
Schneider (Sigma), suplementado con 10% de suero bovino fetal estéril inactivado
(Gibco) y 100 pg/ml de gentamicina. Los pardsitos se mantienen en estufa a 26°C y los
pases se realizan semanalmente.

Las formas amastigotes de Leishmania amazonensis, se obtienen a partir
lesiones no ulceradas de ratones BALB/c infectados con la forma promastigote
infectivas. Los animales se sacrifican en camara de éter y se lavan con alcohol etilico al
70% para descontaminar la piel. Las lesiones se retiran a través de una biopsia y se
manipulan asépticamente. Los tejidos obtenidos se maceran en PBS con la ayuda de un
homogenizador de vidrio estéril. El material resultante se transfiere a un tubo de vidrio
estéril y se deja sedimentar los fragmentos de tejido durante 10 minutos a temperatura
ambiente. El sobrenadante resultante se somete a centrifugacion a 600 rpm durante 5
minutos a temperatura ambiente para separar las formas amastigotes de los restos de
tejido del hospedador (sedimento). De nuevo se toma el sobrenadante y se somete a
centrifugacion a 3500 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente para obtener las

formas amastigotes en el sedimento.
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2.5.2. Medios de cultivo de cepas bacterianas.-

* Medio LB (Luria-Bertani) liquido:

Triptona 1% (p/v), Extracto de levadura 0.5% (p/v), NaCl 1% (p/v).

Este medio se emplea para el crecimiento las cepas de Escherichia coli XL2-
Blue (Stratagene), Toop3 (Stratagene) y BL21(DE3)pLysS (Invitrogen). Para el cultivo
en placas de estas cepas, se emplea medio LB-agar que se obtiene afiadiendo agar al 2%
al medio LB liquido.

* Medio para el crecimiento de la cepa Escherichia coli KW 251:

Medio LB suplementado con maltosa al 0.2% (v/v) y MgSO4 10 mM.

Los suplementos permiten inducir la expresion de los receptores de adsorcion
del bacteriofago A.

Una vez el bacteriéfago A ha infectado a la bacteria, el crecimiento se realiza en
medio LB-top agarosa, que se obtiene afiadiendo agarosa al 0.8% al medio LB liquido.

Los medios LB se esterilizan en autoclave. Los componentes sensibles al calor
(maltosa, Ampicilina) se preparan en forma de disoluciones madre concentradas, se
esterilizan por filtracion empleando filtros de 0.22 pm (Millipore) y se anaden al medio

de cultivo previamente autoclavado y enfriado a 50°C.

2.5.2.1. Condiciones para el cultivo de Escherichia coli.-

Las diferentes cepas de Escherichia coli se cultivan en medio LB a 37°C durante
12-16 horas en agitaciéon moderada, empleando matraces Erlenmeyer. Los cultivos se
obtienen a partir de colonias aisladas de placas o bien de cultivos criopreservados en
glicerol al 30%. La seleccion de clones resistentes al antibidtico, se realiza afiadiendo
Ampicilina a una concentracion final de 100 pg/ml para todas cepas de E. coli
empleadas, y para la cepa BL21(DE3)pLysS se le anade ademads, cloranfenicol a una
concentracion final de 34 pg/ml.

Para mantener las cepas viables durante largos periodos de tiempo, éstas se

conservan a -80°C en glicerol al 30% (v/v).

2.5.3. Medio DMEM de proliferacion.-

El medio completo para linfocitos se compone de:

Medio DMEM (Gibco)
FCS 10%
L-Arginina 0.55 mM
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L-Asparagina 0.24 mM
L- Glutamina 2.00 mM
Hepes 10.00 mM
Piruvato sodico 1.00 mM

B-mercaptoetanol  50.00 uM
Se esteriliza por filtracion empleando filtros VacuCap 90 de 0.2 um (Gelman) y
se almacena a 4°C. Antes de utilizarlo se le aflade Penicilina 100 U/ml, Estreptomicina

100 pg/ml y Gentamicina 50 pg/ml para evitar contaminacion bacteriana.

2.6. Aislamiento de acidos nucleicos.-

2.6.1. Aislamiento de ADN plasmidico.-

Para obtener ADN plasmidico con un elevado grado de pureza se utiliza el kit
comercial QIAprep®Miniprep (Qiagen), siguiendo las recomendaciones del fabricante.
El procedimiento sigue tres pasos: el primero consiste en separar el ADN plasmidico del
ADN de la bacteria mediante una lisis alcalina, descrita originalmente por Birnboim y
Doly (1979) y modificada posteriormente por Birnboim (1983). En el segundo paso se
neutraliza el lisado bacteriano y se ajusta a unas condiciones de alta salinidad en las que
el ADN plasmidico se adsorbe a una matriz de silice. Por ultimo, el ADN plasmidico
fijado se lava y se eluye en agua bidestilada estéril o en Tris-HCL 10 mM pH 8.5.

* Como vector de mantenimiento se usan el pUCI18 (Invitrogen) y el pGEM-T
Easy (Promega).

» Como vectores de expresion se emplearon el pQE 32 (Qiagen) y el pPCRT7/NT-
TOPO (Invitrogen).

2.6.2. Aislamiento de ADN del bacteriofago A.-

Para obtener un alto rendimiento en la extraccion del ADN recombinante
positivo del fago AGem12 (Promega) es necesario partir de un lisado de fagos a gran
escala. Para ello hay que determinar la dilucion del stock de fago a la que se produce la
lisis total de la placa y a partir de ese punto preparar seis placas por fago recombinante
positivo. Tras la lisis total se le afiade a cada placa 4 ml. de solucion de suspension de
fago. Las placas se incuban a 4°C con agitacion suave durante toda la noche y a
continuacion, se recoge el sobrenadante que contiene los fagos eluidos. Para eliminar

los restos celulares, se le afiade al sobrenadante 500 pl de cloroformo, se mezcla por
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inversion y se centrifuga a 8.000 x g durante 10 minutos a 4°C. El lisado clarificado
constituye el stock de fago a partir del cual se extrac el ADN.

EL aislamiento de ADN de fago se realiza empleando el kit comercial Wizard®
Lambda Prep. DNA Purification System (Promega), siguiendo las recomendaciones del
fabricante. El método se basa en la eliminacion de la cubierta del fago y la purificacion

del ADN mediante su unién a una resina, lavado y elucion con agua bidestilada estéril.

2.7. Cuantificacion de acidos nucleicos.-
Para cuantificar la concentracion de acidos nucleicos en las diferentes muestras,
se mide la absorbancia de las mismas a 260 nm, tomando como indice de extincidén 50

(ug/ml)'em™ para el ADN y 40 (ug/ml)'cm™ para el ARN.

2.8. Tratamiento del ADN con proteinas enzimaticas.-

2.8.1. Digestion del ADN con Endonucleasas de Restriccion.-

Las digestiones del ADN del faroA-L14 con enzimas de restriccion, se lleva a
cabo de acuerdo a las condiciones de tampon de reaccion y temperatura especificadas
por el fabricante. El volumen de reaccion oscila entre 20 y 100 ul y el tiempo de
incubacion es de 12 horas.

Las enzimas de restriccion empleadas son Hind II, Hind III, Spl I, BamH I, Sal I

y EcoR I (Roche).

2.8.2. Tratamiento del ADN con fosfatasa alcalina.-

Se emplea para eliminar los grupos fosfatos de los extremos 5’ de los plasmidos
utilizados como vectores de clonaje, con el fin de evitar su religamiento. La
desfosforilacion se realiza durante 1 hora a 37°C, empleando fosfatasa alcalina del
intestino de ternera (Roche) en una proporcion de 1U de enzima por pg de ADN en el
tampon de desfosforilacion. E1 ADN previamente se linealiza y se purifica antes de ser
desfosforilado.

El plasmido desfosforilado se purifica mediante electroforesis en gel de agarosa

y de esta forma la fosfatasa se separa del ADN.
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2.8.3.- Tratamiento del ADN con el fragmento Klenow de la ADN
polimerasa I de E. coli.-

Esta enzima es una cadena polipeptidica simple obtenida por proteolisis de la
ADN polimerasa I de E. coli que conserva intacta la actividad polimerasa 5°—3’ y
exonucleasa 3’—5’, pero carece de la actividad exonucleasa 5°—3’ de la ADN
polimerasa de E. coli.

En este caso, la enzima se utiliza para eliminar los residuos de adenina que
incorpora la Taq polimerasa en el extremos 3’ después de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) y asi obtener fragmentos con extremos romos.

El fragmento Klenow que se emplea forma parte de un kit comercial SureClone

Ligation Kit, por lo que se sigue las recomendaciones del fabricante.

2.8.4. Ligacion de fragmentos de ADN.-

La ADN ligasa del fago T4 (Roche) cataliza la formacion de enlaces fosfodiéster
entre extremos 3’-OH y 5’-P de ADN adyacentes. En las reacciones de ligacion se
emplea 1U de enzima en un volumen final de 20 pl y el tampdén de reaccion
suministrado por la casa comercial. La concentracion de vector que se utiliza es de 50
ug, mientras que la del inserto se ajusta a una proporcién molar de 1:1, 1:3 y 3:1
(inserto:vector). La mezcla se incuba primero durante 2 horas a 16°C y luego toda la
noche a 4°C. Trascurrido este tiempo, la mezcla de ligacion se emplea para transformar

células E. coli competentes.

2.9. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).-

Las reacciones de amplificacion por PCR se realizan en un termociclador
Perkin-Elmer GeneAmp PCR System 9600. Las condiciones de reaccion se optimizan
de acuerdo a lo descrito por Rychlik W., et. al. 1990.

El volumen final de la mezcla de reaccion es de 50 ul y en ella se incluye 0.5 U
de la enzima Taq ADN polimerasa del sistema AmpliTag® DNA polymerase (Perkin-
Elmer), 20 pmol de cada cebador, tampon de reaccion I1x (Perkin-Elmer) y una
concentracion de 200 uM de cada nucleodtido (Roche). La cantidad de ADN molde es de
20 ng, excepto para amplificar la region codificante completa de la Helicasa. En este
caso se emplea, 100 ng de ADN. La mezcla de reacciéon se somete a una
desnaturalizacion de 3 minutos a 94°C seguida de 30 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1

minuto a la temperatura de hibridacion del cebador y 2 minutos a 72°C y se finaliza con

55



Ana Gonzalez

una elongacion de 72°C durante 10 minutos. La temperatura de hibridacion del cebador
se calcula segtin la formula:

Tm (°C) = 4 x (G+C) + 2 x (A+T)

2.10. Secuenciacion de ADN.-

2.10.1. Reaccion de secuenciacion.-

La secuenciacion del ADN se realiza utilizando los componentes del Thermo
Sequenase fluorescent labelled primer cycle sequencing kit (Amersham Pharmacia) y
siguiendo las recomendaciones del fabricante. La termo-sequenasa es una ADN
polimerasa termoestable, creada por ingenieria genética, especificamente para la
secuenciacion del ADN (Tabor S., et. al. 1995) y que mantiene la precision de la T7
ADN polimerasa.

La cantidad de ADN plasmidico que se emplea es de 2 ug y 20 pmol de cebador.
Las reacciones de secuenciacion se llevan a cabo en un termociclador modelo GeneAmp
9600 de Perkin Elmer. Las condiciones de secuenciacion son de 3 minutos a 95°C y 25
ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a la temperatura de anillamiento del cebador
y 1 minuto a 72°C.

Los oligonucledtidos sintéticos que se utilizan en la reaccién de secuenciacion,

estan marcados en su extremo 5’ con carbocianina:
pUC/M13 forward: 5 GTTTTCCCAGTCACGAC 3°
pUC/M13 Reverse: 5> GTCATAGCTGTTTCCTG 3’
pQE-Type III: 5> CGGATAACAATTTCACACAG ¥’
pQE-Reverse: 5> GTTCTGAGGTCATTACTGG 3’

T7 Forward: 5> TAATACGACTCACTATAGGG 3’

pBRSET Reverse: 5> TAGTTATTGCTCAGCGGTGG 3°

2.10.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida y urea.-

Los fragmentos de ADN generados en la reaccion de secuenciacion se separan
en geles preparados ReproGel™ High Resolution (Amersham Pharmacia) de
poliacrilamida y urea. El tampon de electroforesis es TBE 0.5X y las condiciones de la

electroforesis son 1500 V, 60 mA, 30 W y 55°C. La electroforesis y el andlisis posterior
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de los resultados se realizan en un secuenciador automatico AlfExpress DNA Sequencer
de Amersham Pharmacia. El procesamiento de los resultados y el almacenaje de los

datos se realizan empleando el sorfware Alf Manager v. 3.1.

2.11. Electroforesis de acidos nucleicos en geles de agarosa.-

La separacion de los fragmentos de ADN de doble cadena se realiza en geles de
agarosa, con un porcentaje de agarosa entre 0.8% y 1.5%, segln los casos, en tampdn
TAE 1x. Las electroforesis se llevan a cabo en cubetas submarinas de desarrollo
horizontal (Bio-Rad) bajo una diferencia de potencial de 5 V/ecm. Las muestras se
preparan en tampon de carga de alta densidad descrito como de tipo II por Sambrook J.,
et. al. 1989.

Para la visualizacion del ADN se afnade al gel de agarosa 0.2 pug/ml de bromuro
de etidio y se le hace incidir luz ultravioleta de longitud de onda de 340 nm a través de
una transiluminador (Ultra-Lum). La documentacion fotografica se obtiene mediante un
sistema Gel Printer en papel térmico Mitsubishi P90.

Como marcadores de peso molecular se utilizan:

* ADN del fago A digerido con Hind III (Roche). Los fragmentos obtenidos
tienen un tamafio de: 23130, 9416, 6557, 4361, 2322, 2027, 564 y 120 pb.

» Marcador de peso molecular X (Roche), derivado de un fragmento de 1018 pb
y sus multimeros y fragmentos del plasmido pBR322. Los fragmentos presentan un
tamafio de: 12216, 11198, 10180, 9162, 8144, 7126, 6108, 5090, 4072, 3054, 2036,
1636, 1018, 517/506, 396, 344, 298, 220/201, 154/134 y 75 pb.

» Marcador de peso molecular XIV (Roche), los tamafios que presentan son:
2642, 1500, 1400, 1300, 1200, 1100, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 y
100 pb.

2.12. Elucién del ADN desde geles de agarosa.-

Para la purificacion de fragmentos de ADN de tamaio especifico obtenidos por
PCR o para la separacion y extraccion de insertos de ADN de su vector de clonaje
mediante digestion con enzimas de restriccion, se separan las muestras mediante
electroforesis en geles de agarosa. Posteriormente la agarosa se solubiliza por calor y el
ADN se absorbe a una matriz de silice y se eluye en tampén Tris-HCL 10 mM pH 8.5.

En todos los casos se emplea el kit comercial Quiaex Il gel extraction (Qiagen)
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siguiendo las recomendaciones del fabricante. Este kit permite extraer fragmentos de

ADN de 0.04-50 Kb de tamaiio.

2.13. Clonaje del extremo amino terminal de la proteina ribosomal L25 en
el vector de expresion pQE.-

A partir del clon pQE-L25 (Gonzalez A.C., et al. 2002), que contiene la
secuencia completa que codifica para la proteina ribosomal L25, se obtiene mediante
PCR el fragmento que codifica para el extremo amino de la proteina, empleando como
cebadores el L25A-a 5° TTCACCATGGCTGCTGCTCC 3° y el L25A-b 5°
GCGTCGTGGGCCGCAGACAG 3’. El producto amplificado se purifica eluyéndolo
desde el gel de agarosa al 1% (apartado 2.12) y se obtiene como un fragmento romo
fosforilado y purificado mediante el empleo del Kit comercial SureClone Ligation Kit
(Pharmacia Biotech) siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Una vez se obtiene el inserto, se realiza el clonaje en el sitio Sma I del vector de
expresion pQE32, que pertenece a la serie pQE (Qiagen). Este vector permite la
sobreexpresion de la proteina clonada bajo el control del promotor Lacl, de tal forma,
que la proteina recombinante contiene una cola de seis histidinas en el extremo amino-
terminal. Esta cola permite la purificacion de la proteina utilizando una cromatografia
de afinidad que consiste en una resina a la que se le une un i6n metalico como Ni** o
Co”" que tiene afinidad por las histidinas. El vector pQE32, después de purificarlo, se
digiere con la enzima de restriccion Sma I y a continuacion, se desfosforila empleando
la fosfatasa alcalina.

Cuando se obtienen el inserto y el vector, se realiza la ligacion y posteriormente,
la mezcla de ligacion es transformada en la cepa competente de E. coli Topp3. Para
seleccionar el clon en el que el plasmido porta el inserto en la posicion correcta se
realiza una PCR colonia (apartado 2.16.3). Una vez aislado, la secuencia se confirma
mediante secuenciacion empleando los cebadores del pQE, pQE-Typelll y pQE-
Reverse (apartado 2.10.1) El clon que contiene el inserto, en la orientacion adecuada y

en pauta, se denomina clon pQE-L25a de L. braziliensis.

2.14. Clonaje del extremo carboxilo terminal de la proteina ribosomal L25
en el vector de expresion pCRT7/NT-TOPO.-
El fragmento que codifica para el extremo carboxilo terminal de la proteina

ribosomal 125 se obtiene mediante PCR empleando como ADN molde el clon pQE-
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L25 (Gonzalez A.C., et al. 2002) y como cebadores el L25C-a 5’
AGTGTGATCCGCTACCCA 3’ y el L25C-b 5 CTAGATCTTGTTGGCGGTG 3. El
producto amplificado con los residuos de adenina en sus extremos 3’ se purifica desde
el gel de agarosa al 1% y se clona en el vector de expresion pCRT7/NT-TOPO que se
caracteriza por presentar residuos de deoxitimidina en los extremos 3°. La reaccion de
ligacion se lleva a cabo empleando la enzima Topoisomerasa I del virus Vaccinia
siguiendo las recomendaciones del Kit comercial pCRT7 TOPO TA cloning Kit
(Invitrogen). Este vector permite la sobreexpresion de la proteina clonada bajo el
control del promotor del fago T7, de tal forma que la adicion de IPTG induce la
expresion de la T7 ARN polimerasa que se une al promotor y transcribe el gen de
interés. La proteina recombinante obtenida contiene una cola de seis histidinas en el
extremo amino-terminal que permite la purificacion de la proteina utilizando una
cromatografia de afinidad como en el caso anterior.

Transcurrida la ligacion, la mezcla es transformada en la cepa competente de E.
coli TOP10F’. Los clones positivos, que portan el inserto en la orientacion adecuada,
son seleccionados mediante PCR colonia (apartado 2.16.3) empleando los cebadores del
plasmido (apartado 2.10.1). A continuacidn, se extrae el ADN plasmidico de los clones
positivos y se secuencian para confirmar la pauta y la orientacion. El plasmido positivo
se transforma en células E. coli competentes BL21(DE3)pLysS para la expresion. El
clon que contiene el inserto, en la orientacion adecuada y en pauta, se denomina clon

pCR-L25c de L. braziliensis.

2.15. Clonaje de la proteina DEVH-box helicasa en el vector de expresion
PQE.-

Como paso previo al clonaje del gen que codifica para la proteina DEVH-box
helicasa en un vector de expresion, se procede a clonar la region codificante del mismo
en el plasmido pGEM-T (Promega), disefiado para clonar productos de PCR, mediante
la unién de los residuos de adenina, afiadidos por la Taqg ADN polimerasa durante la
PCR, con los residuos de timidina insertados en el plasmido. El fragmento codificante
se obtiene mediante PCR utilizando como molde el fago gendmico L.14, que contiene la
unidad génica que codifica la helicasa de L. braziliensis, y como cebadores Hel-a 5’
GCTATGGCTTTTAACCTGGAC 3’ y Hel-b 5> CTTCTGCGCCGTCGTTTCG 3°. El
amplificado se clona en el vector pGEM-T vy al plasmido recombinante se le denomina

pGEM-HLb.
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Seguidamente, a partir del plasmido pGEM-HLDb, y mediante PCR empleando la
misma pareja de cebadores, se clona la region que codifica para la helicasa en el sitio
Sma I del vector de expresion pQE32. El vector pQE se prepara siguiendo los mismos
pasos que se emplean para el clonaje del extremo amino de la proteina ribosomal L25.
La seleccion de los posibles clones positivos se realiza mediante PCR colonia (apartado
2.16.3). Una vez aislados, la secuencia se confirma mediante secuenciacion empleando
los cebadores del pQE, (apartado 2.10.1). El plasmido recombinante se denomina pQE-
HLb.

2.16. Transformacion de ADN en E. coli.-

2.16.1. Preparacion de células E. coli competentes.-

Las cepas de E. coli que se utilizan en este trabajo para la transformacién con
ADN plasmidico son XL2-Blue, Topp3, TOP10F’ y BL21(DE3)pLysS. Para la
preparacion de las células competentes se inocula una colonia bacteriana en 5 ml de
medio de cultivo LB liquido y, tras 12 horas de incubacion a 37°C, este cultivo se utiliza
para inocular 100 ml de medio LB liquido precalentado a 37°C, el cual es incubado a la
misma temperatura, con agitacion vigorosa, hasta que alcanza una densidad oOptica de
0.4 a 600 nm. A continuacion, el cultivo se mantiene en agua/hielo durante 5 minutos y
seguidamente las células se recogen por centrifugacion a 2000 x g durante 15 minutos a
4°C. Las células se resuspenden en 20 ml de MgCl, 100 mM, previamente enfriado en
hielo, y se incuban en agua/hielo durante 20 minutos. Transcurrido este tiempo, las
células se recogen nuevamente por centrifugacion a 1000 x g durante 15 minutos a 4°C
y se resuspenden en 2 ml de CaCl, 100 mM y se incuban 1 hora en agua/hielo.
Finalmente, a la suspension de células competentes se le afiade glicerol estéril a una
concentracion final del 20% (v/v), se fraccionan en alicuotas y se guarda a -80°C un

minimo de 24 horas y un maximo de 6 meses, antes de ser utilizadas.

2.16.2. Transformacion de células bacterianas competentes.-

El proceso de transformacion de células E. coli competentes se realiza mediante
choque térmico. En primer lugar, 100 ul de las células competentes, una vez extraidas
de -80°C se mantienen en hielo durante 5-10 minutos, se mezclan con ADN plasmidico
circular a una concentracion entre 1-50 ng o con toda la mezcla de ligacion y se

mantiene en hielo durante 30 minutos. A continuacion, la mezcla se somete a un choque
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térmico que consiste en calentarla a 42°C durante 2 minutos y enfriarla rdpidamente en
hielo durante 10 minutos. Pasado este tiempo, se afiade a la mezcla 300 ul de medio LB
liquido y se incuba durante, al menos, 1 hora a 37°C en agitacion, para permitir que las
bacterias se recuperen. Por tltimo, se siembran diferentes cantidades de bacterias (100
ul y 200 ul) en placas de Petri con medio LB-agar suplementado con ampicilina y se

incuban durante 12 a 16 horas a 37°C.

2.16.3. Seleccion de colonias recombinantes de E. coli.-

Todos los plasmidos que se utilizan en este trabajo portan el gen de resistencia a
la ampicilina, por lo que la seleccion de los transformantes se basa en el hecho de que
solo las bacterias que contienen en su interior el plasmido pueden creer en medio LB
con ampicilina.

Para chequear los clones que contienen el plasmido recombinante, se inoculan
colonias aisladas en medio LB liquido con ampicilina y se dejan crecer durante 6-8
horas. Transcurrido este tiempo, se realiza una PCR colonia (Comes A.N. et. al. 1997)
que consiste en tomar 100 pl del cultivo crecido y calentarlo a 95°C durante 10 minutos,
a continuacion, se centrifuga a 10000 x g durante 10 minutos y se recoge el
sobrenadante en un tubo limpio. Finalmente se realiza una reaccion de PCR empleando
como ADN molde 2 pl del sobrenadante recogido y como cebadores los que porta el
plasmido, en este caso, como los plasmidos utilizados son el pQE y el pCRT7/NT-
TOPO los cebadores son el pQE-Type III - pQE-Reverse y el T7 Forward - pPBRSET

Reverse, respectivamente.

2.17. Purificacién en condiciones nativas de las proteinas ribosomales
recombinantes L14 (PRL14r), L25 (PRL25r), de sus extremos amino (PRL25a-r) y
carboxilo (PRL25c-r) y de la DEVH-box helicasa de L. braziliensis.-

2.17.1. Induccién en E. coli de la PRL14r, PRL25r, PRL25a-r, PRL25c-r y
de la DEVH-box helicasa y la solubilizacién de las mismas.-

Para la induccion de la PRL14r, PRL25r y PRL25a-r en un sistema bacteriano,
se utiliza la cepa Topp3 de E. coli, transformada con los plasmido pQE-L14, pQE-L25 y
pQE-L25a. Una vez que el cultivo alcanza una DOgg de 0.6-0.8, se realiza la induccion
durante 2 horas a 37°C con IPTG 0.1 mM y 0.5 mM (Roche), en medio LB con 100

ug/ml de ampicilina (Roche). Transcurrida la induccién, la masa bacteriana se recoge
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por centrifugacion a 3000 x g durante 15 minutos. El sedimento bacteriano se solubiliza
empleando el protocolo descrito por Marafion C., et. al. 2000, con algunas
modificaciones. El sedimento se resuspende en tampon fosfato 9 mM, pH 8, NaCl 50
mM vy lisozima a Img/ml y se agita durante 1 hora a 4°C. La suspension se sonica
durante 8 minutos y se centrifuga a 13000 x g durante 30 minutos a 4°C. En la fase
insoluble permanecen las proteinas en forma de cuerpos de inclusion. Esta fraccion
insoluble se vuelve a resuspender en tampon fosfato 9 mM pH 8, NaCl 50 mM y SDS
0.025% y se mantiene en agitacion, en las misma condiciones anteriores. Después de
sonicar, la fase soluble e insoluble se separan por centrifugacion a 13000 x g durante 30
minutos a 4°C. La fraccidon que permanece precipitada se vuelve a resuspender en el
mismo tampon empleando 0.05% de SDS. Después de la centrifugacion, se confirma el
resultado de la solubilizacion visualizando cada fraccion en un gel SDS-PAGE al 15%
titendo con azul de Coomassie. A continuaciéon se realiza la purificacion de las
proteinas recombinantes solubilizadas mediante cromatografia de afinidad a Ni*",

Para el caso de la PRL25c-r, el sistema bacteriano que se emplea para su
induccion es la cepa BL21(DE3)pLysS de E. coli. Todos los pasos necesarios para su
induccién y solubilizacion son idénticos a los anteriores, con la excepcion del empleo
de cloranfenicol a 34 pg/ml junto con la ampicilina a 100 pg/ml como antibioticos.

Para el caso de la proteina recombinante DEVH-box helicasa, la cepa bacteriana
que se utiliza y las condiciones de induccién son iguales a las empleadas para la
PRL14r, PRL25r y PRL25a-r, pero la solubilizacion se consigue de la siguiente manera:
se realiza una primera solubilizacion empleando tampén fosfato 9 mM pH 8, NaCl 50
mM y SDS 0.025%. La fraccion insoluble donde se encuentra la proteina recombinante,
se vuelve a resuspender en el mismo tampon usando SDS 0.05%. En esta segunda
solubilizacion, parte de la proteina aparece en la fraccion soluble, pero la solubilizacion
completa se consigue resuspendiendo el segundo precipitado en el mismo tampén con la

misma cantidad de SDS.

2.17.2. Purificacién mediante cromatografia de afinidad a Ni**.-

Para conseguir la union de las proteinas recombinantes a la resina, el extracto
soluble se lleva a concentraciones finales de NaCl 300 mM, tampén fosfato 50 mM y
PMSF 1 mM para permitir el enlace de coordinacion entre la cola de histidinas y la
resina Ni-NTA, sobre todo teniendo en cuenta que la uniéon His-Ni*" tiene que ocurrir en

presencia de detergente. La resina Ni-NTA agarosa (Qiagen), una vez equilibra con
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tampon fosfato 50 mM, NaCl 300 mM y SDS 0.05% durante 1 hora, se une en frio a la
proteina durante 4 horas en agitacion. A continuacion, la resina se empaqueta en una
columna y el eluido se pasa varias veces por la misma. Seguidamente, la resina se lava
con 10 ml del tampon anterior aumentando la concentracion de imidazol en cada lavado
(0, 5, 10, 15, 20, 50, 100, 150 mM de imidazol). El contenido proteico de cada fraccion
se visualiza mediante SDS-PAGE. La ausencia de contaminantes LPS, en la proteina
recombinante purificada, se comprueba mediante el ensayo semicuantitativo del E-

toxate (Sigma).

2.18. Cuantificacion de proteinas.-

Para determinar la concentracion de las proteinas se utiliza el método Bradford
M.M. 1976, empleando el reactivo “Bio-Rad Protein Assay” (Bio-Rad). En cada
determinacion se realiza una curva patrén de concentracion tomando la albumina como

proteina de referencia.

2.19. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida: SDS-PAGE.-

Para la electroforesis en geles de poliacrilamida se emplea el sistema Mini-
Protean II Cell (Bio-Rad). El rango de concentracion de los geles varia en funcion del
tamafio de la proteina que se desea discriminar, por ello, se usan geles de un rango de
concentraciones de 10-15%, y para su realizacion se utiliza el protocolo descrito por
Sambrook J., et. al. 1989. A las muestras se les afiade tampon Laemmli, se hierven
durante 10 minutos y se centrifugan durante 1 minuto a 13000 x g, antes de cargarlas en
el gel. La electroforesis se desarrolla en tampon de electroforesis de proteinas SDS-
PAGE 1X a amperaje constante, de 12/20 mA. Una vez finalizada la electroforesis, las
proteinas se visualizan sumergiendo primero el gel en solucion colorante para proteinas,
segun el método descrito por Fairbannks G., et. al. 1971, y, a continuacion, se destifie
lavandolo con una solucion de metanol al 40% (v/v) y éacido acético glacial al 10%
(v/v). Una vez destefiido, el gel se seca a vacio entre papel celofan.

Como marcador de peso molecular se emplea el “Prestained SDS-PAGE

estandar, broad range” (Bio-Rad): 195’6, 107°1, 58’7, 41°2, 27’5, 20’4, 15’1 y 6’4 Kda.

2.20. Dialisis.-
Los extractos proteicos purificados se someten a dialisis para eliminar el SDS y

el imidazol empleados en la solubilizacion y purificacion, respectivamente. Para ello,
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las muestran se introducen en bolsas de membrana de didlisis tubular de 16 mm de
didmetro (Sigma), con un limite de exclusion de 12 KDa y se sumergen en tampon PBS
1X y PMSF 1 mM durante 4 horas en agitacion a 4°C. A continuacion, y manteniendo
las mismas condiciones de incubacion, se realiza un cambio de tampdén empleando
ahora PBS 0.5X. Finalmente, las bolsas se dejan en agitacion toda la noche a 4°C en
tampon PBS 0.1X. Transcurrida la didlisis, las proteinas se recogen y se cuantifican

antes de liofilizarlas.

2.21. Liofilizacion.-
Las proteinas recombinantes purificadas y dializadas se concentran empleando
un liofilizador. Las muestras concentradas se resuspenden en tampén PBS 1X y se

mantienen a -20°C hasta su utilizacion.

2.22. Sintesis de péptidos.-

A partir de la secuencia aminoacidica de la proteina ribosomal L25, se disefiaron
3 péptidos solapantes que abarcaban la region amino terminal de la proteina:

23083 *APKTAKKAAPKDVKATKVVKVT?

23089 "TKVVKVTTRKSYTRPQFRRPHTYRRPAIAKPS™

23085 “RPAIAKPSNRVTESKDITAF®

La localizacion de los péptidos en la secuencia aminoacidica de la proteina

ribosomal L25 de L. braziliensis se representa en la figura 2.1.
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Figura 2.1: Secuencia de aminoacidos de la proteina ribosomal L25 de L. braziliensis donde se
sefiala en rojo el péptido 23083, en azul el péptido 23085 y sombreado en amarillo el péptido 23089.
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Todos los péptidos se sintetizaron en el laboratorio del Dr. M. E. Patarroyo,
empleando la metodologia de fase so6lida con las variaciones del sistema de sintesis
multiple en fase solida (Houghten R.A. 1985) y se purifican con éter etilico. La pureza
se analiza mediante cromatografia liquida de alta presion (HPLC) en una columna
semipreparativa C18 en fase reversa con un gradiente de acetonitrilo de 10-40%. Para
verificar el proceso de sintesis se determind el tiempo de retencion de cada péptido
mediante HPLC utilizando como control un péptido de secuencia conocida. La sintesis
correcta de los péptidos fue verificada mediante secuenciacion automatica utilizando un

secuenciador en fase liquida Beckman 890M.

2.23. Sueros.-

Los sueros empleados en el estudio de la antigenicidad de la PRL25r, PRL25a-r
y PRL25c-r, mediante Western blot o ELISA, son:

* 10 sueros de pacientes con leishmaniasis mucocutanea (LMC) y 10 sueros de
pacientes con leishmaniasis cutanea (LC), ambas producidas por L. braziliensis,
procedentes de Cusco, Peru. Todos estos sueros fueron cedidos por la Dra. Rosa Luz
Pacheco, del Departamento de Microbiologia de la Universidad San Antonio Abad de
Cusco.

* 10 sueros de pacientes con la enfermedad de Chagas cronica procedentes de
Brasil, cedidos por la Dra. Geny Aparecida; y otros 2 sueros de pacientes con Chagas
cronico cedidos por el Dr. Manuel Carlos Loépez, del Instituto de Parasitologia y
Biomedicina Lépez-Neyra.

* 10 sueros de personas sanas de S/C de Tenerife que nunca han viajado a zonas
endémicas de la enfermedad.

Todos los pacientes con leishmaniasis presentaban lesiones activas y los cultivos
de sus biopsias dieron positivos. Los sueros con Chagas cronico eran todos positivos
por fijacion del complemento, inmunofluorescencia y ELISA. Los sueros fueron
ensayados previamente por ELISA en nuestro laboratorio frente a proteinas totales de L.
braziliensis a una dilucion 1:400. Todos los sueros de las personas sanas de S/C de
Tenerife resultaron negativos frente a proteinas totales y se utilizaron como controles

negativos.
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2.24. Transferencia de proteinas (Western blot).-

La transferencia de proteinas desde geles de acrilamida a membrana se realiza
por el método estandar descrito por Towbin H., et. al. 1979, utilizando el sistema de
transferencia himeda de Bio-Rad y la membrana de nitrocelulosa que se emplea es la
Immobilon-P (Millipore). La electro-transferencia se lleva acabo en tampon de
transferencia 1X durante 2 horas a 150 mA o a 30 mA durante toda la noche, a 4°C. La
eficiencia del proceso se comprueba sumergiendo la membrana en una solucién que

contiene Ponceau S al 0.5% (p/v) en &cido acético glacial al 1% (v/v).

2.25. Inmunodeteccion de proteinas fijadas a membranas.-

Una vez transferida las proteinas a la membrana, ésta se bloquea durante 2 horas
en solucion de bloqueo y seguidamente, se incuba durante 1 hora a temperatura
ambiente, con sueros de pacientes con leishmaniasis y sanos a una dilucién de 1/750 en
solucion de bloqueo. A continuacion se realizan 5 lavados: 2 lavados de 5 minutos con
PBS 1X, otros 2 lavados de 10 minutos con NP-40 (Sigma) 0.05% y Tween-20 (Sigma)
0.05% en PBS 1 X y un ultimo lavado de 10 minutos con PBS 1X. Después de los
lavados, se realiza la incubacion a temperatura ambiente, con el anticuerpo monoclonal
anti-inmunoglobulina G de humano o de raton, segln el caso, conjugado con fosfatasa
alcalina (Sigma), a una dilucion 1/2000 en solucién de bloqueo durante 1 hora.
Transcurrida la incubacion y después de realizar, de nuevo, los 5 lavados, la membrana
se equilibra sumergiéndola en tampdén de equilibrado de la fosfatasa alcalina.
Finalmente, la membrana se cubre con este tampon suplementado con el substrato
cromogénico NBT/BCIP 1:50 (Roche) y se deja en la oscuridad para que la reaccion
colorimétrica se lleve a cabo. Una vez el color alcanza la intensidad deseada, la reaccion
se detiene con abundante agua bidestilada y la membrana se conserva seca entre papel

Whatman 3MM.

2.26. Serodiagndstico.-

2.26.1. Con la PRL25r y PRL25a-r .-

Para evaluar el reconocimiento antigénico de la PRL25r y PRL25a-r por los
sueros relatados, se realiza el método de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
utilizando placas microtiter Immulon 4HBX (High Binding Extra) de 96 pocillos,

Dynex. Las placas son sensibilizadas con 5 pg/ml de proteina en tampon carbonato, en
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un volumen de 100 pl por pocillo durante 1 hora a 37°C y seguidamente, se incuban
toda la noche a 4°C. Las cantidades oOptimas de proteinas se ajustaron
experimentalmente con anterioridad. A continuacién, y después de incubar las placas
nuevamente a 37°C durante 1 hora, las proteinas no unidas se desechan y las placas se
lavan 2 veces durante 5 minutos con solucion de lavado a temperatura ambiente y en
agitacion. Después de los lavados, las placas se bloquean con soluciéon de bloqueo
durante 2 horas a 37°C y a continuacion, se incuban con 100 pl de los sueros de los
pacientes por pocillo, a una dilucion 1:100 en solucién de lavado y leche en polvo
desnatada al 5% (p/v) durante 1 hora a 37°C. Tras desechar esta solucion y lavar las
placas 5 veces, éstas se incuban con un anticuerpo monoclonal anti-inmunoglobulina
IgA +IgG + IgM (H+L) humano conjugado con peroxidasa (Jackson ImmunoResearch)
diluido 1:2000 en la misma solucion que los sueros anteriores, afiadiendo 100 pl por
pocillo. Después de incubar 1 hora a 37°C, se tira el anticuerpo y las placas se lavan 5
veces. Por ultimo, se revela afiadiendo 100 pl por pocillo de solucion de revelado
durante 30 minutos en oscuridad y la reaccidn se detiene con 50 pl por pocillo de H,SO4
2N. La densidad optica se determina a 492 mm en un lector de placas (Titertek

Multiskan® PLUS).

2.26.2. Con los péptidos sintéticos.-

Los ensayos de ELISA con los péptidos se realiza de la misma forma que para
las proteinas recombinantes, excepto la fijacion a las placas, que se realiza disolviendo
el péptido a una concentracion de 20 pg/ml en tampoén PBS, e incubando 100 pl por

pocillo durante 1 hora a 37°C y a continuacion, toda la noche a 4°C.

2.27. Inmunizacion de ratones BALB/c con la PRL14r, PRL25r, PRL25a-r y
PRL25c-r.-

En todas las inmunizaciones se utilizan ratones hembras de la cepa BALB/c (H-
2 Kd, Dd, Ad, Ed) de entre 6-8 semanas de edad (Irwin M.J., et. al. 1989). Las proteinas
se inoculan por via subcutanea y en todos los casos, las inoculaciones se realizan el dia
0,21 y 63, y en ellas se utiliza por ratén 20 pg de proteina purificada y dializada frente
a PBS en un volumen de 100 ul. Se establecen 10 grupos, cada uno de ellos constituido

por 3 ratones y organizados de la siguiente manera:
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Los grupos 1, 2 y 3 forman los ratones inmunizados con la PRL25r, PRL25a-r y
PRL25c-r, respectivamente, disueltas en solucion salina.

Los grupos 4 y 5 lo constituyen los ratones que reciben la PRL14r disuelta en
solucion salina y emulsionada con IFA (1:1, v/v) respectivamente.

El grupo 6 lo forman los ratones que recibieron una primera dosis de la PRL14r
sola y en las dos dosis siguientes recibieron dicha proteina unida covalentemente a la
proteina Hsp70 de Trypanosoma cruzi en una proporcion molar de 4:1 usando una
solucion de glutaraldehido al 0.2% (Marafion C., et. al. 2001).

Los grupos 7 y 8 son los controles, en este caso los ratones se inoculan con

solucion salina y con IFA disuelta en dicha solucion, respectivamente.

2.28. Estudio de la respuesta humoral inducida en ratones de la cepa
BALB/c por la PRL14r, PRL25r, PRL25a-r y PRL25c-r.-

Para analizar la respuesta humoral inducida por estas proteinas en los ratones, se
realizan sangrias del plexo retro-orbital de los animales, cada tres semanas después de la
primera inoculaciéon (semana 3, 6, 9 y 12). La sangre extraida se incuba en tubos a
temperatura ambiente hasta permitir la formacion del coagulo. El suero obtenido por la
retraccion del coagulo se extrae mediante centrifugacion a 2000 x g durante 10 minutos

y se almacena a -20°C hasta su utilizacion en los ensayos inmunoenzimaticos.

2.28.1. Ensayos inmunoenzimaticos (ELISA).-

Para determinar los titulos de anticuerpos en los ratones inmunizados, frente a la
PRL14r, PRL25r, PRL25a-r y PRL25c-r, se utiliza el método de ELISA descrito en el
apartado 2.26.1. La cantidad de proteina fijada es de 5 pg/ml en tampon carbonato pH
9.6. Los sueros se cuantifican por duplicado a una dilucién 1:100 y 1:200. El segundo
anticuerpo conjugado con peroxidasa se incuba a una dilucion 1:2000 para la IgG (Fab
especifica) (Sigma, St Louis, MO, USA), a 1:1000 para el isotipo de inmunoglobulina
IgG,, (Nordik) y a 1:8000 para la subclase especifica IgG; (Nordik). Los sueros de los
ratones preinmunes se usan como controles negativos. La densidad optica se determina
a 492 mm en un lector de placas (Titertek Multiskan® PLUS). La absorbancia se
determina como la diferencia entre la media aritmética de la absorbancia de cada suero a

la dilucion 1:100 y la media aritmética obtenida del suero preinmune.
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2.29. Estudio de proliferacién de células esplénicas inducida por la PRL14r,
PRL25r, PRL25a-r y PRL25c-r en ratones BALB/c.-

Cuatro semanas después de la segunda inmunizacioén se sacrifica un ratén por
grupo, se extraen los bazos asépticamente y se homogenizan con PBS suplementado con
FCS 1% (Life Technologies, Eggenstein, Germany). Después de centrifugar a 1300 x g
durante 5 minutos a temperatura ambiente se elimina el sobrenadante y el precipitado se
resuspende en tampoén ACK durante 3 minutos en hielo. La reaccion de lisis de
eritrocitos se detiene afiadiendo tampon PBS suplementado con FCS 1% y se centrifuga
a 1300 x g durante 5 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, las células se
lavan 3 veces en medio DMEM de proliferacion y se resuspenden en dicho medio para
su posterior recuento. Los esplenocitos viables se cuentan por exclusion con azul trypan
en una camara de Neubaver.

Los esplenocitos se distribuyen en placas de 96 pocillos con fondo liso a una
concentracién de 4 x 10° células/pocillo y por triplicado. A estas células, previamente se
les agrega el estimulo, como el mitégeno Concanavalina A (Con A), a una
concentracion de 1 pg/ml (Sigma, St Louis, MO, USA), cada una de las proteinas
recombinantes a concentraciones de 20, 4 y 0.2 pg/ml o PBS como control. El volumen
final por pocillo es de 200 ul y se ajusta con medio DMEM. Las placas se incuban a
37°C durante 3 dias en una atmosfera de CO,. Transcurrido este tiempo, se adiciona 0.5
nCi/pocillo de timidina metil-"H y las células se vuelven a incubar otras 18 horas a
37°C. Finalmente, el ADN gendmico se fija a membranas de fibra de vidrio usando un
colectador Inothech y la radiactividad incorporada se mide en un contador de centelleo
microbeta Wallac 1450. El indice de estimulacion se calcula como la media aritmética
de las c.p.m. del cultivo estimulado - la media aritmética de las c.p.m. del cultivo

control / la media aritmética de las c.p.m. del cultivo control.

2.30. Estudio de proteccion en ratones de la cepa BALBI/c.-

Para los estudios de proteccion se establecen 3 grupos, con 4 ratones BALB/c
por grupo. El grupo 1 lo forman los ratones inmunizados con la PRL25r disuelta en
solucion salina. El grupo 2 lo constituyen los ratones inmunizados con la PRL25a-r,
también disuelta en solucion salina. El grupo 3 lo forman los ratones control que reciben
solucion salina. Se realizan 3 inmunizaciones por via subcutdnea y espaciadas 15 dias.

En cada dosis se administra 20 pg de cada proteina en 100 ul de volumen final. Dos

69



Ana Gonzalez

semanas después de la tercera dosis, los ratones son infectados con promastigotes
infectivos de L. amazonensis. Las formas promastigotes conteniendo un alto porcentaje
de parasitos metaciclicos se lavan dos veces con PBS, se ajustan a una concentracion de
10° parésitos/ml y se inoculan 50 pl por via subcutanea en la pata trasera derecha de los
ratones utilizados. A partir de la cuarta semana, tras la infeccidon, se mide semanalmente

el tamafio de la lesion, empleando para ello un calibrador Vernier (Sigma).

2.31. Estudio de los niveles de 1gG frente a la PRL25r y a su extremo amino
en ratones BALB/c antes y después de la infeccidén con L. amazonensis.-

Para analizar la respuesta humoral inducida por estas proteinas en los ratones de
la cepa BALB/c, se realizan sangrias del plexo retro-orbital de los animales, dos
semanas antes de la infeccion y diez semanas después de la infeccion con promastigotes
de L. amazonensis. La sangre extraida se incuba en tubos a temperatura ambiente hasta
permitir la formacioén del coagulo. El suero obtenido por la retraccion del coagulo se
extrae mediante centrifugacion a 2000 x g durante 10 minutos y se almacena a -20°C
hasta su utilizacion en los ensayos inmunoenzimaticos, cuya metodologia es idéntica a

la descrita en el apartado 2.28.1.

2.32. Inmunizacién de ratones BALB/c con la proteina DEVH-box helicasa.-

En la inmunizacion se utilizan ratones hembras de la cepa BALB/c (H-2 Kd, Dd,
A% EY% de entre 6-8 semanas de edad (Irwin M.J., et. al. 1989). Se establecen 4 grupos
de 6 ratones BALB/c por grupo a los que se les realizan tres inoculaciones por via
subcutanea los dias 0, 14 y 28.

El grupo 1 estd formado por los ratones que recibieron 20 pg de la proteina
DEVH-box helicasa disuelta en solucion salina por dosis.

El grupo 2 lo constituyen los ratones inmunizados con 20 pg de dicha proteina
emulsionada con adyuvante. Se utilizd adyuvante completo de Freund en la primera
inoculacién y adyuvante incompleto de Freund en las restantes en la proporcion 1:1
(V/v).

El grupo 3 y 4 esta formado por 3 ratones cada grupo y serian los grupos
controles a los que se le administra solucion salina y dicha soluciéon emulsionada con
adyuvante, respectivamente.

Antes de la primera inoculacion se extrajo suero, como se explica en el apartado

2.28, para usarlo como control preinmune y posteriormente se realizaron sangrias cada 2
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semanas, la ultima sangria se llevd a cabo 10 semanas después de la primera

inmunizacion.

2.33. Estudio de la respuesta humoral inducida en ratones de la cepa
BALB/c por la proteina DEVH-box helicasa.-

Para analizar la respuesta humoral inducida por esta proteina en los ratones, se
realizan sangrias del plexo retro-orbital de los animales, cada dos semanas después de la
primera inoculacién (semana 2, 4, 6 y 10) siguiendo el protocolo descrito en el apartado

2.28.

2.33.1. Ensayos inmunoenzimaticos (ELISA).-
Para determinar los titulos de anticuerpos en los ratones inmunizados, frente a la
proteina DEVH-box helicasa recombinante, se utiliza el método de ELISA descrito en

el apartado 2.26.1 y 2.28.1.

2.34. Inmunolocalizacién de la proteina DEVH-box helicasa en la forma
promastigote de L. braziliensis.-

Para detectar la presencia de la proteina DEVH-box helicasa en el parasito, se
parte de 10° promastigotes/ml de L. braziliensis en fase estacionaria de crecimiento y se
lavan dos veces con PBS 1x. A continuacion se dejan secar al aire sobre portaobjetos
(76mm x 26mm) 30 pl de esta suspension. Seguidamente se fijan mediante su
incubacion con el fijador PLP durante 10 minutos y se realiza un lavado con PBS 1x
durante 5 minutos. Para permeabilizar los pardsitos, se sumergen los portas en una
solucion de Triton X-100 al 0.5% en PBS durante 5 minutos y se lavan con PBS. El
primer anticuerpo (anti-Hel, generado en ratones BALB/c) se utiliza a la dilucion 1/20 y
1/100 en PBS 1x y se incuba en una camara himeda a 37°C durante 1 hora. Después de
una serie de 4 lavados de 5 minutos con PBS 1X, se afiade el segundo anticuerpo, un
anti-mouse IgG conjugado con fluoresceina (Sigma), a la dilucion 1/50 propuesta por el
fabricante para este tipo de ensayos, y se incuba durante 1 hora a 37°C. Trascurrido este
tiempo se realizan 5 lavados con PBS y finalmente, las preparaciones se observan en el

microscopio de fluorescencia Dialux 20 EB (Leitz).
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RESULTADOS Y DISCUSION:
3.1. PROTEINA RIBOSOMAL L14 RECOMBINANTE (PRL14r).-

3.1.1 Expresion y solubilizacién en condiciones nativas de la PRL14r de L.
braziliensis.-

La secuencia de aminoacidos de la proteina ribosomal L14 de L. braziliensis fue
descrita en la tesis doctoral de la Dra. Violeta Alonso (nimero de acceso AF233642).
La proteina recombinante se obtuvo por el clonaje de la region codificante en el vector
de expresion pQE32 (Qiagen), obteniéndose el clon pQE-L14 (Gonzalez et. al., en
prensa). Dicho clon fue transformado en la cepa M15 de E. coli, para su induccion. Los
ensayos de induccion consistieron en afiadir al medio LB, 0.1 mM y 0.5 mM de IPTG,
durante 2 horas, y como se puede comprobar en la figura 3.1.1, empleando estas
condiciones se obtiene la sobreexpresion de una proteina de 22 KDa, tamafo que
coincide con el esperado, tanto con 0.1 mM como con 0.5 mM de IPTG. Por lo tanto las
condiciones Optimas de expresion se consiguen utilizando 0.1 mM de IPTG durante 2
horas, debido a que grandes concentraciones de este inductor provoca un aumento en la

formacion de cuerpos de inclusion.

Figura 3.1.1: Ensayo de induccién de la PRL14r de L. braziliensis en E. coli.
Columna 1: Marcador de peso molecular “Prestained proteina. MWM broad range” (Bio-Rad).
Columna 2: bacterias E. coli transformadas con el plasmido pQE-L14 crecidas durante 2h sin inducir.
Columnas 3-4: bacterias E. coli transformadas con el plasmido pQE-L14 inducidas durante 2h con 0.1
mM y 0,5 mM de IPTG, respectivamente.
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Es conocida la dificultad que puede presentar la solubilizacion de proteinas
recombinantes obtenidas en este tipo de células, por ello se realizaron diferentes
ensayos de solubilizacion. El eluyente empleado fue tampon fosfato 9.0 mM y NaCl 50
mM, en presencia de cantidades crecientes del detergente anidonico SDS, durante una
hora a 4°C. En la figura 3.1.2 se muestran los diferentes sedimentos y sobrenadantes
obtenidos durantes los tres ciclos de sonicacion. En la primera sonicacion sin SDS, la
proteina permanece por completo de forma insoluble. Cuando se emplea 0.025% de
SDS, la proteina comienza a solubilizarse, aunque la mayor parte permanece todavia
precipitada, mientras que utilizando 0.05% de SDS se consigue la solubilizacion

completa de la PRL14r.

Figura 3.1.2: Electroforesis en gel SDS-PAGE al 15% del producto de la solubilizacion de
la PRL14r con Tampén Fosfato 9mM, NaCl 50mM y SDS en cantidades crecientes.
Columna 1: Marcador de peso molecular “Prestained proteina. MWM broad range” (Bio-Rad).
Columna 2: bacterias transformadas con pQE-L14 crecidas durante 2h sin inducir.

Columna 3: bacterias transformadas con pQE-L14 inducidas durante 2h con 0.1 mM de IPTG.
Columna 4: Sedimento obtenido sin SDS.

Columna 5: Sobrenadante obtenido sin SDS.

Columna 6: Sedimento obtenido con SDS al 0.025%.

Columna 7: Sobrenadante obtenido con SDS al 0.025%.

Columna 8: Sedimento obtenido con SDS al 0.05%.

Columna 9: Sobrenadante obtenido con SDS al 0.05%.

3.1.2 Purificacién en condiciones nativas de la PRL14r de L. braziliensis.-
La purificacion se llevo a cabo mediante cromatografia de afinidad empleando la

resina de Ni* (Qiagen) y siguiendo las indicaciones del fabricante. La figura 3.1.3
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muestra el producto obtenido tras los lavados de la resina con tampon fosfato 50 mM,

NaCl 300 mM, SDS 0.05% y concentraciones crecientes de imidazol.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Figura 3.1.3: Purificacion de la PRL14r mediante cromatografia de afinidad en resina de NTA-Ni**,
20 pl de cada muestra se sometio a electroforesis en gel SDS-PAGE al 15%.
Columna 1: Marcador de peso molecular “Prestained proteina. MWM broad range” (Bio-Rad).
Columna 2: Sobrenadante obtenido con SDS al 0.05%.
Columna 3: Fluido de la resina.
Columna 4: Lavado a pH 8 con 5 mM de imidazol.
Columna 5: Lavado a pH 8 con 10 mM de imidazol.
Columna 6: Lavado a pH 8 con 15 mM de imidazol.
Columna 7: Lavado a pH 8 con 20 mM de imidazol.
Columna 8: Lavado a pH 8 con 50 mM de imidazol.
Columna 9: Marcador de peso molecular “Prestained proteina. MWM broad range” (Bio-Rad).
Columna 10: Sobrenadante obtenido con SDS al 0.05%.
Columna 11: Lavado a pH 8 con 100 mM de imidazol.
Columna 12: Lavado a pH 8 con 150 mM de imidazol.
Columna 13: Resina después de los lavados.

Como se puede ver, la union de la proteina a la resina es muy débil ya que la
proteina comienza a eluirse desde los primeros pasos de lavado, desde 5 mM de
imidazol y se va eluyendo en los sucesivos lavados hasta 150 mM de imidazol. Se
puede observar que después de los pasos de elucion y de lavado no existen trazas de la
proteina unida a la resina.

Durante el paso de elucion principalmente, aunque también en los primeros
pasos de lavado (5 mM de imidazol), se eluyen otras proteinas contaminantes de E. coli
que también se unen a la resina.

Las fracciones que contenian la PRL14r purificada fueron dializadas frente a
PBS 0.1X y liofilizadas. La proteina liofilizada se resuspendio en agua destilada y se

determind su concentracion, obteniendo una concentracion de 4.2 pg/ml, de lo que se
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deduce un rendimiento de 4 mg de proteina por litro de cultivo. Los niveles de
endotoxinas que presentd esta proteina recombinante purificada eran inferiores a los

limites de deteccion del kit empleado, (menos de 0.1 unidades de endotoxinas/ml).

3.1.3. Respuesta humoral inducida por PRL14r de L. braziliensis.-

Este estudio se llevd a cabo inoculando en ratones BALB/c, la PRL14r por via
subcutdnea, en presencia o en ausencia de adyuvante. Como adyuvantes se emplearon el
Adyuvante Incompleto de Freund (IFA) emulsionado con la proteina recombinante y la
proteina Hsp70 de T. cruzi unida covalentemente a dicha proteina. La cantidad de
proteina inoculada y los tiempos de inmunizacion se describen en el apartado 2.27 de

materiales y métodos.

Evolucion de 1gG frente a la proteina ribosomal L14
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Figura 3.1.4: Analisis de la respuesta de anticuerpos IgG de ratones BALB/c inmunizados con
la PRL14r de L. braziliensis sola (barra rayada), emulsionada con IFA (barra gris), o con una primera
dosis de PRL14r sola y dos dosis posteriores de dicha proteina unida covalentemente a la proteina Hsp70
de T. cruzi (barra negra). Cada valor representa la absorbancia determinada como la diferencia entre la
media aritmética de la absorbancia de cada suero a la dilucion 1:100 y la media aritmética obtenida del
suero preinmune.

Como puede apreciarse en la figura 3.1.4, los animales inoculados sélo con la
PRL14r no presentaron variaciones en la cantidad de anticuerpos anti-PRL14r a lo largo
del ensayo. Los sueros procedentes de los ratones inmunizados con la proteina
emulsionada con IFA experimentaron una importante elevacion de anticuerpos anti-

PRL14r en la semana 12 manteniéndose hasta la semana 15, post-primera inmunizacion.
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Los sueros de los ratones inoculados con la proteina PRL14r unida covalentemente a la
Hsp70 de T. cruzi presentaron un maximo en la semana 15.

Observando la figura 3.1.4 podemos ver que seis semanas después de la tercera
inmunizaciéon (semana 15), se aprecia claramente una respuesta humoral contra el
antigeno PRL14r, obteniéndose valores de D.O. de 0.62 y 0.5, a una dilucion 1:100 del
suero procedente de los ratones inoculados con la PRL14r emulsionada con IFA y unida
covalentemente a la Hsp70 de T. cruzi, respectivamente.

Para conocer qué isotipo de inmunoglobulina es el responsable del aumento de
los niveles de IgG en respuesta a los diferentes indculos, se analizaron los niveles de los
isotipos de inmunoglobulinas IgG1 e IgG2a mediante ELISA. Los sueros estudiados
procedian de los ratones que presentaron niveles elevados de IgG frente a la PRL14r. En
las figuras 3.1.5a y 3.1.5b se puede observar que a partir de la semana 12 después de la
primera inmunizacion (semana 15), los ratones inmunizados con la PRL14r unida a la
Hsp70 muestran una clara polarizacién de la respuesta hacia la produccion de IgG2a,
con un indice 1gG2a/IgG1 de 1.6. Sin embargo, los ratones inmunizados con la PRL14r
emulsionada con IFA mostraron un indice IgG2a/IgG1 de 1, tanto en la semana 12

como en la semana 15 después de la primera inoculacion.
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Figura 3.1.5a: Analisis de la respuesta de anticuerpos IgG1 de ratones BALB/c inmunizados
con la PRL14r de L. braziliensis sola (barra rayada), emulsionada con IFA (barra gris), o con una primera
dosis de PRL14r sola y dos dosis posteriores de dicha proteina unida covalentemente a la proteina Hsp70
de T. cruzi (barra negra). Cada valor representa la absorbancia determinada como la diferencia entre la
media aritmética de la absorbancia de cada suero a la dilucidén 1:100 y la media aritmética obtenida del
suero preinmune.
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Evolucién de 1gG2a frente a la PRL14r
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Figura 3.1.5b: Analisis de la respuesta de anticuerpos IgG2a de ratones BALB/c inmunizados
con la PRL14r de L. braziliensis sola (barra rayada), emulsionada con IFA (barra gris), o con una primera
dosis de PRL14r sola y dos dosis posteriores de dicha proteina unida covalentemente a la proteina Hsp70
de T. cruzi (barra negra). Cada valor representa la absorbancia determinada como la diferencia entre la
media aritmética de la absorbancia de cada suero a la dilucion 1:100 y la media aritmética obtenida del
suero preinmune.

3.1.4. Proliferacion de células esplénicas inducida por la PRL14r de L.
braziliensis en ratones BALB/c.-

Cuatro semanas después de la segunda inmunizacién (semana 7), los ratones
inmunizados fueron sacrificados y sus bazos fueron extraidos y homogeneizados como
se describe en el apartado 2.29 de materiales y métodos. Con los esplenocitos obtenidos
se realizaron los ensayos de linfoproliferacion, enfrentando estas células a diferentes
concentraciones de la PRL14r (0.2, 4 y 20 pg/ml) .

Los resultados obtenidos mostrados en la figura 3.1.6, revelan que los
esplenocitos procedentes de los ratones, tras dos inmunizaciones con la PRL14r sola,
producen baja proliferacion celular cuando se enfrentan a esta proteina. Unicamente se
detecta una ligera respuesta cuando la concentracion de proteina recombinante
enfrentada es de 20 pg/ml. Sin embargo, los esplenocitos aislados de los ratones
inoculados primero so6lo con la PRL14r, y a continuacion, unida covalentemente a la
Hsp70 de T. cruzi, presentan una significativa proliferacion celular, con un indice de
estimulacion de 3 en presencia de 0.2 pg/ml de PRL14r. Cuando el ensayo de se realiza
con los esplenocitos procedentes de los ratones inoculados con dicha proteina

emulsionada con IFA, se obtiene un indice de estimulacion de 4.8 a la misma
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concentracion de 0.2 pg/ml de PRL14r. Como era de esperar, los esplenocitos obtenidos

de los ratones control no muestran estimulacion de los esplenocitos cuando se enfrentan

ala PRL14r.

—e— CONTROL

rLbrpL14 CONTROL CON IFA
— A LUSINIFA

—%—L4 CON IFA

6 —%— LM CONHSP70

Indice de estimulacion
N
\?(

ugr rLbrpL14/mil

Figura 3.1.6: Proliferacion de células esplénicas inducida por la PRL14r de L. braziliensis.
Los esplenocitos procedentes de los ratones inmunizados con solucion salina (¢), solucion salina con IFA
(m), PRL14r sola (A), PRL14r emulsionada con IFA (X) y PRL14r unida covalentemente a la Hsp70 de
T. cruzi (+), fueron aislados cuatro semanas después de la segunda inmunizacion y cultivados durante tres
dias en presencia de 0.2, 4 y 20 pg/ml de PRL14r. Después de afiadir 0.5 pCi/pocillo de [metil-*H]
timidina, las células se incubaron otras 6 horas mas a 37°C y posteriormente se midi6 el *H incorporado.
El indice de estimulacion es calculado como [media aritmética de las c.p.m. (cultivo estimulado) — media
aritmética de las c.p.m. (cultivo control)] / media aritmética de las c.p.m. (cultivo control).

3.1.5. Discusion.-

En este trabajo se ha realizado la purificacion de la PRL14r de Leishmania
braziliensis, empleando el protocolo descrito por Maranén C., et. al. 2000, que nos
permiti6 solubilizar y purificar la proteina recombinante bajo condiciones nativas.

La PRL14r de L. braziliensis se presenta como indetectable para los ratones
BALB/c cuando es inoculada sin adyuvante. Resultados similares se obtuvieron cuando
se enfrentd dicha proteina a sueros de pacientes con leishmaniasis cutdnea y
mucocutanea y con enfermedad de Chagas (Gonzalez A.C., et. al. En prensa), por lo
tanto podemos concluir que la PRL14r no es visible para el sistema inmune.

Sin embargo, cuando dicha proteina se inocula unida a la proteina Hsp70 de T.

cruzi se obtiene una marcada respuesta tipo Thl, hecho que se ve confirmado por la
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capacidad de generar una importante estimulacion de los esplenocitos obtenidos de los
ratones inmunizados con dicha mezcla. El efecto inmunomodulador de las proteinas de
choque térmico ha sido ampliamente demostrado por diversos autores (Singh-Jasuja H.,
et. al., 2001). Un ejemplo es la proteina viral p24 HIV-1, esta proteina por si sola no
genera respuesta inmunologica, pero cuando se inocula unida covalentemente a la
Hsp70 de Mycobacterium tuberculosis es capaz de desarrollar respuesta celular y
humoral (Suzue K., et al. 1996). De igual manera, ratones inmunizados con la proteina
KMP-11 de T. cruzi sola, no generan respuesta alguna, pero si se presenta unida a la
Hsp70 de T. cruzi, se obtiene una importante respuesta celular con elevacion de IgG2a
(Marafién C., et. al., 2001; Planelles L., et. al., 2001). No solo la Hsp70 es capaz de
generar inmunomodulacion, también otras proteinas de choque térmico tienen capacidad
de modular la respuesta inmunologica como es el caso de la Hsp83 de L. infantum que
unida a la proteina de uniéon a membrana (MBP) de L. infantum consigue niveles
elevados de IgG (Rico A. 1., et. al. 1999).

La inoculacion subcutanea de la PRL14r emulsionada con IFA también estimula
una respuesta humoral por parte de los ratones BALB/c, sin embargo no existen
diferencias de los niveles de los isotipos de inmunoglobulina (IgG1l e IgG2a) como
ocurre en el caso anterior, lo que induciria una respuesta mixta Thl-Th2. Los
esplenocitos de los inoculados con esta emulsion experimentaron una importante
estimulacion al ser enfrentados a la RPL14r.

Estos resultados hacen que consideremos a esta proteina como una buena
candidata para generar cierta proteccion contra el pardsito, asi como una proteina
Optima como control para el estudio de moléculas moduladoras de respuesta

inmunologica.
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3.2. PROTEINA RIBOSOMAL L25 RECOMBINANTE (RPL25r).-

3.2.1. Clonaje del extremo amino de la PRL25r de Leishmania braziliensis.-

La secuencia completa que codifica la proteina ribosomal L25 de L. braziliensis
fue descrita previamente en mi tesis de licenciatura, y clonada en el vector de expresion
pQE (Qiagen), obteniéndose el clon pQE-rpL25 que codifica la proteina ribosomal L25
recombinante (PRL25-r) (Gonzalez A.C., et. al. 2002). La figura 3.2.1 muestra la
secuencia de dicha proteina que se encuentra depositada en la base de datos Genebank

con el nimero de acceso AF234162.

M A A A P K T
1 GTTTCTGTACTTTATTGCAGTGTTGTTTTTCACCATGGCTGCTGCTCCGAAGAC

A K K AAP KDV K ATKV V KV T
55 CGCCAAGAAGGCTGCGCCGAAGGATGTGAAGGCGACCAAGGTTGTCAAGGTGAC

T R K SY TRWPQFRRPHTY RR
110 GACGCGGAAGTCCTACACCCGCCCGCAGTTCCGCCGCCCGCACACCTACCGCAG

P A1l ANX P SN RV TXE S KD I T
165 GCCAGCAATCGCAAAGCCGAGCAACCGCGTGACCSTGGAGTCGAAGGACATTAC

AAF SV I RY P L T TDIKAMK K I
220 TGCCTTCAGTGTGATCCGCTACCCACTGACGACAGACAAGGCGATGAAGAAGAT

E ENNTLTF 1 VDAZCANIK T E
275 CGAGGAGAACAACACCCTGACCTTCATCGTGGATGCCTGCGCCAACAAGACCGA

Il K K AMRKLY Q V KAV K V N T
330 GATCAAGAAGGCGATGCGCAAGCTGTACCAGGTCAAGGCTGTGAAGGTCAACAC

L 1 R PDGLKI KAY 1T R L S A AH
385 CCTGATCCGCCCGGATGGTCTGAAGAAGGCTTACATCCGCCTGTCTGCGGCCCA

b AL DTANIKI1 G L V # #
440 CGACGCTCTGGACACCGCCAACAAGATCGGTCTTGTCTAGTAAGGTGGTGCGGC

495 TACTTTTGGGATTATTTTTTATTACCTTTTTTTTTCAAAAAAAAAAAAAA

Figura 3.2.1: Secuencia de aminoé&cidos de la proteina ribosomal L25 de L. braziliensis
(AF234162). En rojo se sefiala la secuencia de nucledtidos que codifica para el extremo amino terminal
de la proteina, obtenida por PCR empleando los cebadores amino-A y amino-B (apartado 2.13 de
materiales y métodos). La secuencia de localizacion nuclear (NLS) aparece en gris.

La region amino terminal de esta proteina se clond de forma independiente por
amplificacion por PCR como se indica en el apartado 2.13 de materiales y métodos. El
producto amplificado que presentdé un tamafio de 192 pb (figura 3.2.2), fue purificado
desde gel de agarosa al 1%, se tratd con la enzima Klenow para eliminar las adeninas

protuberantes fruto de la PCR (SureClone Ligation Kit (Pharmacia Biotech), y a
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continuacion el fragmento se insertdé en el vector pQE32 (Qiagen), previamente

linealizado con Sma I y desfosforilado como se explica en el mismo apartado, (figura

3.2.3).

Figura 3.2.2: Electroforesis en gel de agarosa al 1’5% del
producto de amplificacion por PCR.
Columna 1: Marcador de XIV (Roche).
Columna 2: Fragmento amplificado que codifica para el extremo
amino terminal de la proteina ribosomal L25 de L. braziliensis
obtenido por PCR a partir de 20 ng de ADN plasmidico pQE32-L25.
Columna 3: Control negativo de PCR, ADN plasmidico sin inserto.
Columna 4: Marcador X (Roche).

Figura 3.2.3: Electroforesis en gel de agarosa al 1% del
vector de expresion plasmidico pQE (Qiagen).
Columna 1: Marcador de peso molecular II (Roche).
Columna 2: Marcador X (Roche).
Columna 3: ADN del vector pQE32 purificado.
Columna 4: 1ug del vector pQE32 digerido con 1U de la enzima Smal.
Columna 5: lug del vector pQE32/Smal desfosforilado con 1U de
fosfatasa alcalina.

Fruto del clonaje y transformacion en las bacterias E. coli de la cepa M15 se
obtuvieron mas de 200 colonias, que tedricamente poseian el plasmido. Para seleccionar
los clones que contenian el inserto en la orientacion adecuada, se realiz6 una PCR-
colonia picando 16 colonias, resultando que 4 clones portaban el inserto con el tamafo y
la orientacién correcta, (figura 3.2.4.).

Una vez confirmado por secuenciacion, que estos clones contenian la secuencia
correcta que codifica el extremo amino terminal de la proteina ribosomal L25 de L.
braziliensis y en la pauta de lectura adecuada para su expresion, se realizo el ensayo de
induccion de uno de los clones que se denomind pQE-L25a para obtener la proteina

ribosomal L25amino recombinante (PRL25a-r).
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Figura 3.2.4: Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos obtenidos a partir de

la PCR colonia con las 16 colonia elegidas al azar.
Columna 1: Marcador XIV (Roche).

Columnas 2-17: Amplificados obtenidos de cada colonia con los cebadores pQE type III y Amino-B. Los

clones 4, 6, 9 y 15 dan el tamaifio esperado.
Columna 18: Control negativo de la PCR.
Columna 19: Marcador X (Roche).

3.2.2. Clonaje del extremo carboxilo de la proteina ribosomal L25 de

Leishmania braziliensis.-

El fragmento que corresponde con el extremo carboxilo terminal de la proteina

ribosomal L25 se sefala en azul en la figura 3.2.5a.

60
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#
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532

M A A AP K T A
GTTTCTGTACTTTATTGCAGTGTTGTTTTTCACCATGGCTGCTGCTCCGAAGACCGCCA

K K A°ANAP KDV K ATK V V KV T TR K
AGAAGGCTGCGCCGAAGGATGTGAAGGCGACCAAGGTTGTCAAGGTGACGACGCGGAAG

S Y TRPQFRRPHTYRIRPAI1 AK
TCCTACACCCGCCCGCAGTTCCGCCGCCCGCACACCTACCGCAGGCCAGCAATCGCAAA

P S NRVTXESKDI TAFSV IR
GCCGAGCAACCGCGTGACCSTGGAGTCGAAGGACATTACTGCCTTCAGTGTGATCCGCT

Y p L T TDKAMI KK I E ENNTL T F
ACCCACTGACGACAGACAAGGCGATGAAGAAGATCGAGGAGAACAACACCCTGACCTTC

Il v D ACANIKTETI KKAMRK L Y Q
ATCGTGGATGCCTGCGCCAACAAGACCGAGATCAAGAAGGCGATGCGCAAGCTGTACCA

vV K AV K VN TUL 1 RPDGL KKAY
GGTCAAGGCTGTGAAGGTCAACACCCTGATCCGCCCGGATGGTCTGAAGAAGGCTTACA

Il R L S AAHDALUDTANIZKTIT G L V #
TCCGCCTGTCTGCGGCCCACGACGCTCTGGACACCGCCAACAAGATCGGTCTTGTCTAG

TAAACGCAGAATTTGGCGGTGGTGCGGCTACTTTTGGGATTATTTTTTATTACCTTTTT

TTTTCAAAAAAAAAAAAAA

Figura 3.2.5a: Secuencia de aminoacidos de la proteina ribosomal L25 de L. braziliensis

(AF234162). En azul se sefiala la secuencia de nucledtidos que codifica para el extremo carboxilo
terminal de la proteina obtenida por PCR utilizando los cebadores carboxi-A y carboxi-B (apartado 2.14
de materiales y métodos). Los tres dominios de union al ARN ribosomico se sefialan en gris.
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Esta region se obtuvo por PCR, como se describe en el apartado 2.14 de
materiales y métodos, resultando un fragmento amplificado de 237 pb que coincide con

la distancia en nucledtidos que separa los cebadores, figura 3.2.5b.

1 234

Figura 3.2.5b: Electroforesis en gel de agarosa al 1’5% del producto
de amplificacion por PCR.
Columna 1: Marcador X (Roche).
Columna 2: Fragmento amplificado que codifica para el extremo carboxilo
terminal de la proteina ribosomal L25 de L. braziliensis obtenido por PCR a
partir de 20 ng de ADN plasmidico pQE32-L25.
Columna 3: Control negativo de PCR, ADN plasmidico sin inserto
Columna 4: Marcador XIV (Roche).

Una vez que el fragmento amplificado fue purificado y clonado en el vector de
expresion pCRT7/NT-TOPO (Invitrogen), se transformo en la cepa TOP10F’ de E. coli.
Se obtuvieron un gran numero de colonias de las que se eligieron 12 al azar, se
analizaron por PCR-colonias y dio como resultado que s6lo una presentaba el inserto en
las condiciones deseadas, (figura 3.2.6). Este clon se denomind pCR-L25c, se secuencid
para confirmar que su secuencia y su pauta de lectura era la correcta y asi poder obtener

la proteina ribosomal L25 carboxilo recombinante (PRL25c-1).

Figura 3.2.6: Electroforesis en gel de agarosa
al 1% de los productos obtenidos a partir de la PCR
colonia con las 12 colonia elegidas al azar.

Columna 1: Control negativo de la PCR

Columnas 2-13, 1° fila: Amplificados obtenidos de cada
colonia con los cebadores Carboxilo-A y pRSET-Rev.
Columna 2-13, 2° fila: Amplificados obtenidos de cada
colonia con los cebadores Carboxilo-B y pT7-Forward.
Columna 14: Marcador XIV (Roche).
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3.2.3. Expresion y solubilizacién en condiciones nativas de las PRL25r,
PRL25a-r y PRL25c-r de L. braziliensis.-

Los ensayos de induccion se realizaron empleando diferentes concentraciones de
IPTG, 0.1 mM y 0.5 mM, y se observo que las condiciones Optimas de expresion de
estas proteinas recombinantes se consigue al inducir con 0.1 mM de IPTG a 37°C
durante 2 horas, (figura 3.2.7). El tamafio obtenido de cada proteina es de 20 KDa para
la PRL25r, 12 KDa para la PRL25a-r y de 14 KDa para la PRL25c-r, que coincide con

el peso molecular tedrico esperado.

Ib 2b 3b 4b

Figura 3.2.7a Figura 3.2.7b Figura 3.2.7¢c

Figura 3.2.7: Gel de poliacrilamida al 15% tefiido con azul de Coomassie donde se visualiza
el ensayo de induccion de la PRL25r, PRL25a-r y PRL25c-r de L. braziliensis en E. coli.
Columna la, 1b, 1c: Marcador de peso molecular “Prestained proteina. MWM broad range” (Bio-Rad).
Columna 2a, 2b, 2c: bacterias E. coli transformadas con pQE-L25, pQE-L25a y pCR-L25c,
respectivamente, crecidas durante 2h sin inducir.
Columna 3a, 3b, 3c: bacterias E. coli transformadas con pQE-L25, pQE-L25a y pCR-L25c,
respectivamente, ¢ inducidas durante 2h con 0.1 mM de IPTG.
Columna 4a, 4b, 4c: bacterias E. coli transformadas con pQE-L25, pQE-L25a y pCR-L25c,
respectivamente, e inducidas durante 2h con 0.5 mM de IPTG.

La solubilizacién de la PRL25r, PRL25a-r y PRL25c-r se consiguié empleando
como eluyente, tampon fosfato 9 mM, NaCl 50 mM vy el detergente aniénico SDS a
diferentes concentraciones (0%, 0.025% y 0.05%), durante 1 hora a 4°C. Las figuras
3.2.8, 3.2.9 y 3.2.10 muestran los diferentes precipitados y sobrenadantes obtenidos
durantes los tres ciclos de sonicacidn, para las tres proteinas PRL25r, PRL25a-r y
PRL25c-r, respectivamente. Como se puede observar, las proteinas comienzan a

solubilizarse cuando se emplea 0.025% de SDS, pero la mayoria permanecen en forma
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insoluble, sin embargo, utilizando 0.05% de SDS se consigue la solubilizaciéon completa

de las tres proteinas recombinantes.

Figura 3.2.8: Solubilizacion de la PRL25r mediante el uso de SDS, 10 pl de cada muestra
se sometid a electroforesis en gel SDS-PAGE al 15%.
Columna 1: Marcador de peso molecular “Prestained proteina. MWM broad range” (Bio-Rad).
Columna 2: bacterias E. coli transformadas con pQE-L25 crecidas durante 2h sin inducir.
Columna 3: bacterias E. coli transformadas con pQE-L25 inducidas durante 2h con 0.1 mM de IPTG.
Columna 4: Sobrenadante obtenido tras solubilizar con tampon fosfato y NaCl sin SDS.
Columna 5: Precipitado obtenido tras solubilizar con tampén fosfato, NaCl y SDS al 0.025%.
Columna 6: Sobrenadante obtenido tras solubilizar con tampon fosfato, NaCl y SDS al 0.025%.

7
RS

e

Figura 3.2.9: Solubilizacién de la PRL25a-r mediante el uso de SDS, 10 ul de cada
muestra se sometio a electroforesis en gel SDS-PAGE al 15%.
Columna 1: Marcador de peso molecular “Kaleidoscope prestained Standard” (Bio-Rad).
Columna 2: Precipitado obtenido tras solubilizar con tampdn fosfato y NaCl sin SDS.
Columna 3: Sobrenadante obtenido tras solubilizar con tampon fosfato y NaCl sin SDS.
Columna 4: Precipitado obtenido tras solubilizar con tampén fosfato, NaCl y SDS al 0.025%.
Columna 5: Sobrenadante obtenido tras solubilizar con tampdn fosfato, NaCl y SDS al 0.025%.
Columna 6: Precipitado obtenido tras solubilizar con tamp6n fosfato, NaCl y SDS al 0.05%.
Columna 7: Sobrenadante obtenido tras solubilizar con tampon fosfato, NaCl y SDS al 0.05%.
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Figura 3.2.10: Solubilizacion de la PRL25c-r mediante el uso de SDS, 10 pl de cada muestra
se sometio a electroforesis en gel SDS-PAGE al 15%.
Columna 1: Marcador de peso molecular “Kaleidoscope prestained Standard” (Bio-Rad).
Columna 2: bacterias E. coli transformadas con el plasmido pCR-L25C crecidas durante 2h sin inducir.
Columna 3: bacterias E. coli transformadas con el plasmido pCR-L25C inducidas durante 2h con 0.1 mM
de IPTG.
Columna 4: Precipitado obtenido tras solubilizar con tamp6n fosfato y NaCl sin SDS.
Columna 5: Sobrenadante obtenido tras solubilizar con tampon fosfato y NaCl sin SDS.
Columna 6: Precipitado obtenido tras solubilizar con tampén fosfato, NaCl y SDS al 0.025%.
Columna 7: Sobrenadante obtenido tras solubilizar con tampdn fosfato, NaCl y SDS al 0.025%.
Columna 8: Precipitado obtenido tras solubilizar con tampoén fosfato, NaCl y SDS al 0.05%.
Columna 9: Sobrenadante obtenido tras solubilizar con tampon fosfato, NaCl y SDS al 0.05%.

3.2.4. Purificacion de la PRL25r, PRL25a-r y PRL25c-r de L. braziliensis.-

Los sobrenadantes obtenidos tras la tercera sonicacion fueron los empleados
para realizar la purificacién de las tres proteinas recombinantes siguiendo el protocolo
descrito en el apartado 2.17.2 de materiales y métodos. En las figuras 3.2.11, 3.2.12 y
3.2.13 se observan las diferentes fracciones proteicas purificadas, obtenidas mediante
concentraciones crecientes de imidazol (0, 5, 10, 15, 20, 50, 100 y 150 mM).

La union de la PRL25r, PRL25a-r y PRL25c¢-r a la resina es buena ya que no se
observan trazas de estas proteinas en el eluyente. En las tres purificaciones, la union de
la proteina a la resina es muy débil ya que se empiezan a eluir desde los primeros pasos
de lavado, desde 5 mM de imidazol y se obtienen por completo con 100 mM de

imidazol, no observandose restos de estas proteinas unidas a la resina.
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Figura 3.2.11: Purificacion de la PRL25r mediante cromatografia de afinidad en resina
de NTA-Ni#, 20 pl de cada muestra se someti6 a electroforesis en gel SDS-PAGE al 15%.

Columna 1:

Columna 2:

Marcador de peso molecular “Prestained proteina. MWM broad range” (Bio-Rad).
Sobrenadante obtenido tras solubilizar tras la tercera sonicacion e incubado con la resina

durante 4 horas a 4°C en agitacion suave.

Columna 3:
Columna 4:
Columna 5:
Columna 6:
Columna 7:
Columna 8:
Columna 9:

Eluido de la resina.

Lavado a pH 8 con 5 mM de imidazol.
Lavado a pH 8 con 10 mM de imidazol.
Lavado a pH 8 con 15 mM de imidazol.
Lavado a pH 8 con 20 mM de imidazol.
Lavado a pH 8 con 50 mM de imidazol.
Lavado a pH 8 con 100 mM de imidazol.

Figura 3.2.12: Purificacién de la PRL25a-r mediante cromatografia de afinidad en resina
de NTA-Ni*, 20 pl de cada muestra se someti6 a electroforesis en gel SDS-PAGE al 15%.

Columna 1:
Columna 2:
Columna 3:
Columna 4:
Columna 5:
Columna 6:
Columna 7:
Columna 8:
Columna 9:

Marcador de peso molecular “Prestained proteina. MWM broad range” (Bio-Rad).
Resina al final de la purificacion.

Eluido de la resina.

Lavado a pH 8 con 5 mM de imidazol.

Lavado a pH 8 con 10 mM de imidazol.

Lavado a pH 8 con 15 mM de imidazol.

Lavado a pH 8 con 20 mM de imidazol.

Lavado a pH 8 con 50 mM de imidazol.

Lavado a pH 8 con 100 mM de imidazol.

Columna 10: Lavado a pH 8 con 150 mM de imidazol.
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Figura 3.2.13: Purificacién de la PRL25c-r mediante cromatografia de afinidad en resina
de NTA-Ni*, 20 pl de cada muestra se sometio a electroforesis en gel SDS-PAGE al 15%.
Columna 1: Marcador de peso molecular “Prestained proteina. MWM broad range” (Bio-Rad).
Columna 2: Eluido de la resina.
Columna 3: Lavado a pH 8 con 5 mM de imidazol.
Columna 4: Lavado a pH 8 con 10 mM de imidazol.
Columna 5: Lavado a pH 8 con 15 mM de imidazol.
Columna 6: Lavado a pH 8 con 20 mM de imidazol.
Columna 7: Lavado a pH 8 con 50 mM de imidazol.
Columna 8: Lavado a pH 8 con 100 mM de imidazol.

Sin embargo como se puede apreciar, al mismo tiempo que comienzan a eluirse
las proteinas recombinantes, ademas se eluyen en los lavados con 5 mM de imidazol
otras proteinas contaminantes de E. coli, que permanecian unidas a la resina.

Las fracciones donde se observd la mayor pureza de estas proteinas fueron las
elegidas para realizar los sucesivos ensayos. Para el caso de la PRL25r la fraccion
obtenida con 20 mM fue la empleada, para la PRL25a-r se eligi6 la fraccion obtenida
con 50 mM y para la PRL25c-r se cogi6 la fraccion resultante empleando 10 mM de
imidazol. Después de liofilizarlas se resuspendieron en agua bidestilada y se
determinaron las concentraciones de cada una. Estas oscilaban entre 3-5 mg de proteina
por litro de cultivo.

Los niveles de endotoxinas presentes en estas proteinas recombinantes
purificadas fueron inferiores a los limites de deteccion del kit empleado, (menos de 0.1

unidades de endotoxinas/ml).
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3.2.5. Analisis seroldgicos frente a la PRL25r de L. braziliensis.-

Mediante la técnica de ELISA se estudi6 el reconocimiento inmunologico de
esta proteina por individuos con leishmaniasis mucocutdnea y cutanea, asi como por
pacientes con enfermedad de Chagas. Como controles negativos se emplearon sueros de
espanoles de la provincia de Santa Cruz de Tenerife que no habian estado en contacto

con los parasitos que provocan esta enfermedad.

CODIGO |  rpL25T | CODIGO | rpL25T |
LMC | 029 |  Tryl | 1237 |
LMC | 0452 |  Try4 | 2345 |
LMC | 0255 |  Try7 | 1264 |
LMC | 2353 | Try8 | 2468 |
LMC | 2407 | Try10 | 2848 |
LMC | 243 | Try12 | 1335 |
LMC | 2512 | Try14 | 1,558 |
LMC | 2726 | Try15 | 047 |
LMC | 2908 | Try16 | 2918 |
LMC | 2434 | Try21 | 2984 |

LC | 013 | sc1 | 1302 |
LC | 0229 | scc2 | 0631 |
LC | 2605 | s}c3 | 0602 |
LC | 2600 | s/c4 | 1958 |
LC | 2715 | sics | 1287 |
LC | 2415 | s/ce6 | 0765 |
LC | 2488 | sic7 | 0858 |
LC | 2620 | scs8 | 1,021 |
LC | 3050 | s}c9 | 1816 |
LC | 2965 | s/c10 | 1394 |
PROMEDIO | 1,163 | DESVEST | 0473 |

Tabla 3.2.1: ELISA con la PRL25r de L. braziliensis. Los valores de D.O. se tomaron a 490 nm. Los
codigos LC y LMC corresponden a los sueros de pacientes con leishmaniasis cutanea y mucocutanea,
respectivamente, el cddigo Try corresponde a sueros de pacientes con enfermedad de Chagas y los
codigos S/C son los sueros que proceden de personas sanas de la Provincia de Santa Cruz de Tenerife sin
contacto con la enfermedad.

Todos los sueros, incluso los negativos, presentan una gran reactividad frente a
la PRL25r. Como se observa en la tabla 3.2.1 existe reconocimiento de la proteina tanto

por sueros del grupo control negativo como de cada uno de los grupos de pacientes.
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Este mismo ensayo se realizdo por “Western blot” obteniéndose los mismo
resultados. Como revela la figura 3.2.14, todos sueros reconocen en mayor o menor

medida la proteina ribosomal L25 recombinante.
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Figura 3.2.14: “Western blot” con la PRL25r de L. braziliensis:

Columnas 1- 6: sueros de pacientes con leishmaniasis a la dilucion 1:750.

Columnas 7-12: sueros de pacientes sanos de la provincia de Santa Cruz de Tenerife a la dilucion 1:750.
La columna P y 13 corresponden a la banda tefiida con Ponceau para demostrar que la transferencia es
correcta.

3.2.6. Analisis seroldgicos frente a la PRL25a-r de L. braziliensis.-

El extremo amino terminal de la proteina ribosomal L25 de L. braziliensis
presenta una elevada homologia con el mismo extremo amino de la misma proteina
descrita en Trypanosoma brucei (71% de identidad). Sin embargo, esta alta homologia
desaparece cuando se compara con la proteina ribosomal L25 de Homo sapiens, de
Schizosaccharomyces pombe y de rata (31%, 31% y 34% de identidad, respectivamente)
(Gonzalez A C., et. al. 2002).

Por ello, se decidi6 analizar la capacidad diagnostica de este fragmento, frente a
los mismos sueros que se utilizaron en el punto anterior.

Como se puede ver en la tabla 3.2.2, el 100% de los sueros de pacientes con
leishmaniasis y el 70% de los sueros de pacientes con enfermedad de Chagas, presentan

D.O. superiores a 1,3, sin embargo los sueros control negativo no superan D. O. de 0,8.
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CODIGO | rpL25A | CODIGO | rpL25A |
LMC | 1322 | Tryl | 1429 |
LMC | 2405 | Try4 | 2344 |
LMC | 2540 | Try7 | 1680 |
LMC | 2634 | Try8 | 2410 |
LMC | 2565 | Trylo | 2663 |
LMC | 2377 | Tryl2 | 0492 |
LMC | 2448 | Trpl4 | 0217 |
LMC | 2528 | Trpl5 | 0.041 |
LMC | 1943 | Trpl6 | 2543 |
LMC | 3054 | Trp2l | 249 |
LC | 2157 | s}c1 | 0321 |
LC | 2060 | sc2 | 0131 |
LC | 258 | sc3 | 0136 |
LC | 2680 | sc4 | 0602 |
LC | 2647 | scs | o012 |
LC | 2542 | sc6 | 0116 |
LC | 2221 | sc7 | 0138 |
LC | 2949 | s/c8 | 0813 |
LC | 2815 | SC9 | 0628 |
LC | 2933 | S/C10 | 065 |
PROMEDIO | 0,366 |
DESV. EST. | 0,278 |
‘ Pto. de corte | 0,921 |

Tabla 3.2.2: ELISA con la PRL25a-r de L. braziliensis. Los valores de D.O. se tomaron a 490
nm. Los cédigos LC y LMC corresponde a los sueros de los pacientes con leishmaniasis cutanea y
mucocutanea, respectivamente, el coédigo Try corresponde a sueros de pacientes con enfermedad de
Chagas y los codigos S/C son los sueros que proceden de personas sanas de la Provincia de Santa Cruz de
Tenerife sin previo contacto con la enfermedad. Se consideran positivos aquellos sueros que superan el
punto de corte, el cual se establece en la media de los sueros negativos mas dos desviaciones estindar. En
negrita se indican los sueros considerados positivos.

Cuando se analiz¢ esta reactividad por “Western Blot” (figura 3.2.15), los sueros
de pacientes leishmanidsicos, también reconocian la PRL25a-r y los sueros control

negativo no reaccionaron con dicha proteina en idénticas condiciones.
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Figura 3.2.15a Figura 3.2.15b

Figura 3.2.15: “Western blot” con la PRL25a-r de L. braziliensis:

Figura 3.2.15a:

Columnas 1- 6: sueros de pacientes con leishmaniasis a la dilucion 1:750.

Columnas 7-12: sueros de pacientes sanos de la provincia de Santa Cruz de Tenerife a la dilucion 1:750.
La columna P corresponde a la banda tefiida con Ponceau para demostrar que la transferencia es correcta.
Figura 3.2.15b:

Columnas 1-7: sueros de pacientes con leishmaniasis a la dilucion 1:750.

Columnas 8-9: sueros de pacientes sanos de la provincia de Santa Cruz de Tenerife a la dilucion 1:750. La
columna 10 corresponde a la banda tefiida con Ponceau para demostrar que la transferencia es correcta.

3.2.7. Serodiagndsticos con los péptidos sintéticos del extremo amino de la
proteina ribosomal L25 de L. braziliensis.-

Como consecuencia de la antigenicidad que presentaba el extremo amino
terminal de la proteina L25 de L. braziliensis, se decidio sintetizar 3 péptidos que
solaparan esta region amino para intentar identificar algin epitopo responsable del
reconocimiento. Considerando positivos aquellos sueros que superen el punto de corte,
el cual se establece como la media de los sueros negativos mas dos desviaciones
estandar (punto de corte 0,1), el péptido 23083 era reconocido por un 30% (6/20) de los
sueros leishmaniasicos, el péptido 23085 fue reconocido por un 35% (7/20) de los
sueros y el péptido 23089 por un 40% (8/20) de los sueros. Este resultado se muestra en
la tabla 3.2.3.

Con respecto a los sueros de los pacientes chagésicos, el reconocimiento fue de
un 20% para los tres péptidos analizados. Ninguno de los sueros control negativo
presentaron una reaccion positiva con los péptidos analizados, de igual manera que

ocurrid en el ensayo de “Western blot” contra la PRL25a-r.
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cooco | "o | e | mame. | ©%0 | "o | "vome | zass
LR 385 | 0045 | 0042 | 0238 | Tryl | 0101 | 005 | 0053 |
LR449 | 0062 | 0077 | 0069 | Try4 | 0064 | 0063 | 0053 |
LR470 | 0039 | 0052 | 0106 | Try7 | 0109 | 0052 | 0,048 |
LR 471 | 0043 | 0047 | 0046 | Try8 | 0055 | 0042 | 0104 |
LR494 | 0069 | 0058 | 0050 | Tryl0o | 0057 | 0103 | 0,042 |
LR497 | 0066 | 0041 | 0136 | Tryl2 | 0041 | 0047 | 0031 |
LR502 | 0045 | 0050 | 0055 | Tryl4 | 0052 | 0047 | 0,042 |
LR537 | 0055 | 0115 | 0037 | Tryl5 | 0036 | 0059 | 004 |
LR538 | 0062 | 0059 | 0171 | Tryl6 | 0044 | 0112 | 0,042 |
LR539 | 0041 | 0108 | 0055 | Try2l | 0047 | 0048 | 0,103 |
LR517 | 0102 | 0074 | 0053 | | | | |
LR572 | 0041 | 0103 | 0044 | S/CI | 0051 | 0061 | 0044 |
LR584 | 0064 | 0075 | 0128 | s/C2 | 0064 | 0062 | 0037 |
LR618 | 0070 | 0057 | 0102 | S/C3 | 0036 | 0036 | 0026 |
LR620 | 0056 | 0075 | 0050 | S/C4 | 0047 | 0047 | 0,032 |
LR626 | 0103 | 0108 | 0039 | S/C5 | 0047 | 0046 | 0046 |
LR647 | 0109 | 0107 | 0108 | sS/C7 | 006 | 0051 | 0031 |
LR652 | 0105 | 0059 | 0054 | SC8 | 0057 | 006 | 0033 |
LR667 | 0136 | 0119 | 0044 | S/C9 | 0048 | 0046 | 0046 |
LR692 | 0106 | 0111 | 0106 | s/C10 | 0037 | 0058 | 0033 |

PROMEDIO | 0053 | 0052 | 0036 |

DES.EST. | 0010 | 0009 | 0008 |

Pto.Corte | 0073 | 0070 | 0052 |

Tabla 3.2.3: ELISA con los tres péptidos que solapan el extremo amino terminal de la
proteina L25 de L. braziliensis. Los valores de D.O. se tomaron a 490 nm. El c6digo LR corresponde a
los sueros de los pacientes con leishmaniasis cutdnea y mucocutanea, el cédigo Try corresponde a sueros
de pacientes con enfermedad de Chagas y el c6digo S/C son los sueros que proceden de pacientes sanos
de la Provincia de Santa Cruz de Tenerife sin contacto con la enfermedad. Se consideran positivos
aquellos sueros que superan el punto de corte, el cual se establece como la media de los sueros negativos
mas dos desviaciones estandar. En negrita se indican los sueros considerados positivos.

3.2.8. Analisis serologicos frente a la PRL25c-r de L. braziliensis.-

El extremo carboxilo terminal de la proteina L25 de L. braziliensis corresponde
con la region conservada entre sus homodlogas ya descritas. Para poder confirmar si era
este extremo de la proteina el responsable del reconocimiento inespecifico que presenta
la PRL25r, se realizd un “Western blot” empleando como antigeno esta fraccion

terminal de la proteina.
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Figura 3.2.16: “Western blot” con la PRL25c-r de L.
braziliensis:

Columnas 1- 6: sueros de pacientes con leishmaniasis a la
dilucién 1:750.

Columnas 7-11: sueros de pacientes sanos de la provincia
de Santa Cruz de Tenerife a la dilucion 1:750.

Como se puede observar en la figura 3.2.16, todos los sueros ensayados se

comportan de forma idéntica a como ocurria cuando se enfrentaban a la PRL25r.

3.2.9. Respuesta humoral inducida por la PRL25r, PRL25a-r y PRL25c-r de
L. braziliensis en ratones BALB/c.-

Con el fin de conocer si la PRL25r y sus extremos, PRL25a-r y PRL25c-r, de L.
braziliensis eran capaces de desencadenar una respuesta humoral anti-PRL25r, anti-
PRL25a-r y anti-PRL25c-r, se inocularon ratones BALB/c con dichas proteinas
recombinantes por via subcutdnea. En todos los casos, la proteina fue purificada y
dializada frente a PBS, inoculando dichas proteinas en tres dosis de 20 pg, los dias 0, 21
y 63 del ensayo. Cada tres semanas, tras la primera inoculacion, se tomaron muestras de
sangre del plexo retro-orbital de los ratones.

Como se puede observar en la figura 3.2.17, los sueros de los ratones inoculados
con la PRL25r, presentan una respuesta de anticuerpos apreciable frente a esta proteina
(D.O. 0,38 +/- 0,05) a partir de la semana 9, alcanzando en la semana 12 valores de 1,24
+/- 0,04 de D.O., lo que supone un aumento de 24 veces frente al nivel de IgG para los
ratones control (D.O. 0,051). Por otra parte, los ratones inmunizados con la PRL25a-r
sola, muestran una ligera respuesta anti-PRL25a-r a partir de la semana 12, mucho
menor que la proteina completa, con valores de D.O. 4 veces mayor (D.O. 0,26 +/-
0,06) que los ratones control. En la figura se puede observar como los ratones

inmunizados con la PRL25c-r no generan anticuerpos detectables contra esta proteina
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recombinante, siendo los niveles de IgG anti-RPL25c-r iguales a los de los ratones
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Figura 3.2.17: Analisis de la respuesta humoral inducida mediante la inoculacién
subcuténea de 20 pg de la PRL25r, PRL25a-r y PRL25c-r en ratones BALB/c. A partir de la primera
dosis se realizaron sangrias cada tres semanas de todos los grupos establecidos, (apartado 2.31 materiales
y métodos). Niveles de IgG anti-RPL25r (#) detectados mediante ELISA en los sueros de los ratones
inmunizados con la PRL25r. Niveles de IgG anti-PRL25a-r (m) en los sueros de los ratones inmunizados
con la PRL25a-r. Niveles de IgG anti-PRL25c-r () detectados en los sueros de los ratones inmunizados
con la PRL25c-r. Niveles de IgG anti-PRL25r (), de IgG anti-PRL25a-r () y de IgG anti-PRL25c-r (@)
detectados en los sueros de los ratones control inmunizados con solucion salina. La absorbancia se
determina como la diferencia entre la media aritmética de la absorbancia de cada suero a la dilucién 1:100
y la media aritmética obtenida del suero preinmune. Las flechas indican el momento de cada una de las
inmunizaciones.

Ante estos resultados se decidid analizar qué isotipos de inmunoglobulina G
(IgG1 o IgG2a) era responsable de la elevacion de la IgG generada contra la PRL25r y
PRL25a-r. Los resultados se representan en las figuras 3.2.18 y 3.2.19, respectivamente.

Los resultados del analisis de los isotipos muestran que la PRL25r induce una
respuesta tipo IgGl a partir de la semana 9 al igual que ocurre con la IgG total,
alcanzando un valor 4,5 veces mayor (D.O. 0,9 +/- 0,04) que el de los ratones control en
la semana 12. El isotipo Ig(G2a no supera el doble del valor de los ratones control frente
a dicha proteina.

Por otro lado, cuando analizamos la PRL25a-r no se aprecia variacion del isotipo

IgG1 con respectos al raton control, sin embargo, para el isotipo IgG2a los sueros de los
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ratones inmunizados con la PRL25a-r, presentan valores 4 veces mayor (D.O. 0,28 +/-

0,05) que el de los sueros de los ratones control.
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Figura 3.2.18: Analisis del isotipo de inmunoglobulina 1gG1 inducido mediante la inoculacién
subcutédnea de 20 pg de la PRL25r y de la PRL25a-r. Niveles de IgG1 anti-PRL25r () en los sueros
de los ratones inmunizados con la PRL25r. Niveles de IgG1 anti-PRL25a-r (m) en los sueros de los
ratones inmunizados con la PRL25a-r. Niveles de IgG1 anti-PRL25r () y de IgG1 anti-PRL25a-r (~)
detectados en los sueros de los ratones control inmunizados con solucion salina. La absorbancia se
determina como la diferencia entre la media aritmética de la absorbancia de cada suero a la dilucion 1:100
y la media aritmética obtenida del suero preinmune.
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Figura 3.2.19: Andlisis del isotipo de inmunoglobulina 1gG2a inducido mediante la
inoculacion subcutanea de 20 pg de la PRL25r y de la PRL25a-r. Niveles de IgG2a anti-PRL25r (4)
detectados en los sueros de los ratones inmunizados con la PRL25r. Niveles de IgG2a anti-PRL25a-r (m)
en los sueros de los ratones inmunizados con la PRL25a-r. Niveles de IgG2a anti-PRL25r () y de IgG2a
anti-PRL25a-r (©), detectados en los sueros de los ratones control inmunizados con solucion salina. La
absorbancia se determina como la diferencia entre la media aritmética de la absorbancia de cada suero a la
dilucion 1:100 y la media aritmética obtenida del suero preinmune.
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3.2.10. Proliferacion de células esplénicas inducida por la PRL25r, PRL25a-
ry PRL25c-r de L. braziliensis en ratones BALB/c.-

Cuatro semanas después de la segunda inmunizacion (semana 7), los ratones
inmunizados fueron sacrificados y sus bazos fueron extraidos y homogeneizados como
se describe en el apartado 2.29 de material y métodos. Con los esplenocitos obtenidos se
realizaron in vitro los ensayos de linfoproliferacion, enfrentando estas células a
diferentes concentraciones de la PRL25r, PRL25a-r y PRL25c-r. Como se puede
observar en la figura 3.2.20, los esplenocitos de los ratones BALB/c inmunizados con la

PRL25r, no respondian a dicha proteina a ninguna de las concentraciones proteicas

probadas.
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Figura 3.2.20: Proliferacion de células esplénicas de ratones inoculados con la PRL25r,
PRL25a-r y PRL25c-r de Leishmania braziliensis. Los esplenocitos (4x10° por pocillo) procedentes de
los ratones inoculados con: solucion salina (¢, , =), PRL25r (m), PRL25a-r () y PRL25c¢-r (e), fueron
aislados cuatro semanas después de la segunda inmunizacion y estimulados in vitro con distintas
concentraciones (0.2, 4 y 20 pg/ml) de su correspondiente proteina recombinante. Tras el tercer dia de
incubacion se afiadié 0.5 pCi/pocillo de [metil->’H] timidina y las células se incubaron otras 6 horas a
37°C y posteriormente se midi6 el *H incorporado. Todas las muestras se procesaron por triplicado. El
indice de estimulacion se calculd como [media aritmética de las c.p.m. (cultivo estimulado) — media
aritmética de las c.p.m. (cultivo control)] / media aritmética de las c.p.m. (cultivo control).

Cuando se enfrentd la PRL25a-r a los esplenocitos procedentes de los ratones
inoculados con dicha proteina, éstos presentaron una estimulacidon significativa con
respecto al control, con indices superiores a 8§ tanto frente a 4 como a 20 pg/ml de

proteina. La PRL25c-r consigui6 inducir una respuesta linfoproliferativa, aunque menor

97



Ana Gonzalez

que el extremo amino terminal, al enfrentarla a los esplenocitos de los ratones
inmunizados con esta proteina, alcanzdndose indices de proliferacion superiores a 4,5
cuando se empled 4 pg/ml de proteina y de 6,7 al enfrentarlos a 20 pg/ml de proteina.
Como era de esperar ninguna de las proteinas indujeron proliferacion de las células

esplénicas de los ratones control.

3.2.11. Proteccion generada con la PRL25r y la PRL25a-r en ratones
BALB/c infectados con Leishmania amazonensis.-

Para poder conocer si la PRL25r y la PRL25a-r de Leishmania braziliensis,
tienen capacidad de alterar la evolucion de la leishmaniasis cutdnea, se emple6 un
modelo de infeccion experimental, utilizando ratones de la cepa BALB/c, y Leishmania
amazonensis como cepa de Leishmania infectiva.

Las inoculaciones se realizaron en tres dosis de 20 pg de la PRL25r o PRL25a-
1, por via subcutanea, y a intervalos de dos semanas. Dos semanas después de la tltima
inoculacion, se realizo el ensayo de infeccion, inoculando 10° promastigotes infectantes
de Leishmania amazonensis, de la cepa MHOM/BR/77/LTB0016, en la pata trasera
derecha de cada ratbn BALB/c. A partir de la cuarta semana, tras la infeccion, se
realizaron semanalmente las mediciones del tamafo de las lesiones.

En la figura 3.2.21, se muestra la evolucion del tamafio de la pata para cada
grupo de ratones. Los ratones infectados a los que se les habia inoculado solucion
salina, presentaban un tamafo de lesion de 6,17 mm en la octava semana y de 8,4 en la
semana 10. Los ratones inmunizados previamente con la PRL25r mostraron un tamafio
medio de lesion de 5,27 mm en la semana 8 y de 7,13 mm en la décima semana, lo que
supone una disminucion del 15%, con respecto al tamafio de la lesion que desarrollan
los ratones salinos infectados a lo largo de las 14 semanas.

Los ratones inmunizados con la PRL25a-r, mostraron una disminucion del
tamafio de la lesion, con respecto al control, a partir de la semana 7 presentando en la
semana 8 un tamafio medio de las lesiones de 4,6 mm, y de 5,8 mm en la semana
décima, lo que supone una disminucion del tamano de pata del 25% y del 31%,
respectivamente, con respecto al tamafio presentado en los ratones control infectados no
inmunizados. Como se puede observar los ratones salinos sin infectar mostraron un

tamafio medio de pata de 2 mm durante todo el ensayo.
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Figura 3.2.21: Niveles de proteccion generados con la PRL25r y PRL25a-r en ratones
BALB/c infectados con L. amazonensis. Ratones inoculados con solucion salina sin infectar (¢), con
solucion salina (m), PRL25r () y PRL25a-r (), infectados con 10° promastigotes de L. amazonensis dos
semanas después de la tercera dosis. Cuatro semanas tras la infeccion se mide al tamafio de lesion de cada
grupo de raton. El tamafio de la lesion en cada semana se representa como la media de las lesiones de
cada raton por grupo.

3.2.12. Niveles de IgG frente a la PRL25r y a su extremo amino en ratones
BALB/c antes y después de la infeccion.-

Con el fin de analizar como afecta la infeccion experimental a la respuesta
humoral que generaban estas proteinas en los ratones, se tomaron muestras de sangre
del plexo retro-orbital de cada raton, 14 semanas después de la infeccion y se
compararon con los valores de IgG obtenidos en el momento de la infeccion. Se
midieron por ELISA los niveles de IgG y de cada isotipo de inmunoglobulina G (IgG1 e
IgG2a) de los sueros de cada grupo de ratones, frente a la PRL25r y a la PRL25a-r.

Como se muestra en la figura 3.2.22, no se aprecia un aumento significativo del
valor medio de los niveles de IgG anti-PRL25r 14 semanas después de la infeccion,
obteniéndose valores de D.O. de 1,25 (+/- 0,4) en ambos casos. Cuando analizamos los
sueros de los ratones no vacunados vemos que los valores de IgG anti-PRL25r

aumentan tres veces en los ratones control tras la infeccion.
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Figura 3.2.22: Analisis de la respuesta humoral mediante ELISA inducida en ratones
BALBI/c, antes y después de la infeccion con 10° promastigotes de L. amazonensis. Niveles de IgG
anti-PRL25r detectados en los sueros de los ratones inmunizados con PRL25r antes y después de la
infeccion, respectivamente (= y m). Niveles de IgG anti-PRL25r detectados en los sueros de los ratones
inmunizados con solucion salina antes y después de la infeccion, respectivamente ( y ). La absorbancia
se determina como la diferencia entre la media aritmética de la absorbancia de cada suero a la dilucion
1:100 y la media aritmética obtenida del suero preinmune.

La evolucion de los isotipos de inmunoglobulinas IgG1 e IgG2a, antes y después
de la infeccion con L. amazonensis en este grupo de ratones, se muestra en las figuras
3.2.23y3.2.24.

Los valores del isotipo IgG1 detectados en los sueros de los ratones frente la
PRL25r presenta un ligero aumento después de la infeccion (1,45 veces), con valores de
D.O. de 1,1 (+/- 0,09) y 1,61 (+/- 0,08), antes y después respectivamente. Los niveles de
IgG2a pasan de 0,11 D.O. antes de la infeccion a 0,05 D.O. después de la infeccion, lo
cual supone una ligera disminucion.

Cuando analizamos los niveles de IgG1 e IgG2a, (figuras 3.2.23 y 3.2.24) en los
sueros de los ratones control no vacunados observamos que existe un aumento de ambas
inmunoglobulinas IgG1l e IgG2a de siete veces después de la infeccion, cuando se

enfrenta a la PRL25r.
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Evolucion de |gGl frente ala PRL25r O preinfeccién vacunados
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Figura 3.2.23: Analisis del isotipo de inmunoglobulina 1gG1 mediante ELISA inducido
mediante la inoculacién subcutanea en ratones BALB/c, antes y después de la infeccion con 10°
promastigotes de L. amazonensis. Niveles de IgG1 anti-PRL25r detectados en los sueros de los ratones
inmunizados con PRL25r antes y después de la infeccion, respectivamente (m y m). Niveles de IgG1 anti-
PRL25r detectados en los sueros de los ratones inmunizados con solucion salina antes y después de la
infeccion, respectivamente ( 'y ). La absorbancia se determina como la diferencia entre la media
aritmética de la absorbancia de cada suero a la dilucion 1:100 y la media aritmética obtenida del suero
preinmune.

., O preinfeccion vacunados
Evolucion de IgG2a frente a la PRL25r | gpostinfeccion vacunados
O preinfeccion control

1,8 1 O postinfeccién control
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Suero de los ratones (dilucién 1:100)

Figura 3.2.23: Analisis del isotipo de inmunoglobulina 1gG2a mediante ELISA inducido
mediante la inoculacién subcutanea en ratones BALB/c, antes y después de la infeccion con 10°
promastigotes de L. amazonensis. Niveles de IgG2a anti-PRL25r detectados en los sueros de los ratones
inmunizados con PRL25r antes y después de la infeccion, respectivamente (m y m). Niveles de IgG2a
anti-PRL25r detectados en los sueros de los ratones inmunizados con solucion salina antes y después de
la infeccion, respectivamente ( y ). La absorbancia se determina como la diferencia entre la media
aritmética de la absorbancia de cada suero a la dilucion 1:100 y la media aritmética obtenida del suero
preinmune.
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La figura 3.2.25 muestra los valores de anticuerpos especificos contra la
PRL25a-r en el grupo de los ratones BALB/c inmunizados con dicha proteina, antes y
después de la infeccion con L. amazonensis. Como se puede observar, no se existen
variaciones significativas de los niveles de IgG anti-PRL25a-r antes y después de la
infeccion con L. amazonensis, dando valores de D.O. de 0,3 (+/- 0,06) y 0,27 (+/- 0,03),
respectivamente. Cuando analizamos los niveles de IgG en los sueros de los ratones
control, (figura 3.2.25), observamos que existe un aumento en los niveles de IgG de 3

veces tras la infeccion.

O preinfeccion vacunados
B postinfeccién vacunados
0,5 O preinfeccion control

O postinfeccioén control

Evolucion de IgG frente a la PRL25a-r

04

0,3 1

D.0O. 490 nm

0,2 4

0,1 —

0-

Suero de ratones (dilucién 1:100)

Figura 3.2.25: Analisis de la respuesta humoral mediante ELISA inducida en ratones
BALB/c, antes y después de la infeccién con 10° promastigotes de L. amazonensis. Niveles de IgG
anti-PRL25a-r detectados en los sueros de los ratones inmunizados con PRL25a-r antes y después de la
infeccion, respectivamente (m y m). Niveles de IgG anti-PRL25a-r detectados en los sueros de los ratones
inmunizados con solucion salina antes y después de la infeccion, respectivamente (- y ). La absorbancia
se determina como la diferencia entre la media aritmética de la absorbancia de cada suero a la dilucion
1:100 y la media aritmética obtenida del suero preinmune.

Las figuras 3.2.26 y 3.2.27 muestran los niveles de los isotipos de
inmunoglobulinas IgG1 e IgG2a anti-PRL25a-r, que presentaba cada grupo de raton,
antes y después de la infeccion con L. amazonensis.

Con respecto a los sueros procedentes de los ratones inmunizados con la
PRL25a-r se observa que los valores de IgG1 anti-PRL25a-r después de la infeccion
disminuyen la mitad tras la infeccion, presentando valores de D.O. de 0,28 antes (+/-
0,05) y de 0,13 después (+/- 0,03), (figura 3.2.26). El isotipo IgG2a de estos mismos

ratones aumenta 1,2 veces después de la infeccion.
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Figura 3.2.26: Analisis del isotipo de inmunoglobulina 1gG1 inducido en ratones BALB/c,
antes y después de la infecciéon con 10° promastigotes de L. amazonensis. Niveles de IgGl anti-
PRL25a-r detectados en los sueros de los ratones inmunizados con PRL25a-r antes y después de la
infeccion, respectivamente (m y m). Niveles de IgG1 anti-PRL25a-r detectados en los sueros de los
ratones inmunizados con solucion salina antes y después de la infeccion, respectivamente ( y ). La
absorbancia se determina como la diferencia entre la media aritmética de la absorbancia de cada suero a la
dilucion 1:100 y la media aritmética obtenida del suero preinmune.
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Figura 3.2.27: Analisis del isotipo de inmunoglobulina IgG2a inducido en ratones BALB/c,
antes y después de la infeccion con 10° promastigotes/ml de L. amazonensis. Niveles de IgG2a anti-
PRL25a-r detectados en los sueros de los ratones inmunizados con PRL25a-r antes y después de la
infeccion, respectivamente (= y m). Niveles de IgG2a anti-PRL25a-r detectados en los sueros de los
ratones inmunizados con solucidn salina antes y después de la infeccion, respectivamente ( 'y ). La
absorbancia se determina como la diferencia entre la media aritmética de la absorbancia de cada suero a la
dilucion 1:100 y la media aritmética obtenida del suero preinmune.

Cuando analizamos los niveles de IgGl e IgG2a en los sueros de los ratones
control sin vacunar, (figuras 3.2.26b y 3.2.27b) observamos que existe un aumento de

1,5 veces del isotipo IgG1 y de 3,6 del IgG2a.
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3.2.13. Discusion.-

En este trabajo se ha realizado la purificacion de la PRL25r de Leishmania
braziliensis, asi como el clonaje, expresion y purificacion de los fragmentos
codificantes de su extremo amino y carboxilo terminal, en dos vectores de expresion
procariotas diferentes, generandose los clones pQE-L25A y pCR-L25C. La utilizacion
del protocolo descrito por Maraiion C., et. al. 2000, nos permitio solubilizar y purificar
las proteinas recombinantes bajo condiciones nativas evitando asi la utilizacion de
agentes desnaturalizantes.

La busqueda de proteinas antigénicas con sensibilidad y especificidad, es la
posible solucion para el diagnostico rapido de enfermedades causadas por especies del
género Leishmania (Kar K. 1995; Jaffe C.L., et. al. 1988; Reed S.G., et. al. 1990). En la
actualidad se han estudiado diferentes proteinas tales como las proteinas de choque
térmico (Ang D., et. al. 1991; Young D.B. 1992; Zurita A.L, et. al. 2003), histonas
(Soto M., et. al. 1995¢; Carmelo E., et. al. 2002) o proteinas ribosomales acidas (LiP2a,
LiP2b, LiP0/LcP0) (Soto M., et. al. 1993; Soto M., et. al. 1995; Soto M., et. al. 1995b;
Soto M., et. al. 1996; Gonzalez A.C., et. al. 2002), que son proteinas que actiian como
importantes antigenos durante la infeccion con Leishmania. La gran identidad que
presentan con sus homologas de otras especies, provocan la aparicion de reacciones
cruzadas con anticuerpos generados por otros agentes infecciosos (Enfermedad de
Chagas) asi como en procesos de autoinmunidad, (Lupus Eritematoso Sistémico). En el
caso de las proteinas ribosomales acidas P2a y P2b de L. infantum, el uso de las
proteinas recombinantes correspondientes a la regidon menos conservada de estas
proteinas, consigue eliminar las reacciones cruzadas y reconocer los sueros de pacientes
con leishmaniasis humana, LMC y LV (Soto M., et. al. 1995b; Soto M., et. al. 1996).

En el caso de la PRL25r cuando se presenta como proteina recombinante
completa es reconocida por todos los sueros, incluso los procedentes de individuos
sanos, comprobandose que es el extremo carboxilo terminal el responsable de la
inespecificidad. Sin embargo cuando se analizan los mismos sueros frente a su extremo
amino terminal, se aprecia una importante diferencia en el reconocimiento de esta
proteina por parte de los sueros de los pacientes y de los individuos sanos. Por lo tanto,
el uso de regiones no conservadas dentro de proteinas conservadas aumenta la
especificidad de la proteina y las hace utiles para el uso diagnostico.

El péptido 23089 ha sido el que mayor reconocimiento a presentado, sin

embargo, no se puede delimitar un epitopo concreto dentro de esta region. Si

104



Ana Gonzalez

comparamos el reconocimiento por parte de estos sueros, de las proteinas recombinantes
y de los péptidos, los valores son mucho menores en el caso de los péptidos,
caracteristica que ya ha sido descrita por otros autores.

La capacidad inmunogénica de la PRL25r de L. braziliensis se pone de
manifiesto en los ensayos de ELISA que se representan en las figuras 3.2.17, 3.2.18 y
3.2.19. Estos ensayos nos permiten concluir que la inoculacién subcutdnea de la
PRL25r, en ausencia de adyuvante, es capaz de generar una respuesta humoral en
ratones de la cepa BALB/c a partir de la segunda inoculacion siendo maxima tras la
tercera inmunizacion y que el isotipo de IgG generado es de tipo IgGl, el cual se
mantiene después de la infeccion con Leishmania amazonensis. Por otra parte esta
elevada respuesta humoral en ratones, genera una escasa proliferacion de los
esplenocitos procedentes de dichos ratones inmunizados con esta proteina. Un caso
similar ocurre con las proteinas recombinantes TSA y LmST1 de L. major cuando son
inoculadas en esta cepa de ratones via subcutanea. Estas proteinas generan un aumento
de los niveles de inmunoglobulinas de isotipo IgG1 pero no IgG2a y ademas, los
esplenocitos no se estimulan cuando se les presentan estos antigenos (Campos-Neto A.,
et. al. 2001). Una posible explicacion ante estos resultados podria ser que estos
antigenos no son presentados en el bazo sino en ganglios linfaticos periféricos. El hecho
de que exista reconocimiento de la PRL25r por parte de los sueros de los ratones
infectados sin previa vacunacion y que su respuesta no se polarice hacia el isotipo IgGl
sino que se obtiene una mezcla de ambas, indica la capacidad moduladora de esta
proteina como vacuna aunque para este tipo de parasitosis seria de desear que la
respuesta tendiese hacia la proliferacion de linfocitos Thl. Con respecto a la evolucion
del tamafio de las lesiones en los ratones a los que se les ha inoculado esta proteina,
lejos de generar una gran proteccion, si se observa una ligera disminucion del tamafio de
la lesion con respecto a los ratones no vacunados. Un efecto similar ocurre cuando se
inoculan ratones de la cepa BALB/c con la proteina Leish-111f de L. major, en este
caso la proteina genera una respuesta celular de tipo Th2 lo que indujo la sintesis de
inmunoglobulinas del isotipo IgG1, ésto condujo a la escasa capacidad protectora que
presentaba esta proteina después de la infeccion con L. mayor (Coler R.N., et. al. 2002).

Tomando estos datos podemos concluir que la PRL25r es inmunogénica en
ratones BALB/c y ademas la respuesta celular la orientada hacia una respuesta de tipo

Th2. Este resultado indica que la PRL25r de L. braziliensis es un inductor de la
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respuesta humoral en ratones, aun cuando el grado de conservacion entre esta proteina y
su homologa del raton es del 67%.

En cuanto al extremo carboxilo terminal de la proteina ribosomal L25 (PRL25c¢c-
r) presenta una elevada capacidad de proliferacion linfocitaria cuando se enfrenta a los
esplenocitos procedentes de los ratones inmunizados con dicha proteina, aunque no
genera aumento de la inmunoglobulina IgG especifica, sin embargo, tanto los sueros de
los individuos sanos como los leishmaniésicos son capaces de reconocerla. Esto nos
hace pensar que estos anticuerpos son debidos a proteinas de otras especies y no a la
PRL25c-r de L. braziliensis. Por otra parte, no se analizo su capacidad protectora debido
a la identidad que presenta su secuencia de aminoacidos con las PRL25 de los
potenciales hospedadores de L. braziliensis.

El extremo amino terminal de la proteina ribosomal L25 (PRL25a-r), es la
region menos conservada evolutivamente entre las PRL25 descritas de eucariotas.
Cuando se inocula de forma subcutdnea sin adyuvante, presenta gran capacidad de
proliferacion linfocitaria al enfrentarla a los esplenocitos de los ratones inmunizados
con dicha proteina. Sin embargo, so6lo induce una ligera respuesta humoral que se
polariza hacia la formacién de inmunoglobulinas del isotipo IgG2a, isotipo que se
mantiene tras la infeccion con L. amazonensis en los ratones vacunados. Estos mismos
ratones presentaron una disminucion del tamafio de lesion del 31% con respecto al
tamafio que presentaban por los ratones sin vacunar.

Se acepta que una proteina genera inmunidad protectora frente a Leishmania si
es capaz de inducir una respuesta de tipo Thl y evitar la activacion de la respuesta tipo
Th2 (Sjolander A., et. al. 1998). Este es el caso de los antigenos gp63, gp46/M2 y PSA-
2 de L. major, LiP2a de L. infantum o el factor de iniciacion LelF de L. braziliensis que
protegen a estos ratones de la leishmaniasis (Handman E., et. al. 1995, Soto M., et. al.
2000, Skeiky Y. A. W., et. al. 1998). La ligera proteccion generada por la proteina
L25a, similar a la obtenida por Solioz et. al. con la H1 de L. major (1,6 mm de
reduccion en el tamaio de la lesion con respecto a los ratones control) (Solioz N., et. al.
2000), puede deberse a la capacidad que presenta esta proteina de polarizar la respuesta
inmune hacia el tipo Thl.

Por lo tanto, podemos considerar que la PRL25a-r, podria ser un fragmento 1til

para formar parte de un multiantigeno capaz de inducir proteccion.
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3.3. PROTEINA HELICASA

3.3.1. Obtencion de las secuencias contiguas al gen que codifica a la proteina
ribosomal L14 de Leishmania braziliensis.-

Debido al hecho de que los genes de las proteinas ribosomales se organizan en
operones en la mayoria de los organismos, quisimos investigar si en el caso de
Leishmania braziliensis ocurria de la misma manera, por lo que analizamos la secuencia
de nucleotidos contiguos al gen que codifica la proteina ribosomal L14. Para ello se
digiri6 el ADN del fagoA-L14 con diferentes enzimas de restriccion, previamente
purificado como se describe en el apartado 2.6.2 de materiales y métodos (Gonzélez
A.C., et. al. En prensa). Se eligio la enzima Sacl por que con ella se obtuvieron
fragmentos con tamafos adecuados para poder ser clonados en vectores procariotas. La
figura 3.3.1 muestra los cuatro fragmentos de 6Kb, 4Kb, 2Kb y 1Kb, que se logran tras

digerir con esta enzima Sacl.

Brazo del fago 20kb
Brazo del fago 9kb
Fragmento 6kb
Fragmento 4kb
Fragmento 2kb
Fragmento 1kb

Figura 3.3.1: Electroforesis en gel de agarosa al 1% donde se visualiza la digestion del clon
fagoA-L14 con la enzima de restriccion Sacl.
Columna 1: Marcador de peso molecular fago A cortado con Hind II1.
Columna 2: FagoA-L14 digerido con Sacl. Brazo mayor del fago de 20kb, brazo menor del fago de 9Kb,
fragmentos de 6kb, 4kb, 2kb y 1kb.

Una vez purificado cada fragmento, se realiz6 el clonaje en el vector pUC18
digerido con la misma enzima y desfosforilado con fosfatasa alcalina. Se obtuvieron
varios clones, para cada fragmento, que se confirmaron por la digestiéon con la enzima
Sacl, y se denominaron p18Scl(a,b,c), p18Sc2 (a, b), p18Sc4 (a,b) y pl8Sc6 (a, b),
(figuras 3.3.2ay 3.3.2b).

107



Ana Gonzalez

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Fragmento 4kb

pUC18 digerido con Sacl
Fragmento 2kb

Fragmento de 1kb

Figura 3.3.2a: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%.
Columna 1: Marcador de peso molecular fago A digerido con Hind III.
Columnas 2-4: Digestion de los clones p18Scla, b y ¢, respectivamente con Sacl.
Columnas 5-6: Digestion de los clones p18Sc2a y b, respectivamente con Sac L.
Columnas 7-8: Digestion de los clones p18Sc4a y b, respectivamente con Sac 1.
Columna 9: Marcador XI.

< Fragmento 6kb

< pUC18 digerido con Sac |

Figura 3.3.2b: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%.
Columna 1: Marcador IX.
Columnas 2-3: Digestion de los clones p18Sc6a y b, respectivamente con Sacl.

Las secuencias de los primeros 400 nucleodtidos de los extremos de cada uno de
los clones, empleando los cebadores pUC/M13 forward y pUC/MI13 reverse, se
analizaron por medio del programa FASTA y los datos proporcionados demostraron que
los clones p18Scl y p18Sc6 contenian un inserto homologo a los genes de la familia de

proteinas DEAD/DEAH-box helicasas. Se observo que el inserto del clon p18Scl tiene
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un 54% de identidad con la secuencia de nucleodtidos del gen de Mus musculus que
codifica la proteina HELG. De igual forma la secuencia obtenida del extremo amino del
inserto del clon p18Sc6 presenta un 50% de identidad con la secuencia descrita para una
DEIH-box ARN/ADN helicasa de Arabidopsis thaliana.

En las figuras 3.3.3a y 3.3.3b se muestran los FASTAS obtenidos con los clones
p18Scl y p18Sc6, respectivamente.

Puntuacién Valor

Secuencias que producen un alineamiento significativo: (trozos) E

tr|AB047557]Q99PU8B|C6157413C98A1200 (DHX30..)HELG.[Mus musculus] 87 7e-17
tr| BCO04082] Q99KN7 | 78E44861183F49E8 (DHX30)Similar to KIAA0O890 p.. . 87 7e-17
tr|BC016202|Q91WA7 | 2DB769E729F6D469 (DHX30)Hypothetical protein.... 87 7e-17
tr|BC015029]AAH15029|D3417B4C609F6360 DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box. .. 87 7e-17
tr]|AP002541]1Q94J19]673D784AEC752A08 (P0494A10.16)Putative ATP-de... 76 le-13
tr|AF283512]Q8NG17 | FOOA43BACA74FA72 Putative DEAH-box RNA/DNA he... 75 2e-13
tr|BC053623| AAH53623 | 8994FFE47F14D738 (DHX57)DHX57 protein (Frag... 75 2e-13
tr]AC006200]|Q9ZU53 | 99EA1884230744FE (AT2G01130)Putative RNA heli... 74 3e-13
pir|A84420]A84421]9C10413C43A8DB69 probable ATP-dependent RNA he... 74 3e-13
tr]AL023290]060114|2D7E3942B2A7B310 (SPBC15C4.05)Putative ATP-de... 72 2e-12
tr|AB040921|Q9P240|FB7B297BB7883D79 (KI1AA1488)Hypothetical prote... 71 3e-12
tr]AC073555]Q9C734]917600648F95A9C4 (F1114_16)Hypothetical prote... 71 3e-12
tr|AF217190]Q9H2U1]6368B27AB4040239 (MLE1)MLEL1 protein.[Homo sa... 71 3e-12
tr|BC036035]Q81YE5 | 18B2899CEFF61628 Similar to DEAD/H (Asp-Glu-A. .. 71 3e-12

Figura 3.3.3a: Fasta del extremo carboxilo del clon p18Scl

Puntuacién Valor

Secuencias que producen un alineamiento significativo: (trozos) E

tr|D84225]Q9SMG9 | 35E4092B358660C4 DEIH-box RNA/DNA helicase.[Ara... 96 8e-20
tr|APO03377]Q8LIX3|DDD77EE237CD4327 (OSJINBBO053G03.15)Putative D... 94 3e-19
tr|U10245]Q38800]|26A2255F64D72163 Col-0 putative RNA helicase A.... 93 7e-19
tr]AC002340]|Q8RYE1]2087F706D4DD45A1 (AT2G30800)Putative RNA heli... 93 7e-19
tr|AB047557]Q99PU8B]C6157413C98A1200 (DHX30..)HELG.[Mus musculus] 90 6e-18
tr|BC0O04082] Q99KN7 | 78E44861183F49E8 (DHX30)Similar to KIAA0890 p.. . 90 6e-18
tr|BC016202|Q91WA7 | 2DB769E729F6D469 (DHX30)Hypothetical protein.... 90 6e-18
tr|BC015029 | AAH15029 | D3417B4C609F6360 DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box. .. 90 6e-18
tr]|AB0O05245]Q9FF84]0644650B136EB1A0 ATP-dependent RNA helicase A... 90 7e-18
tr|BC036035]Q81YE5 | 18B2899CEFF61628 Similar to DEAD/H (Asp-Glu-A. .. 84 4e-16
tr|AB040921|Q9P240|FB7B297BB7883D79 (KI1AA1488)Hypothetical prote... 84 5e-16
tr|AE001228| 083538 | B0209A1C981BCD92 (TP0526)ATP-dependent helica. .. 84 5e-16
tr|AF217190]Q9H2U1 | 6368B27AB4040239 (MLE1)MLEL1 protein.[Homo sa... 84 5e-16
tr]AC007017]Q9SJ58 | E98950DBD25B70B4 (AT2G35920)Putative ATP-depe... 82 2e-15
tr| AK013031 ] Q9CSE8 | AF623AB64B44ED63 (DHX36..)2810407E23Rik prote. .. 81 3e-15
tr| AF448804]Q8VHKI |4DD3298011B8155A (DHX36..)DEAD/H box polypept. . . 81 3e-15

Figura 3.3.3b: Fasta del extremo amino del clon p18Sc6

3.3.2. Secuenciacion completa de los clones p18Scl y p18Sc6.-

Ante la imposibilidad de solapar las secuencias obtenidas empleando los
cebadores universales pUC/M13 forward y pUC/M13 reverse, se disefiaron cebadores
internos a partir de los fragmentos ya secuenciados (sefialadas con fondo gris oscuro en

la figura 3.3.4). Con las nuevas secuencias obtenidas, empleando como molde el fagoi-
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L14, se pudo enlazar los extremos amino y carboxilo, y se consiguid la secuencia

nucleotidica completa del fragmento, (figura 3.3.4).
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Figura 3.3.4: Secuencia de nucledtidos obtenida a partir del clon fagoA-L14 con cebadores
internos especificos. Las secuencias de los cebadores internos especificos estan sefialadas en
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SGF##GSCTFA#KKKRRVQQERRCFHYSLY I FCIFPCK#FFFLRCTPVKITGDGGAPTTT
ITTTQIPADRVEAAPNNAPAAEPFDAHGVRRFEKGRQRPTPRKRTRRERKWGQFSYAAG
ASPASQQSPVQRAAGNDNRSNVDKHDVSTWRRKDFHELVKAFVENQASSELSFPSTLTP
AQRNTVHRIAMAFNLDHRSSGVGSDRTLKLMKIGGAIDALNRQRDAAADGVRIKSIDGY
QGAQELQHSHLSPEDFVALEQALKPHKSSMTKE IKL IASGPPAETRRFRLRQSGLPSAP
KPAQSNARNELQKFRASLPAYRHGPD I IEAVKTNDV IVVCGDTGCGKTTQIPQLLFDSG
IFNKKDD I 1CTQPRRISALSVAQRVATERGESCGDSCGY I IRFENMTSPSTRIVYQTTG
ILLRRLHTEPDLQGVACI IVDEVHERDVETDFCLLLLRDRLRAQAEHPERFKLKLKLVV
MSATVQIETLTSYFEGYNSGRSIPLISIPGTLFPVKEFFLEGVLQKVGAPASAAPAMGL
VAKQKEQKQAGRPAEAAEGNAALYEQLKTSVFDTFDRDVEALVPYDLVCKLILKIHEDS
RSRAESILVFLPGWAATANITAGLLKRSPAARELSILMLHSSLTTTEQQRVFVRPPRHFR
KVVLATGIAEASITINDIVYVIDSGLVKGTSYDPTANTSALKATL IAKANGVQRRGRAG
RLQPGVCYHLLPKAAYDALPDFLPPEIVRSPLEEVCLQLKAIESKEKCSKVLARAMSAP
PEDAIEHAVQFLTDMGAFTAGDESMTNLGRALAELPTHPLLGKMLFTAACFGVLDTVAT
IAAGLSVKSPFIRPQMFEKNASRENLMR IDQGVLSDHFCLVTLFTEWVKSGRSFQYASS
HFADVTTLRSMERTKRQFNLVLGHLLRRALMPGAALVAVRANKGLVRLVLFWSLYPRIA
SIEYRANRDTQNPQVFCWDNKSAAFSANCVLASYKRRDFGANSFVTYYDRMNLEAVLTL
FDGTAVSPIDVLLCLRHVTVRPLPDVPELFLTDTESKLAPPAYMDVDSLPDKENYSAMF
FDGDKKLY IAPKKLASVLHTARDRLDFFLATCIKNVRSNRFPDALIKVLAQIVGYPITG
VDAPTQPAQEALHMDPAILQGIPAGGFLPGFARRPGPDGISLMTTPTAMCRCSMRTLTT
PCSG&QMARRQT&LPPTEFGCLSKRRRRRIVARRQIRRE&STARRREGETSVQGGGGRC
CRCAAGCG IGAKADAARDCVEPRAAEKREEVEEESDDDDEDV I'VGNLNLHTM@SL I SML
LLIIFFFFFNVVSRVVRLVVFHARCVSNWWCRRCTSFFSLL&RSMACLCECLCMCMSMR
ACICLLLRVQUIAHITLRHRSWGKKKKHTGKRQC IKMPQKKNV I VKKAEKRTFFAV#RV@
VPATASLGAGQPALEVTNAHTQQKRLQLAWYPLLA#AEILLTNS&RCSPAIDQRSFCFSA
AARRQPVL1YRPSMTRASLSPVALLFGDFFEQCFFFLLPFQCCKALLFR@ 1 IPLQKKIT
FNAQFLNKSLLQRTTILSGTVEQYAVSAKDNVYRPGRAEALWTYNLKKQWSYGEFDRAR
VHERQ&A

Figura 3.3.5: Secuencia de aminoacidos obtenida a partir de la secuencia de nucledtidos
mostrada en la figura anterior. En verde se sefiala el primer codon de iniciacion (ATG) de la posible
proteina helicasa de L. braziliensis y en rojo se presentan los codones de parada.

Una vez establecida la pauta de lectura, se disend una pareja de cebadores
denominados Hel-a y Hel-b, que nos permitié amplificar la region codificante completa,
empleando como molde el fagoA-L14. El fragmento amplificado, mostrado en la figura
3.3.6, present6 un tamafio de 3000 pb, éste se purificd y se clono en el vector pPGEM-T,
obteniéndose un gran niimero de colonias. Tras seleccionar 10 colonias al azar, se
analizaron mediante PCR colonia, como se describe en el apartado 2.16.3 de materiales
y métodos, dando como resultado el clonaje del fragmento completo en todas ellas,
(figura 3.3.7). A continuacion, se eligid6 uno de los plasmidos recombinantes y se
confirm6 por secuenciacion que el inserto coincidia con la secuencia de nucledtidos

esperada, y se le denominé pGHLb.
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Figura 3.3.6: Electroforesis en gel de agarosa al 1% del producto amplificado por PCR.

Columna 1: Marcador de peso molecular II (Roche).

Columna 2: Marcador de peso molecular X (Roche).

Columna 3: Fragmento obtenido por PCR a partir de 100 ng del ADN fagoA—L14, con los cebadores
Hel-a y Hel-b.

Columna 4: Control negativo de PCR.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

<€— 3000 pb

Figura 3.3.7: Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos obtenidos de la PCR colonia con
10 colonia elegidas al azar.
Columna 1: Marcador de peso molecular X (Roche).
Columnas 2-11: Amplificados obtenidos de cada colonia con los cebadores pQE type III y Hel-b. Todos los clones
dan el tamafio esperado.
Columna 12: Control negativo de PCR
Columna 13: Marcador IT (Roche).

En la figura 3.3.8 se muestra la secuencia definitiva propuesta para este gen,
donde el coddn de iniciacion se representa en azul y el de terminacidn en sefiala en rojo

dando lugar a una region codificante de 3034 pb.
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61
121
181
241
301
421
481
541
601
661
721
841
901
961

1021
1081
1141
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2941
3001

GCTATGGCTT
TCGGCGGCGC
CGACGGCTAC
CAGGCGTTGA
AAACGAGGCG
CGACAGTCTG
GTGCTTCCCT
GGTGTGCGGC
AACAAAAAGG
CGACGGAGCG
CAGTACGCGG
GGCGTTGCGT
TCCGCGACCG
GTCGGCCACA
CTCATCTCGA
GGGCGCCGGC
GCCAGCGGAA
GACCGTGATG
CGCGCTCGCG
GCTGAAGCGC
CAGCAGAGAG
CGAGCATCAC
GACCGCGAAC
GCAGGGCGTT
TTCTCCCACC
GGAGAAGTGC
CAGTTTTTGA
CCGAGCTACC
TGTGGCGACA
GCATCACGGG
TTACTGAATG
GCGCTCGATG
CCCGGAGCAG
ACCCGCGCAT
CAACAAGTCC
AGCTTTGTCA
CGCCGATCGA
CCTCACCGAC
AACTACTCTG
TCCACACCGC
TCCGGACGCG
CAACCTGCAC
CCGGCTTCGC
CTCGATGAGG

TTAACCTGGA
CATCGATGCT
CAAGGTGCAC
AGCCGCACAA
TTTCCGACTA
GCCTTCCCTC
TCCTGCGTAT
GACACGGGGT
ACGATATCAT
GGGCGAATCC
ATTGTCTACC
GCATCATCGT
TCTGCGCGCG
GTGCAAATTG
TTCCTGGAAC
TTCGGCGGCG
GCAGCGGAGG
TTGAGGCGCT
TGCGGAGAGC
TCACCGGCCG
TCTTTGTCAG
CATCAATGAC
ACAAGCGCGC
TGCAGCCGGG
GGAGATTGTG
TCCAAGGTGC
CGGATATGGG
AACGCATCCT
ATTGCGGCCG
AGAATCTGAT
GGTGAAAAGT
GAGCGGACGA
CACTTGTCGC
TGCCAGCATT
GCCGCGTTCT
CGTACTACGA
TGTGCTGCTG
ACCGAAAGCA
CCATGTTTTT
GCGTGACCGC
CTGATCAAGG
AGGAGGCACT
GCGTCGCCCC
ACGCTGACGA

CCACAGGTCA
CTCAACCGCC
AAGAACTGCA
AAGCAGCATG
TTAAGCTCAT
AGCTCCGAAG
CGCCACGGCC
GCGGCAAAAC
TTGCACCCAG
TGCGGTGACA
AGACCACCGG
GGATGAAGTG
CAGGCTGAGC
AGACGCTCAC
TCTTTTTCCC
CCTGCGATGG
GGAATGCCGC
TGTTCCATAC
ATCTTAGTCT
CGCGCGAGCT
GCCGCCGCGA
ATTGTGTACG
TGAAGGCGAC
CGTGTGCTAC
CGGTCGCCTT
TCGCGCGGGC
CGCCTTCACG
CTGCTTGGCA
GGCTCTCCGT
GCGCATCGAT
GGGCGTAGCT
AGCGGCAGTT
GGTACGCGCC
GAGTACCGCG
CGGCGAATTG
CCGCATGAAT
TGCCTGCGCC
AGCTGGCGCC
CGACGGGGAC
CTCGACTTCT
TGCTCGCGCA
CCACATGGAC
GGGCCGGACG
CGCCTTGCAG

AGTGGTGTAG
AACGAGATGC
GCACAGTCAC
ACCAAGGAGA
TGCAAGCGGT
CCGGCTCAGA
CGGATATCAT
AACGCAGATC
CCGCGGCGTA
GCTGCGGCTA
CATCCTGCTG
CATGAGCGCG
ACCCCGAAAG
TTCCTACTTC
GTAAAGGAGT
GGCTCGTTGC
GCTGTACGAG
GACCTTGTGT
TCCTGCCGGG
CTCCATTCTA
CACTTCCGCA
TCATCGACAG
GCTGATCGCG
CACCTTCTAC
TAGAAGAGGT
AATGAGTGCT
GCGGGCGATG
AGATGCTGTT
AAAGTCGCCG
CAGGGCGTCC
TTCAGTACGC
CAATCTGGTG
AACAAGGGGC
CGAACCGAGA
CGTGCTTGCG
CTCGAGGCCG
ACGTCACGGT
TCCCGCCTAC
AAGAAGTTGT
TCCTCGCCAC
GATCGTCGGC
CCCGCCATCC
GAATAAGTCT
CGGCTGA

GCAGCGACCG
CGCGGCGGAT
CTTTCTCCCG
TTAAGCTCAT
CCGCCAGCGG
GCAACGCGCG
CGAGGCCGTG
CCACAGCTAC
TCAGCGCGCT
CATTATCCGG
CGGCGTCTTC
ATGTGGAGAC
GTTCAAACTC
GAGGGGTACA
TTTTCCTCGA
GAAGCAGAAG
CAGTTGAAGA
GCAAGCTGAT
CTGGGCGGCT
ATGTTGCATT
AGGTTGTTCT
CGGGCTTGTG
AAGGCGAATG
CCAAGGCGGC
GTGCCTACAG
CCACCCGAGG
AGAGTATGAC
CACCGCCGCG
TTTATTCGTC
TCTCGGATCA
GTCGTCGCAC
CTCGGTCATC
TGGTGCGTCT
CACTCAGAAC
TCCTATAAGC
TGCTGACGCT
TCGCCCCTTG
ATGGACGTGG
ACATCGCACC
ATGCATTAAA
TACCCCATCA
TGCAGGGGAT
GATGACGACT

CACGCTGAAA
GGTGTTCGGA
AGGATTTTGT
TGCAAGCGGT
AAACGAGGCG
CAACGAGTTG
AAGACCAACG
TGTTCGACTC
TTCGGTAGCG
TTCGAGAACA
ATACTGAGCC
GGACTTCTGC
AAGCTGAAGC
ACAGCGGCCG
AGGGGTGCTC
GAGCAGAAGC
CTTCTGTCTT
CCTCAAGATC
ATCGCGAACA
CCAGTCTGAC
TGCCACCGGC
AAAGGCACGT
GCGTGCAGCG
CTACGATGCG
CTGAAGGCGA
ACGCGATTGA
GAACTTGGGC
TGCTTTGGTG
CGCAAATGTT
CTTCTGCCTC
TTCGCCGACG
TTTTGCGAAG
TGTCCTGTTC
CCCCAGGTCT
GCCGCGACTT
CTTTGACGGA
CCGGATGTTC
ATAGCCTGCC
CAAGAAGCTC
AATGTGCGCT
CCGGCGTCGA
TCCGGCGGGT
CCGACAGCGA

CTGATGAAAA
TCAAGTCTAT
GGCGCTGGAG
CCGCCAGCGG
TTTCCGACTA
CAAAAGTTCC
ATGTGATCGT
TGGCATTTTC
CAGCGTGTCG
TGACAAGCCC
GGATCTGCAG
CTGCTGCTCC
TTGTGGTCAT
CTCCATCCCC
CAGAAAGTGG
AAGCGGGCCG
TGACACGTTC
CACGAGGATT
TTGCGGGCTT
GACGACGGAG
ATCGCCGAGG
CGTACGACCC
CCGAGGACGC
CTGCCGGACT
TCGAGTCGAA
GCACGCCGTG
CGAGCTCTGG
TCCTTGACAC
TGAAAAGAAC
GTCACCTTGT
TCACGACGCT
GGCGTTGATG
TGGTCTCTCT
TCTGCTGGGA
TGGGGCAAAT
ACCGCCGTCT
CCGAGCTTTT
CGACAAGGAA
GCCTCCGTTC
CGAACCGCTT
CGCACCAACG
GGCTTCTTGC
TGTGCCGCTG

Figura 3.3.8: Secuencia de nucleotidos del clon pGHLbD de L. braziliensis.

A partir de dicha secuencia de nucleodtidos se realizd la traduccion teodrica del

gen obteniéndose una proteina de 998 aminoacidos cuya secuencia se observa en la

figura 3.3.9.
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51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951

MAFNLDHRSS
GAQELQHSHL
QSGLPSAPKP
TGCGKTTQIP
GDSCGY I IRF
ERDVETDFCL
GYNSGRSIPL
QKQAGRPAEA
EDSRSRAESI
QRVFVRPPRH
SALKATLIAK
SPLEEVCLQL
GDESMTNLGR
IRPQMFEKNA
ADVTTLRSME
SLYPRIASIE
FVTYYDRMNL
ESKLAPPAYM
DFFLATCIKN
AILQGIPAGG

GVGSDRTLKL
SPEDFVALEQ
AQSNARNELQ
QLLFDSGIFN
ENMTSPSTRI
LLLRDRLRAQ
ISIPGTLFPV
AEGNAALYEQ
LVFLPGWAAI
FRKVVLATGI
ANGVQRRGRA
KAIESKEKCS
ALAELPTHPL
SRENLMRIDQ
RTKRQFNLVL
YRANRDTQNP
EAVLTLFDGT
DVDSLPDKEN
VRSNRFPDAL
FLPGFARRPG

MK1GGAIDAL
ALKPHKSSMT
KFRASLPAYR
KKDD1ICTQP
VYQTTGILLR
AEHPERFKLK
KEFFLEGVLQ
LKTSVFDTFD
ANTAGLLKRS
AEASITINDI
GRLQPGVCYH
KVLARAMSAP
LGKMLFTAAC
GVLSDHFCLV
GHLLRRALMP
QVFCWDNKSA
AVSPIDVLLC
YSAMFFDGDK
IKVLAQIVGY
PDGISLMTTP

NRQRDAAADG
KE IKL IASGP
HGPD I IEAVK
RRISALSVAQ
RLHTEPDLQG
LKLVVMSATV
KVGAPASAAP
RDVEALVPYD
PAARELSILM
VYVIDSGLVK
LLPKAAYDAL
PEDAIEHAVQ
FGVLDTVATI
TLFTEWVKSG
GAALVAVRAN
AFSANCVLAS
LRHVTVRPLP
KLY IAPKKLA
PITGVDAPTQ
TAMCRCSMRT

VRIKSIDGYQ
PAETRRFRLR
TNDVIVVCGD
RVATERGESC
VACI 1VDEVH
QIETLTSYFE
AMGLVAKQKE
LVCKLILKIH
LHSSLTTTEQ
GTSYDPTANT
PDFLPPEIVR
FLTDMGAFTA
AAGLSVKSPF
RSFQYASSHF
KGLVRLVLFW
YKRRDFGANS
DVPELFLTDT
SVLHTARDRL
PAQEALHMDP
LTTPCSG&

Figura 3.3.9: Secuencia de amino&cidos del clon pGHLb de L. braziliensis. En rojo se

sefialan los siete dominios conservados que caracterizan a la familia de proteinas DE(A/I)H-box ARN
helicasa.

El analisis BLASTA de la secuencia aminoacidica propuesta, muestra que esta
proteina tiene una identidad del 56% con la proteina descrita como putativa helicasa de
Oryza sativa (AC091811), presenta un 54%, 55%, 48% y un 49% de identidad con la
putativa ATP-dependiente RNA helicasa A de Oryza sativa (AP002541), de
Arabidopsis thaliana (AB005245), de Homo sapiens (NDH II) (Q08211) y de Mus
musculus (NDH 1II) (O70133), respectivamente. Un 54% de identidad con la proteina
DNA helicasa II de Mus musculus (U92080), un 51% de identidad con la proteina
MLEI1 de Homo sapiens (AF217190) y de D. melanogaster MLE (AE003784) y por
ultimo, con la proteina DEAH-box ARN/ADN helicasa de Homo sapiens (AF283512)

muestra un 52% de identidad.

3.3.3. Estudio de la secuencia de aminoacidos obtenida del clon pGHLb de
L. braziliensis.-

Cuando analizamos la secuencia de aminoacidos propuesta podemos observar la
presencia en las posiciones 247-250 del motivo tipo DExH-box o motivo II, con la

secuencia DEVH.
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Entre los aminoacidos 149-156 se aprecia la secuencia GDTGCGKTT que
corresponde con el motivo de uniéon a ATP o motivo I de esta familia de proteinas.

Estos dos motivos estdn presentes en todas las proteinas de la familia de las
helicasas, asi como en las proteinas que son capaces de unirse e hidrolizar NTPs.

En las posiciones 178-185 y 413-416 se muestran las secuencias TQPRRISA y
FLPG que corresponden con los motivos la y IV, respectivamente. Estos son motivos de
unidn a acidos nucleicos.

También podemos comprobar la presencia del motivo III en la posicion 287-289
con la secuencia SAT, y del motivo VI localizado entre los aminoacidos 515-522. Este
motivo VI, que presenta la secuencia QRRGRAGR, caracteriza a las helicasas que
pertenecen a la superfamilia 2, y es de destacar la presencia del residuo de glutamina
que es fundamental para la interaccidon con el aminodcido histidina del motivo DEVH
antes descrito (Caruthers J.M., et. al. 2002).

A diferencia de otras helicasas la secuencia del motivo V localizado en la
posicion 468-479, no coincide completamente con el descrito por otros autores, ya que
difiere en el segundo y ultimo aminodcido. La asparagina esta sustituida por una glicina
y la glicina del ultimo aminodcido estd reemplazada por un &cido aspartico, sin
embargo, en otros casos como puede ser la ARN helicasa A de humano o en la proteina
MLE de D. melanogaster también se observa un acido aspartico. Por lo tanto la
secuencia en este caso es TGxAExSxTxxD y la considerada consenso es
TNxXxAExSxTxxG. También a diferencia de otras helicasas, esta proteina carece del
dominio de unién a ARN de cadena doble (dsRBD) localizado en el extremo amino,
cuya funcion es aumentar la afinidad de la proteina por los 4cidos nucleicos, y del
dominio RGG-box que se localiza en el extremo carboxilo terminal, estas secuencias
ricas en glicina, se ha postulado que permiten la retencion de la proteina en el nicleo, lo
que conlleva una localizacion nuclear especifica de la proteina (Zhang S. et. al., 1999).
Este dominio también interviene en la unién a acidos nucleicos de cadena simple.

De acuerdo con todo lo descrito podemos clasificar a esta proteina de L.
braziliensis como una helicasa por presentar los 7 motivos caracteristicos de estas
proteinas localizados entre los aminodcidos 149 al 522, ademas pertenece a la
superfamilia 2 por las secuencias que poseen estos motivos y dentro de esta
superfamilia la incluimos con las DExH-box helicasas ya que presenta la secuencia

DEVH como motivo II.
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Motivo 1 Motivo la

GXXGXGKT TQPRRXXA

L.braz VIVVCGDTGCGKTTQIPQ-LLFDSGIFNKKDD-=-—=—=—— = e e 1ICTQPRRISA
T.cruz VWIIVGETGSGKTTQLLQYLYEENLCRTPPCLTEGGDGGGKGKEEKEGEEEEGASEEKRFICTQPRRIAA
Humano VVIIRGATGCGKTTQVPQFILDDFIQNDRAAECN--——-————————————————————— IVVTQPRRISA
S.cere VLIIMGETGSGKTTQLPQYLVEDGFTDQGKLQ--——=—=——————— e —— TIA1TQPRRVAA
D.mela VVIIRGNTGCGKTTQIAQY ILDDYICSGQGGYAN-——————— e~ IYVTQPRRISA
Motivo 11

DEXH

L.braz LSVAQRVATERGESCGDSCGY I IRFEN-MTSPSTRIVYQTTGILLRRLHTEPDLQGVACI IVDEVHERDV
T.cruz ISVAERVAQEMNTRCGSIVGYKVRFDEKLGP-TTRLLFVTDGMMLKELVGDPELRTVSAIMVDEAHERSI
Humano VSVAERVAFERGEEPGKSCGYSVRFESILPRPHASIMFCTVGVLLRKL--EAGIRGISHVIVDEIHERDI
S.cere TSVAARVADEMNVVLGKEVGYQIRFEDKTTPNKTVLKYMTDGMLLREFLTDSKLSKYSCIMIDEAHERTL
D.mela 1SVAERVARERCEQLGDTVGYSVRFESVFPRPYGAILFCTVGVLLRKL--EAGLRGVSHI1VDEIHERDV

Motivo 111
SAT
L.braz ETDFCLLLLRDRLRAQAEHPERFKLKLKLVVMSATVQIETLTSYFEGYNSGRSIPLISIPGTLFPVKEFF
T.cruz NTDILLGLLKDITR-——=—-—- RNK-QLKV IVASAT INAEKL-QFFDG—----- APIFSIKGTNIPVDVSY
Humano NTDFLLVVLRDVVQA---YPE----- VRIVLMSATIDTSMFCEYF—-FNC----P1IEVYGRTYPVQEYF
S.cere ATDILIGLLKDIL------ PQRPTLKL—-LISSATMNAKKFSEFFD----—- NCPIFNVPGRRYPVDIHY
D.mela NSDFLLVILRDMVDT---YPD----- LHVILMSATIDTTKFSKYF—-G1C----PVLEVPGRAFPVQQFF

L.braz LEGVLQKVGAPASAAPAMGLVAKQ-KEQKQAGRP---AEAA---EGNAALYEQLKTSVFDTFDRDVEALV

T.cruz L-——————————- TEPMADYVSATAE————— == e e SVL----RDC--MP
Humano LEDCIQMTHF---VPPPKD—-KKK-KDKDDDG---GEDDDA---NCNLICGDEYGPETRLSMSQLNEKET
S.cere - —-TLQ-—~—-P-———————— EANY ITHAAL -——————- TTIFQI—HTTQSL-
D.mela LEDIIQMTDF---VPSAES—RRKPKEVEDEEQLLSEDKDEAEINYNKVCEDKYSQKTRNAMAMLSESDV
Motivo 1V
FxxG

L.braz PYDLVCKLILKIHEDSRSRAESILVFLPGWAAIAN-I1AGLLKRSPAA-RELSILM-—-LHSSLTTTEQQR
T.cruz PKPL-—————————————— PGDILVFLPGQED IENCAAATVKHSQTSGGQLRPLMVLPIYASLPPREQRR
Humano PFELIEALLKY1—ETLNVPGAVLVFLPGWNL I'YTMQKHLEMNPHFG-SHRYQILP--LHSQIPREEQRK
S.cere ——————————————————— PGDILVFLTGQEEIERTKTKLEE IMSKLGSRTKQMIITPIYANLPQEQQLK
D.mela SFELLEALLMHI—KSKNIPGAILVFLPGWNL IFALMKFLQNTNIFGDTSQYQILP--CHSQIPRDEQRK
Motivo V Motivo VI

TNXAEXSXTXXG QRXGRAGR

L.braz VFVRPPRHFRKVVLATGIAEASITINDIVYVIDSGLVKGTSYDPTANTSALKATL IAKANGVQRRGRAGR
T.cruz IYEVPPPTTRKVVIATNIAETSITIDGVVYVVDCGLCKQNYYNYQSMVEELRVLPISQASAKQRTGRAGR
Humano VFDPVPVGVTKVILSTNIAETSITINDVVYVIDSCKQKVKLFTAHNNMTNYSTVWASKTNLEQRKGRAGR
S.cere IFQPTPENCRKVVLATNIAETSLTIDGIRYVIDPGFVKENSYVPSTGMTQLLTVPCSRASVDQRAGRAGR
D.mela VFEPVPEGVTKIILSTNIAETSITIDDIVFVIDICKARMKLFTSHNNLTSYATVWASKTNLEQRKGRAGR

L.braz LQPG
T.cruz TQRE
Humano STAG
S.cere VGPG
D.mela VRPG

Figura 3.3.10: Multialineamiento de la region central de las DExH-box descritas con la helicasa
de L. braziliensis. L.braz (DEVH-box helicasa de L. braziliensis), T.cruz (DEAH-box RNA helicasa de
Tripanosoma cruzi), Humano (la ARN helicasa A de humano), S.cere (la proteina Prp2p de
Saccharomyces cerevisiae) y D.mela (la proteina MLE de Drosophila melanogaster).
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Como se puede observa en la figura 3.3.10, los motivos de la proteina propuesta
de L. braziliensis se alinean perfectamente con los motivos presentes en otras helicasas
que pertenecen a la superfamilia 2 y en concreto, con las DExH-box ARN/ADN
helicasas dependientes de ATP. Comparando la region central de la DEVH-box helicasa
de L. braziliensis con la misma parte central de su homologa TcRH1 de T. cruzi,
observamos que existe un 46 % de identidad.

Por todo lo anteriormente expuesto podemos concluir que el clon pGHLb
codifica la primera proteina DExH-box RNA/DNA helicasa dependiente de ATP
descrita en L. braziliensis. Esta proteina debe estar involucrada en el procesamiento de
acidos nucleicos ya que presenta los 7 dominios conservados al igual que ocurre con la
DEAH-box RNA helicasa de Trypanosoma cruzi, cuya actividad no se ha demostrado
(Lorenzi H. A., et. al. 2000).

3.3.4. Subclonaje de la secuencia de nucledtidos que codifica la proteina
DEVH-box helicasa de L. braziliensis en el vector de expresion pQE.-

El gen que codificaba la proteina DEVH-box helicasa de L. braziliensis, se
subclond en el vector de expresion pQE. Para ello se utilizé el clon pGHLb como molde
y se procedi6 del mismo modo que en el clonaje del clon pGHLb. El producto
amplificado por PCR se purificé desde un gel de agarosa al 1% y se transformé en un
fragmento romo, empleando el kit comercial SureClone Ligation Kit (Pharmacia
Biotech). A continuacion, el fragmento se insertd en el vector pQE32 (Qiagen)
previamente purificado, linealizado con Sma I y desfosforilado (figura 3.3.11).

Por PCR colonia se seleccionaron los posibles clones, que portaban el inserto en
la orientacion adecuada. De las 10 colonias elegidas al azar, s6lo 2 poseian el inserto
bien orientado, como se muestra en la figura 3.3.12, y se las denominé pQE-HLb1 y
pQE-HLb2. Tras confirmar mediante secuenciacion que el clon pQE-HLb1 portaba el
inserto con la secuencia correcta, bien orientado y en pauta, se realizaron los ensayos de

induccion y solubilizacion.
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Figura 3.3.11: Electroforesis en gel de agarosa al 1% del vector pQE (Qiagen).
Columna 1: Marcador de peso molecular X (Roche).
Columna 2: ADN del vector pQE32 purificado.
Columna 3: 1ug del vector pQE32 digerido con 1U de la enzima Smal.
Columna 4: 1pg del vector pQE32/Smal desfosforilado con 1U de fosfatasa alcalina.
Columna 5: Marcador de peso molecular IT (Roche).

Figura 3.3.12: Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos obtenidos de la PCR colonia
con las 10 colonia elegidas al azar.
Columna 1: Marcador de peso molecular II (Roche).
Columnas 2-11: Amplificados obtenidos de cada colonia con los cebadores pQE type III y Hel-b. Los clones 4 y 9
dan el tamafio esperado.
Columna 12: Control negativo de PCR
Columna 13: Marcador X (Roche).

3.3.5. Expresion y solubilizacion en condiciones nativas de la proteina
recombinante DEVH-box helicasa de L. braziliensis.-

Una vez obtenido el clon recombinante, el ensayo de induccion se realizo
empleando concentraciones de IPTG de 0.05 mM, 0.1 mM, 0.5 mM, 1 mM y 2 mM
durante 2 horas a 37°C en medio LB con Ampicilina (100pg/ml). Como se puede
observar en la figura 3.3.13, se induce la expresion de una proteina de 112 KDa, y las
condiciones Optimas de expresion se consiguen cuando se induce durante 2 horas a 37°C
con 0.1 mM de IPTG.

Los ensayos de solubilizacion se realizaron empleando tampon fosfato 9 mM,
NaCl 50 mM y concentraciones crecientes de SDS (detergente anidnico) como se

describe en el apartado 2.17.1 de materiales y métodos. En la figura 3.3.14 se muestran
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los diferentes precipitados y sobrenadantes obtenidos durante los tres ciclos de

sonicacion.

Figura 3.3.13: Ensayo de induccion de la proteina DEVH-box helicasa recombinante de L.
braziliensis en E. coli.
Columna 1: Marcador de peso molecular “Prestained proteina. MWM broad range” (Bio-Rad).
Columna 2-6: bacterias E. coli transformadas con el plasmido pQE-HLb inducidas durante 2h con 0.05
mM, 0.1 mM, 0.5 mM, 1 mM y 2mM de IPTG, respectivamente.
Columna 7: bacterias E. coli transformadas con el plasmido pQE-HLDb crecidas durante 2h sin inducir .

Figura 3.3.14: Solubilizacion de la proteina DEVH-box helicasa recombinante mediante el uso
de SDS, 10 pl de cada muestra se someti6 a electroforesis en gel SDS-PAGE al 15%.
Columna 1: Marcador de peso molecular “Prestained proteina. MWM broad range” (Bio-Rad).
Columna 2: bacterias E. coli transformadas con el plasmido pQE-HLD crecidas durante 2h sin inducir.
Columna 3: bacterias E. coli transformadas con el plasmido pQE-HLb inducidas durante 2h con 0.1 mM de
IPTG.
Columna 4: Precipitado obtenido tras el primer ciclo de solubilizacién empleando 0.025% de SDS.
Columna 5: Sobrenadante obtenido tras el primer ciclo de solubilizaciéon empleando 0.025% de SDS.
Columna 6: Precipitado obtenido tras el segundo ciclo de solubilizacion empleando SDS al 0.05%.
Columna 7: Sobrenadante obtenido tras el segundo ciclo de solubilizacién empleando SDS al 0.05%.
Columna 8: Precipitado obtenido tras el tercer ciclo de solubilizacion empleando SDS al 0.05%.
Columna 9: Sobrenadante obtenido tras el tercer ciclo de solubilizacién empleando SDS al 0.05%.
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Como se puede observar, la proteina comienza a solubilizarse a partir del
segundo paso de solubilizacion, cuando se empled 0.05% de SDS, pero permanecia, en
su mayor parte, en forma insoluble, sin embargo tras el tercer ciclo de solubilizacion
con 0.05% de SDS, se consigue la solubilizacion completa de la proteina DEVH-box

helicasa.

3.3.6. Purificacion en condiciones nativas de la proteina recombinante
DEVH-box helicasa de L. braziliensis.-

El extracto obtenido tras la tercera solubilizacion fue el empleado para llevar
acabo la purificacion de la proteina, realizando el protocolo descrito en el apartado
2.17.2 de materiales y métodos. En la figura 3.3.15 se observan las diferentes fracciones
proteicas purificadas obtenidas mediante concentraciones crecientes de imidazol (0, 5,

10, 15, 20, 50, 100 y 150 mM).

Figura 3.3.15: Purificacion de la proteina DEVH-box helicasa recombinante de L.
braziliensis mediante cromatografia de afinidad en resina de NTA-Ni%".
Columna 1: Marcador de peso molecular “Prestained proteina. MWM broad range” (Bio-Rad).
Columna 2: Sobrenadante obtenido tras la tercera solubilizacion.
Columna 3: Eluido de la resina.
Columna 4: Lavado a pH 8 con 5 mM de imidazol.
Columna 5: Lavado a pH 8 con 10 mM de imidazol.
Columna 6: Lavado a pH 8 con 15 mM de imidazol.
Columna 7: Lavado a pH 8 con 20 mM de imidazol.
Columna 8: Lavado a pH 8 con 50 mM de imidazol.
Columna 9: Lavado a pH 8 con 100 mM de imidazol.
Columna 10: Lavado a pH 8 con 150 mM de imidazol.

La unién de la proteina recombinante DEVH-box helicasa a la resina es total ya

que no se observan trazas en el eluyente, sino las proteinas de E. coli que no tienen
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afinidad por la resina de Ni*". Durante los pasos de lavado se aprecian restos de
proteinas de la bacteria hospedadora que permanecian unidas a la resina pero con escasa
afinidad. Ademas, a diferencia de lo que ocurre con las proteinas ribosomales descritas
anteriormente, €sta se une con gran afinidad, comenzando a eluir cuando se emplea 50
mM de imidazol, siendo a 100 mM de imidazol la concentracién 6ptima.

Después de dializar las fracciones que contenian la proteina purificada frente a
PBS 0.1X, se liofilizaron, se resuspendieron en agua destilada y se determind su
concentracion, la cual oscilaba entre 2-4 mg por litro de cultivo. No se detectaron

endotoxinas.

3.3.7. Respuesta humoral inducida por la proteina DEVH-box helicasa de L.
braziliensis en ratones BALB/c.-

Con el fin de conocer si la proteina DEVH-box helicasa de L. braziliensis era
capaz de desencadenar una respuesta humoral anti-helicasa, se inocularon ratones
BALB/c con dicha proteina recombinante por via subcutdnea. Se realizaron tres
inmunizaciones los dias 0, 14 y 28 inoculando 20 pg de proteina por dosis. Cada dos
semanas, tras la primera inoculacion, se tomaron muestras de sangre del plexo retro-
orbital de los ratones, siguiendo el protocolo descrito en el apartado 2.28.1 de materiales
y métodos y mediante ELISA se analizo la evolucion de los valores de IgG anti-DEVH-
box helicasa.

Como se puede observar en la figura 3.3.16, los ratones inmunizados con la
proteina DEVH-box helicasa sin adyuvante presentan entre la semana 4 y 10 post-
primera inmunizacion, un aumento progresivo en los niveles de anticuerpo anti-helicasa,
observandose en la semana 6 una respuesta apreciable con valores de 0,68 (+/-0,08) de
D.O., alcanzando en la semana 10 valores de 0,98 (+/- 0,07) de D.O., lo que supone un
aumento de 15 veces frente al nivel de IgG de los ratones control negativo a los que se
les habia inoculado solucion salina (D.O. 0,065 +/-0,01). Los ratones inmunizados con
la proteina emulsionada con adyuvante, muestran entre la semana 4 y 6, post-primera
inmunizacion, un aumento brusco de los valores de IgG anti-helicasa, pasado de 0,448
de D.O. en la semana 4 a 1,299 (+/-0,085) en la semana 6, manteniéndose valores
similares 10 semanas después de la primera inmunizacion, lo que supone un aumento de

29 veces frente al valor de IgG obtenido de los ratones control salino con adyuvante.
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Figura 3.3.16: Andlisis de la respuesta humoral inducida por la proteina DEVH-box
helicasa recombinante en ratones BALB/c. A partir de la primera dosis se realizaron sangrias cada dos
semanas de todos los grupos establecidos, (apartado 2.32 materiales y métodos). Niveles de IgG anti-
helicasa detectados mediante ELISA en los sueros de los ratones inmunizados s6lo con dicha proteina
(m), con la proteina emulsionado con IFA (), con solucion salina (), con solucion salina emulsionada
con IFA (*). La absorbancia se determina como la diferencia entre la media aritmética de la absorbancia
de cada suero a la dilucion 1:100 y la media aritmética obtenida del suero preinmune.

Ante estos resultados se decidi6 analizar qué isotipo de inmunoglobulina G
(IgG1 o IgG2a) era responsable de la elevacion de la IgG generada contra la proteina
DEVH-box helicasa.

El estudio de los isotipos reveld que, 10 semanas después de la primera
inoculacion, los sueros procedentes de los ratones inmunizados con la proteina DEVH-
box helicasa sin adyuvante presentan un aumento de los valores de IgG1 de 16 veces
(D.O. 1,034 +/-0,058) frente al nivel de IgG1 de los ratones inmunizados con solucion
salina (D.O. 0,065 +/- 0,01). Un aumento similar se observa cuando se analizan los
niveles de IgG2a, en este caso los valores aumentan 15 veces (D.O. 0,908 +/- 0,063)
frente a los ratones control (figura 3.3.17). Por lo tanto la inoculaciéon de la proteina
DEVH-box helicasa sin adyuvante genera una respuesta humoral mixta [gG1-IgG2a, lo

que indicaria una respuesta celular mixta Th1-Th2 (Coffman R.L., et. al. 1988).
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Figura 3.3.17: Analisis de los isotipos 1gG1 e IgG2a inducido por la proteina DEVH-box
helicasa. Niveles de IgGl (#) e IgG2a (m) anti-helicasa detectados en los sueros de los ratones
inmunizados s6lo con la proteina DEVH-box helicasa. Niveles de IgGl () e IgG2a () anti-helicasa
detectados en los sueros de los ratones inmunizados con solucion salina. La absorbancia se determina
como la diferencia entre la media aritmética de la absorbancia de cada suero a la diluciéon 1:100 y la
media aritmética obtenida del suero preinmune.

Con respecto a los ratones inmunizados con la proteina emulsionada con
adyuvante no se observa un aumento brusco de los niveles de los isotipos. Sin embargo,
en este caso, 10 semanas post-primera inoculacion, los valores del isotipo IgG1 anti-
helicasa aumentan 24 veces (D.O. 1,110 +/-0,08) frente a los valores de IgG1 (D.O.
0,047) de los ratones control inmunizados con soluciéon salina emulsionada con
adyuvante. Cuando analizamos los niveles de IgG2a observamos que s6lo aumentan 12
veces (D.O. 0,490 +/-0,1) frente a los ratones control (figura 3.3.18). De lo que se
deduce que el efecto del adyuvante desvia la respuesta humoral hacia el isotipo IgG1, lo
que indicaria que la inoculacion de la proteina DEVH-box helicasa emulsionada con

adyuvante polariza la respuesta celular hacia el tipo Th2.
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Figura 3.3.18: Analisis de los isotipos 1gG1l e IgG2a inducido por la proteina DEVH-box
helicasa. Niveles de IgGl (#) e IgG2a (m) anti-helicasa detectados en los sueros de los ratones
inmunizados con la proteina DEVH-box helicasa emulsionada con IFA. Niveles de IgG1 () e [gG2a (©)
anti-helicasa detectados en los sueros de los ratones inmunizados con solucién salina emulsionada con
IFA La absorbancia se determina como la diferencia entre la media aritmética de la absorbancia de cada
suero a la dilucién 1:100 y la media aritmética obtenida del suero preinmune.

3.3.8. Localizacion de la DEVH-box helicasa Leishmania braziliensis
mediante inmunofluorescencia indirecta (IF1).-

Debido a que la DEVH-box helicasa de L. braziliensis es una ARN/ADN
helicasa dependiente ATP por homologia de secuencia de aminodacidos, el estudio de su
localizacion en la célula es de interés para poder delimitar su funcidn. Para realizar este
estudio, se emplearon los sueros procedentes de los ratones inmunizados con la proteina
DEVH-box helicasa emulsionada con IFA obtenidos 6 semanas después de la primera
inmunizacion ya que fueron los que presentaban un valor de D. O. mayor y se sigui6 el
protocolo descrito en el apartado 2.34 de materiales y métodos,

Para detectar la presencia de la proteina DEVH-box helicasa en el parésito, se
fijan promastigotes de L. braziliensis en fase estacionaria de crecimiento con PLP y se
permeabilizan con Triton X-100 al 0,5%. Como primer anticuerpo se emplea el suero
anteriormente descrito a la dilucion 1:20 y 1:100 y como control negativo se utiliza el
suero procedente de los ratones inmunizados con solucidn salina emulsionada con IFA.
Como segundo anticuerpo, se emplea un anti-mouse IgG conjugado con fluoresceina a

la dilucion 1:50. La figura 3.3.19 corresponde a la inmunofluorescencia obtenida tras
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emplear el suero salino control. EI empleo del suero procedente de los ratones
inmunizados con la proteina emulsionada con adyuvante reveld una fluorescencia
citoplasmatica, con una mayor intensidad en la region apical, contraria al polo flagelar
(figura 3.3.20 y 3.3.21), lo cual coincide con la carencia del dominio RGG-box presente
en el extremo carboxilo terminal de las helicasa nucleares descritas. Segin Zhang S., et.
al. en 1999, indicaron que la presencia de este motivo permite la retencion de la
proteina en el nucleo. Otras proteinas incluidas en esta superfamilia 2, como es la Dbp5
humana o la Hel64 de T. brucei que tampoco poseen este dominio RGG-box, presentan

una distribucion similar, no observandose esta proteina en el interior nuclear.

Figura 3.3.19

Figura 3.3.20 Figura 3.3.21

Figura 3.3.19: Control negativo de inmunofluorescencia indirecta.
Figura 3.3.20 y 3.3.21: Inmunofluorescencia indirecta empleando suero anti-DEVH-box helicasa
policlonal.
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CONCLUSIONES:

1°.- La proteina ribosomal L14 en su forma recombinante, no es reconocida ni
por el sistema inmune de los pacientes enfermos de leishmaniasis, ni por el de los
ratones Balb/c inoculados con dicha proteina sola.

2°.- La inmunizacién de ratones Balb/c con la forma recombinante de la proteina
ribosomal L14 con inmunomoduladores, induce una respuesta inmune en los ratones de
tipo Th1 o Th2 dependiendo del adyuvante que la acompaiie.

3°.- A la vista de las conclusiones anteriores, la proteina ribosomal L14 es una
buena candidata a ser utilizada como control para el estudio de moléculas moduladoras
de la respuesta inmunologica.

4°.- El hecho de que la forma recombinante de la proteina ribosomal L14 de
Leishmania braziliensis emulsionada con la Hsp70 de Trypanosoma cruzi, sugiera
inducir respuesta tipo Thl en ratones Balb/c, hace que la propongamos como molécula
util para la proteccion contra el parasito, y pueda ser incluida en un multiantigeno para
dicho fin.

59.- La proteina ribosomal L25 no presenta especificidad para ser utilizada en el
diagnostico de la Leishmaniasis, siendo el extremo carboxilo terminal de la misma, el
responsable de dicha inespecificidad.

6°.- Los isotipos de IgG generados por ratones Balb/c cuando son inoculados con
la proteina ribosomal L25 completa, son diferentes a los generados cuando se inoculan
con su extremo amino terminal.

7°.- Dada la capacidad para reducir el volumen de la lesion generada por L.
amazonensis en ratones Balb/c, proponemos al extremo amino terminal de la proteina
ribosomal L25, para su uso en un multiantigeno vacunal frente a Leishmania sp.

8%.- Se aisla por primera vez en protozoos parasitos pertenecientes al género
Leishmania, un gen que codifica una Helicasa, concretamente, la proteina DEVH-box
RNA/DNA Helicasa.

9°.- La secuencia de la proteina DEVH-box RNA/DNA Helicasa y el estudio de
inmunolocalizacion realizado, nos permite afirmar que esta proteina, en la forma
promastigote de Leishmania braziliensis en fase estacionaria de crecimiento, presenta

localizacion citoplasmatica.
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