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ARTICULO ORIGINAL

El analisis molecular y el inmunogénico sugieren
la ausencia de las proteinas hidrofilicas de superficie en
Leishmania (Viannia) panamensis

Marcel Marin?, Yudy Alexandra Aguilar?, José Robinson Ramirez®, Omar Triana®,
Carlos Enrique Muskus?

! Programa de Estudio y Control de Enfermedades Tropicales (PECET), Facultad de Medicina, Universidad
de Antioquia, Medellin, Colombia

2 Grupo Investigador de Problemas en Enfermedades Infecciosas (GRIPE), Facultad de Medicina, Universidad
de Antioquia, Medellin, Colombia

3 Grupo de Inmunomodulacién, Facultad de Medicina, Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia

4 Grupo de Chagas, Instituto de Biologia, Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia

Introduccién. Los dos subgéneros en los cuales se divide el género Leishmania: Viannia y
Leishmania, presentan diferencias significativas en las manifestaciones clinicas que causan,
en su comportamiento de crecimiento en cultivos in vitro, en sus caracteristicas genéticas y en
la expresion de varias proteinas, entre ellas las de la familia hidrofilica de superficie superficie.
Objetivo. Caracterizar las proteinas hidrofilicas de superficie en Leishmania (Viannia)
panamensis.

Materiales y métodos. Se amplificaron los genes haspen L. (V.) panamensis usando cebadores
especificos para la especie Leishmania (Leishmania) major. Los productos de la amplificacion
fueron clonados, secuenciados y analizados con herramientas bioinformaticas. Posteriormente,
se realizé un analisis serolégico por medio de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas y
Western blot para detectar la presencia de anticuerpos especificos contra las proteinas
hidrofilicas recombinantes de superficie de L. (L.) major en sueros de pacientes con
leishmaniasis de zonas endémicas de Colombia.

Resultados. Se encontrd una copia de un pseudogen en L. (V.) panamensis, el cual present6
una identidad del 60% con el gen haspa de L. (L.) major. S6lo se encontraron anticuerpos
contra las proteinas recombinantes de superficie hidrofilicas en sueros de pacientes con
leishmaniasis visceral.

Conclusion. Estos resultados sugieren que no existe ninguna copia de un gen funcional hasp
en L. (V.) panamensis, lo que indica una pérdida de la familia de genes en esta especie de
Leishmania perteneciente al subgénero Viannia.

Palabras clave: Leishmania, reaccidon en cadena de la polimerasa, clonacién molecular,
datos de secuencia molecular, prueba ELISA, Western blotting.

Molecular and immunological analyses suggest the absence of hydrophilic surface proteins
in Leishmania (Viannia) panamensis

Introduction. The genus Leishmania is divided into two subgenera: Leishmania and Viannia.
The two subgenera present several important differences such as the pathology they cause in
susceptible hosts, their in vitro growth behavior, their genetic characteristics, and the expression
pattern of several proteins, including those of the hydrophilic surface protein family.
Objective. To characterize the hydrophilic surface protein family in Leishmania (Viannia)
panamensis.

Materials and methods. The hasp genes were amplified in L. (V.) panamensis, using specific
primers previously designed to amplify this gene in Leishmania (Leishmania) major. The PCR
products were cloned, sequenced, and the sequences analyzed using common bioinformatics
tools. Secondly, a serological screening was undertaken with an enzyme-linked immunosorbent
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assay and Western blot to detect specific antibodies against the hydrophilic surface recombinant
protein from L. (L.) major.

Results. A copy of a pseudogene was amplified in L. (V.) panamensis which was 60%
homologous with the L.(L.) major orthologous gene. Antibodies responded to the hydrophilic
surface recombinant proteins only in sera from patients with visceral leishmaniasis [Leishmania
(Leishmania) chagasi].

Conclusién. These results suggest the lack of a functional hasp gene in L. (V.) panamensis,
suggesting probably the loss of the complete gene family in this species of the Viannia subgenus.

Key words: Leishmania, polymerase chain reaction; cloning, molecular; molecular sequence
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data, enzyme-linked immunosorbent assay; blotting, Western.

Los parasitos clasificados en el género Leishmania
estan agrupados en dos grandes subgéneros
conocidos como Leishmania y Viannia. En el
subgénero Leishmania se encuentran clasificadas
todas las especies del Viejo Mundo y algunas del
Nuevo Mundo en el complejo mexicana, mientras
qgue el subgénero Viannia esta restringido a
especies del continente americano (1).

En Colombia se presentan casos por Leishmania
sp. de ambos subgéneros; sin embargo, la
mayoria de los aislamientos son de Leishmania
(Viannia) panamensis, seguidos de Leishmania
(Viannia) braziliensis, los cuales causan
leishmaniasis cutdnea y mucocutidnea (2,3),
aunque existen pequefios focos de leishmaniasis
cutanea ocasionados por Leishmania (Viannia)
guyanensisy Leishmania (Leishmania) mexicana.
La leishmaniasis visceral es causada casi
exclusivamente por Leishmania (Leishmania)
infantum chagasi.

Los subgéneros presentan diferencias genéticas,
moleculares, bioquimicas y en la presentacién
clinica de la enfermedad que causan. Entre estas
diferencias se han documentado las siguientes:
1) las especies de Leishmania del Viejo Mundo
son transmitidas al hospedero vertebrado por
insectos del género Phlebotomus, mientras que
las del Nuevo Mundo, entre ellas las de subgénero
Viannia, son transmitidas por insectos del género
Lutzomyia (4); 2) variaciones en el patrén y nivel
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de expresion de algunas moléculas como gp63,
gp46 (5-9) y el glucoconjugado de superficie LPG
(10); 3) el mejor modelo animal para el estudio de
las especies del subgénero Leishmania es el
raton; sin embargo, el hAmster parece ser el mas
adecuado para las especies del subgénero Viannia
(11,12); 4) la comparacion del genomade L. (V.)
braziliensis con el genoma de dos especies del
subgénero Leishmania, Leishmania (Leishmania)
major 'y L. (L.) infantum, reveld diferencias
importantes en varios niveles: L. (L.) majory L.
(L.) infantumtienen 36 cromosomas mientras que
L. (V.) braziliensis tiene 35, quiza como
consecuencia de un evento de fusion entre los
cromosomas 20 y 34 (9,13); la presencia en L.
(V.) braziliensis de genes involucrados en la
maquinaria para ARN de interferencia que estan
ausentes en L. (L.) major (14) y L. (L.) infantum,
la ausencia o inactivacion de genes y proteinas
caracterizados en las especies del Viejo Mundo
a través de pseudogenes; asimismo, la
comparacién de los genomas secuenciados de
estas tres especies han permitido encontrar cinco
genes especificos para L. (L.) major, 26 para L.
(L.) infantumy 47 en L. (V.) braziliensis (9).

Cuatro proteinas hidrofilicas de superficie (HASP)
denominadas HASPALl, HASPA2, HASPB1 y
HASPB2 de L. (L.) major, se relacionan
estrechamente y se expresan exclusivamente en
los promastigotes metaciclicos o infecciosos y
en amastigotes (15-17). Estas proteinas son
codificadas por dos genes diferentes, uno de 222
pb (haspa) y otro de 534 pb (haspb), los cuales
presentan secuencias idénticas en el extremo 5'
y 3'de sus marcos de lectura. La proteina HASPB
contiene 5,5 repeticiones ricas en prolina, que
comprenden el 45% del total de los aminoacidos.
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Cada repeticién contiene 14 aminoacidos divididos
en dos bloques repetitivos de siete aminoacidos:
PKEDGHA y PKNDDHA (15).

La proteina HASPB se ha empleado como molécula
blanco de pruebas diagndsticas en pacientes con
leishmaniasis cutdnea causada por L. (L.) major
(18) y en leishmaniasis visceral por L. (L.)
donovani (19). También se han realizado ensayos
de inmunizacién con la proteina recombinante
HASPB de L. (L.) donovanien el modelo de raton
y se ha podido demostrar que confiere proteccion
contra leishmaniasis visceral (20).

Debido a las caracteristicas que existen entre el
patron de expresion de las proteinas HASP con
la capacidad infecciosa del parasito y su potencial
uso en el desarrollo de pruebas diagndsticas y
esquemas de inmunizacién, en la presente
investigacion se realizé la busqueda de los genes
ortélogos a hasp en cepas de L. (V.) panamensis.

Materiales y métodos
Parasitos

Se utiliz6 ADN purificado de promastigotes de las
siguientes cepas: L. (V.) panamensis de referencia
(MHOM/PA/71/LS94), L. (V.) panamensis
colombianas (MHOM/CO/87/UA140), (MHOM/CO/
94/UA806) y (MHOM/CO/87/UA936), L. (L.) major
(MHOM/JL/80/Friedlin) y (MHOM/SU/73/5ASKH).
Los parasitos se cultivaron en medio definido
M199° (Invitrogen) con suplemento de 10% de
suero fetal bovino a 26 °C y se lavaron por
centrifugacion a 1.000g por 10 minutos a 4 °C.

Sueros

Los sueros empleados en la presente investigacion
se obtuvieron de pacientes con leishmaniasis y
ratones infectados con L. (V.) panamensis, L. (L.)
amazonensiso L. (L.) major. Los pacientes tenian
el diagnostico confirmado por examen directo,
cultivo o reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) realizados en el Programa de Estudio y
Control de Enfermedades Tropicales, PECET, de
la Universidad de Antioquia, Colombia.

A todos los pacientes se les solicité el
consentimiento informado y las muestras se
tomaron siguiendo las indicaciones institucionales
para ese fin, asi como lo expresado en la
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Declaracion de Helsinski. Para la obtencion de
los sueros de los ratones, se solicitd consenti-
miento informado al Comité de Etica de la
Universidad de Antioquia para la experimentacion
con animales.

Aislamiento y purificacién de ADN

El ADN se purific a partir de 1 x 10® promastigotes
empleando el método convencional de fenol:
cloroformo (21). La cantidad y calidad del ADN
gendémico purificado se evalu6 por espectro-
fotometria y electroforesis en agarosa al 1% en
TAE (40 mM Tris, 18 mM acido acético, 2 mM
EDTA pH 8,0) con 0,5 pg/ml bromuro de etidio.

Purificacién de ARN y sintesis de ADNc

Se purificé ARN de promastigotes obtenidos de
la fase logaritmica (dia 3) y estacionaria (dia 6)
de la cepa de referencia L. (V.) panamensis
(MHOM/PA/71/LS94) empleando las condiciones
descritas en Trizol® (Invitrogen). La transcripcion
reversa para la sintesis del ADN copia (ADNc) se
hizo con un oligo-dt y la transcriptasa reversa M-
MuLV® (Fermentas) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. La calidad del ADNc
fue verificada por electroforesis en gel de agarosa
al 1% tefiido con 0,5 pg/ml bromuro de etidio (no
se presenta el dato).

Amplificacion de los genes  hasp

Para la amplificacion del marco de lectura de los
genes haspen las cepas de L. (V.) panamensisy
en L. (L.) major, se empled un par de cebadores
disefiados con la secuencia reportada para el gen
haspbde L. (L.) major(geneDB LmjF23.1060): GBP
sentido (5' CGGGATCCATGGGAAGCTCTTGC
ACG 3") y GBP antisentido (5' CCCAAGCTTCTAG
TTGCCGGCAGCGTG 3'). Estos cebadores
contienen las secuencias de restriccion para las
enzimas BamHI'y Hindlll, respectivamente. La
PCR se realizé con los siguientes reactivos y
concentraciones: 400 ng de ADN o 1 pg de ADNCc,
0,5 mM de cada cebador, 200 mM dNTP, 2 mM
MgCl,, 1X del tampdn de la enzima, 5 Ul/ul Tag
polimerasa y agua hasta un volumen final de
reaccion de 25 pl.

Las condiciones de amplificacion empleadas
fueron: un ciclo inicial de desnaturalizacién del
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ADN a 94 °C por 7 minutos seguido de 30 ciclos
desnaturalizacion del ADN a 94 °C por 1 minuto,
alineamiento de cebadores a 60 °C por 1 minuto,
polimerizacién a 72 °C por 1 minuto y 1 ciclo final
de extensién a 72 °C por 7 minutos. El producto
de la amplificacién se visualizé en gel de agarosa
al 1% tefiido con 0,5 pg/ml de bromuro de etidio.

Clonacién y secuenciacion

Los productos amplificados por PCR fueron
clonados en el vector pPGEM-T-Easy® (Promega)
siguiendo el protocolo del fabricante. La
secuenciacion de los productos se realiz6 en el
University College of London en Inglaterra,
empleando los cebadores que reconocen las
secuencias de los promotores SP6y T7 presentes
en el vector de clonacién.

Analisis bioinformatico

Las secuencias obtenidas fueron analizadas con
BLAST-n (Basic Local Aligment Search Tool-
nucleotide) para determinar si existia homologia
con las secuencias de los genes hasp reportadas
en los bancos de genes de NCBI (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) y geneDB
(http://wvww.genedb.org/genedb/leish/ ).

Expresion y purificacion de proteinas
recombinantes

Los marcos de lectura de los genes haspay haspb
de L. (L.) major previamente clonados y secuen-
ciados en el vector pGEM-T-Easy® (Promega),
fueron subclonados en el plasmido de expresion
pMAL (New England Biolab) usando las
secuencias de restriccion BamH! y Hind Ill.

Las células competentes Escherichia coli TB1
fueron transformadas con los plasmidos de pMAL
que contenian los genes haspde L. (L.) major, se
sembraron en agar Luria-Bertani con 100 pg/ml
de ampicilina (LB/Amp 100 pg/ml) y se incubaron
a 37 °C durante 12 horas.

Una colonia de las bacterias TB1 trasformadas
con el plasmido fue inoculada en 10 ml de LB/
Amp 100 pg/mly se incubd durante toda la noche a
37°Ca 250 rpm.

Este cultivo inicial se empled para inocular un litro
de LB/Amp a 100 pg/ml. Cuando el cultivo alcanz6
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una densidad 6ptica de 0,4-0,6 a 600 nm, se
adicion6 1 mM de isopropil-B-D-tio-galactosido
(IPTG) para inducir la expresion de la proteina
recombinante y se incubé 4 horas adicionales bajo
las mismas condiciones.

El litro de cultivo bacteriano se centrifugd a 4.000g
durante 15 min a 4 °C. Las dos proteinas
recombinantes rHASPB y rHASPA fueron
purificadas en una columna de amilosa siguiendo
las recomendaciones del fabricante (New England
Biolab).

Deteccion de anticuerpos contra la proteina
HASP

Para detectar anticuerpos especificos contra las
proteinas HASP mediante un ensayo FAST®-
ELISA (Falcon Assay Screening Test— Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay) se emplearon
diferentes tipos de sueros de pacientes con
leishmaniasis: ocho de leishmaniasis visceral,
ocho de leishmaniasis cutdnea y seis de
leishmaniasis mucocutanea. Los sueros control
se obtuvieron de tres individuos con prueba de
Montenegro negativa (M-) y tres individuos con
Montenegro positiva (M+).

En una placa para FAST®-ELISA durante toda la
noche a 4 °C se fijaron 100 pug/ml del péptido
sintético correspondiente a la unidad repetitiva de
la proteina HASPB1 de L. (L.) donovani (MHOM/
ET/67/L28) (19) diluido en PBS pH 7,6. Al dia
siguiente se lavaron los pozos con PBS para retirar
el exceso de péptido y se bloquearon con 1% de
albumina sérica bovina en PBS pH 7,2 que
contenia 0,5 M de NaCl y 0,1% de triton X-100.

En cada pozo se adicionaron 200 pl de los sueros
de los pacientes, diluidos 1:100 en la solucién
tampon de bloqueo y la placa se incubé por 2
horas a temperatura ambiente. Posteriormente,
se realizaron cinco lavados con PBS-Tween 0,1%
y se incub6 con el anticuerpo secundario anti-IgG
humano conjugado con peroxidasa® (Bio-Rad)
diluido 1:2000 durante 2 horas en la misma
solucion. La reaccion de FAST®-ELISA se revelo
con 100 pl de una solucion de ortofenildiamina®
(Sigma) como sustrato. La reaccién fue leida con
un lector de ELISA (Bio-Rad) a una longitud de
onda de 490 nm.
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Las pruebas de Western blot se realizaron con
las dos isoformas proteicas recombinantes HASP
de L. (L.) major ('tHASPB y rHASPA) fusionadas
a la proteina MBP (Maltose Binding Protein).
Ambas proteinas se separaron por electroforesis
en gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 12%y se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa, las
cuales fueron bloqueadas toda la noche con 5%
de leche descremada en TBS-Tween 0,1% pH
7,6. Posteriormente, las membranas se cortaron
en tirillas de 0,5 cm y cada tirilla se incub6 con
diferentes sueros diluidos 1:100 en TBS-Tween
0,1% pH 7,6.

Los sueros empleados para las Western blot
fueron: tres sueros de pacientes con leishmaniasis
visceral, tres sueros de pacientes con leishma-
niasis cutdnea y un suero de un paciente con
leishmaniasis cutdnea difusa causada por L. (L.)
amazonensis. También se usaron sueros de
ratones BALB/c, infectados con L. (V.) panamensis,
L. (L.) amazonensisy L. (L.) major.

Como anticuerpos secundarios se emplearon
anticuerpos anti-lgG humano y anti-ratén
conjugados con peroxidasa y diluidos 1:2000
también en TBS-Tween 0,1% pH 7,6. Las tirillas
se revelaron con quimioluminiscencia (Super-
Signal® Pierce) y la sefial de luz generada fue
captada con el sistema Chemi-Doc XRS®
(BioRad).

Resultados

Presencia del pseudogen haspa en L.
panamensis

(V)

En L. (L.) major se amplificaron los dos productos
de PCR, uno de 534 pb y otro de 222 pb, ambos
del tamafio esperado segln lo reportado en la
literatura (15), aunque el fragmento de 222 pb
amplificé con mayor eficiencia.

En las cepas de L. (V.) panamensis (MHOM/PA/
71/LS94), (MHOM/CO/87/UA140), (MHOM/CO/
94/UA806) y (MHOM/CO/87/UA936, se amplificd
un fragmento de 400 pb y otro de 850 pb (figura 1).

El analisis de las secuencias de 534 y 222 pb
amplificadas en L. (L.) major presenté un 100% de
identidad con la reportadas en geneDB. Por el
contrario, las secuencias obtenidas de los
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Figura 1. Amplificacion del gen haspb a partir de ADN de L.
(V.) panamensis. Se observa un producto de 400 pb y otro
de 850 pb en las cepas de L. (V.) panamensis; las cepas
control de L. (L.) major amplificaron en el tamafio esperado
(534 y 222 pb). Carril 1: L. (V.) panamensis (MHOM/PA/71/
LS94); carril 2: L. (V.) panamensis (MHOM/CO/87/UA140),
carril 3: L. (V.) panamensis (MHOM/CO/94/UA806); carril 4:
L. (V.) panamensis (MHOM/CO/87/UA936); carril 5: L. (L.)
major (MHOM/JL/80/Friedlin); carril 6: L. (L.) major (MHOM/
SU/73/5ASKH); carril M: Marcador de peso molecular.

amplificados de L. (V.) panamensis no presentaron
identidad significativa con ninguna de las
secuencias de hasp reportadas, ni mostraron las
repeticiones caracteristicas de este gen observa-
das en L. (L.) major (no se muestran los datos).

No hubo amplificacion a partir del ADNc obtenido
en la fase logaritmica (dia 3) de la cepa de
referencia (MHOM/PA/71/LS94) de L. (V.)
panamensis, sin embargo, con el ADNc de la fase
estacionaria (dia 6) se logré amplificar y secuenciar
un fragmento de 450 pb que tuvo una identidad
del 60% en relacion con la secuencia del gen
haspa de 222 pb de L. (L.) major (LmjF23.1088)
(figura 2a). Cuando se analiz6 la secuencia de
450 pb con un programa traductor de secuencias
de nucledtidos a aminoacidos (http://www. nchi.
nim.nih.gov/projects/gorf/), se encontré un marco
de lectura en los primeros 300 pb que contiene
una serie de 6 bloques repetitivos conformados
por nueve aminoacidos (GARCRQLEA). En el primer
blogue hay una sustitucion en los dos primeros
aminoacidos, glicina (G) y alanina (A), por acido
glutamico (E) y prolina (P). Ademas, en el tercer
bloque, el primer aminoéacido G fue sustituido por
E. Es llamativo que cada bloque esté seguido de
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Figura 2. Secuencia del pseudogen haspa de L. (V.) panamensis (MHOM/PA/71/LS94). (A) La secuencia de nucleétidos de
450 pb muestra una identidad del 60% en relacién con la secuencia haspa de L. (L.) major (LmjF23.1088). (B) Secuencia de
aminoacidos deducida a partir de la secuencia de nucleétidos presentada en el panel A. Los asteriscos en la secuencia
corresponden a codones de parada localizados después de cada bloque repetitivo de nonapéptidos.

un codén de parada, lo cual podria indicar que
esta secuencia corresponde a un pseudogen
(figura 2b). La estructura de la secuencia de 450
pb de L. (V.) panamensis es semejante a lo
reportado para esta familia de genes en L. (L.)
major, L. (L.) chagasiy L. (L.) donovani, donde la
proteina HASPB contiene bloques repetitivos de
aminocidos (15,22,23).

Deteccion de anticuerpos especificos para la
proteina HASP en suero de pacientes con
leishmaniasis

Los resultados de la FAST®-ELISA demuestran
la presencia de anticuerpos especificos contra el
péptido sintético de la unidad repetitiva de la
proteina HASPB1 de L. (L.) donovani en sueros
de pacientes con leishmaniasis visceral con
titulos por encima del punto de corte, el cual
corresponde a 0,027 de densidad 6ptica. Por el
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contrario, los sueros de pacientes con
leishmaniasis cutdnea, mucocutanea, con prueba
de Montenegro positiva y negativa no presentaron
titulos de anticuerpos contra el péptido sintético
por encima del punto de corte (figura 3).

También se determind la presencia de anticuerpos
contra las proteinas recombinantes rHASPA (58,3
kDa) y rHASPB (70,4 kDa) en sueros de pacientes
con leishmaniasis mediante la Western blot. Los
sueros de pacientes con leishmaniasis visceral
presentaron anticuerpos especificos contra las
dos proteinas recombinantes, con excepcién del
suero del primer paciente, el cual s6lo presentd
anticuerpos para la proteina rHASPB (figura 4,
carriles 1-3). No se encontraron anticuerpos que
reconocieran epitopos en ambas proteinas
recombinantes en los sueros de los pacientes con
leishmaniasis cutdnea causada por L. (V.)
panamensis (figura 4, carriles 4-6), ni en el suero
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Figura 3. FAST®-ELISA empleando el péptido sintético del
bloque repetido de HASPB1 de L. (L.) donovani MHOM/ET/
67/L28). Se detectaron titulos de anticuerpos por encima del
punto de corte en sueros de individuos con leishmaniasis
visceral. Se emplearon los siguientes sueros: 8 de pacientes
con leishmaniasis visceral, 8 de pacientes con leishmaniasis
cutanea y 6 de pacientes con leishmaniasis mucocutanea, 3
de pacientes Montenegro negativo (M-) y 3 de pacientes
Montenegro positivos (M+). El punto de corte (PC) estable-
cido para la prueba fue de 0,027 de densidad 6ptica (DO).

de un paciente con leishmaniasis difusa causada
por L. (L.) amazonensis (figura 4, carril 7). Un suero
de un raton BALB/c infectado con L. (L.) major,
considerado como control positivo, presenté
anticuerpos que reconocieron la proteina rHASPB
y con menor intensidad la proteina rHASPA (figura
4, carril 9). Similar a los resultados obtenidos con
los sueros de los pacientes, no se detectaron
anticuerpos en los sueros de los ratones BALB/c
infectados con una cepade L. (V.) panamensis o
L. (L.) amazonensis (figura 4, carriles 8 y 10).
Discusion

Los resultados experimentales de la presente
investigacion sugieren la pérdida de los genes que
codifican para la familia de las proteinas HASP
en L. (V.) panamensis, lo queratifica las divergen-
cias entre las especies de Leishmania del Nuevo
y el Viejo Mundo, dadas las caracteristicas de
las secuencias encontradas y el polimorfismo en
el tamafio de las moléculas de ADN amplificadas
por PCR con los cebadores disefiados para el gen
haspbde L. (L.) major. Ademas, mediante Southern
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blot empleando una sonda heter6loga del gen
haspbde L. (L.) major, no se detecté la presencia
de este gen en el genoma de L. (V.) panamensis
y L. (V.) braziliensis (no se presentan los datos).

En el andlisis de identidad de secuencias
obtenidas en el presente estudio empleando Blast-
n contra el genoma de L. (V.) brazilensis (http://
www.genedb.org/genedb/lbraziliensis/), tampoco
se evidencio la presencia de genes ort6logos de
hasp en esta especie del Nuevo Mundo, lo cual
fue confirmado recientemente mediante un andlisis
comparativo del genoma de las tres especies
actualmente secuenciadas, L. (L.) major, L. (L.)
infantumy L. (V.) brazilensis, donde se encontré
la ausencia del locus que codifica para estas
proteinas en L. (V.) braziliensis (9).

No obstante, en L. (L.) amazonensis la secuencia
homéloga al gen haspb fue amplificada por PCR
e identificada mediante Southern blot y obtencién
de la secuencia, con una identidad del 95% en
relacion con la secuencia de amino&cidos de la
proteina HASPB de L. (L.) major (no se presentan
los datos). Lo anterior indica que este gen se en-
cuentra conservado en las especies pertenecientes
al complejo mexicano como L. (L.) mexicana
(genBank CAB64450) y L. (L.) amazonensis, las
cuales pertenecen al subgénero Leishmania (24),
en los cuales se identificaron y caracterizaron
inicialmente los genes de la familia de proteinas
HASP. El andlisis detallado de la expresion de
otros genes, como gp46 y HSP70, ha permitido
establecer una mayor relacién de L. (L.)
amazonensis con las especies de Leishmania del
Viejo Mundo (6,25).

Cuando se realizo la amplificacién de los genes
hasp usando ADN gendmico de L.(V.) panamensis,
se observaron varios amplificados (figura 1, carril
1-4), de los cuales s6lo se secuenciaron los
productos mas representativos alrededor de 400
pb y 850 pb. Las secuencias obtenidas no
presentaron identidad significativa con los genes
hasp de L. (L.) major, como se menciond en los
resultados. Otros productos amplificados a partir
del ADN gendmico generaron una sefial bastante
débil, debido quiza a las pocas copias amplificadas
0 a que se trata de productos amplificados
inespecificos.
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Figura 4. Western blot con las proteinas recombinantes HASPA, HASPB de L. (L.) majory la proteina de unién a maltosa
(MBP), empleada como proteina de fusion en el proceso de purificacion de HASPA y HASPB. Los sueros fueron empleados
a una dilucién de 1:50. La distribucién de las muestras fueron: carriles 1-3: sueros de pacientes con leishmaniasis visceral;
carriles 4-6: sueros de pacientes con leishmaniasis cutanea por L. (V.) panamensis; carril 7: suero de paciente con
leishmaniasis difusa causada por L. (L.) amazonensis, carril 8: suero de raton BALB/c infectado con L. (V.) panamensis;
carril 9: suero de ratones BALB/c infectados con L. (L.) major; carril 10: suero de ratones BALB/c infectados con L. (L.)

amazonensis.

Para estar seguros de la existencia de algiin gen
ortolégo en L. (V.) panamensis, se realiz6 una
PCR empleando ADNc de L. (V.) panamensis con
el fin de amplificar una posible secuencia
transcrita a ARNm. La obtencién de un producto
de 450 pb a partir de ADNc de L. (V.) panamensis
del dia 6 de crecimiento, el cual presenta una
identidad del 60% con el gen haspade L. (L.) major,
evidencia su transcripcion en el estadio infeccioso
de L. (V.) panamensis. Sin embargo, la presencia
de varios codones de parada en la secuencia de
450 pb sugiere que, posiblemente, este gen fue
sometido a una presion selectiva fuerte que generé
modificaciones genéticas que lo llevaron a
convertirse en un pseudogen en L. (V.) panamensis
y, probablemente, en otras especies del
subgénero Viannia.

Hoy en dia se sabe, por la obtencién de la
secuencia de tres especies de Leishmania, que
el genoma de L. (V.) braziliensis es el que
presenta el mayor nimero de pseudogenes
comparado con L. (L.) majory L. (L.) infantum
(161 en L. (V.) braziliensis versus 97 en L. (L.)
major y sélo 41 en L. (L.) infantum) (26), entre
ellos hasp. Estos hallazgos muestran claramente
que las especies del subgénero Viannia han
sufrido procesos de pérdida o silenciamiento de
varios genes en su genoma, como en el caso de
los genes gp46, Mat-1, SHERPY PFPI (6,8,9,27).

430

La ausencia de anticuerpos contra las proteinas
HASP en los sueros de pacientes con leishmaniasis
cutinea, apoya las evidencias que sefialan la falta
de los genes hasp funcionales en la especie de
L. (V.) panamensis. Por el contrario, sé6lo los
sueros obtenidos de pacientes con leishmaniasis
visceral mostraron presencia de anticuerpos
especificos contra el péptido de la unidad
repetitiva de la proteina HASPB1 de L. donovani
Yy, en menor proporcién, contra las proteinas
recombinantes rHASPA y rHASPB de L. major
(no se presentan los resultados de ELISA).

Este hallazgo es de esperarse dado que la especie
causante de leishmaniasis visceral en Colombia,
L. (L.) infantum chagasi, es una especie pertene-
ciente al subgénero Leishmania (22). Sin embargo,
un suero de un paciente con leishmaniasis difusa
infectado con L. (L.) amazonensisy una mezcla
de sueros de seis ratones BALB/c infectados con
L. (L.) amazonensis no presentaron anticuerpos
gue reconocieran las proteinas recombinantes
HASP de L. (L.) major, lo cual es un resultado
inesperado dada la existencia de un gen haspb
ortélogo en L. (L.) amazonensis.

Un Western blot con lisados obtenidos de L. (L.)
amazonensis y un suero policlonal desarrollado
contra la proteina recombinante HASPB de L. (L.)
major, no detecto la expresion de la proteina nativa
HASPB en promastigotes estacionarios ni en
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amastigotes de L. (L.) amazonensis (no se
presentan los datos), lo cual pudo deberse a que
estas proteinas sufren modificaciones posteriores
a la traduccion, como N-miristilacion vy
palmitoilacién (28); ademas, en Leishmania
pueden existir mecanismos desconocidos que
regulan la traduccion de proteinas.

Recientemente fue publicado un caso similar al
reportado en el presente estudio con el gen que
codifica la proteasa | de Pirococcus furiosus-like
(PFPI)de L. (L.) mexicana, en el cual, a pesar de
existir el gen completo y de encontrarse el ARNm
poliadenilado, no fue posible detectar la proteina
en el parasito. Ademas, es interesante que en L.
(V.) braziliensis se encontré un pseudogen para
PFPI (27).

Funcionalmente, se considera que las proteinas
de la familia HASP podrian estar involucradas en
la transmisién del promastigote metaciclico a
través del vector fleb6tomo, mientras que en el
estadio de amastigote, la expresiéon de las
proteinas HASP podria tener un papel en la
supervivencia del parasito dentro del macroéfago.
Sin embargo, los experimentos realizados por
McKean et al., usando una linea de L. (L.) major
con una delecion homologa del locus LmcDNA16,
mostraron que estos pardasitos son igual de
virulentos a los silvestres en la invasion a los
macréfagos y supervivencia intracelular, tanto in
vitro como in vivo (29). Si L. (V.) panamensis y
las demas especies del subgénero Viannia
naturalmente carecen del locus LmcDNA1S6, tal
vez podrian presentar una diferencia en la
respuesta inmune generada en el huésped
mamifero en comparacion con L. (L.) major, pero
esta hipotesis tendria que ser comprobada.

Por otro lado, los experimentos de inmunizacién
con la proteina recombinante HASPB1 de L. (L.)
donovani en ratones BALB/c confirieron proteccién
contra la leishmaniasis visceral inducida
experimentalmente, lo cual la postula como
posible candidata a una vacuna para leishmaniasis
visceral (20), pero hay que tener en cuenta que
esta proteina parece presentar una elevada
presidon selectiva en la naturaleza que podria
explicar la heterogeneidad interespecifica en el
namero de repeticiones de aminoécidos dentro de
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la proteina HASPB en cepas silvestres de L. (L.)
major (23) y L. (L.) donovani (30) y la posible
pérdida o silenciamiento de esta familia de genes
en las especies pertenecientes al subgénero
Viannia.

En conclusién, los resultados presentados en esta
investigacion sugieren la ausencia de la familia
de proteinas hidrofilicas de superficie en L. (V.)
panamensis, 1o que aumenta las evidencias
experimentales que sefialan el grado de
divergencia evolutiva que existe entre las
especies del subgénero Vianniay las especies
del subgénero Leishmania.
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