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RESUMEN

El analisis de la secuencia nucleotidica y aminoacidica de un clon de la biblioteca de
expresion en fago Agt11 de Leishmania (Viannia) peruviana, establecié identidad parciat
con los genes de las proteinas acidicas ribosomales P2 de Leishmania {Leishmania)
infantumn. Este hallazgo unido a ciertos dominios gendmicos conservados, sugeridos de
la comparacion de 14 secuencias de ofras proteinas P1 eucaridticas, confirman que la
secuencia del inserto de clon codifica la proteina acidica ribosomal P1 de L. (V.) peruviana
denominada LpP1. Este es el primer reporte sobre este tipo de proteina en el género
Leishmania.
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ABSTRACT

Nucleotidic and aminoacidic sequence analysis from a clone of a phage Agt11 obtained
from a expression vector library of Leishmania (Viannia) peruviana, established partial
identity with the genes of the acidic ribosomal proteins P2 of Leishmania (Leishmania)
infantum. These molecular findings along with certain conserved genomic domains,
suggested by comparison of 14 sequences of eukaryotic P1 proteins, confirmed that the
insert of the clone codes for acidic ribosomal protein P1 of L. (V) peruviana refered as
LpP1. This is the first report about this type of protein in Leishmania genus.
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INTRODUCCION

Las leishmaniasis son un grupo de infecciones
de la picl. membranas mucosas y visceras que
atectan entre 124 14 millones de personas en el
mundo con una incidencia de dos millones de
nusvos casos anuales y 368 millones de perso-
nas en riesgo de infeccién en el mundo '

En et Perd. lu enfermedad presenta dos formas
clinicas asociadas a pardsitos del complejo
braziliensis: la leishmaniasis cutdnea andina
(LCAj conocida como "uta™ causada por L. (V)
poraviana v 1a leishmaniasis selvatica (LS),
conocida en su forma mucocutdnea como “es-
pundia™ la cual es causada por L. (V)
braziliensis. La "uta” causa lesiones cutdneas
benignas, responde al tratamiento clinico o
aulocura ¥y se prescnta en los valles
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interandinos, mientras que la “espundia” cau-
sa lesiones mucocutdneas metastdsicas
desligurantes y se distribuye en la selva *.

El interés y factibilidad de conocer nuevos
genes relacionados con la respuesta humoral
llevd ala construccton de una hiblioteca de ex-
presién en fago Igt1 1, a partir de promastigotes
en fase logaritmica temprana de L. (V)
peruviana cepa MHOM/PE/84/LC26 10 que per-
mitid clonar, aislar y caracterizar algunos genes
aun no identificados en el pardsito *.

Uno de los clones de la biblioteca de ¢cDNA
denominado T26-1I3, parcialmente secuenciado
anivel de nucledtidos, presentd homologia par-
cial con las secuencias que codifican las protei-
nas acidicas ribosomales de tipo P2 de L. (L.)
infantum y con las de tipo P1 de Mus musculus
y Homo sapiens. Nuestro proposito fue realizar
el andlisis de la secuencia nucleotidica comple-
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ta ¥ deducir la secuencia aminoacidica para
poder establecer el tipo de proteina P codifica-
da.

Las proteinas acidicas ribosomales o proteinas
P han sido muy estudiadas genética y
seroldgicamente. son importantes antigenos
gue generan respuesta humoral en la enferme-
dad de Chagas *]a leishmaniasis visceral cani-
na. la leishmaniasis selvdtica *. la brucelosis *,
la babesiosis Ty el lupus eritematoso sistémico
(LESY.

MATERIAL Y METODOS

Material bioligico

Se utilizo el clon T26-U3 que porta el inserto de
ADN de Leisiunania el cual ha sido clonado en
el fago Agtl 1. La propagacion de los fagos fue
realizada usando la bacteria F. cofi Y 1090 mien-
tras que para el mantenimiento y crecimiento de
los plasmidos. se utilizd la cepa IM 109,

Sc usaron los plismidos pUCI8EcoRE/
BAP{Pharmacia) y pCR-Script Amp SK(+)
(Stratagene) para el subclonamiento.

Optimizacion del PCR para el clon T26-U3
El ADNc del clon T26-U3 fue amplificado por
PCR utilizando los primers especificos para
letl Horward. 5 GGTGGCGACGACTCCTGGA
GCCCG 37 y reverse. 5" TTGACACCAGAC
CAACTGGTAATG ¥ a partir de una placa de
lisis del tago crecido en E. coli Y 1090. El buffer
de reaccién contuvo | U de enzima AmpliTag
DNAPolimerasay 2 mM de MgClL. Las condi-
ciones usadas durante la amplificacién in vitro
tueron 95*C por 305, 40°Cpor 1,5 miny 72 °C
por 2 min + 2 s/ciclo durante 30 ciclos. Al pro-
ducto amplificado sc le denoming PCR-U3,

Subclonamiento en pUCIS8

El producto PCR-U3 tue cortado con 25 U de la
endonucieasa EcoRI para permitr su
subelonamicento mediante ligacion, en el vector
pUCI1E EcoRI/BAP (Pharmacia Biotech), utili-
zando 2 U de T4 DNA ligasa. Las mezclas de
ligacion fueron precipitadas usando etanol ab-
soluto, EFADN puriticado fue usado para trans-
formar E. coli IM 109 por electroporacién con
un pulso de .8 kV.

Las colontas recombinantes fueron selecciona-
das para una maxipreparaciéon de ADN

plasmidico utilizado en el secuenctamiento au-
tomatico basado en una modificacion del méto-
do de terminacién de cadena mediado por
dideoxinucledsidos trifosfatos (ddNTPs). Los
plasmidos recombinantes fueron deneminados
pUCI8U3.

Secuenciamiento automdtico de ADN

El ADN fue secuenciado usando el colorante
fluorescente cianina (Cy5) (kit Auto Read-
Pharmacia): Universal 5°-Cy5-d |CGACGT
TGTAAAACGACGGCCAGT]-3 yreverso 5°-
Cy5-d[CAGGAAACAGCTATGAC]-3".
Inicialmente, cinco ug de ADN de pUCIS-U3
fueron denaturados con NaOH 0.4 N, Después.
el ADN de simple hebra fuc precipitado con
acetato de Na(,12 M pH 4.8, agua MilliQ vy etanol
absoluto a -80°C. Posteriormente, se centrifugd
y el ADN fuc centrifugado y lavado con etanol
al 70% y resuspendido en agua MilliQ, para
agregarle los primers e incubarlo a 65°C, 37°C y
a temperatura ambiente. Finalmente se adiciond
DMSO, la enzima T7 DNA Pelimerasa, v las
mezclas se dividieron para afiadirles los ddNTPs.
Antes de colocar las muestras en el gel de
secuenciamiento (ReadyMix Gel-Pharmacia),
fueron calentadas a 90°C. La electroforesis se
realizd a 57°C por 600 min. Un ldser clase 1 de
He-Ne excitd el Cy5 a medida que fas muestras
migraban, fa luz emitida fue fotodctectada v
digitalizada para su procesamiento por
computadora.

Programas de ADN

Las secuencias nucleotidicas obtenidas fueron
analizadas utilizando la interfase BLAST.
También se usaron los programas DNA Strider
1.0 para hacer mapas de restriccidn, hatlar
marcos de lectura e hidrofobicidad y SeqEd 1.0.3
para ¢l alingamiento muluple de secuencias
aminoacidicas.

RESULTADOS

Secuencia parcial deADN y andlisis de res-
triccion del clon T26-U3

El producto de amplificacion de aproximadamen-
te 750 pb referido como PCR-U3 fue cortado
con laenzima Eco R1 obteniéndose un fragmen-
to de ~700 pb el cual fue subclonado en pUC18
(Fig.1}. La secuencia parcial del recombinante
pUCI18-U3, asociado al alto contenido de GC.
sugirid que contiene 39 nucledtidos que codifi-
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can los ultrmos 13 residuos aminocacidicos del
extremno C-ferminal de una proteina homdioga a
las acidicas nbosomales de tipo P2 de L. (L.)
infantem (LiP y LiP"Y y a las acidicas
ribosomales de tipe P1 de Cladosporinm
herbarum, Alternaria alternata,
Caenorhabditis elegans., Mus musculus y
Home sapiens. Por lo tantoe para completar fa
secuencia se realizé ¢l mapa de restriccion del
vector pUC 18, del recombinante pUC18-U3, de

600

Fig.1 B produttoic ampifvaciso PORU2 {camil 2, ~750 ph, 0 ngd fie
digerrds con la endenucleasa Zcokl, para Bberar of Fagmento PCR-T3E0aR]
trarril 3, ~700 ph, 80 ng} o] cual fue subclonade en €l vector pUCLE frarrii 4,

2686 pb, 150 ng) cortade y desfosfordade (cardl 5, pUC18E-RLBAT, 75 ).
Carril I marcador de 100 pb (300 ng); corril 6: marcador A/Hind I (250 ng).

LiP, de LiP’y de las proteinas P2 de L. {¥)
brazifiensis y L. (V) peruvigna'’. Laenzima de
restriceion Tugl fue seleccionada por generar el
menor niimero de fragmentos (Fig.2), siendo el
de ~416 pb subclonado en pCRSeript Amp SK
(+) a fin de completar la secuencia nucleotidica
{(Fig.3).

La secuencia del clon T26-U3 codifica la pro-
teina acidica ribosomal de tipo PI1 de L. (V)

1234567 Ss10

Fig. 3 Fragmentor de pUCIE- 13 generades por Tagl carmd 5 Elfagrens de
~116 phicanil 5}, far sibclonade on pCR-Senpl Arp SK{H {caril 9} B rueve
plasmido pCRS-U3 {carril 20} permitis completar la secuencia de T26-T13
Carriles 1 y 8, \Hind I, carl 2, pUIC 18; carvid 3, pUC18-U3; carril4, plUC1 8/
Tagl; caril 7, bX174/ Faelll Gel do agarosaal 1.5%

tatpy

L L

Fig. 2 Cortes y fragmentos obtenidos cox el nso de la enzima Fag L
Leos rostes estén indicados en azul o celeste, excepto para AcoRl
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peruviang

La secuencia nucleotidica completa del clon
T26-U3 abarca 676 pb, conteniendo un marce
de lectura que codifica una proteina de 107
aminpdcidos, La regidn 5' no codificante del
clon no posee el miniexdn y ia regién 3° no
coditicante presenta una cola de poliA.

La secuencia del T26-U3 presenta identidad
parcial con los genes de tas protefnas LiP" y LiP
de L {L jinfannan y el tramo G-GTG-(GT), -A-
GG-TG-G-G de T26-U3 tiene identidad parcial
con faregion 37 no codificante de LiP”.

Cuando se compard la secuencia aminoacidica
delclon T26-U3 mediante BLAST, se contfirmdé
que codifica una proteina homoéloga a las pro-
teinas Pl de diversos cucariotes'. Asi se en-
contrd 71,43% de homoloegia total (51,02% iden-
tidad, 20,41% cambins conservativos) con la
proteina P1 de T. cruzi (TeP1). Por lo tanto T26-
U3 contiene ta proteina acidica ibosomal de tipo
Pl de L. {V) peruviana a la que se denomino
LpPi. Lasecuenciade LpPl estd disponible on
1a base de datos GenBank/EMBL/DDB] con o6
digo AF045249 desde febrero de 1998,

DISCUSION

Ea secuencra nuclteotidica descrita, codifica la
protefna acidica ribosomal de tipo Pl de L. (V)
permviang (LpP), lo cual constituye Ia primera
informacion sobre la proteina P en el género
Leishmeania.

Hasta el momento los pocos estudios sobre
dominios conservados en las proteinas-P de
tripanosomdtidos, han sido incompletos y con-
tradictorios +* Por ello el andlisis comparativo
de ecste gen con oiras 14 secuencias
aminoacidicas de las protefnas P1 de distintos
cucariotes, proporciond datos confiables de Iag
regiopes de LpPi. Las regiones conservadas
cn LpPt pueden sostener el hecho que la pro-
teina conservaria su funcién estructural como
parte del peddncule ribosomal de L. (V)
periviana. al lado de otras proteinas P, de
las cuales sdlo se han descrito las de tipo P2 en
Lo (L }infantum ¥,

Una caracteristica de importancia inmunoldgica
es la region hidrofilica adyacente al extremo C-
terminal de laLpP |, que al estar expuesta al re-
conocimiento de los anticuerpos, podria conte-

ner el principal epitope antigénico lineal de LpP1.
de modo similar a la proteina P2 de Artemia sa-
{fina, donde el epfiope lineal en la zona hidrofilica
5 reconocido por los autoanticuerpos del fupus
eritemnatoso sistémico (LESY . Ademas la con-
servacion del dominio de maximo valor de
hidrofilicidad, podria representar parte del prin-
cipal epitope lineal antigénico de LpP1. de for-
ma simiiar a los epfiopes de la proteinas P2 de L.
{L.) infantum que no se ubican en la secuencia
consenso de la region C-terminal ',

En conclusidn podemos sefialar que la secuen-
cia nucleotidica completa del clon T26-U3 con-
tiene codificada la proteina acidica ribosomal
detipo Pl de L.{V)peruviana (LpP1). Dicha se-
cuencia presenta identidad parcial con las se-
cuencias de los genes de las proteinas LiP" ¥
LiPde L.(L Jinfantum. Ademds el tramo G-GTG-
(GT), -A-GG-TG-G-G de LpP1 tiene identidad
parcial con laregion 3 no codificante de LiP” de
L.{L.yinfantum. mientras la secuencia
aminoacidica de LpPl tiene 71,434 de
homologia con 1a protefna TePi de T cruzi.
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