129

LAS HISTONAS DE LEISHMANIA
LEISHMANIAHISTONES

Laura Ramirez!, Salvador Iborra> Camila Indiani de Oliveira®, Marcia Weber?, Daniel R. Abanades?, Victor M.
Gonzalez*, Laura Corvo!, Carlos G. Nieto®, Carlos Alonso?!, Pedro Bonay?, Aldina Barral®, Manoel Barral-Netto®,
Manuel Soto*

!Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa, (CSIC-UAM). Departamento de Biologia Molecular, Facultad de Ciencias,
Universidad Auténoma de Madrid, Madrid, Espafia; 2Unidad de Inmunologia Viral, Centro Nacional de Microbiologia, Instituto
de Salud Carlos Ill, Majadahonda, Madrid, Espafia; *Centro de Pesquisas Gongalo Moniz/CPgGM - Fundagéo Oswaldo Cruz/

FIOCRUZ; “Departamento de Bioquimica-Investigacion, Hospital Ramén y Cajal, Madrid, Espafia; *Departamento de
Parasitologia, Facultad de Veterinaria, Universidad de Extremadura, Caceres, Espafia

L os genes que codifican para las diferentes histonas de Leishmania han sido car acterizados en la Gltima década del
siglo XX. En este articulo de revision describimos los principales aspectos relacionados con la organizacién génica
y la expresion regulada durante el ciclo celular de los genes codificantes para las histonas de Leishmania. En este
trabajo también hemos revisado los datos relacionados con la antigenicidad y la inmunogenicidad de las histonas
del parasito durante la infeccion natural de diferentes especies de Leishmania en humanosy perros. Se discuten los
principales aspectos de la respuesta inmunitaria generada contra las histonas del parasito. Finalmente, hemos
analizado losresultados obtenidos cuando estosantigenos par asitariosfuer on empleados como moléculaspr ofilacticas
contra la infeccion del parasito en diferentes modelos de leishmaniosis cutanea y visceral.

Palabras-clave: Leishmania, genes, expresion, histonas, antigenos, diagnéstico, vacunas.

I n thelast decade of the XXth century the genes coding for different Leishmania histoneshave been characterized. In this
review article we describe the main aspects related with the gene organization and the cell cycle regulated expression of
Leishmaniahistone coding genes. I n thiswork we have al so reviewed the data rel ated to the antigenicity and immunogenicity
of the parasite histonesduring natural infection with different L eishmania speciesin humansand dogs. The main aspects
of theimmune response elicited against parasite histones are discussed. Finally, we have analyzed the results obtained
when these parasite antigens were employed as prophylactic molecules against parasite infection in different models of

cutaneous and visceral leishmaniasis.
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Las histonas son un grupo de proteinas de bajo peso
molecular y alto contenido en lisinay arginina, que se asocian
a ADN detodaslascélulaseucariotas paraformar lacromatina.
Launidad bésicadelacromatinaesel nucleosoma, constituido
por lainteraccion entre lafibrade ADN y un nicleo proteico
formado por la agrupacion de dos copias de cada una de las
histonas nucleosomales (H2A, H2B, H3'y H4) (Luger et al.,
1997). Este complejo nucleoproteico se repite alo largo del
material genético formando unafibrade 11 nm que constituye
launidad béasicade organizacin deloscromosomas eucariotas.
Existe una quinta histona, denominada H1, que interacciona
con el ADN localizado entre los diferentes nucleosomas
compactando el material genético a una estructura conocida
como fibrade 30 nm. Unacaracteristicacomin alashistonases
€l elevado grado de conservacién en su estructuraprimariaque
permite preservar lafuncion de estas proteinasalo largo dela
escala evolutiva de los eucariotas Thatcher; Gorovsky, 1994,
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Wells, 1986). Estaconservacion esmuy marcadaen lashistonas
H3y H4 mientrasquelaH2A, H2B y especialmentelahistona
H1 pueden presentar ligeras variaciones en secuencia (Malik;
Henikoff, 2003).

La caracterizacion de los genes codificantes para las
histonas de | os tripanosométidos ha puesto de manifiesto la
existenciade un alto grado de variabilidad en lasecuenciade
las histonas de estos protozoos en relacién alas histonas de
eucariotas superiores (Galanti et al., 1998). Las diferencias
observadas parecen estar relacionadas con las peculiares
caracteristicas de la cromatina de | os kinetopl astidos ya que,
aunque su material genético se encuentra estructurado en
nucleosomas, su cromatina no experimenta procesos de
condensacién en ninguna etapa de su ciclo celular (Solari,
1995). La débil interaccion entre el ADN y el nucleosoma
provocada por el menor grado de hidrofobicidad de sus
histonasH3y H4 (Bender; Betschart; Hecker, 1992; Bender et
al., 1991) junto a menor tamafio su histonaH1 (Espinzaet al .,
1996), hace imposible la compactacion de la cromatina para
formar lafibrade 30 nmy estructuras superiores.

Organizacion y regulacién dela expresion delosgenesde
histonasen Leishmania

En €l afio 1991 se publico por primeravez lasecuenciade
los genes codificantes parala H2B de Leishmania enriettii,
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primerahistona caracterizadaen €l género Leishmania (Genske
et al., 1991). En laactualidad se han caracterizado |os genes
codificantes parael resto delas histonas en diferentes especies
de Leishmania (Alzate et al., 2006; Belli et al., 1999; L ukes;
Maslov, 2000; Padillaet al., 2002; Papageorgiou; Soteriadou,
2002; Soto et al., 2003; Soto et al., 1997; Soto et al., 1996a)
Como ocurreen otrasfamilias génicasde este parasito, existen
diferentes copias de los genes codificantes para cada una de
las histonas. Se encuentran formando agrupaciones
independientes compuestas por un nimero limitado de copias
organizadas en tandem (entre 2y 3 copias). Estas agrupaciones
génicas se encuentran dispersas en el genoma, localizandose
incluso en diferentes cromosomas (Wincker et al., 1996). Esta
disposicion, semejante a la descrita para otros eucariotas
inferiores, se diferencia de la que tiene lugar en eucariotas
superiores donde los genes de las diferentes histonas estan
asociados en las mismas regiones del genoma, facilitando asi
su expresion coordinada en la fase S del ciclo celular
(Hentschel; Birnstiel, 1981; Maxson et al., 1983).

El andlisis delasecuenciade los genes caracterizados, ha
puesto de manifiesto un elevado grado de conservacion entre
las regiones codificantes de | as diferentes copias génicas de
cada histona. Sin embargo, existen pequefias diferencias de
secuencia que generan diferentes isoformas de cada una de
las histonas, proteinas que varian entre si en un nimero
limitado de amino&cidos. Por otraparte, € andlisiscomparativo
entre las histonas de Leishmania y las histonas de otros
eucariotasharevelado laexistenciadeimportantes diferencias,
localizadas fundamentalmente en las regiones amino y
carboxilo terminales, dominios proteicos que quedan
expuestos hacia el exterior delos nucleosomas (Luger et al .,
1997). Aun existiendo diferencias, se ha detectado un mayor
grado de conservacién en las zonas globularesimplicadas en
las interacciones que estabilizan el nucleosoma entre las
histonas de Leishmania y las de otros eucariotas. La
divergenciaal canzasu punto méaximo en el caso delahistona
H1. Estaproteinacarece del dominio globular necesario para
lacompactacion delacromatina(Aslund et al., 1994; Fasel et
al., 1993), y Unicamente presenta similitud con el extremo
carboxilo terminal delaH1 de eucariotas superiores (Gal anti
etal., 1998).

L aconservacion de secuenciaen lasregiones codificantes
de cada una de las histonas contrasta con la divergencia
existenteentrelasregiones5' y 3’ notraducidas (UTRS). Como
gjemplo, en los seis genes codificantes para la histona H2A
de L. infantum se pueden encontrar diferentes combinaciones
detresregiones5 UTRsy tresregiones3’ UTRs(Sotoetal.,
2003). Ademés, estas regiones son distintas a las regiones
UTRs de los genes codificantes para el resto de las histonas,
queasu vez son divergentesentre si. Estasdiferencias pueden
afectar tanto al nimero de copiasdeARN mensgjero (ARNm)
presentes en el citosol del parasito, como al tamarfio de los
mismos, habiéndose detectado mensajeros de diferentes
tamafosparalashistonasH3y H4 deL. infantum(Soto et al .,
1997; Soto et al., 1996a). Pese a estas diferencias, todos los

transcritos de los genes codificantes para las histonas de
Leishmania descritos hasta el momento estan poliadenilados
(Galanti et al., 1998), como ocurreenlosARNm delas histonas
H3y H4 de plantas, en lostranscritos de histonas en levaduras
y en las variantes de histonas de expresion disociada con €l
ciclo celular de eucariotas superiores (Zhao; Hyman; Moore,
1999).

L os mecanismos que regulan laexpresion delosgenesde
histonas en Leishmania estan siendo estudiados en la
actualidad. Esdestacable sefidlar que parece existir unarelacion
entre la expresion de los genes de histonas y la infectividad
del parasito. Este aspecto ha sido estudiado
fundamentalmente en la histona H1. La sobre-expresion de
esta proteina en promastigotes recombinantes de L. major
provocaun retraso en laprogresion del ciclo celular (Smirlis
et al., 2006) quereduce suinfectividadin vitro (Papageorgiou;
Soteriadou, 2002) e in vivo (Smirlis et al., 2006). Estos
resultados ponen de manifiesto laimportanciadelaregulacion
delas histonas del parasito alo largo del ciclo celular. Como
ocurre en €l resto de eucariotas, la expresion de los genes de
las histonas de Leishmania esta asociada a la sintesis del
ADN, produciéndose fundamentalmente durantelafase S del
ciclo celular. Sin embargo, el mecanismo que controla esta
expresion difiere de los descritos para otros organismos
eucariotas, incluyendo a resto deloskinetopléstidos. Asi, en
Leishmania no se han detectado variaciones significativas
enel nivel delosARNmalolargodel ciclocelular (Sotoet al.,
2000), mientrasque en eucariotassuperioreseinferiores (Odey,
1991) y en parésitos del género Trypanosoma (Ersfeld et al.,
1996; Garcia-Salcedo; Gijon; Pays, 1999; Sabgj et al., 2001)
estos mensajeros solo se encuentran presentes en la fase S.
El inicio delatranscripcion controladapor promotores que se
activanal final delafase G, y comienzo delafase S, asi como
el correcto procesamiento delostranscritosy laestabilizacion
de los ARNm de histonas son los principales mecanismos
que, actuando conjuntamente, restringen la presencia de los
ARNmenlafasedd ciclodonde seduplicael materia genético
(Marzluff; Duronio, 2002; Osley, 1991). En Leishmania esta
expresion dependiente de ciclo celular es regulada
fundamentalmente anivel traduccional (Soto et al., 2000), ya
que los ARNm de las histonas nucleosomales del parasito
solo seasocian conlosribosomasen lafase Sdel ciclo celular
(Soto et al., 2004). Existe un modelo que postulalaexistencia
defactores proteicos que modulan latraduccién delosARNmM
al interaccionar con un pequefio elemento de secuencia que
esta presente en la region 3 UTR de todos los genes de
histonas de Leishmania (Haralambous; Smirilis; Soteriadou,

2005).

Antigenicidad e inmunogenicidad de las histonas de
Leishmania

Las histonas de Leishmania son moléculas reconocidas
por el sistema inmunitario de los pacientes afectados de
leishmaniosis. Existen numerosas evidencias que sefialan a
estas moléculas como diana de las respuestas humorales

www.gmbahia.ufba.br



Gaz. méd. Bahia2009;79 (Supl.3):129-133

Las Histonas de Leishmania 131

generadas durante lainfeccion. En el suero de pacientes con
leishmaniosis visceral (LV) se han detectado anticuerpos
contralashistonasH2B y H2A (Passoset al., 2005; Maal g et
al., 2003) y las histonas H2B y H1 son reconocidas por
pacientes con leishmaniosis cutanea (LC) y mucocutanea
(LMC) (Carmelo et al., 2006; Montoya et al., 1997). La
antigenicidad de | as histonas también se hademostrado en la
leishmaniosiscanina. Asi, lashistonasH2A, H2B, H3y H4 de
Leishmania son antigenos reconocidos por sueros de perros
que padecen leishmaniosis visceral (LV) (Soto et al., 1999).
Todos estos trabajos indican que estas proteinas de
localizacién nuclear son reconocidas por el sistema
inmunoldgico del hospedador vertebrado tras la infeccion
natural con el parasito. Por otra parte, y empleando model os
de leishmaniosis experimentales, se ha reforzado la idea de
que estas proteinas son antigenos inmunodominantes del
parasito ya que se han detectado anticuerpos anti-histonas
en el suero de hamsteres (Requena et al., 2000b) y perros
(Nieto et al., 1999) infectados experimentalmente con L.
infantum, y de ratonesinfectados con L. major (Iborraet al.,
2004). Estas respuestas humorales pueden relacionarse con
la patologia asociada con algunas de las formas de
leishmaniosis, fundamentalmente por la formacion de
inmunocompl g os que pueden asociarse con lageneracion de
dafiostisulares (Ginel; Camacho; L ucena, 2008) asi como por
laproduccién deinterleuquina-10 (1L-10), linfoquinaasociada
con lainactivacién derespuestas celulares (Mileset al ., 2005).
Es destacable sefidar que pese al carécter conservado de
estas proteinas, la respuesta humoral generada contra ellas
es especifica de las histonas del parasito, no existiendo
reactividad cruzada con las histonas del hospedador
(Reguena; Alonso; Soto, 2000a). Como semuestraen laFigura
1A los sueros de perros afectados de LV reconocen a las
histonas en extractos nucleares del pardsito sin mostrar
reconocimiento frente alas histonas de eucariotas superiores.
Esta especificidad es debida a que la localizacion de los
determinantes antigénicos reconacidos por los anticuerpos
de los perros enfermos, coincide con las regiones menos
conservadas de estas proteinas en relacién alas histonas del
hospedador (Soto et al., 1995; Soto et al., 1996b; Soto et al .,
1999). Estasregionesselocalizan en €l extremo amino terminal
delashistonasH2A, H2B, H3y H4y en el extremo carboxilo
terminal delaH2A (FiguralB).

Por otraparte, también se hademostrado quelas histonas
de Leishmania son capaces de generar respuestas celulares
asociadas con proteccion durante lainfeccion. Asi, lahistona
H2B es capaz de inducir la proliferacion y la secrecion de
interferon-y (IFN-y) in vitro en ensayos de estimulacion de
células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de
pacientescon LC, o un clon de células T obtenido apartir de
unindividuo inmunefrentealalLV (DeCarvahoetal., 2003;
Probst et al., 2001). También, la estimulacion en cultivo de
PMBC de pacientes con LC empleando una version
recombinante de la histona H3 es capaz de generar niveles
detectablesde IFN-y (De Carvaho et al., 2003).

EmpleodelashistonasdelLeishmaniaparae desarrollode
vacunas

Teniendo en cuenta | as caracteristicas inmunogénicas de
las histonas de Leishmania, estas proteinas pueden
considerarse como moléculas candidatas para la generacion
de vacunas contra este parasito. Se ha analizado €l papel
profiléctico delainmunizacion de estos antigenos en diferentes
modelos de infeccion experimental. En la mayoria de los
ensayos se han empleado estrategias disefiadas para la
redireccion de las respuestas mediadas por linfocitos CD4*
Th2 (generadoras de anticuerpos anti-histonas durante la
infeccién) hacia la produccion de respuestas celulares
protectoras mediadas por linfocitos CD4* Thi.

Con este objetivo se han utilizado vacunas de ADN
desnudo basadas en plasmidos de expresién eucariota. Estas
vacunas inducen respuestas mediadas por linfocitos CD4*
Th1 secretoresde |FN-yy respuestas citotdxicas (Gurunathan;
Klinman; Seder, 2000). Asi, la inmunizacién de las cuatro
histonas nucleosomales en forma de vacuna de ADN ha
demostrado proteger a ratones susceptibles (BALB/c) de la
infeccion con L. major (Iborraet al., 2004). La proteccion se
correlacion6 con la generacion de respuestas CD4* Thl
especificas hacialas histonas de Leishmania que se asociaron
con una disminucion de las respuestas humorales hacia €l
resto de las proteinas del parasito. Una estrategia similar,
empleando vacunas de ADN codificantes para las histonas
H2B, H3 y H4 es capaz de generar una proteccion parcial
contralainfeccion de especies viscerotropicas (L. donovani)
(Melby et al., 2000). EI empleo de estas vacunas de ADN
basadas en las histonas se estan ensayando en modelos de
infeccion experimental con otras especies de Leishmania
habiéndose obtenido resultados prometedores (Carneiro et
al., comunicacion personal). Con €l objetivo de aumentar la
inmunogenicidad de las vacunas genéti cas se han inmunizado
ratones con células dendriticas estimuladas con las cuatro
histonas nucleosomales expresadas como proteinas
recombinantes y oligodesoxirribonucledtidos con motivos
CpG no metilados (CpG-ODN), moléculas de ADN
monocatenario que son capaces de suprimir respuestas
mediadas por linfocitos CD4* Th2 (Rhee et al., 2002). Estas
vacunas han generado proteccion frente a desarrollo de la
LCyLV end modeoraton (Carrion; Folgueira; Alonso, 2008;
Carrionetal., 2007).

A pesar de que en ninguno de los ensayos anteriores se
ha detectado lageneracion de respuestas frente alas histonas
del hospedador, se han realizado ensayos en los que se
emplean como vacunas los fragmentos de las histonas que
presentan unamayor divergencia de secuenciarespecto alas
histonas de eucariotas superiores. Asi, la inmunizacion del
extremo amino terminal divergente delahistonaH2B induce
un efecto protector frente ala L C provocada por lainfeccion
deL. major en€l raton (Chenik et al., 2006). Por otraparte, las
regiones variables de la histona H2A (extremos amino y
carboxilo terminales) ha sido empleadas como vacuna
formando una proteina recombinante quiméricajunto aotros
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Figura 1. Especificidad en el reconocimiento delas histonas de Leishmania por |0s sueros de perros con leishmaniosisvisceral .
(A) Un extracto comercial de histonas de ternera (5 ugr; linea 1) y 10 ugr de proteinas nucleares de L. infantum (linea 2) se
resolvieron en gelesde acrilamidaen condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) al 15%. En el panel delaizquierdase muestra
el gel tefiido con azul de Coomassie. En el panel deladerechase muestrael resultado deincubar unfiltro de nitrocelulosadonde
se transfirid un gel similar, con un grupo de sueros de leishmaniosis visceral canina. Seindicaen lafigurala posicion de las
histonas del parasito. (B) Andlisis delareactividad de |os mismos sueros frente a péptidos sintetizados a partir de la secuencia
deducida de cada una de | as histonas formadoras del nucl eosomaEZA. L os sueros se analizaron individual mente mediante la

técnicade ELISA aunadilucion de 1/100.
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antigenos del parasito (Soto et al., 1998). Esta proteina ha
generado respuestas protectoras frente a la infeccion
experimental por L. infantumen ratonesy en perros (Molano
etal., 2003).

Finalmente cabe destacar €l valor profilactico delahistona
H1, purificadadel parésito u obtenidade formarecombinante
en modelos experimentales de LC en el raton (Solioz et al.,
1999) y en primatesinfectados con L. major junto aextractos
proteicosdelaglandulasalivar del vector transmisor, modelo
de infeccion que resulta més parecido alainfeccion natural
(Masinaet al., 2003).
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