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RESUMEN.

La citotoxicidad mediada por linfocitos T cp8t parece estar involucrada en la
generacién de inmunidad protectora contra infecciones por microorganismos
intracelulares. Sin embargo, no se ha definido cémo antigenos particulados son
capaces de ser procesados y presentados en el contexto de moléculas de
histocomaptibilidad de clase I. Para aclarar el mecanismo, es necesario contar
¢on sistemas experimentales que permitan evaluar la actividad de células
citotédxicas in vitro. En el presente trabajo se reporta la construccidn de una
linea celular murina capaz de expresar de manera estable 1la proteina principal
de la superficie del promastigote (GP63) de Leishmania mexicana.

El gene que codifica para la forma madura de la GP63 de Leishmania mexicana se
obtuvo a partir del pldsmido pUCl9::mgpé63 y se inagertd en el plasmido pFM92.1.
Con el plasmido resultante pIQSHY.l se transfectaron las células murinas PB15,
La presencia del gene forédneo dentro de las células se confirmé mediante Southern
Blot y la expresidn de la GP63 recombinante de Leishmania mexicana se comprobd

mediante inmunoelectrotransferencia.

Los resultados muestran que las células transfectadas con el plésmido pIQSHY.1
expresan de manera estable y constitutiva GP63 recombinante de Leishmania

mexicana.



I. INTRODUCCION.

Las Leishmaniasis son padecimientos causados por protozoarios del género
Leigshmania. Después del paludismo, ocupan el segundo lugar en‘lmporcancia por su
impacto en Salud Piiblica. Aunque su distribucién es mundLéL, las leishmaniasis
se presentan de manera endémica, preferentemente en palses subdesarrollados de
las zonas tropicales y subtropicales, La Organizacién Mundial de la Salud calcula
que hay alrededor de 350 millones de personas en. riesgo en el mundo, 12 millones
de enfermos y 400 mil casos nuevos cada afio (1).

La enfermedad se adquiere a través de la picadura de un mosquito hemat&6fago del
género Lutzomia. BEn México existen por lo menos 38 especies distintas, pero sdlo
Lutzomia olmeca ha sido capaz de transmitir a Leishmania mexicana en voluntarios
humanos. Los reservorios son mamiferos domésticos y silvestres. En México, los
reservorios silvestres deben ser los mismos roedores arbdreos descritos para
centroamérica, perc sclo se ha comprobado que pueden transmitirla Carinis
familiaris en Oaxaca y Nassua narica en Chiapas (2). En México, el principal
agente causal es la subespecie Leishmania mexicana mexicana que ccasiona cuatro
formas clinicas diferentes: La leishmanjasis cutidnea localizada (LCL), o dlcera
de los chicleros, esta es la forma mas frecuente y se caracteriza por la
presencia lesiones en la piel que pueden tardar meses O afios en sanar y que
pueden dejar cicatrices permanentes, altamente desfigurantes. Sin embargo, la
enfermedad natural habitualmente confiere proteccidon contra infecciones
subsecuentes por especies relacionadas (1). La leishmaniasis cutdnea diseminada
{(LCD), que se inicia con un nédulo no ulcerado en el sjtio de la picadura del
mosquito, a partir del cual se disemina el parasito por via linfdtica, causando
una afeccién generalizada grave. La leishmaniasis mucocutédnea (LMC) o espundia,
que se caracteriza por lesiones metastdsicas mutilantes en las mucosas nasal y
orofaringea, que se presentan meses después de una lesidn cutdnea, no curan
espontdneamente y son muy resistentes a la quimioterapia. Por Gltimo, aunque rara
en nuestro pais, se encuentra la leishmaniasis visceral o kala-azar, que es la
variedad clinica mds grave, pues tiene una alta letalidad y afecta principalmente
a nifios menores de diez afios de edad en zonas altamente endémicas (3). En esta
variecad, el parédsito se disemina al higado, kazo, médula ésea y ganglics
linfiticos. En Buropa y Asia esta forma clinica es causada por Leishmania

donovani.

El ciclo bioldgico de Leishmania comprende dos estadios: el de promastigote, que
se encuentra en el vector y el de amastigote que se presenta en los tejidos de
vertebrados. Una caracteristica central en la patogenicidad del parasito es que
en el huéspet vertebrado, el amastigote es intracelular. Por tanto, la inmunidad



protectora contra la Leishmaniasis, depende de linfocitos T especificos y no de
anticuerpos (4,5,6,7), Mas ain, se ha comprobado que la resolucién o
progresién de la enfermedad en el ratdén, y muy probablemente también en el
humano, depende de la estimulacién de las diferentes subpoblaciones de linfocitos
T cp4at o cooperadores (8), pues se requiere de la induccién de interferdn-
gamma (IFN-y}, interleucina que producen los linfocitos Th-1, para que las
lesiones curen apropiadamente (6,9,10). En tanto que la produccidn de IL-4 e
IL-3, no solo por los linfocitos T cpat Th-2 sino por células cebadas (11)
exacerban las lesiones (7,10). Los macréfagos, por su parte, al ser activados por
citocinas come el IFNy (12) o el factor estimulador de colonias de granulocitos
y macr6Sfagos (GM-CSF)(13), adquieren in vitro habilidad citotdxica contra
Leishmania. Ademéis, la resistencia-a la diseminacién del parédsito parece estar
controlada por linfoecitos T cf)B+ (il):_Se ha demostrado que la administracién
ai 75% del pardsito en el sitio de infecclién
BN‘:B/C, mostrandose un aumento de INF-y y una
L“4 (15). La IL-~12 suprime las células Th-2

de IL-12 causa una reduccién mayo
en ratones altamente suaceptib
disminucién el 1la producclbn d
y promuaeve la respuesta de Th-i en una forma de Leishmaniasis murina dependiente
de INF~y (16).

El control epidemiol6gico de la Leishmaniasis depende de la eliminacién de los
vectores y reservorios, asi como de la deteccidn y tratamiento de enfermos. Sin
embargo, como existen razones tanto de orden técnico como social, que dificultan
el adoptar medidas efectivas que rompan la cadena de transmisidén en estos
aspectos, se considera gue una vacuna representa la Gnica alternativa préctica
de prevencidén en algunos casos (17). En el oriente medio, los programas de
vacunacidén contra la Leishmaniasis, han consistido en la inoculacién de cepas
atenuadas de Leislmania en lugares del cuerpo no visibles, para evitar que la
infeccidn natural deje cicatrices desfigurantes, sobre todo en la cara. Esta
clase de inmunizacién, llamada leishmanizacién, es una infeccidn controlada, que
sin embargo, puede ser tan severa como la infeccién natural en algunos
individuos(18). Aunque se han logrado avances importantes en el desarrollo de
vacunas contra la leishmaniasis, todavia no hay un inmunégeno cuya aceptacién sea
general(19). Las vacunas de pardsitos muertos se tienen gque administrar por via
intramuscular y han dado resultados muy variables (20).

La glicoproteina principal del promastigote (GP63) que pesa de 63 a 68 kDa, es
una endopeptidasa dependiente de 2inc gue es inhibida por el 1.10 fenantrolina
y iones de metales pesados, recientes estudios indican que la GP63 presenta un
pH dcido (21, 22). Esta proteina es expresada como una proteasa de superficie
anfifilica, en el promastigote comprende cerca del 1% de la proteina celular.



Recientemente se a demostrado que el cDNA dé‘la'GPS3‘de Leishmania mexicana se
divide en tres clases: Cl, C2 y C3. (23). Siendo de granimportancia el hecho
de que los genes de Cl1 presentan una regulacidn selectiva en el estadio de
amastigote y estos codifican para una proﬁéina con un carboxilo terminal el cual
carece de sitio de anclaje a la membrana (23). La glicoproteina GP63 se encuentra
presente en los dos estadios del ciclo vital del parisito en todas las especies
de Leishmania que se han estudiado hasta la fecha (24,25,26). Iniclialmente,
esta proteina se logrd purificar de la superficie de promastigotes de Leishmania
major mediante extraccién con Tritdn X=-114 y cromatografia de intercambio iénico
{21). El gene ha sido clonado y se ha logrado produciyr la proteina recombinante
(27). Actualmente, se conoce la estructura primaria de GP63 en diversa especies
de Leishmania y se sabe que existe gran homologia entre ellas.

Esta proteina tiene propiedades biolégicas posiblemente relacionadas con los
mecanismos patogénicos del pardsito, como son su actividad proteolitica (22) y
la capacidad de unirse al receptor de ¢3 en el macréfago (CD1lb/18)(28). Se ha
comprobado que GP63 es necesaria para que el parisito se adhiera al macrdéfago
cuando los mosquitos inyectan los promastigotes al huéspet (29), pues se sabe
gue los anticuerpos contra GP63 son capaces de bloguear este proceso y se
considera gue este paso es esencial para la internalizacién del pard@sito (30).
Una vez dentro del macrdfago, la actividad proteolitica de GP63 protege al
pardsito de la accién de las enzimas lisosomales, ya que se ha demostrado que
liposomas que contienen GP63 activa no son destruideos por los macr&fagos (31,
32). Por otro lade se ha demostrado que las GP63 de Leishmania major y
Leishmania donovani son capaces de romper a la molécula cp4*  de linfocitos T
(33). Esta proteina es ademds, uno de los blancos principales de la respuesta
inmune del huéspet, pues es la principalmente reconocida por humancs, hamsteres
y ratones infectados (26).

Estas observaciones sugieren que GP63 es capaz de inducir respuesta inmune
protectora, y por tanto es candidato a formar parte de una vacuna (34). En el
modelo murino, se ha logrado inducir proteccién al administrar GP63 incluida en
liposomas (32) y esta proteccidn puede ser transferida a través de linfocitos T
especificos a ratones susceptibles . Sin embargo, para lograr proteccién es
necesaria la administracidén intravenosa o intraperitoneal de los liposomas y la
proteina recombinante soluble ha dado resultados contradictorios(35).

Por Gltimo, se han identificado epitopos de células T en GF63 de Leishmania major
(36) y se sabe gue la respuesta inmune a esta proteina en el ratdn se encuentra
controlada genéticamente (37) y también en el modelo murino, ha sido posible
inducir proteccién, utilizando Salmonella typhimurium aroR™ como acarreador de

GP63 de.Leishmania major(38).



II. FUNDAMENTACION DE LA ELECCION DEL TEMA.

No.  se concce con exactitud la magnitud del preblema de la Leishmaniasis en
México. Sin embargo, se supone gque se encuentra ampliamente distribuida en el
pais, si se considera que el vector Lutzomia olmeca, sobrevive en una amplia
proporcién del territorio nacional. Se calcula que en México puede haber hasta
10 mil casos nuevos cada afio, muchos de 1los cuales tendrdn cicatrices
desfigurantes permanentes y dificilmente recibirén tratamiento adecuado, pues los
medicamentos antiparasitarios son caros y en general no estén disponibles. Por
otro lado, el control de los vectores y reservorios es poco factible. Una
alternativa a este problema, es la obtencién de una vacuna utilizando Salmonella
typhi como acarreador de antigenos, pues ofrece ventajas teb6ricas contra la
infeccidén por microorganismos intracelulares, ya que induce respuesta inmune
c¢elular capaz de activar los mecanismos de eliminacidén de los pardsitos. En la
Unidad de Investigacién Médica en Inmunoquimica (UIMI), en colaboracién con el
Centro para Desarrollo de Vacunas (CVD) de la Universidad de Maryland en
Baltimore, se construyd® una cepa de Salmonella typhi atenuada que expresa
constitutivamente a la GP63 de Leishmania mexicana {(39). Resultados
preliminares muestran que este candidato a vacuna confiere proteccidn en ratones
contra el reto del paradsito, en ausencia de anticuerpos (40). El mecanismo por
medio del cual la cepa vacunal es capiz de conferir proteccién no ha sido
aclarado, pero parece involucrar mecanismos de inmunidad celular,

Actualmente, se sabe que existen dos vias para el procesamiento y presentacién
de antigenos: La via exdgena, donde los antigenos (fundamentalmente bacterias)
son fagocitadas y procesados en el fagolisosoma y presentados en el contexto de
moléculas del MHC de clase I1; y la via endogena donde el antigeno se procesa en
el citosol y se transporta al sistema reticulo endotelial y se presenta en el
contexto de moléculas del MHC de clase I. Existen evidencias de que algunos
antigenos recombinantes expresados en bacterias pueden ser presentados en el
contexto de moléculas del MHC de clase I {20). Este mecanismo es muy importante
en el caso de la Leishmaniasis pues se sabe que la inmunidad protectora no
depende de anticuerpos, sin embargo esto no se ha estudiado todavia. Para evaluar
la capacidad de Leishmania mexicana y de la cepa vacunal Salmonella typhi
CVD9080MGP63 para generar inmunidad mediada por células citotdxicas es necesario
contar primero con una linea celular que exprese de manera constitutiva los

antigenos del parédsito.



III. OBJETIVOS.

1. objetivo general.

Construir una linea celular murina capaz de expresar de manera estable GP63 de

Leishmania mexicana.
2. Objetivos particulares.

Construir el vector de expresidén pIQSHY.1 que permita la transfeccidén de las
células P815, para que produzcan de manera estable, la proteina GP63 de

Leishmania mexicana.

Verificar la expresidn de la GP63 de Leishmania mexicana en la linea celular

murina, transfectados con dicha proteina.



IV, HIPOTESIS.

La linea ecelular murina P815 transfectada con el pIQSHY.1 que conteniendo el gene
mgpé3 serd capaz de producir una forma citosélica recombinante de GP63 no téxica
y estable.



V. MODELO EXPERIMENTAL,

El modelo experimental se presenta en la Figura No. 1. Brevemente, a partir del
plésmido pUC19::mgp63 se purificé el gene que codifica para una forma truncada
de GP63 de Leishmania mexicana y sSe subclond en el plismido pFM92.1. Con el
plésmido resultante se transfecté la linea celular P815. La produccién de la
proteina recombinante se verificé mediante inmunoelectrotransferencia.

Figura No.1
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VI. MATERIALES ¥ METODOS.

1. Parédsitos.

La cepa de Leishmania mexicana mexicana fue donada por el CVD, Universidad de
Maryland en Baltimore (UMAB).

Se cultivé en medic de Schneider suplementado con 10% de suero fetal bovino, a
temperatura ambiente, durante tres semanas.

2. Cepas bacterianas.

a) Escherichia coli DH5a. De la coleccidn de la UIMI.
b) Escherichia coli DH1OB (GIBCO, BRL).
c) Salmonella typhi CVD908. Donado por el CVD (41).

d) Salmonella typhi CVD908amgpé63 (Construida en la UIMI en colaboracién con el
cvD) . B

Se cultivaron en caldo BHI, durante 24 hrs a 37°C. En caso de las células
transformadas con pldsmidos, se agregaron 75 ug/ml de ampicilina (Sector Salud).

-
3. Plasmidos

a) pUCl19. De la coleccién de la UIMI

b) pRR223-3. De la coleccidn de la UIMI

¢) pKK223::gp63 Construido por la UIMI en colaboracién con el CVD

d) pUCl9::mgpé63. Construido por la UIMI en colaboracidén con el CVD. Contiene el
gene que codifica para la forma madura de gp$3 {1.5 Kb) (Figura No. 1 ).

e) pHfactinPrl-Neo-XB (pFM92.1). Donado por el Dr.Frank Momburg, Instituto de
Inmunologia y genética del Centro Alemdn de Investigacién en Oncologia, Alemania.
(Figura No. 2).

f) pFM92.1::mgp63 (pIQSHY.1l) Se reporta en este trabajo.
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4. Lineas celulares.

P815. (ATCC TIB 64) Mastocitoma de ratdén, se cultiva a partir de un tumor DBA/2
de ratdén, se utiliza como una linea celular para énsayoé de citotoxicidad en
células T. Estas células no presentan una actividad efectora en un sistema de
citotoxicidad mediado por cé&lulas dependientes de aﬁticuerp{os.

P815CAMG@P63. Se reporta en el presente trabajo.

Fueron cultivadas en medio RPMI, suplementado con L-glutamina, piruvato,
penicilina, gentamicina y complementado con SFB al 10%.

5. Ingenieria genética.

La manipulacién del DNA se realizd de acuerdo a los métodos y procedimientos
recomendados por Sambrook (42).

5.1 Digestidén de DNA.

La concentracidn del DNA utilizado fue estimada mediante la comparacién de
un esgtédndar de 1 Kb DNA Ladder (GIBCO, BRL). Aproximadamente 10 ug de DNA
plasmidico fueron depositados en tubos Eppendorf. Las digestiones se realizaron
en un volumen final de 50 wl, durante dos horas, adicionando 1 ul de la enzima
de restriccién, 5 wnl de amortiguador y 45 ul de agua estéril inyectable.

5.2. Electroforesis.

Las electroforesis se realizaron en agarosa (Ultra pure, GIBCO, BRL) al
1 %, en una cdmara horizontal (Horizon 5-8, BRL), con § ul de DNA a 75 V
(15V/cma), durante 45 min utilizando como amortiguador de corrimiento TAE 1X
(Tris-acetato 0.04 M, EDTA 0.001 M). La agarosa contenia 1 wpg de bromuro de
etidio, al terminar el corrimiento el gel se observé sobre un transiluminador de
luz ultravioleta para ser fotografiado.

5.3. Purificacidn de fragmentos.

Los fragmentos fueron cortados de los geles de agarosa y depositados en
tubos Eppendorf para su purificacidén mediante Geneclean® (43) . Brevemente, se
agregaron 800 pl de NaXI 6 M, incubdndose a 56°C hasta que la agarosa se disclvid,
se le agregd 5 wl de perlas de vidrio, se incubd en hielo durante 1/2 hr
(agitando el tubo frecuentemente), enseguida se centrifugd 1 min 6,000 rpm y se
eliminé el sobrenadante, las perlas de vidrio se lavaron tres veces con una
solucibén amortiguadora (NaCl 50 mM, y Etanol al 50% ), se resuspendieron después
en 50 pyl de agua estéril, se dejaron 20 min a 56°C, se centrifugd de nuevo y el
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sobrenadan:e se trasladé a, un tubo limpio.,Las perlas fuaron mezcladas en 20 p].'
de-agua 1nyeqt:abl‘e4 incubadas 20 min més , fel sobrenadante se recupers.
s 2 garosa, para verificar la

preséhbié de DN .

) égmido pFM92.1 linearizado
,“370 H#1 del gene mgp63 (1.5 Kb)
- de “amortiguador para enzima Tq4

"En'un tubo Epﬁendorf se mézclaf
" mediante digestién con enzimas ‘de reatr
purificado por GeneClean®, se agregaron 4:

ligasa (GIBCO, BRL), 1 ul de dicha enzima y ‘60 pl de agua estéril y aa incubd a
15 °C toda la noche.

5.5. Transformacién.

Se cultivé Escherichia coli DHIOB en 50 ml de medio BHI, hasta fase
logaritmica. Se cosechd la bacteria por centrifugacién a 6,000 rpm durante 10 min
y se lavé dos veces con la mezcla de CaCly 100 mM, glucosa 50 mM, y Tris-~HCl 10mM
(PH 7.5) fria. La pastilla bacteriana resultante fue resuspendida en 1 ml de la
mezcla anterior e incubada toda la noche a 4°C. Posteriormente 100 ul de 1la
suspensidn bacteriana se depesitaron en un tubo Eppendorf y se les adiciond 30 ul
de la mezcla de ligacién la mezcla se dejé 20 min en hielo. Posteriormente, se
sumergid se incubd la mezcla a 42°C durante 1 min y se dejé 5 min en hielo, se
le agregé 1 ml de medio SOC (250 mM de KCl, 100 mM de MgClp, triptona 2 g,
extracto de levadura 5 g, glucosa 20 mM para un litro), se agitdé y se incubd
durante 45 min a 379C. Por dltimo, 100 ul del cultivo anterior se sembrd en una
placa de medio BHI que contenia 75 ug/ml de ampicilina y se incubd a 37°C durante
24 hrs.

5.6. Identificacién de las colonias transformadas.

Las colonias transformantes se seleccionaron por su crecimiento en BHI
conteniendo ampicilina. Las colonias resistentes se sembraron en placas y se
crecieron por separado en 3 ml de caldo BHI, se cosecharon y lavaron 1 vez con
PBS Tween. Posteriormente, se realizd una minipreparacidn para extraccién de DNA
plasmidico. Brevemente, a la pastilla bacteriana se le adicionaron 200 ul de TELT
(Triton X100, EDTA 65 mM y LiCl 2.5 M) y 20 ug de lizosima, la mezcla se agité
vigorosamente y se sometid a ebullicidn durante 1 min, se centrifugd a 6,000 rpm
durante 10 min. El sobrenadante se transfiridé a un tubo Eppendorf que contenia
100 ul de isopropanol frio, se mezcld y se centrifugdé nuevamente a 6,000 rpm a
4°C durante 10 min, la pastilla resultante que corresponde al DNA plasmidico se
lavé 1 vez con etanol al 70%, se dejd secar y se resuspendid en 20 ul) de agua.
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6. Construccién de la linea celular PB150MGP63.

6.1, Transfeccidén con el DNA plasmidica.

El plésmido pIQSHY.1 se introdujo en la linea celular Ltk-({H-2k) P815
mediante electroporacién, utilizando un aparato <Cell-Porator, GIBCO,BRL.
Brevemente, aproximadamente 5 X 10% células fueron cosechadas a 1200 rpm durante
10 min lavadas dos veces con D-PBS y resuspendidas en 3 ml de RPMI sin suero,
dichas células fueron mezcladas con aproximadamente S00 pg de pIQSHY.1 y la
mezcla se depositd en celdas para electroporar, las condiciones fueron 800 uf y
200 V durante 1 seg. Después de recibir el choque eléctrico, las células se
incubaron 15 min a temperatura ambiente y posteriormente se transfirieron a
botellas de cultivoe (Nunc) en 6 ml de medio RPMI complementado con SFB al 10t y
se incubaron a 37°C, en una atmdafera de COp al 5% durante 24 hrs. Las células
transfectantes se seleccionaron por su resistencia a la neomicina (G-418,

800 pg/ml GIBCO, BRL).

6.2. Clonacibén

Se realizé por el método de dilucidn limitante para tener 0.3 células por
pozo utilizando placas de microcultivo de 96 pozos de fondo redondo (Nunc), el
crecimiento celular se evaludé a las tres semanas. Posterior a estoc se evalué la
capacidad de producir la proteina recombinante de las clonas, mediante
inmunopunto. Se seleccionaron las clonas positivas, se expandieron y congelaron.
Posteriormente se verificé la presencia del gene mgp63 mediante Southern Blot,
utilizando como control negativo las células P815 no transfectadas y se evalud
nuevamente la capacidad para expresar la proteina recombinante, mediante

inmunopunto e inmunoelectrotransferencia.
7. Verificacién de la presencia del gene mgp63 en la linea P815QMGP63.
7.1. Extraccién de DNA gendmico.

La extracclidn se realizé a partir de 3%10% células cosechadas y lavadas dos

veces con D-PBS. Se resuspendieron en 500 yl de amortiguador TAIL (Tris 50 mM,
EDTA 100 mM, NaCl 100 mM y SDS 1l%), se les adiciond 40 wl de proteinasa K (10
mg/ml), incub&ndose a 56°C, toda la noche. Posteriormente se les adiciond 20 pl
de RNAasa (1 mg/ml) incubando 2 hrs a 37°C con agitacidn. Después se adicicnd a
la mezela 500 ul de fenol puro y se agitd durante 20 min lentamente y se
centrifugé 10 min a 10,000 rpm, transfiriendo la fase acuocsa a un tubo nuevo y
se adicioné 500 ul de fenol/cloroformo (24:23) se agité nuevamente durante 20 min
y se centrifugd, se recuperé la fase acuosa pasdndose a un tubo nuevo al que se
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le’ agregé. 500 ul de cloroformo, agitando 20 min y se centrifugd como ya se
indicé. Posteriormente se adicioné 1 ml de etanol absoluto frio, se agité
vigorosamente hasta obtener un agregado de DNA, se centrifugé durante 5 min a
10,000 rpm y se lavé con atanol al 70%, se secd al aire y se resuspendié en SOul
de agua estéril.

7.2. Hibridacién de DNA.

Se realizd mediante el método descrito por Southern (44). El DNA gendmico
de la linea PB15QMGP63 se digirid toda la noche con la enzima de restriccién
EcoRI. Posteriormente se realizé electroforesis en gel de agarosa al 1% a 25 V
en una cémara Horizon 11-14 (BRL) durante 20 hrs en amortiguador TAE 1X (la
agarosa contenia 0.5 pg de bromuro de etidio). Después de esto el gel se sumergld
en amortiguador desnaturalizante (NaOH 0.5 M, Nacl 1 M), durante 30 min, se
enjuagdé con agua desionizada y se sumergié en amortiguador neutralizante (Tris-
HCl 0.5 M, Nacl 3 M pH= 7.4), por 30 min. El DNA se transfirié a papel de
nitrocelulosa y se fijé mediante la utilizacidn de luz UV.

La sonda empleada en la hibridacién se prepard de acuerdo al m&todo de iniciador
al azar ("Random Primer"), de la manera siguiente: Aproximadamente 100 ug de DNA
que corresponde al gene mgp63, se desnaturalizd por ebullicién durante 10 min y
se trasfiridé a hielo por 5 min, posteriormente ge le adicioné 3 ul de mezcla de
nucledtidos (&in CTP), 2 pl de amortiguador para la polimerasa Klenow (Fragmento
largo de la DNA polimerasa I), 5 gl de a-CTP marcada con Paa, 1 ¢l de dicha
enzima y se llevé a 20 ul de reaccién con agua estéril. Se incubd 2 hrs a 37°cC.
Después de lo anterior la sonda marcada se purificdé mediante una columna de
Sephadex G-~50 (Sigma).

La hibridacién se realizd colocando la membrana en solucién de hibridacién (SSPE
4X (20 X se disolvié 175.3 g de NaCl, 27.6 g de NaHpPO4.Hp0 y 7.4 g de EDTA en
800 ml de agua desionizada. Se Ajustd el pH a 7.4 con NaOH 10 N y se llevé a un
1litro, esterilizando en autoclave), DENHARDT 10% (Ficoll 10 g, Pup 10 g, BSA
{fraccién V) 10 g en un litro de agua estéril), SDS 20%), y la sonda radioactiva
(previamente desnaturalizada) incubando toda la noche a 68°C, posteriormente se
lavé la membrana tres veces durante 15 min. & 68°C con amortiguador de lavado
(sDS 0.1 %, SSC 0.5 X), y se dejé exponer ante una pelicula (Kodak), durante
24 hrs.
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8. Expresién de GP63

La expresién de GP63  recombinante se verificd por inmunopunto e
inmuncelectrotransferencia.

8.1 Inmunopunto.

Aproximadamente 1 X 10® células transfectantes PB1SOMGP63 fueron

centrifugadas y la pastilla se disolvié en 100 pl de amortiguador de lisis (Tris-
HCl 50 mM, EDTA 5 mM, NaCl 150 mM, aprotinina 2 pg/ml, leucopeptina 2 ug/ml y
pepstatina 1 ug/ml), y se transfirid a membranas de nitrocelulosa mediante un
aparato de vacio. El papel se blogqued con PBS-gelatina al 2 % durante 2 hrs a
37°C y se incubd con el suero IQ~L0l {se define mas adelante) durante 1 hr, y por
dltimo se wutilizé un anticuerpo de cabra anti-IgG de ceonejo, conjugade a
peroxidasa (Sigma, Chemical Co., St. Louis, MO, USA) para revelar la presencia
de la GP63 recombinante. Revelando la reaccién inmunolégica con a-4-Cloro Naftol-
HgOo (Sigma), realizédndose lavados entre las incubaciones con PBS~Tween 20 al

0.01 % a 37°C
8.2 Inmunoelectrotransferencia.

Aproximadamente 1x108 células PB15aMGPE3 fueron centrifugadas y la
pastilla celular fue disuelta en 40 ul de amortiguador de muestra (Tris-HCl
0.125 M pH 6.8, SDS al 2 %, p-mercaptoetanol al 5 %, glicercl al 10 % y azul de
bromofencl al 0.005 %), y sometido a electroforesis en gel de poliacrilamida en
condiciones reductoras (SDS~PAGE) de acuerdo al método de Laemmli (45). Como
contrcles se incluyeron PB15 no transfectada, cultivos de pKK22-3::mgp63 y
cultivo de pRK22-3 sin GP83 y antigenc crudo de Leishmania mexicana. Las
proteinas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa de acuerdeo al método
de Towbin (46). El papel se blogued con PBS-SFB 5% por 2 horas. Posteriormente
se incubé con el suero IQ-L01l, enseguida se incubd con anticuerpo de cabra contra
IgG de conejo conjugado a peroxidasa (Sigma). La reaccidn inmunoldégica se reveld
con a 4-Cloro Naftol-HpO,. Entre las incubaciones se realizaron lavados con PBS-

Tween 20 al 0.01 %. Todo lo anterior se realizé a una temperatura de 37°C.
9, Animales de laboratorio

Se utilizé un conejo de la cepa Nueva Zelanda, de aproximadamente 3 Kg de peso,
el cual se mantuvo en el bioteric del Centro Médico Nacional Siglo XXI.
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10. Obtencién de suero hiperinmune de conejo contra proteinas de Leishmania

mexicana.

El conejo se inmunizé por via interescapulovertebral con un extracto crudo de
Leishmania mexicana, 1 mg/ml en 500 ul de 8§, mezclados con 500 ul de adyuvante
completo de Freund, recibiendo una dosis cada semana durante 12 sgemanas,
sangréndose el dia cero para obtener el suero control (preinmune). La titulacién
de anticuerpos se realizé en la semana ndmero 12, mediante el ensayo
inmunoenzimdtico en fase s&lida (ELISA) (47). Brevemente, se titularon los
anticuerpos contra antigeno crudo de Leishmania mexicana en el suero del conejo
el dia cero, veinte y treinta. Se sensibilizaron placas de microcultivo de 96
pozos con 10 pug/ml de antigeno en solucidén amortiguadora de carbonatos, pH 9.6
1l hr a 37°C. La placa se blogued con PBS-SFB al 5 % por 2 hrs a 37°C. El suero
del conejo se agregd por duplicado a cinco diluciones (1:100, 1:300, 1:900,
1:2700, y 1:8100}, y se incukd a 37°C por 2 hrs., Finalmente, ge incubd la placa
con el suero de cabra anti-IgG de conejo conjugado a peroxidasa durante 1 hr a
37°C. Posteriormente se agregd el substrato OPD-Hg 0, se estabilizd el color con
HpSO; 2 N y se leyd la D.O. a 490 nm. Entre las incubaciones, las placas se

lavaron con PBS-Tween 20 al 0.01 %.

Al suere hiperinmune de conejo contra el extracto crudo de conejo se le denomind
suero IQ-LOL.

11. oObtencidén del antigeno de Leishmania mexicana.

Se obtuvo un antigeno crudo de Leishmania modificando el método de Bouvier (21).
Un cultivo de Leishmania mexicana en fase logaritmica se cosechd por
centrifugacién y se lavé dos veces en un amortiguador de Tris-Hel 0.01 M pH 7.4,
Los parédsitos fueron sometidos a sonicacién y las membranas fueron colectadas por
ultracentrifugacién a 60000 rpm por 45 minutos. La pastilla conteniendo las
membranas, se solubilizé con Tritém X-114 a 4°C (48), y finalmente, fue
sometida a un gradiente de sacarosa. La composicldén del antigeno crudo se
verificdé por SDS-PAGE.
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VII. RESULTADOS
1, construccién del plasmido pIQSHY.1

El plédsmido pUCLl9::mgpé3 contiene el gene sintético que codifica para la forma
madura de GP63 de Leishmania mexicana. La capacidad de este plédsmido para
producir una forma madura recombinante de GP63 se verificd mediante inmunopunto
(Figura No. 4). Este pléasmido fue digerido con la enzima de restriccién EcoRI a
37°C durante 2 hrs. La digestién completa, que se observa en la Figura No. 5
(carril 2), generé dos bandas, la banda de 2.8 Kb corresponde al plasmido pucl9
y la banda de 1.5 Kb corresponde al gene mgpé3. Esta \ltima banda se corté del
gel y fue purificada mediante GenecleanR. En la Figura No. 6 8e muestra un gel
del cual se extrajo la banda de 1.5 Kb. Por otro lado, el pl&asmido pFM92.1 se
linearizd con la enzima EcoRI. En la Figura No. 5, carril 3, se muestra una
digestidén completa, la cual resulta en un fragmento de 10 Kb. Ambos fragmentos
se ligaron y se transformaron en Escherichia coli DHI1OB. Las colonias
transformantes resistentes a la ampicilina se aislaron en agar BHI y se crecieron
en 3 ml de caldo BHI, del cual se extrajo DNA mediante lisis con TELT-lizosima
y posterior precipitaciém con etanocl. La presencia del inserto de 1.5 Kb se
verificé al digerir estas colonias con EcoRI. En la Figura No. 7, carril 2 se
muestra una colonia con el inserto de 1.5 Kb, el carril 3 muestra el aumento de
tamafio {(de 10 a 11.5 Kb) en DNA plasmidico linearizado proveniente de una colonia
que contiene el inserto, cuando se compara con el pl&smido sin el inserto. Para
verificar la orientaci6n del inserto de 1.5 Kb las colonias transformantes se
digirieron con la enzima Sall. Esta digestién puede dar como resultado dos
patrones de restriccidén; cuando el inserto se incorpora en la orientacién
contraria al promotor (~) resultan dos bandas, una de 0.4 Kb y otra de 11,1 Kb.
Cuando el inserto se incorpora en la orientacién del promotor (+), se originan
dos bandas una de 1.2 y otra de 10.3 Kb (Figura No 8)., £n la Figura No, 9 se
presentan tres colonias; una contiene al inserto en la orientacién (-~} {(carril
2) y las otras dos en la orientacidén (+) (carril 3 y 9). Al plasmido pFM92.1 con
el inserto mgp63 en la orientacidén (+) se le denomind pIQSHY.I1.

Mediante inmunopunto no se detectd produccidn de GP63 por la Escherichia coli
DH10B transformada con el pldsmido pIQSHY.l. (Figura No. 4) debido a que este
plasmido contiene el promotor del virus $V40, por tanto no se expresa en células

procaridticas.
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FIGURA No 4
INMUNOPUNTO QUE VERIFICA LA PRODUCCION DE

GP63 DE Leishmania mexicana POR EL PLASMIDO

PUCLY: imgp63.

Carr;llln, E. coli DHSapUCl9. Carril 2A, E. coli DH5apUC19::mgp63.
cérri#iaa,ié{coii DH5apKK223. Carril 4A, E. coliDH5apKKK223::mgp63
CarrLL:iB, S. typhi cvD908. Carril 2B, 5. typhi CVD908::mgp63.

‘ Carf;;fgﬁ, E. coli DHIOB pFM92.1. Carril 4B, E. coli DH10B pFM92.1::mgp63
carril 1c, E. coli DH10B. Carril 2C, E. colii DH5a

Carril 3C, E. colf DH5a pUCl9::CSP

En esta figura se muestra la capacidad del plasmido pUC19:: mgp63 para
producir la forma madura recombinante de GP63.
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FIGURA No 5.

PLASMIDOS pUCL9::mgp63 Y pFM92.1 DIGERIDOS CON ECORT

carril 1, Indicador de 1 Kb. La figura muestra la digestidn
completa del puUCl9::mgp63 con EcoRI que genero dos bandas, la
banda de 2.8 Kb corresponde al plasmido pUCl9 y la banda de 1.5 Kb
corresponde al gene mgp63, carril 2. Y también nos muestra la
digestidén con EcoRI del pFM92.1 que originé una banda de 10 Kb
carril 3.
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FIGURA No 6.

PURIFICACION DEL GENE QUE CODIFICA PARA LA FORMA MADURA DE GP63 DE Leishmani
mexicana

Carril 1. Indicador de 1 Kb. Carriles 2 a 6, pUC19::mgp63 digerido
con Eco RI, en donde la banda de 1.5Kb que corresponde al gene
mgp63 fue cortado del gel de agarosa para su purificacién.
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FIGURA No 7.

VERIFICACION DE LA PRESENCIA DEL GENE mgp63 EN EL PLASMIDO pIQSHY.1.

Carril 1, Indicador de 1 Kb. Carril 2, pIQSHY.I digerido con
EcoRI. Carril 3, pFM92.1 digerido con Ndel. Carril 4, pIQSHY.1l
digerido con NdelX.

La figura nos muestra la presencia del gene mgp63, dentro del
plismido pFM92.1, despues de haber digerido una clona con la
enzima de restriccién EcoRI.
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FIGURA No 8
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Esta figura nos muestra las dos direcciones en las gue el inserto mgpé3,

puede entrar en el pldsmido parental.
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FIGURA No 9

VERIFiCACION DE LA ORIENTACION DEL GENE mgP63 EN EL PLASMIDO pIQSHY.1

Carril 1, Indicador de 1 Kb. Carril 2, Clona 19 digerida con
Sall. Carril 3, Clona 43 digerida con Sall. Carril 4-8, pFM92.1

digerido con Sall. Carril 9, Clona 44 digerido con Sall.

En esta figura se muestra una colonia, que contiene el inserto en

la orientacién contraria del promotor (-).carril 2. Y dos colonias
que contienen el inserto en la orientacién del promotor (+) carril
3yS. ‘
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2. Construccién de la linea celular P8150MGP63.

Ei pldsmido pIQSHY.l s8e introdujo en la linea celular PB15 mediante
electroporacién y las células transfectantes se seleccionarcn por -su resistencia
a G418, pues el plasmido pIQSHY.1 contiene esta resistencia. Las células fueron
clonadas mediante el método de dilucién limitante.

La presencia del gene mgp63 en las cé&lulas P815 se demostrdé mediante
Southern Blot, utilizando como sonda marcando con P32 g1 fragmento de 1.5 Kb que
resulta de la digestién del plésmido pUCl9::mgpé3 con EcoRX, que corresponde al
gene mgpé3. En la Figura No. 10 se presentan dos clonas de células transfectadas.
En los dos primeros carriles se observan dos clonas y en el Ultimo carril se
observa el plasmido pIQSEY.l como testigo positivo. Cabe mencionar que el DNA
genémico de las lineas transfectadas fue digerido con EcoRI por lo que la
hibridacién muestra la banda esperada de 1.5 Kb que corresponde al gene mgpé3.
A la linea celular que contiene el gene que codifica para la forma madura de GP63
se le denomind PB15QMGP63.

3. Expresidn de GP63 en la linea PB15OMGP63.

La expresidédn de la proteina GP63 en las linea P815QMGP63 ge demostrd mediante
inmunopunto. En la Figura No. 11 se muestran varias clonas gue reconoce el suero
IQ-1L01, come testigos positivos se emplearon proteinas de Leishmania mexicana y
el plésmido PpKK223::gp63, el testigo negativo fue la linea celular P815 no
transfectada.

En la Figura No. 12 se presenta una inmunoelectrotransferencia de extractos
crudos de proteinas provenientes de varias clonas de la linea P815oMGP63. Se
observa que el suero IQ-LOl reconoce en la. linea transfectada una banda en la
regién de 60 Kba y otras dos en la regién de 40 KDa (carriles 1, 2 y 3) las
cuales no estdn presentes en linea P615 (car:i.les 4 y 5). Estas proteinas
corresponden a la forma madura de GP63 y p:obablemente a variantes que resultan
de su actividad catalitica.
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FIGURA No 10

SOUTHERN BLOT DE LA LINEA CELULAR P815QMGP63.

Carril 1 y 2, P815 transfectadas con el gene mgpé63.
Carril 3, Plismido pIQSHY.l (testigo positivo).

La figura nos muestra la presencla del gene forédneo dentro de las
células transfectadas con el plasmide pIQSHY.1



FIGURA No 11,

INMUNOPUNTO DE LA LINEA CELULAR P815QMGP63.

Se presentan diversas clonas que expresan la GP63 de Leishmania
mexicana. Utilizando como control positivo proteinas de Leishmania
y la bacteria que contiene el plasmido pKK223::mgp63, que
corresponden a los puntos mds visibles,
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FIGURA No 12.

INMUNOELECTROTRANSFERENCIA DE LA LINEA CELULAR P8Ll59MGP63

Carril 1 a 3. Tres diferentes clonas de P815 transfectadas con el
Gene que codifica para la forma madura de GP63 de Leishmania
mexicana. Carril 4 y 5 células P815 no transfectadas.

La figura nos_niuestra la expresién de la proteina GP63, por las
células P815QMGP63.:
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FIGURA No '13.
INMUNOELECTROTRANSFERENCIA QUE DE MUESTRA, LA

EXPRESION DE LA FORMA MADURA DE GP63 EN Salmonella'typhi areC(”), aroD(")

Carril 1, Proteinas de Leishmania mexicana. Carril 2,

Salmonella typhi CVD908. Carril 3, Salmonella typhi cVD908amgp63.

En esta figura se muestra la exxpresidn de la GP63 por la Salmonel
typhi CVD90BOMGP63, carril 3.



VIIXI. DISCUSION.

El gene gue codifica para -la 6263 de ‘Leishmania mexicana fue originalmente
propbrcionado:éor, el Dr. Davi_.d Rgéael'(uﬁiversidad de Washington) en el plasmido
PSKCL, A partir de este plasmido, se chtuvo mediante la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR) una forma madura de GP63 que comprende de la base 507 la
2060, eliminande las regiones que codifican para los primeros 102 aminoAcidop de
la preproteina (23}. El gene sint&tico, denominado mgp63, contiene sition de
reconocimiento de enzimas de restriccién en ambos extremos, asi como su propio
sitio de unién a ribosomas y codones de iniciacién y terminacién. Este gene
sintético fue insertado en los plésmidos pUCLY? y pKK223-3. Posteriormente, con
el propasito de construir un candidato a vacuna contra la Leishmaniasis, en unién
del promotor tac se integrd en el cromosoma de Salmonella typhi €DV908 (aroC’,
aroD”). Esta cepa bacteriana contiene mutaciones definidas que causap la
dependencia nutricional de la bacteria por metabolitos que no se encuentran en
los tejidos de los mamiferos, por lo gue no es capaz de sobrevivir en ellop. La
expresidén de la forma madura de GP63 en Salmonella typhi CVDI082MAP63 se presenta
en la inmunoelectrotransferencia de la Figura No. 13. El patrén electroforético
muestra una proteina de aproximadamente 40 XDa, este comportamiento ha| sido
reportado anteriormente y se atribuye a la actividad catalitica de la GP63|(33}).
En la UIMI, sin embargo, aln no se ha evaluado esta actividad biolégica en la
proteina madura recombinante. Para disminuir el riesgo de toxicidad dd esta
proteina recombinante se disefié de tal modo que permanezca en el citosol, pues
se eliminé la secuencia que codifica para el péptido lider.

Resultados preliminares de experimentos realizados en la UIMI, muestran [gue el
candidato a vacuna Salmonella typhi CVDS08MRMGP63 confiere proteccibén a yatones
contra el reto de promastigotes de Leishmania mexicana {40). La proteccidn debe
estar asociada a dos posibles mecanismos; la estimulacién de inmunidad ¢elular
{activacidn de macr6fages) o bien con la generacitn de citotoxicidad mediada por
linfocitos T porque no ha gido posible demoatrar gque los ratones producen
anticuerpos contra Leishmania mexicana.

El empleo de Salmonella typhi, como acarreador de antigenos recombinantes, tiene
un gran potencial en la proteccién contra aquellos patdgenos, gpe como
Leishmania, ganan réipidamente un habitat intracelular en 1los f

casos, es deseable una vacuna que genere linfocitos T capaces de recpnocer y
degtruir al pardsito dentro del macrdfago, o bien induzca linfocitos T, que a su
vez activen a los macr&fagos.
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El uso de Salmonella como vector vivo tiene un potencial extraordinario en el
campo de las vacunas. Entre las ventajas que representa su uso, Se encuentra el
hecho de que puede ser administrada por-via oral, lo cual es especialmente
conveniente en los paises subdesarrollados donde las cendiciones de
refrigeracién, equipo, jeringas.y personal entrenado suele ser deficiente. Por
otro lado, Salmonella typhi estimula una amplia gama de respuesta inmune entre
ellas la mediada por células, incluyendo aquella dirigida contra los antigenos
heter6logos que acarrea. Ademés utilizar esta bacteria como acarreador de
antigenos, ofrece la oportunidad de generar vacunas polivalentes pues es posible
integrar diferentes antigenos en otros loci del cromosoma (49).

Las vacunas recombinantes en vectores, generalmente se construyen de tal manera
que los epitopos de interés se expresen en la superficie microbiana, donde sean
accesibles a las células del sistema inmune. Sin embargo, se ha demostrado gue
la distinta compartamentalizacién de los antigenos no resulta en grandes
diferencias en la eficiencia como los antigenos son procesados y presentados,
Siendo un parimetro mas importante la disponibilidad del antigeno. Es decir la
cantidad de proteina recombinante que el vector bacteriano es capaz de producir
{50). Por ello, se espera que la proteina mGP63 disefiada para que permanezca en
el citosol sea tan inmunogénica como la proteina original que se presenta en la
superficie del promastigote de Leishmania mexicana.

El hecho de que se haya logrado inducir proteccidén en ratones inmunizados con la
bacteria acarreadora de GP63, sin que se pudiesen detectar anticuerpos, es
consecuente con el conocimiento actual de la respuesta inmune contra Leishmania.
Se han descrito dos subpoblaciones de linfocitos 7T coq", o cooperadores, con

funciones mutuamente reguladoras y que producen diferentes linfocinas. Los
linfocitos Th-1, secretan preferentemene IL-2 e IFN-y, las cuales estimulan la
inmunidad mediada por células (activacién de macréfagos); en tantc que los
linfocitos Th-2, producen IL-4, IL-5 e IL-6, linfocinas gque juegan un papel muy
importante en la produccibén de anticuerpos {(Figura No. 14) (51). En el caso de
la Leishmaniasis, se sabe que las lineas celulares que transfijeren proteccién
pertenecen a la subclase Th-1, en tanto que las que exacerban la enfermedad son
Th~2 (7). Ademds, en los ratones susceptibles BALB/C responden a la infeccién con
Leishmania preferentemente con linfoecitos Th-1, lo cual deriva en la progresién
de la enfermedad. En tanto gque los ratones resistentes C57Bl/6 presentan
inmunidad protectora mediada por linfocitos cD4¥ Th-2 (5). Por ello, resulta
atractivo pensar que el candidato a vacuna Salmonella typhi CVD908OMGP63 induce
proteccidn porque activa preferentemente una clase de respuesta inmune que lleva
a la activacién de macréfagos, los que a su vez son capaces de controlar la
infeccidén intracelular por el pardsito. Si bien, no existen atn en la UIMI
evidencias experimentales que prueben esta hipétesis, otros autores han
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demostrade que una cepa atenuada de Salmonella typhimurium acarreadora de GP63
induce protecidn en ratones mediante la estimulacién preferente de linfocitos
cp4t Th-1 (38). '

Antlcuerpo
igE
Eoslinofilos
Células
cebadas

Activacion del macrofago
Hipersenclibilidad tardla

Interaccion interaccién

Inhlbitoria Estimulatoria

FIGURA No 14. Los linfocitos Th-1l, secretan preferentemente IL-2 e IFN-T, las
cuales estimulan la inmunidad mediada por células; en tanto que los linfocitos
Th=-2, producen IL-4,IL-5 e IL-6, linfocinas que juegan un papel muy importante
en la produccién de anticuerpos.
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El mecanismo efector mediado por CTL es mas dificil de explicar. Se sabe que
existen dos vias fundamentales a través de las cuales antigenos protéicos son
procesados y presentados (52). Los antigenos exdgenos, como Salmonella y los
antigenos solubles, son fagocitados, ingresan a la via metabdlica endosomal y los
péptidos resultantes son presentados en la membrana celular en asociacidén a
moléculas del MHC de clase II, por lo gue son capaces de activar a células CD4™,
Por otro lado, los antigenos sintetizados de manera enddgena, principalmente las
proteinas provenientes de infecciones virales, se procesan en el citosol, se
trangportan al reticulo endoplédsmico y se presentan en la membrana celular
asociados a moléculas de clase I y consecuentemente activan a cé&lulas <p8™*, que
tienen funcién citotéxica y son el principal mecanisme de defensa contra
infecciones virales (Figura No. 15) (53).

MHC DE CLASE I} MHC DE GLA§F lo
: 1505
{

ANTIGENC

ENDOSOMAS

FIGURA No 15. Vias fundamentales de procesamiento y presentacién de antigeno por
el complejo principal de histocompatibilidad.
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En diversos modelos experimentales se ha tratado de generar células citotébxicas
contra antigenos solubles, los resultados demuestran que es dificil inducir este
tipo de respuestas de manera reproducible y que sBon necesarias mdltiples
inmunizaciones con altas concentraciones de antigeno para obtener respuestas
débiles, Ademds, no ee conoce la duracidén o memoria en estos casos Y no se sabe
si tienen alguna relevancia in vivo (54). Sin embargo, los antigenos protéicos
solubles incluidos en liposomas sensibles a &cido, pueden entrar al citosol y ser
procesados por la via endégena y ser presentados en el contexto de moléculas de
clase I (55).

La capacidad de bacterias para generar respuestas de CTL también es
controversial. Mientras que algunos autores reportan evidencias de gue ciertos
antigenos recombinantes, expresados en bacterias pueden ser presentados en el
contexto de moléculas de clase I y por tanto, generar CTL (56, 57). Otros no
han logrado inducir este tipo de respuestas contra los antigenos acarreados por
Salmonella (58) y otros ma&s han demostrado gque la induccién de CTL parece estar
asociada con la cantidad de proteina recombinante que se produce y, en su caso,
con la estabilidad de los plédsmidos {59).

Varias son las posibles vias que pudiesen seguir los péptidos inmunogénicos
provenientes de Salmonella para alcanzar a moléculas del MHC de clase 1. La
bacteria, o sus productos pudiesen escapar de los fagolisosomas y las proteinas
ser procesadas en el citosol. Por otro lado, las proteinas pudiesen ser
degradadas hasta péptidos en el fagoliscsoma y posteriormente secretadas a la
membrana celular donde se unirian a moléculas del MHC de clase I vacias O
conteniendo péptidos de menor afinjdad (Figura No. 16). Esta dltima hipétesis ha
sido evaluada en la UIMI, en experimentos preliminares se ha observado que los
macrdfagos infectados con Salmonella typhimurium secretan al medio péptidos que
pueden unirse a moléculas de clase I vacias (60).

Para evaluar la capacidad de Salmonella typhi CVDS08QMGP63 para inducir CTL
contra antigenos de Leishmania mexicana, se requiere de una linea celular gque
exprese de manera constitutiva epitopos de GP63 gque se presenten en el contexto
de moléculas de histocompatibilidad de clase I y que sirva como blanco de CTL.
El propésito de este trabajo fue construir esta linea celular, la cual seré una
herramienta muy importante para aclarar algunos mecanismos en la proteccidn que
confiere una cepa atenuada de Salmonella typhi que acarrea antigenos de
Leishmania mexicana.
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FIGURA No 16. Via propuesta de procesamiento y presentacién de Salmonella
typhimurium por el complejo principal de histocompatibilidad.
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IX. CONCLUSIONES.

Se construydé el pldsmido pIQSEY.1 gque contiene el gene que codifica para
una forma madura de GP63 de Leishmania mexicana.

Se transfecté a la linea celular PB15 con el plésmido pIQSHY.1,
obteniéndose asi una linea celular murina que contiene el gene gque codifica para
la forma madura de GP63 de Leishmania mexicana.

Las células transfectantes ( PB15AMGP63 ) expresan de manera constitutiva
GP63 de Leishmania mexicana. Sin embargo, aGn gqueda por demostrar gue los
péptidos que se originen del procesamiento enddégeno de la proteina GP63
recombinante serdn captados y presentados por moléculas del MHC de clase I. Para
ello, es necesario purificar moléculas de clase I de la linea tranafectada, eluir
los péptidos, secuenciarlos y demostrar que corresponden a regiones provenientes
de la GP63.
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