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RESUMEN. 

La citotoxicidad mediada por linfocitos T coa+ parece estar involucrada en la 

generación de inmunidad protectora contra infecciones por microorganismos 

intracelulares. Sin embargo, no se ha definido cómo antígenos particuladoa son 

capaces de ser procesados y presentados en el contexto de moléculas de 

histocomaptibilidad de clase I. Para aclarar el mecanismo, es necesario contar 

con sistemas experimentales que permitan evaluar la actividad de células 

citotóxicae in vitro. En el presente trabajo se reporta la construcción de una 

línea celular murina capaz de expresar de manera estable la proteína 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 plásmido pUC19: :mgp63 y ee insertó en el plásmido pFM92.1. 

Con el pláemido resultante pIQSBY .1 ee transfectaron las células murinas P815. 

La presencia del gene foráneo dentro de las células se confirmó mediante Southern 

Blot y la expresión de la GP63 recornbinante de Leishmania mexicana se comprobó 

mediante inmunoelectrotransferencia. 

Los resultados muestran que las células transfectadas con el plásmido pIQSHY .1 

expresan de manera estable y constitutiva GP63 recombinante de Leishmania 

mexicana. 



I, INTRODUCCION, 

Las Leishmaniaeis son padecimientos causados por protozoarios del género 

Leishmania. Después del paludismo, ocupan el segundo lugar en importancia por su 

impacto en Salud Pública. Aunque su distribución es mundial, las leishmaniasie 

se presentan de manera endémica, preferentemente en paises subdesarrollados de 

las zonas tropicales y subtropicales, La Organización 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 año ( 1). 

La enfermedad se adquiere a través de la picadura de un mosquito hematófago del 

género Lutzomia. En México existen por lo menos 38 especies distintas, pero sólo 

Lutzomia olmeca ha sido capaz de transmitir a Leishmania mexicana en voluntarios 

humanos. Los reservorios son mamíferos domésticos y silvestres. En México, los 

reservorios silvestres deben ser los mismos roedores arbóreos descritos para 

centroamérica, pero solo 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 ocasiona cuatro 

formas clínicas diferentes: La leishmaniasis cutánea localizada (LCL), o úlcera 

de los chicleros, esta es la forma mas frecuente y se caracteriza por la 

presencia lesiones en la piel que pueden tardar meses o años en sanar y que 

pueden dejar cicatrices permanentes, altamente desfigurantes. Sin embargo, la 

enfermedad natural habitualmente confiere protección contra infecciones 

subsecuentes por especies relacionadas ( 1) . La leisbmaniasis cutánea diseminada 

(LCD), que se inicia con un nódulo no ulcerado en el sitio de la picadura del 

mosquito, a partir del cual se disemina el parásito por vía linfática, causando 

una afección generalizada grave. La leishmaniasis mucocutánea (LMC) o espundia, 

que se caracteriza por lesiones metastásicas mutilantes en las mucosas nasal y 

orofaringea, que se presentan meses después de una lesión cutánea, no curan 

espontáneamente y son muy resistentes a la quimioterapia. Por último, aunque rara 

en nuestro país, se encuentra la leishmaniasis visceral o kala-azar, que es la 

variedad clínica más grave, pues tiene una alta letalidad y afecta principalmente 

a niños menores de diez años de edad en zonas altamente endémicas (3). En esta 

variedad, el parásito se disemina al hígado, bazo, médula ósea y ganglios 

linfáticos. En Europa y Asia esta forma clínica es causada por Leishmania 

donovani. 

El ciclo biológico 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 característica central en la patogenicidad del parásito es que 

en el huéspet vertebrado, el amastigote es intracelular. Por tanto, la inmunidad 



protectora contra la Leishmaniasis, depende de linfocitos T específicos y no de 

anticuerpos ( 4, 5, 6, 7) • Mas aún, se ha comprobado que la resolución o 

progresión de la enfermedad en el ratón, y muy probablemente también en el 

humano, depende de la estimulación de las diferentes subpoblaciones de linfocitos 

T CD4 + o cooperadores (8), pues se requiere de la inducción de interfer6n­

gamma ( IFN-y), interleucina que producen los linfocitos Th-1, para que las 

lesiones curen apropiadamente (6,9,10). En tanto que la producción de IL-4 e 

IL-3, no solo por los linfocitos T co4+ Th-2 sino por células cebadas (11) 

exacerban las lesiones (7, 10). Los macrófagos, por su parte, al ser activados por 

citocinas como el IFNy ( 12) o el factor estimulador de colonias de granulocitos 

y macrófagos (GM-CSF} (13), adquieren in vitro habilidad citotóxica contra 

Leishmania. Además, la resis~encia a la diseminación del parásito parece estar 

controlada por linfocitos T cDet:·.".i(i4) •. Se ha demostrado que la administración 

de IL-12 causa una reducción mayof al, 75% del parásito en el sitio de infección 

en ratones altamente susceptibl,~:~'.:B~B/C, mostrandose un aumento de INF-y y una 

disminución el la producción·.· de-~.:ÍL~4 ( 15). La IL-12 suprime las células Th-2 

y promueve la respue~ta de Th-1~ -~~ u~a forma de Leishmaniasis murina dependiente 

de INF-y (16). 

El control epidemiológico de la Leiahmaniasia depende de la eliminación de los 

vectores y reservorios, así como de la detección 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 transmisión en estos 

aspectos, se considera que una vacuna representa la única alternativa práctica 

de prevención en algunos casos (17). En el oriente medio, loe programas de 

vacunación contra la Leishmaniasis, han consistido en la inoculación de cepas 

atenuadas de Leis/Jmania en lugares del cuerpo no visibles, para evitar que la 

infección natural deje cicatrices desfigurantes, sobre todo en la cara. Esta 

clase de inmunización, llamada leishmanizaclón, es una infección controlada, que 

sin embargo, puede ser tan severa como la infección natural en algunos 

individuos(lS). Aunque se han logrado avances importantes en el desarrollo de 

vacunas contra la leishmaniasis, todavía no hay un inmunógeno cuya aceptación sea 

general ( 19). Las vacunas de parásitos muertos se tienen que administrar por vía 

intramuscular y han dado resultados muy variables (20). 

La glicoproteína principal del promastigote (GP63) que pesa de 63 a 68 kDa, es 

una endopeptidasa dependiente de Zinc que es inhibida por el 1.10 fenantrolina 

y iones de metales pesados, recientes estudios indican que la GP63 presenta un 

pH ácido (21, 22). Esta proteína es expresada como una proteasa de superficie 

anfifílica, en el promastigote comprende cerca del l't de la proteína celular. 



Recientemente se a demostrado que el cDNA de la· GP63 de Leishmania mexicana se 

divide en tres clases: el, C2 y C3 (23). Siendo de gran importancia el hecho 

de que los genes de Cl presentan· una regulaci6n selectiva en el estadio de 

amastigote y estos codifican para una proteina 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 parásito en todas las especies 

de Leishmania que se han estudiado hasta la fecha (24,25,26). Inicialmente, 

esta proteina se logró purificar de la superficie de promastigotes de Leishmania 

majar mediante extracción con Trit6n X-114 y cromatografía de intercambio iónico 

( 21). El gene ha sido clonado y se ha logrado producir la proteína recombinante 

(27). Actualmente, se conoce la estructura primaria de GP63 en diversa especies 

de Leishmania y se sabe que existe gran homología entre ellas. 

Esta proteína tiene propiedades biológicas posiblemente relacionadas con los 

mecanismos patogénicos del parásito, como son su actividad proteolítica (22) y 

la capacidad de unirse al receptor de C3 en el macrófago (COllb/18) (28). Se ha 

comprobado que GP63 es necesaria para que el parásito se adhiera al macrófago 

cuando los mosquitos inyectan los promastigotes al huéspet (29), pues se sabe 

que los anticuerpos contra GP63 son capaces de bloquear este proceso y se 

considera que este paso es esencial para la internalización del parásito ( 30). 

Una vez dentro del macr6fago, la actividad proteolitica de GP63 protege al 

parásito de la acción de las enzimas lisosomales, ya que se ha demostrado que 

liposomas que contienen GP63 activa no son destruidos por los macrófagos (31, 

32) • Por otro lado se ha demostrado que las GP63 de Leishmania majar y 

Leishmania donovani son capaces de romper a la molécula CD4 + de linfocitos T 

(33). Esta proteína es además, uno de los blancos principales de la respuesta 

inmune del huéspet, pues es la principalmente reconocida por humanos, hámsteres 

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 protección al administrar GP63 incluida en 

liposomas ( 32) y esta protección puede ser transferida a través de linfocitos T 

específicos a ratones susceptibles • Sin embargo, para lograr protección es 

necesaria la administración intravenosa o intraperitoneal de los liposomas y la 

proteína recombinante soluble ha dado resultados contradictorios(35). 

Por último, se han identificado epitopos de células T en GP63 de Leishmania majar 

( 36) y se sabe que la respuesta inmune a esta proteína en el ratón se encuentra 

controlada genéticamente (37) y también en el modelo murino, ha sido posible 

inducir protección, utilizando Salmonella typhimurium aroA· como acarreador de 

GP63 de Leishmania majo.r(38). 



II. FUNDAMENTACION DE LA ELECCION DEL ~EMA. 

No se conoce con exactitud la magnitud del problema de la Leishmaniasis en 

México. Sin embargo, se supone que se encuentra ampliamente distribuida en el 
país, si se considera que el vector Lutzomia olmeca, sobrevive en una amplia 
proporción del territorio nacional. Se calcula que en México puede haber hasta 

10 mil caeos nuevos cada año, muchos de loe cuales tendrán cicatrices 

desfigurantes permanentes y difícilmente recibirán tratamiento adecuado, pues loe 
medicamentos antiparasitarios son caros y en general no están disponibles. Por 
otro lado, el control de los vectores y reeervorioa es poco factible. Una 

alternativa a este problema, es la obtención de una vacuna utilizando Salmonella 

typhi como acarreador de antígenos, pues ofrece ventajas teóricas contra la 

infección por microorganismos intracelulares, ya que induce respuesta inmune 

celular capaz de activar los mecanismos de eliminación de los parásitos. En la 

Unidad de Investigación Médica en Inmunoquímica (UIMI), en colaboración con el 

Centro para Desarrollo de Vacunas (CVO} de la Universidad de Maryland en 

Baltimore, se construyó 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 protección en ratones 

contra el reto del parásito, en ausencia de anticuerpos (40). El mecanismo por 

medio del cual la cepa vacuna! es capáz de conferir protección no ha sido 

aclarado, pero parece involucrar mecanismos de inmunidad celular. 

Actualmente, se sabe que existen dos vías para el procesamiento y presentación 

de antígenos: La vía exógena, donde los antígenos {fundamentalmente bacterias) 

son fagocitadas y procesados en el fagolisosoma y presentados en el contexto de 

moléculas del MHC de clase II; y la vía endógena donde el antígeno se procesa en 

el citosol y se transporta al sistema retículo endotelial y se presenta en el 

contexto de moléculas del MHC de clase I. Existen evidencias de que algunos 

antígenos 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 todavía. Para evaluar 

la capacidad de Leishmania mexicana y de la cepa vacuna! Salmonella typhi 

CVD908nMGP63 para generar inmunidad mediada por células citotóxicas es necesario 

contar primero con una línea celular que exprese de manera constitutiva los 

antígenos del parásito. 



III, OBJETIVOS, 

1. Objetivo general. 

construir una línea celular murina capaz de expresar de manera estable GP63 de 
Leishmania mexicana. 

2. Objetivos particulares. 

Construir el vector de expresión pIQSBY .1 que permita la transfección de las 

células PS 15, para que produzcan de manera estable, la proteína GP63 de 

Leishmania mexicana. 

Verificar la expresión de la GP63 de Leishmania mexicana en la línea celular 

murina, transfectados con dicha proteína. 



IV, HIPOTESIS. 

La linea celular murina P815 transfectada con el pIQSBY .1 que conteniendo el gene 

mgp63 será capaz de producir una forma citos6lica recombinante de GP63 no tóxica 

y estable. 



V. MODELO EXPERIMENTAL. 

El modelo experimental se presenta en la Figura No. l. Brevemente, a partir del 

plásmido pUC19::mgp63 se purificó el gene que codifica para una forma truncada 

de GP63 de Leishmania mexicana y se subclonó en el pláemido pFM92.l. Con el 

plásmido resultante se transfectó la línea celular PSlS. La producción de la 

proteína recombinante se verificó mediante inmunoelectrotransferencia. 

Figura No.1 
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VI, MATERIALES Y METODOS, 

1. Parásitos. 

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

se cultivó en medio de Schneider suplementado con 10\ de suero fetal bovino, a 

temperatura ambiente, durante tres semanas. 

2. cepas bacterianas. 

a) Escherichia coli DBSa. De la colección de la UIMI. 

b) Escherichia coli DHlOB (GIBCO, BRL). 

e) Salmonella typhi CVD908. Donado por el CVD (Gl). 

d) Salmonella typhi cVD90Snmgp63 (Construida en la UIMI en colaboración con el 

CVD). 

Se cultivaron en caldo BHI, durante 24 hrs a 37°C. En caso de las células 

transformadas con plásmidos, se agregaron 75 µg/ml de ampicilina (Sector Salud) • 

... 
3. Plásmidos 

a) pUC19. De la colección de la UIMI 

b) pKK223-3. De la colección de la UIMI 

e) pKK223: :gp63 construido por la UIMI en colaboración con el evo 

d) pUC19: zmgp63. Construido por la UIMI en colaboración con el evo. Contiene el 

gene que codifica para la forma madura de gp63 (l.5 Kb) (Figura No. l ). 

e) pH~actinPrl-Neo-XB (pFM92.l). Donado por el Dr.Frank Momburg, Instituto de 

Inmunología y genética del centro Alemán de Investigación en oncología, Alemania. 

(Figura No. 2). 

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

PS15. (ATCC TIB 64) Mastocitoma de rat6n, se cultiva a partir de un tumor DBA/2 

de ratón, se utiliza como una línea celular para ensayos de citotoxicidad en 

células T. Estas células no presentan una actividad efectora en un sistema de 

citotoxicidad mediado por células dependientes de anticuerpos. 

P815ctlMGPG3. se reporta en el presente trabajo. 

Fueron cultivadas en medio RPMI, suplementado con L-glutamina, piruvato, 

penicilina, gentamicina y complementado con SFB al 10\. 

s. Ingeniería genética. 

La manipulación del DNA se realizó de acuerdo a los métodos y procedimientos 

recomendados por Sambrook ( 42) • 

S .1 Digestión de DNA. 

La concentración del DNA utilizado fue estimada mediante la comparación de 

un estándar de l Kb ONA Ladder (GIBCO, BRL). Aproximadamente 10 µg de DNA 

plaemídico fueron depositados en tubos Eppendorf. Las digestiones se realizaron 

en un volumen final de SO µl, durante dos horas, adicionando 1 µl de la enzima 

de restricción, 5 µl de amortiguador y 45 µl de agua estéril inyectable. 

S. 2. Electroforesis. 

Las electroforesis se realizaron en agarosa (Ultra pure, GIBCO, BRL) al 

l %, en una cámara horizontal (Horizon 5-8, BRL), con 5 µl de DNA a 75 V 

(15V/cm3), durante 45 min utilizando como amortiguador de corrimiento TAE lX 

(Tris-acetato 0,04 M, EDTA 0.001 M). La agarosa contenía 1 µg de bromuro de 

etidio, al terminar el corrimiento el gel se observó sobre un transiluminador de 

luz ultravioleta para ser fotografiado. 

5 .3. Purificación de fragmentos. 

Los fragmentos fueron cortados de los geles de agarosa y depositados en 

tubos Eppendorf para su purificación mediante GeneCleanR (43}. Brevemente, se 

agregaron 800 µl de Na! 6 M, incubándose a 56°c hasta que la agarosa se disolvió, 

se le agregó 5 µl de perlas de vidrio, se incubó en hielo durante 1/2 hr 

(agitando el tubo frecuentemente), enseguida se centrifugó l min 6,000 rpm y SE'. 

eliminó el sobrenadante, las perlas de vidrio se lavaron tres veces con una 

solución amortiguadora (NaCl so mM, y Etanol al 50\ ) , se resuspendieron después 

en 50 µl de agua estéril, se dejaron 20 min a 56°C, se centrifugó de nuevo y el 
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eobrenadante .ªª ,tra.sl~d6 ·ª: ~n ~.ubo· l~mpio.,;. Las .·-~arlas _.fue~~n mezcladas en 20 µl 

de agua inyec:=tabl.e e incubá.das ·20 m~n-:más ·.ª: 5_6~c, -el sobrenadante se recuperó. 

Por último se- realiz
0

Ó una electi-óf0resiá :eh' ·ge.l de"· a9~rosa, para - verificar la 

presencia de:DNAo' 

En u_n tubo EpPendorf se· me!zcl~~o~:·'.:~s·_,~,LA~~·~i:-~táá~ido pFM92 .1 linear izado 

mediante digestión con enzimas de -rest.rié:Ci_6Jl,·, :·mas 30 µl del gene mgp63 (l.S Kb) 

purificado por GeneCleanR, se agrSgar~~·~~·: ii.i ... ' de-amOrtigÚador para enzima :r4 
ligaaa (GIBCO, BRL), 1 µl de dicha enzimá. y: .60 µl de agua estéril y se incubó a 

15 ºC toda la noche. 

s.s. !rransformación. 

Se cultivó Escherichia coli DHlOB en SO ml de medio BHI, hasta faee 

logarí.tmica. se cosechó la bacteria por centrifugación a 6, 000 rpm durante 10 min 

y se lavó dos veces con la mezcla de CaCl2 100 rnM, glucosa 50 mM, y Tris-HCl lOmM 

(pH 7.5) fria. La pastilla bacteriana resultante fue resuependida en 1 ml de la 

mezcla anterior e incubada toda la noche a 4°C. Posteriormente 100 µl de la 

suspensión bacteriana se depositaron en un tubo Eppendorf y se lee adicionó 30 µl 

de la mezcla de ligación la mezcla se dejó 20 min en hielo. Posteriormente, se 

sumergió se incubó la mezcla a 42°C durante l min y se dejó 5 min en hielo, se 

le agregó 1 ml de medio SOC (250 rnM de KCl, 100 rnM de MgCl2, triptona 2 g, 

extracto de levadura 5 g, glucosa 20 rnM para un litro), se agitó y se incubó 

durante 45 min a 37°C. Por último, 100 µl del cultivo anterior se sembró en una 

placa de medio BHI que contenía 75 µg/ml de ampicilina y se incubó a 37ºC d1Jrante 

24 hrs. 

5. 6. Identificación 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 realizó una minipreparación para extracción de DNA 

plasmídico, Brevemente, a la pastilla bacteriana se le adicionaron 200 µl de TELT 

(Tri ton XlOO, EDTA 65 mM y LiCl 2. S M) y 20 µg de lizosima, la mezcla se agitó 

vigorosamente y se sometió a ebullición durante 1 min, se centrifugó a 6,000 rpm 

durante 10 min. El sobrenadante se transfirió a un tubo Eppendorf que contenía 

100 µl de isopropanol frío, se mezcló y se centrifugó nuevamente a 6, 000 rpm a 

4ºC durante 10 min, la pastilla resultante que corresponde al DNA plasmidico se 

lavó 1 vez con etanol al 70%, se dejó secar y se resuspendió en 20 µl de agua. 
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6. Construcción de la línea celular P81SnMGP63. 

6 .1. Transfección con el DNA plasmídico. 

El plásmido pIQSHY.1 se introdujo en la línea celular Ltk-(H-2k) PSlS 

mediante electroporación, utilizando un aparato Cell-Porator, GIBCO,BRL. 

Brevemente, aproximadamente 5 X 106 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 500 µg de pIQSHY .1 y la 

mezcla se depositó en celdas para electroporar, las condiciones fueron 800 µf 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 cultivo (Nunc) en 6 ml de medio RPMI complementado con SFB al 10\ y 

se incubaron a 37ºC, en una atmósfera de C02 al si durante 24 hrs. Las células 

tranefectantes se seleccionaron por su resistencia a la neomlcina (G-418, 

600 µg/ml GIBCO, BltL). 

6.2. Clonación 

Se realizó por el método de dilución limitante para tener O. 3 células por 

pozo utilizando placas de microcultivo de 96 pozos de fondo redondo (Nunc), el 

crecimiento celular se evaluó a las tres semanas. Posterior a esto se evaluó la 

capacidad de producir la proteina recombinante de las clonas, mediante 

inmunopunto. Se seleccionaron las clonas positivas, se expandieron y congelaron. 

Posteriormente se verificó la presencia del gene mgp63 mediante Southern Blot, 

utilizando como control negativo las células P815 no transfectadas y se evaluó 

nuevamente la capacidad para expresar la proteína recombinante, mediante 

inmunopunto e inmunoelectrotransferencia. 

7. Verificación de la presencia del gene mgp63 en la línea P81SOMGP63. 

7.1. Extracción de DNA genómico. 

La extracción se realizó a partir de 3X106 células cosechadas y lavadas dos 

veces con 0-PBS. Se resuspendieron en 500 µl de amortiguador TAIL (Tris 50 mM, 

EDTA 100 mM, NaCl 100 mM y sos lt), se lee adicionó 40 µl de proteinasa K (10 

mg/ml), incubándose a 56°C, toda la noche. Posteriormente se les adicionó 20 µl 

de RNAasa (1 mg/ml) incubando 2 hrs a 37°C con agitación. Después se adicionó a 

la mezcla 500 µl de fenal puro y se agitó durante 20 min lentamente y se 

centrifugó 10 min a 10,000 rpm, transfiriendo la fase acuosa a un tubo nuevo y 

se adicionó 500 µl de fenol/cloroformo (24:23) se agitó nuevamente durante 20 min 

y se centrifugó, se recuperó la fase acuosa pasándose a un tubo nuevo al que se 
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le agreg6 500 µl de cloroformo, agitando 20 min y se centrifug6 como ya se 

indicó. Posteriormente se adicion6 1 ml de etanol absoluto frio, se agit6 

vigorosamente hasta obtener un agregado de DNA, se centrifugó durante 5 min a 

10,000 rpm y se lav6 con etanol al 70%, se sec6 al aire y se resuspendi6 en 50µ1 

de agua estéril. 

7.2. Hibridación de DNA. 

Se realizó mediante el método descrito por Southern ( 44) • El ONA gen6mico 

de la línea PS15nMGP63 se digirió toda la noche con la enzima de restricción 

EcoRI. Posteriormente se realizó electroforesis en gel de agarosa al 1% a 25 V 

en una cámara Horizon 11-14 (BRL) durante 20 hrs en amortiguador TAE lX (la 

agarosa contenia 0.5 µg de bromuro de etidio}. Después de esto el gel se sumergió 

en amortiguador desnaturalizante (NaOH 0.5 M, NaCl l M), durante 30 min, se 

enjuagó con agua desionizada y se sumergió en amortiguador neutralizante (Trie­

HCl O. 5 M, Nacl 3 M pH= 7, 4), por 30 min. El DNA se transfirió a papel de 

nitrocelulosa y se fijó mediante la utilización de luz UV. 

La sonda empleada en la hibridación se preparó de acuerdo al método de iniciador 

al azar ( "Random Primer"), de la manera siguiente: Aproximadamente 100 µg de DNA 

que corresponde al gene mgp63, se desnaturalizó por ebullición durante 10 min y 

se trasfirió a hielo por 5 min, posteriormente se le adicionó 3 µl de mezcla de 

nucliaótidos {sin CTP), 2 µl de amortiguador para la polimerasa Klenow (Fragmento 

largo de la DNA polimerasa I), 5 µl de a-CTP marcada con p32, 1 µl de dicha 

enzima y se llevó a 20 µl de reacción con agua estéril. Se incubó 2 hrs a 37°C. 

Después de lo anterior la sonda marcada se purificó mediante una columna de 

Sephadex G-50 (Sigma). 

La hibridación se realizó colocando la membrana en solución de hibridación (SSPE 

4X (20 X se disolvió 175,3 g de NaCl, 27,6 g de NaH2P04.H20 y 7.4 g de EDTA en 

800 ml de agua desionizada. Se Ajustó el pH a 7.4 con NaOH 10 N y se llevó a un 

litro, esterilizando en autoclave), DENHARDT 10\ (Ficoll 10 g, Pup 10 g, BSA 

(fracción V) 10 gen un litro de agua estéril), SOS 20\), y la sonda radioactiva 

(previamente desnaturalizada) incubando toda la noche a 68°c, posteriormente se 

lavó la membrana tres veces durante 15 min. a 68°C con amortiguador de lavado 

(SOS O.l \, ssc o.s X}, y se dejó exponer ante una película (Kodak), durante 

24 hrs. 
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8. Expresión de GP63 

La expresión de GP63 recombinante se verificó por inmunopunto e 

inmunoelectrotransferencia. 

a.1 I:nmunopunto. 

Aproximadamente X io6 células transfectantes P815nMGP63 fueron 

centrifugadas y la pastilla se disolvió en 100 µl de amortiguador de lisis (Tris­

HCl 50 mM, EDTA 5 mM, NaCl 150 mM, aprotinina 2 µg/ml, leucopeptina 2 µg/ml y 

pepstatina 1 µg/ml), y se transfirió a membranas de nitrocelulosa mediante un 

aparato de vacio. El papel se bloqueó con PBS-gelatina al 2 \ durante 2 hre a 

37ºC y se incubó con el suero :CQ-LOl (se define mas adelante) durante 1 hr, y por 

último se utilizó un anticuerpo de cabra anti-IgG de conejo, conjugado a 

peroxidasa (Siqma, Chemical Co., St. Louis, MO, USA} para revelar la presencia 

de la GP63 recombinante. Revelando la reacción inmunológica con a-4-Cloro Naftol­

H202 (Sigma), realizándose lavados entre las incubaciones con PBS-Tween 20 al 

O.Ol % a 37"C 

8 .2 Inmunoelectrotransferencia. 

Aproximadamente lxl06 células P81512MGP63 fueron centrifugadas y la 

pastilla celular fue disuelta en 40 µl de amortiguador de muestra (Tris-He! 

o.125 M pH 6.8, sos al 2 %, ~-mercaptoetanol al 5 %, glicerol al 10 i y azul de 

bromofenol al o.oos %) , y sometido a electroforesis en gel de poliacrilamida en 

condiciones reductoras (SDS-PAGE} de acuerdo al método de Laemmli {45). Como 

controles se incluyeron PBlS no transfectada, cultivos de pKK22-3: :mgp63 y 

cultivo de pKX22-3 sin GP63 y antígeno crudo de Leishmania mexicana. Las 

proteínas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa de acuerdo al método 

de Towbin (46). El papel se bloqueó con PBS-SFB 5% por 2 horas. Posteriormente 

se incubó con el suero IQ-LOl, enseguida se incubó con anticuerpo de cabra contra 

IgG de conejo conjugado a peroxidasa (Sigma). La reacción inmunológica se reveló 

con a 4-Cloro Naftol-H2'J2. Entre las incubaciones se realizaron lavados con PBS­

Tween 20 al 0.01 %. Todo lo anterior se realizó a una temperatura de 37ºC. 

9. Animales de laboratorio 

Se utilizó un conejo de la cepa Nueva Zelanda, de aproximadamente 3 Kg de peso, 

el cual se mantuvo en el bioterio del Centro Médico Nacional Siglo XXI. 
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10. Obtención de suero hiperinmune de conejo contra proteínas de Leishmania 
mexicana. 

El conejo se inmunizó por vía interescapulovertebral con un extracto crudo de 

Leishmania mexicana, l mg/ml en 500 µl de SS, mezclados con 500 µl de adyuvante 

completo de Freund, recibiendo una dosis cada semana durante 12 semanas, 

sangrándose el día cero para obtener el suero control (preinmune). La titulación 

de anticuerpos se realizó en la semana número 12, mediante el ensayo 

inmunoenzimático en fase sólida (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 µg/ml de antígeno en solución amortiguadora de carbonatos, pH 9.6 

l hr a 37°c. La placa se bloqueó con PBS-SFB al 5 i por 2 hrs a 37ºC. El suero 

del conejo se agregó por duplicado a cinco diluciones (1:100, 1:300, 1:900, 

1:2700, y 1:8100), y se incubó a 37ºC por 2 hrs. Finalmente, se incubó la placa 

con el suero de cabra anti-IgG de conejo conjugado a peroxidasa durante 1 hr a 

37°c. Posteriormente se agregó el substrato OPD-H2o2 se estabilizó el color con 

H2S04 2 N y se leyó la n.o. a 490 nm. Entre las incubaciones, las placas se 

lavaron con PBS-Tween 20 al 0.01 %. 

Al suero hiperinmune de conejo contra el extracto crudo de conejo se le denominó 

suero IQ-LOl. 

11. Obtención del antígeno de Leishmania mexicana. 

Se obtuvo un antígeno crudo de Leishmania modificando el método de Bouvier (21). 

Un cultivo de Leishmania mexicana en fase logarítmica se cosechó por 

centrifugación y se lavó dos veces en un amortiguador de Tris-Hcl 0.01 M pH 7.4, 

Los parásitos fueron sometidos a sonicación y las membranas fueron colectadas por 

ultracentrifugación a 60000 rpm por 45 minutos. La pastilla conteniendo las 

membranas, se solubilizó con Tritón X-114 a 4°C (48), y finalmente, fue 

sometida a un gradiente de sacarosa. La composición del antígeno crudo se 

verificó por SDS-PAGE. 
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VII. RESUL:rADoS 

l. construcción del plásmido pIQSBY.1 

El pláemido pUC191 tmgp63 contiene el gene sintético que codifica para la forma 

madura de GP63 de Leishmania mexicana. La capacidad de este plásmido para 

producir una forma madura recombinante de GP63 ee verificó mediante inmunopunto 

(Figura No. 4). Este plásmido fue digerido con la ez:izima de restricción EcoRI a 

37ºC durante 2 hrs. La digestión completa, que se observa en la Figura No. 5 

(carril 2), generó dos bandas, la banda de 2.8 Kb corresponde al plásmido pUC19 
y la banda de 1.5 Kb corresponde al gene mgp63. Esta última banda se cortó del 
gel y fue purificada mediante GenecleanR. En la Figura No. 6 se muestra un gel 

del cual se extrajo la banda de 1.5 Kb. Por otro lado, el plásmido pFM92.l se 

lineariz6 con la enzima EcoRI. En la Figura No. s, carril 3, se muestra una 

digestión completa, la cual resulta en un fragmento de 10 Kb. Ambos fragmentos 

se ligaron y se transformaron en Escherichia coli DHlOB. 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 precipitación con etanol. La presencia del inserto de 1. 5 Kb se 

verificó 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 

tamaño (de 10 a 11. 5 Kb) en DNA plasmidico linear izado proveniente de una colonia 

que contiene el inserto, cuando se compara con el plásmido sin el inserto. Para 

verificar la orientación del inserto de 1.5 Kb las colonias transformantes se 

digirieron con la enzima salI. Esta digestión puede dar como resultado dos 

patrones de restricción; cuando el inserto se incorpora en la orientación 

contraria al promotor (-) resultan dos bandas, una de 0.4 Kb y otra de 11.1 Kb. 

cuando el inserto se incorpora en la orientación del promotor (+), se originan 

dos bandas una de 1. 2 y otra de 10. 3 Kb (Figura No B). En la Figura No. 9 se 

presentan tres colonias; una contiene al inserto en la orientación (-) (carril 

2) y las otras dos en la orientación (+) (carril 3 y 9). Al pláemido pFM92.1 con 

el inserto mgp63 en la orientación (+) se le denominó pIQSHY.l. 

Mediante inmunopunto no se detectó producción de GP63 por la Escherichia coli 

DBlOB transformada con el plásmido pIQSHY.1. {Figura No. 4) debido a que este 

plásmido contiene el promotor del virus SV40, por tanto no se expresa en células 

procar ióticae. 
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FIGURA No 4 

INMUNOPUNTO QUE VERIFICA LA PRODUCCION DE 

GP63 DE Leishmania mexicana POR EL PLASMIDO 

pUC19: :mgp63. 

l 2 3 4 

A 

B 

c 

Carril lA, E. coli DH5apUC19. Carril 2A, E. coli DHSapUC19::mgp63. 
1 

Carril 3A, E.coli DHSapKK223. Carril 4A, E. coliDHSapKKK223::mgp63 

Carril lB, s. typhi CVD908. Carril 28, s. typhi CVD908: :mgp63. 

Carril 38, E. coli DH108 pFM92.l. carril 4B, E. coli DHlOB pFM92 .1: :mgp63 

Carril lC, E. coli DHlOB. Carril 2C, E. coli DHSa 

Carril 3C, E. coli DHSa pUC19: : CSP 

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

PLASMIDOS pUC19::mgp63 y pFM92.1 DIGERIDOS CON EcoRI 

1 2 3 

carril l, Indicador de l Kb. La figura muestra la digestión 
completa del pUC19: :mgp63 con EcoRI que genero dos bandas, la 
banda de 2.8 Kb corresponde al plásmido pUC19 y la banda de 1.5 Kb 
corresponde al gene mgp63, carril 2. Y también nos muestra la 
digestión con EcoRI del pFM92.l que originó una banda de 10 Kb 
carril 3. 
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! 
FIGURA No 6. 

1 
PURIFICACION DEL GENE QUE CODIFICA PARA LA FORMA MADURA DE GP63 DE 

mexicana 
Leishmanil 

l 2 3 4 5 6 

Carril l. Indicador de 1 Kb. Carriles 2 a 6, pUC19::rngp63 digerido 
con Eco RI, en donde la banda de 1.SKb que corresponde al gene 
rngp63 fue cortado del gel de agarosa para su purificación. 

20 



FIGURA No 7, 

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

1 2 3 4 

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

La figura nos muestra la presencia del gene mgp63, dentro del 
plásmido pFM92 .1, despues de haber digerido una clona con la 
enzima de restricción EcoRI. 

21 



Codon de 
lnlciaclén 

1 
Eoo Al 

mgp63 

FIGURA No 8 

~Soll~ ~c::111 

( 

011
:::,::) &oda 10 1 Kb 

Sa11 't-~CNºº -Sal 1 

___., Sall 
Codon de mgpSJ 
terminación Sal 1 

Sall 
Ebndl 11.1 Kb 

orion1ael6nH 

Sal 1 Eeo Al 

+ 

..¡l'Sall 

+ Salt 

Banda 1.4 Kb 

~Salt 
Sal 1 

Banda 0.4 Kb 

Esta figura nos muestra las dos direcciones en las que el inserto mgp63, 

puede entrar en el plásrnido parental. 

22 



FIGURA No 9 

VERIFICACION DE LA ORIENTACION DEL GENE mgP63 EN EL PLASMIDO pIQSHY,l 

Carril 1, Indicador de 1 Kb. Carril 2, Clona 19 digerida con 

Sal!. Carril 3, Clona 43 digerida con Sal!. Carril 4-B, pFM92.l 

digerido con Sal!. Carril 9, Clona 44 digerido con Sal!. 

En esta figura se muestra una colonia, que contiene el inserto en 
la orientación contraria del promotor (-) carril 2. Y dos colonias 

que contienen el inserto en la orientación del promotor (+) carril 
3 y 9. 
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2. Construcción de la linea celular P81SnMGP63. 

El pláBmido pIQSBY .1 se introdujo en la linea celular PSlS mediante 

electroporación y las células transfectantee se seleccionaron por BU resistencia 

a G418, pues el plásmido pIQSBY .1 contiene esta resistencia. Las células fueron 

clonadas mediante el método de dilución limitante. 

La presencia del gene mgp63 en las células P815 se demostró mediante 

Southern Blot, utilizando como sonda marcando con P32 el fragmento de 1. 5 Kb que 

resulta de la digestión del plásmido pUC1911mgp63 con EcoRI, que corresponde al 

gene mgp63. En la Figura No. 10 se presentan dos clonas de células transfectadas. 

En los dos primeros carriles se observan dos clonas y en el último carril se 

observa el plásmido pIQSBY.1 como testigo positivo. Cabe mencionar que el DNA 

genómico de las líneas transfectadas fue digerido con EcoRI por lo que la 

hibridación muestra la banda esperada de l. 5 Kb que corresponde al gene mgp63. 

A la linea celular que contiene el gene que codifica para la forma madura de GP63 

se le denominó P81SnMGP63. 

3. Expresión de GP63 en la línea P8150MGP63. 

La expresión de la proteína GP63 en las linea P81SnMGP63 se demostró mediante 

inmunopunto. En la Figura No. 11 se muestran varias clonas que reconoce el suero 

IQ-LOl, como testigos positivos se emplearon protelnas de Leishmania mexicana y 

el pláBmido pKK223: :gp63, el testigo negativo fue la linea celular P815 no 

transfectada. 

En la Figura No. 12 se presenta una i_nmunoelectrotransferencia de extractos 

crudos de proteínas provenientes de varias clonas de la línea P81SnMGP63. Se 

observa que el suero IQ-LOl reconoce en la_linea transfectada una banda en la 

región de 60 KDa y otras dos en la región de·40 KDa (carriles 1, 2 y 3) las 

cuales no están presentes en líne8: PSls· (carriles 4 y 5). Estas protelnas 

corresponden a la forma madura de GP63 y probablemente a variantes que resultan 

de BU actividad catalítica. 
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FIGURA No 10 

SOUTHERN BLOT DE LA LINEA CELULAR P815nMGP63. 

1 2 3 

Carril 1 y 2, PB15 transfectadas con el gene mgp63. 
Carril 3, Plásmido pIQSHY.l (testigo positivo). 

La figura nos muestra la presencia del gene foráneo dentro de las 
células transfectadas con el plásmido pIQSHY.l 



FIGURA No 11. 

INMUNOPUNTO DE LA LINEA CELULAR P815nMGP63. 

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

INMUNOELECTROTRANSFERENCIA DE LA LINEA CELULAR P815nMGP63 

1 2 3 4 5 

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 celulas P815 no transfectadas. 

La figura nos muestra la expresión de la proteína GP63, por las 
células P815nMGP63. 
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FIGURA No 13 • 

INMUNOELECTROTRANSFERENCIA QUE DE MUESTRA LA 

EXPRESION DE LA FORMA MADURA DE GP63 EN Salmonella typhi aroC(
0

)' aroD(
0

) 

~'.' 

1 2 

¡ ... :·. 
¡ 

. j .~ .. 

. . V>~,?.! 
Carril 1, Proteínas de Leishmania mexicana. Carril 2, 

Salmonella typhi CVD90B. carril 3, Salmonella typhi CVD90Bnmgp63. 

En esta figura se muestra la exxpresión de la GP63 por la Salmonel 

typhi CVD9080MGP63, carril 3. 



VIII, DISCUSION. 1 
El gene que codifica para la GP63 de Lei.shmania mexicana fue originalme te 

proporcionado, por el Dr. David Russel (Universidad de Washington) en el pláem do 

pSKCL A partir de. este plásmido, se obtuvo mediante la Reacción en Cadena d~ la 

Polimerasa (PCR) una forma madura de GP63 que comprende de la base 507 1 la 
2060, eliminando las regiones que codifican para los primeros 102 aminoácido de 

la preproteína (23). El gene sintético, denominado mgp63, contiene sitio de 

reconocimiento de enzimas de restricción en ambos extremos, asi como su pr pio 
sitio de unión a ribosomae y codonee de iniciación y terminación~ Este ene 

sintético fue insertado en los plásmidos pUC19 y pKK223-3. Posteriormente, con 

el propósito de construir un candidato a vacuna contra la Leishrnania.eis, en f:ni6n 
del promotor tac se integró en el cromosoma de Salmonella typhi CDV908 1 a oc·, 

aroD"). Esta cepa bacteriana contiene mutaciones definidas que causa 1 la 

dependencia nutricional de la bacteria por metabolitos que no se encuentr n en 

loa tejidos de los maml'..feros, por lo que no es capaz de sobrevivir en ello • La 

expresión de la forma madura de GP63 en Salmone.lla typhi CVD908nMGP6J se pre enta 

en la inmunoelectrotransferencia de la Figura No. 13. El patrón electrofofrético 
muestra una proteína de aproximada.mente 40 KDa, este comportamiento ha sido 

reportado anteriormente y se atribuye a la actividad catalítica de la GP63 (33). 

En la UIMI, sin embargo, aün no se ha evaluado esta actividad biológica en la 

proteina madura recombinante. Para disminuir el t"iesgo de toxicidad d esta 

proteína recombinante se diseñó de tal modo que permanezca en el citosol pues 

se eliminó la secuencia que codifica para el péptido líder. f: 
Resultados preliminares de experimentos realizados en la UIMI, muestran que el 

candidato a vacuna Salmonella typhi CVD908JlMGP63 confiere protección a atones 

contra el reto de promastigotes de Leishmania mexicana 140). La proteccitn debe 

estar asociada a dos posibles mecanismos; la estimulación de inmunidad :elular 

(activación de macr6fa.9os) o bien con la generación de citotoxicidad medi da por 

linfocitos T porque no ha sido posible demostrar que los ratones p educen 

anticuerpos contra Leishmanía mexicana. 

El empleo de Salmonella typhi, como acarreador de antígenos recombinante , tiene 

un gran potencial en la protección contra aquellos patógenos, 

Leishmania, ganan rápidamente un habitat intracelular en loe 

q 1e como 

f gocitos 

profeaionales mononuclearea, donde generalmente viven por largos per.odos de 

tiempo escapando de la acción de los anticuerpos y del complemento. :n estos 

casos, ea deseable una vacuna que genere linfocitos T capaces de rec nocer y 

destruir al parásito dentro del macrófago, o bien induzca linfocitos T, que a su 

vez activen a los macr6faqos·. 
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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 condiciones de 

refrigeración, 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 antígenos 

heterólogos que acarrea. Además utilizar esta bacteria como acarreador de 

antígenos, ofrece la oportunidad de generar vacunas polivalentes pues es posible 

integrar diferentes antígenos 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 que 

la distinta compartamentalizaci6n de los antígenos no resulta en grandes 

diferencias en la eficiencia como loe antígenos son procesados y presentados. 

Siendo un parámetro mas importante la disponibilidad del antígeno. Es decir la 

cantidad de proteína recombinante que el vector bacteriano es capaz de producir 

(50). Por ello, se espera que la proteina mGP63 diseñada para que permanezca en 

el citosol sea tan inmunogénica como la proteína original que se presenta en la 

superficie del promastigote de Leishmania mexicana. 

El hecho de que se haya logrado inducir protección 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 Leíshmania. 

Se han descrito dos subpoblaciones de linfocitos T co4+, o cooperadores, con 

funciones mutuamente reguladoras y que producen diferentes linfocinas. Loe 

linfocitos Th-1, secretan preferentemene IL-2 e IFN-y, las cuales estimulan la 

inmunidad mediada por células (activación de macr6fagoe); en tanto que loe 

linfocitos Th-2, producen IL-4, IL-5 e IL-6, linfocinas que juegan un papel muy 

importante en la producción de anticuerpos (Figura No. 14) (51). En el caso de 

la Leiehmaniasis, se sabe que las líneas celulares que transfieren protección 

pertenecen a la subclase Th-1, en tanto que las que exacerban la enfermedad son 

Th-2 (7). Además, en los ratones susceptibles BALB/C responden a la infección con 

Leishmania preferentemente con linfocitos Th-1, lo cual deriva en la progresión 

de la enfermedad. En tanto que los ratones resistentes C57Bl/6 presentan 

inmunidad protectora mediada por linfocitos co4+ Th-2 (5). Por ello, resulta 

atractivo pensar que el candidato a vacuna Salmonella typhi CVD90BnMGP63 induce 

protección porque activa preferentemente una clase de respuesta inmune que lleva 

a la activación de macrófagos, los que a su vez son capaces de controlar la 

infección intracelular por el parásito. Si bien, no existen aún en la UIMI 

evidencias experimentales que prueben esta hipótesis, otros autores han 
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demostrado que una cepa atenuada de Salmonella typhimurium acarreadora de GP63 

induce proteci6n en ratones mediante la estimulaci6n preferente de linfocitos 
co4+ Th-1 (JB). 

Jnteracclon 

Inhibitoria 

Actlvaclon del macrofágo 
Hlpersenclbllldad tardla 
JgG 

Interacción 

Estlmulalorla 

FIGURA No 14. Los linfocitos Th-1, 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 producción de anticuerpos. 
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El mecanismo efector mediado por CTL es mas difícil de explicar. Se sabe que 

existen dos vías fundamentales a través de las cuales antígenos protéicos son 

procesados y presentados (52). Los antígenos exógenos, como Salmonella y los 

antígenos solubles, son fagocitados, ingresan a la vía metabólica endosomal y los 

péptidos resultantes son presentados en la membrana celular en asociación a 

moléculas del MHC de clase II, por lo que son capaces de activar a células CD4 +. 

Por otro lado, los antígenos sintetizados de manera endógena, principalmente las 

proteínas provenientes de infecciones virales, se procesan en el citosol, se 

transportan al retículo endoplásmico y se presentan en la membrana celular 

asociados a moléculas de clase I y consecuentemente activan a células coa+, que 

tienen función citotóxica y son el principal mecanismo de defensa contra 

infecciones virales (Figura No. 15) (53). 

MHC DE CLASE 11 

FIGURA No 15. Vías fundamentales de procesamiento y presentación de antigeno por 

el complejo principal de histocompatibilidad. 
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En diversos modelos experimentales se ha tratado de generar células citot6xicas 

contra antigenos solubles, los resultados demuestran que es dificil inducir este 

tipo de respuestas de manera reproducible y que son necesarias múltiples 

inmunizaciones con altas concentraciones de antiqeno para obtener respuestas 

dábiles. Además, no se conoce la duración o memoria en estos casos y no se sabe 

si t~enen alguna relevancia in vivo {54). Sin embargo, los antigenos protéicoe 

solubles incluidos en liposomas sensibles a ácido, pueden entrar al citosol y ser 

procesados por la vía endógena 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 que ciertos 

antígenos 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 antígenos acarreados por 

Salmonella ( 58) y otros más han demostrado que la inducción de CTL parece estar 

asociada con la cantidad de proteína recombinante que se produce y, en su caso, 

con la estabilidad de los plásmidos (59). 

Varias son las posibles vías que pudiesen seguir los péptidos inmunogénicos 

provenientes de salmonella para alcanzar a moléculas del MHC de clase I. La 

bacteria, o sus productos pudiesen escapar de los fagolisosomas y las proteinas 

ser procesadas en el citosol. Por otro lado, las proteínas pudiesen ser 

degradadas hasta péptidos en el fagolisosoma y posteriormente secretadas a la 

membrana celular donde se unirían a moléculas del MHC de clase I vacías o 

conteniendo péptidos de menor afinidad {Figura No. 16). Esta última hipótesis ha 

sido evaluada en la UIMI, en experimentos preliminares ae ha observado que los 

macrófagos infectados con Salmonella eyphimurium secretan al medio péptidos que 

pueden unirse a moléculas de e lase I vacías ( 60) . 

Para evaluar la capacidad de Salmonella eyphi CVD90BDMGP63 para inducir CTL 

contra antígenos de Leishmania mexicana, se requiere de una línea celular que 

exprese de manera constitutiva epitopos de GP63 que se presenten en el contexto 

de moléculas de histocompatibilidad de clase I y que sirva como blanco de CTL. 

El propósito de este trabajo fue construir esta linea celular, la cual será una 

herramienta muy importante para aclarar algunos mecanismos en la protección 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 presentación de Salmonella 

t.yphimurium por el complejo principal de histocompatibilidad. 
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IX. CONCLUSIONES. 

se construyó el pláemido pIQSHY .1 que contiene el gene que codifica para 

una forma madura de GP63 de Leishmania mexicana. 

Se transfect6 a la linea celular PSlS con el plásmido pIQSHY .1, 

obteniéndose así una linea celular murina que contiene el gene que codifica para 

la forma madura de GP63 de Leishmania mexicana. 

Las células transfectantea ( P81SQMGP63 ) expresan de manera constitutiva 

GP63 de Leishmania mexicana. Sin embargo, aún queda por demostrar que los 

péptldoa que se originen del procesamiento endógeno de la proteína GP63 

recombinante serán captados y presentados por moléculas del MHC de clase I. Para 

ello, es necesario purificar moléculas de clase I de la línea transfectada, eluir 

loa péptidos, secuenciarlos y demostrar que corresponden a regiones provenientes 

de la GP63. 
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