S0 NGO ATTIROH
(A LI

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

MAESTRIA EN CIENCIAS DE LA PRODUCCION Y DE LA SALUD ANIMAL

EFECTO PROTECTOR DE GspD RECOMBINANTE DE Leptospira interrogans COMO VACUNA ORAL EN
HAMSTERES

TESIS
PARA OPTAR EL GRADO DE

MAESTRIA EN CIENCIAS
P R E S E NT A
NERY LOPEZ GONZALEZ

TUTOR PRINCIPAL
ALEJANDRO DE LA PENA MOCTEZUMA

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA UNAM

COMITE TUTORAL
ALFREDO SAHAGUN RUIZ
FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA'YY ZOOTECNIA UNAM
JUAN JOEL MOSQUEDA GUALITO

MAESTRIA EN CIENCIAS DE SALUD Y DE LA PROCUCCION ANIMAL UNAM

CIUDAD DE MEXICO, 2016



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



RESUMEN

Leptospirosis es una enfermedad causada por bacterias patégenas del género
Leptospira. Es una enfermedad que afecta practicamente a todos los mamiferos
y tiene una distribucion mundial. En humanos se presentan mas de 500 000
casos nuevos leptospirosis severa al afo. Tiene gran variedad de signos clinicos
que van de clinicamente sanos, con alteraciones sistémicas renales,
respiratorias,  reproductivas, dermatolégicas y neurologicas, hasta
complicaciones graves como son: hemorragias pulmonares, insuficiencia renal y
falla hepatica. Los roedores son los principales diseminadores que causan
leptospirosis humana. La prevencion de la enfermedad ha sido mediante
bacterinas, las cuales tienen la limitante de ser serovariedad especifica y un
periodo de proteccién relativamente corto. Estudios de protedmica identificaron
a la proteina del sistema T2S. Este sistema contiene un conjunto de proteinas
entre las que se encuentra GspD, esta es una proteina de membrana externa
que consta de un anillo dodecamérico. Esta proteina es abundante, funcional,
esta expuesta, es antigénica y tiene una alta homologia entre serovariedades
patdbgenas. Se han probado recientemente vacunas orales teniendo alta
efectividad en la prevencidn contra patégenos como Vibrio cholerae, Salmonella
enterica serovariedad Typhi y Borrelia burgdorferi. Al utilizar vacunas orales se
tiene la ventaja de inmunizar de manera masiva a animales diseminadores. En
este estudio se expresé la proteina GspD de Leptospira interrogans Serovaridad
Canicola cepa LOCaS46 de manera recombinante en E. coli BL21 DE3 inducida
con IPTG y utilizando como vector el plasmido pET28a. Se vacunaron de manera
oral hamsteres Sirio Dorado de 6 a 8 semanas de edad de ambos sexos con una

dosis baja de 37mg y una dosis alta de 148mg de dosis total de proteina GpsD.



Se administré cultivo vivo de E. coli BL21 DE3 recombinante expresando GspD
de L. interrogans, divididas las aplicaciones en 20 dosis durante 4 semanas. Se
utilizd mermelada de fresa mezclada con el cultivo para ser palatable.
Posteriormente los hamsteres se desafiaron inoculando con una cepa virulenta
de L. interrogans Serovariedad Canicola cepa LOCaS46 a los hamsteres
vacunados con una dosis de 400 leptospiras en 100 uL de medio EMJH via intra-
avazones. De los animales vacunados murieron mas del 80%, lo que indica que

no se logré la proteccidn contra la infeccion ni la enfermedad.

Palabras Clave: Leptospira, vacuna oral, vacunacién
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INTRODUCCION
HISTORIA

La leptospirosis ha existido probablemente por milenios, sin embargo, es dificil
de llegar a una conclusion hasta antes de los reportes de la medicina moderna.
Es claro que al menos uno de los brotes de enfermedad descritos por textos
antiguos fue por leptospirosis. Escritos antiguos chinos dan cuenta de “La
ictericia de los arrozales, mientras que en Japon la leptospirosis se conocia como
“La fiebre de autumn o de los 7 dias”. En Europa, Australia y otras regiones la
asociacion fue reconocida entre enfermedades ocupacionales febriles y
ocupacionales particulares dando lugar a sindromes como: enfermedad de los
cortadores de cana, enfermedad de las porquerizas y enfermedad del pantano o
barro. La leptospirosis fue reportada mas tarde en Rusia como fiebre amarilla
infecciosa de Ganado provocada por L. interrogans serovariedad Canicola cepa
Hond Utrecht IV (1).

El primer reporte de leptospirosis ictérica con insuficiencia renal fue reportado
hace mas de 100 afos por Adolf Weil en Heidelberg (2). Fue reconocida como
una enfermedad ocupacional en cosechadores en China y Japén llamado
akiyami o fiebre de autumn que persiste hasta la fecha. En retrospectiva hay
clara descripcion de leptospirosis ictérica hasta finales del siglo XIX. Se ha
sugerido que Leptospira interrogans Serovariedad Icterohaemorrhagiae fue
introducido en el este de Europa en el siglo XVIII, partiendo desde Asia
coincidiendo con el rango de distribucion de Rattus norvegicus. La leptospirosis
fue demostrada independientemente en Japén por Inada e Ido que detectaron
espiroquetas y anticuerpos especificos en sangre de mineros japoneses con
ictericia infecciosa (2). Otros grupos de médicos alemanes estudiaron a soldados

afectados por la enfermedad francesa en las trincheras del noreste de Asia.
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Hubener y Reiter detectaron espiroquetas en sangre de cerdos de guinea
inoculadas con sangre de soldados infectados. Posteriormente, Stimson
demostrd por tinciones de plata la presencia de grupos de espiroquetas en
tubulos renales de pacientes muertos reportados como muertos por fiebre
amarilla. Las espiroquetas tienen ganchos al final que Stimson nombré como
Spirochaeta interrogans, por su semejanza a un signo de interrogacion.
Desafortunadamente esta observacion fue pasada por alto por muchos afnos (1).
La importancia de las ratas como fuente de infeccion humana fue descubierta en
1917. Mientras que el potencial de la enfermedad de Leptospira en perros fue
reconocido, pero el poderla distinguir claramente entre infeccion por L.
interrogans serovariedad Icterohaemorrhagiae y Canicola tomo varios anos. La
leptospirosis en ganado fue reconocida varios afios después (2). En los afos
50°s Wolff y Broom agruparon a la bacteria segun las diferencias antigénicas en
serotipos y serogrupos asi como la diferenciacion entre las 2 principales
especies: L. interrogans para los especimenes patégenos, L. biflexa para los no
patogenos (3). Para la década de 1980 la leptospirosis fue documentada como
una enfermedad veterinaria de mayor importancia econémica en perros, bovinos,
cerdos, caballos y ovejas (1).

En México el primer reporte de leptospirosis fue hecho en pacientes en Mérida,
Yucatan que originalmente habian sido diagnosticados con fiebre amarilla, hasta
hacer el aislamiento de la bacteria que probd ser leptospirosis (4)(5). Una
variedad de reportes durante 1920 y 1990 muestran la prevalencia de la
enfermedad en el sureste del pais. En 2007 en Veracruz se reporté la mayor
incidencia de leptospirosis. En otro reporte entre 2000 y 2010 se exhibe una

mayor distribucion dentro del pais (5).
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Figura 1. Mapa que muestrala presencia de casos y potencial distribucidn de leptospirosis
en México. La potencial distribucion del nicho ecolégico fue hecha con un modelo basado en
casos validados. Los puntos negros muestran las localidades de casos validados de
leptospirosis, los puntos brillantes muestran los casos no validados (casos probables y muertes
que se agruparon como casos desconocidos). Los tonos grises muestran los 2 umbrales usados
para determinar la distribucion potencial de la enfermedad. El gris oscuro muestra el umbral de
95.6% del mejor subconjunto. En los tonos grises claros muestra los 3.4 % de datos validados
considerados como posibles errores (5).

EPIDEMIOLOGIA

Las leptospiras patégenas son ampliamente distribuidas en la naturaleza y se
mantienen en los rifiones de varios hospederos silvestres y domésticos. El ciclo
de Leptospira involucra diseminacion por orina, persistencia en el medio
ambiente, adquisicion de un nuevo hospedador y diseminacion hematogena
hacia los rifiones a través del glomérulo o por los vasos capilares peritubulares;
una vez que accede al lumen de tubulos renales, estas colonizan los bordes de

cepillo del epitelio del tubulo contorneado proximal, del cual se esparcen por
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orina. Puede persistir por largos periodos en el huésped reservorio sin causar

signos de enfermedad (1).

La transmision de la enfermedad es reconocida como un riesgo ocupacional en
industrias relacionadas con la agricultura, ganaderia, mineria y resultado de
contacto directo con orina 0 agua contaminada con orina de animales infectados.
Otras maneras comunes de transmisién son: durante actividades recreativas,
eventos acuaticos, natacion, viajes de aventura a través del contacto o ingestion
de agua contaminada con orina de animales infectados. Algunos brotes se han
asociados con inundaciones en areas urbanas y rurales. Es importante
mencionar que se ha aislado tanto Leptospiras patdégenas como saprofitas de
rios y lagos, ademas son capaces de sobrevivir en suelo humedo y agua fresca
por largos periodos. La mayoria de comunidades urbanas colectan agua de
cuerpos de agua naturales como rios, arroyos o mantos de acuiferos
subterraneos. Alrededor del mundo ha habido brotes en areas donde las

condiciones sanitarias son pobres (1).

Se estima que al afio se presentan en el mundo 300,000 - 500,000 nuevos casos
de leptospirosis aguda en humanos, con brotes ocurriendo en varios paises de

Latinoamérica incluyendo México (5).

Leptospirosis ha sido clasificada como una enfermedad infecciosa reemergente.
El numero actual de pacientes en México es desconocido y las serovariedades
de Leptospira no siempre son reportados en algunos estados. La magnitud y
potencial de riesgo es desconocido (5). Sanchez et al, (2015) encontraron que
no hay no hay preferencia en morbilidad segun el sexo y que los hombres son
mas susceptibles a leptospirosis fatal. Ademas, los indices de fatalidad en

México son mas altos que en Barbados, Marruecos, Alemania, Trinidad y Tobago



y Hawai en Estados Unidos. En la ultima década, la morbilidad de la enfermedad
ha incrementado posiblemente debida a la busqueda de pacientes con dengue
por contingencias medioambientales debidas a ciclones y huracanes. Otra razon
del incremento de numero de casos es que 17 laboratorios estatales fueron
certificados para el diagnostico de leptospirosis, lo cual incrementd el numero de
muestras. En 2010 disminuy6é el numero de muertes posiblemente por el

diagnostico oportuno de la enfermedad (5).

CLASIFICACION DE Leptospira

El agente etiolégico de leptospirosis es una bacteria del phylum Spirochaetes;
clase Spirochaetes; orden Spirochaetales; familia Leptospiraceae; género

Leptospira (2).

Leptospira se clasifica por sus caracteristicas antigénicas y ademas por sus
caracteristicas genotipicas (2). Hasta antes de los afos 90°s Leptospira se
dividia en 2 especies: L. interrogans que comprendia todas las capas patdgenas
y L. biflexa que comprendia las cepas saprofitas medioambientales. L. biflexa
desarrolla en presencia de 8-azaguanina a 13°C (3). Todas las especies
reconocidas de Leptospira se categorizan en 24 serogrupos y mas de 250
serovariedades. El lipopolisarcarido (LPS) de Leptospira es el antigeno principal,
el cual es aglutinante y es reconocido por anticuerpos especificos que favorecen
la fagocitosis (7,8). EI LPS es la base para clasificacion seroldgica dependiendo
de la similitudes probablemente debida al arreglo de sus carbohidratos (3). La
clasificacion genética en contraste estd basada en la homologia de las
secuencias del DNA del microorganismo (9). En la actualidad hay al menos 19

especies; 13 patdgenas, 6 saprofitas. 7 de estas especies son principales
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causales de leptospirosis: L. interrogans, L. borgpetersenii, L. santarosai, L.

noguchii, L. weilli, L. kirschneri y L. alexanderi (8).

BIOLOGIA DE Leptospira

El nombre Leptospira deriva del griego: leptos= estrecho y espira= en forma de
espiral (10). Tiene un cuerpo en forma de espiral con una medida de 0.1 ym de
diametro, longitud de 6-20 pm y longitud de onda de 0.5 ym (6). Los ganchos
caracteristicos al final de los extremos de la bacteria le dan la forma distintiva de
signo de interrogacion (8). Posee dos flagelos periplasmicos que estan
localizados en el espacio periplasmico, cada uno comienza a 0.18 nm de final de
cada extremo (3). Leptospira muestra un movimiento rapido de traslacion de 20
pMm en 2-3 segundos en medio ordinario (6). Leptospira ha demostrado tener un
flagelo periplasmico independiente (11). Los filamentos flagelares de Leptospira
consisten en un complejo donde el filamento constituido por FlaB es el centro y
esta rodeado por una cubierta flagelar compuesta de FlaA (12). Se han hecho
experimentos de mutacién sobre el gen flaB de L. biflexa y estos produjeron una
bacteria inmdévil (13). En contraste con bacterias que tienen flagelos externos la
capacidad de Leptospira paradesplazarse se incrementa en condiciones de alta
viscosidad. Esta capacidad ha sugerido incremento en la sobrevivencia de la
bacteria en medio ambiente natural y la invasion a tejidos por especies

patégenas de Leptospira (14).



METABOLISMO

Las especies de Leptospira utilizan como fuente de energia y carbono, acidos
grasos de cadena larga (mas de 15 carbonos; en especies patdgenas) a través
de beta-oxidacién, Leptospira interrogans es capaz de metabolizar acidos grasos
saturados en presencia de acidos grasos insaturados, sin embargo, estos acidos
grasos esenciales son toxicos, por lo cual requiere detoxificantes como albumina
sérica o complejos de sorbitol de acidos grasos (Tween) para medios de cultivo.
La albumina funciona como absorbente de gran cantidad de acidos grasos
promoviendo su liberacion lenta. (3). Leptospira spp. €s un microoganismo
aerobio o microaerofilico (15), ademas como fuente de nitrégeno para medios de
cultivo requiere amonio (3). Este organismo muestra actividad oxidasa fuerte y
catalasa negativa o débil en cepas no patégenas, por el contrario oxidasa débil
y catalasa fuerte en cepas patogenas (16). Algunos estudios muestran que la
expresion de algunas proteinas disminuye, a la par que la virulencia se atenua
en cepas con muchos pases en laboratorio. En Leptospira interrogans
Serovariedad Lai se ha demostrado que las proteinas involucradas en el
metabolismo lipidico son estimuladas en la atenuacién de las cepas virulentas
(17). Las especies patdgenas contienen los genes completos para la biosintesis
de vitamina B12, ausentes en otras espiroquetas como B. burgdorferi y T.
pallidum (18). Otros requerimientos nutriciones incluyen tiamina, biotina (en
algunas cepas), fosfato, calcio, magnesio y hierro. Para aislamiento y cultivo de

cepas patégenas se requieren de sales de cobre, manganeso y sulfato (6).



PATOGENIA

Las Leptospiras patdgenas colonizan persistentemente los rifiones de animales
reservorios silvestres y domeésticos, los cuales no presentan signos clinicos y
eliminan la bacteria por la orina al ambiente. Esto puede originar muchas veces
que infecten a un nuevo hospedador reservorio (1), o un huésped accidental. La
via de entrada de Leptospira puede ocurrir a través de lesiones cutaneas como
cortes o abrasiones (19), piel reblandecida por agua o a través de mucosas como
la conjuntiva, la oral o la genital. La exposicion puede ocurrir por contacto directo
con animales infectados o contacto con suelo o agua contaminada con orina de
animales infectados (1). El segundo paso en la patogenia es la diseminacion
hematogena (leptospiremia) y persiste durante la primera semana de la
infeccion. La lesion primaria en esta fase es en el endotelio de los vasos
sanguineos pequefos por toxinas o componentes toxicos celulares aun no
identificados. Esto culmina en isquemia de 6rganos resultando en necrosis
tubular renal, hepatocelular, dafio pulmonar, meningitis, miositis y placentitis

(20).

El 80-90% de los humanos infectados muestran sintomas leves, son siempre
huéspedes accidentales y susceptibles a la enfermedad. Al rededor del 10% de
infecciones muestran signos clinicos severos como ictericia, insuficiencia renal

aguda, ceguera (sindrome de Weil), o sindrome hemorragicon pulmonar agudo.

Con datos de mutagénesis solamente se han identificado 4 factores de virulencia
en Leptospira; La proteina Loa22, la hemoxigenasa, interruptor proteico del
motor flagelar (FliY) y el lipopolisacarido. El potencial endotoxico del
lipopolisacarido de Leptospira comparado con otras bacterias Gram negativas es

bajo, posiblemente debido a las inusuales caracteristica del lipido A el cual



contiene un aminoacido extra por cada disacarido, ademas de tener un solo

fosfato metilado (21).

TRATAMIENTO

Las Leptospiras son susceptibles a B-lactamicos, macrdlidos, tetraciclinas,

fluoroquinonas y estreptomicina (6).

La mayoria de casos de leptopirosis con signos clinicos ligeros se resuelven de
manera espontanea por si solos. El inicio de tratamiento antibiético temprano en
algunos pacientes previene el progreso de la enfermedad a leptospirosis severa.
Basado en historia de exposicidn, factores de riesgo y signos clinicos deberia
iniciarse tratamiento empirico tan pronto como sea posible. Un resultado
negativo no deberia ser regla por posibles casos de infeccion temprana (1). El
tratamiento en leptospirosis severa en humanos requiere hospitalizacion y
administracién de penicilina intravenosa (1.5 millones de unidades) cada 6 horas,
ampicilina intravenosa (0.5-1.0 gramo) cada 6 horas, ceftriaxona intravenosa (1
gramo) cada 24 horas o Cefotaxima intravenosa (1 gramo) cada 6 horas (1). La
Cefotaxima ha demostrado no ser inferior que la penicilina para tratamiento de

leptospirosis severa (22). Pacientes adultos con leptospirosis severa deberian



recibir también 100 mg de doxiciclina de manera oral 2 veces por dia o 500
miligramos de azitromicina 1 vez por dia. Cuando la dosis se ajusta segun el
peso, la azitromicina y amoxicilina puede darse a mujeres embarazadas y nifios.
Estas recomendaciones son basadas en pruebas de susceptibilidad y vitro (23).
El tratamiento con doxiciclina también previene la diseminacion del

microorganismo por la orina (24).

Las Leptospiras patdogenas se unen a condroitin sulfato B de células del
hospedador. La interaccion de Leptospira patégena con células endoteliales
induce cambios celulares que son consistentes con lesion de barreras
endoteliales contribuyendo a la invasién bacteriana. Este proceso, al menos in
vitro, puede bloquearse por inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina (ACE) lysinopril, sugiriéndose como tratamiento complementario al

antibiotico para disminuir el dafo tisular (25).

VACUNAS ACTUALES CONTRA LEPTOSPIROSIS

La eficacia de las vacunas para prevenir leptospirosis fue demostrada después
de que se probd que Leptospira era la causante de la enfermedad de Weil en
mineros japoneses. Las Leptospiras desarrollan en medios de cultivo que
contienen suero de conejo o albumina sérica bovina y pueden ser inactivadas
por calor o formalina y lavadas por centrifugacion. Las vacunas son
administradas inicialmente via subcutanea con 1.0 mL conteniendo 2.5X108
Leptospiras y posteriormente 1 refuerzo a los 7 dias después. La eficacia de la

proteccion con bacterinas ha sido del 60-100% (26). Sin embargo, la efectividad
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es unicamente serovariedad especifica (3). Estudios han demostrado que la
inmunidad inducida por las bacterinas va de 6 meses hasta 1 afio, otros reportan
una duracion de hasta 3 y 7 aflos en humanos (26). La inmunidad en perros
también ha sido controvertida. La variabilidad local de serovariedades
endémicas complica el desarrollo de vacunas que pueden ser utilizados
alrededor del mundo. Al parecer no hay diferencias entre bacterinas cultivadas
con medio de cultivo libre de proteina y con proteina. Ademas, se ha mencionado
que la vacuna de bacteria completa puede inducir uveitis inmunomediada (27).
Se han probado vacunas con lipopolisacarido que son capaces de evitar la
eliminacion de Leptospira por orina, pero tienen la misma limitante; serovariedad
especifica (28). Vacunas con proteinas recombinantes has mostrado proteccion
cruzada entre serovariedades. Entre algunas proteinas se encuentran la OmpL1
y la LipL41, ambas son proteinas expuestas y actuan sinérgicamente para
conferir inmunoproteccién contra leptospirosis en el modelo del hamster cuando
se han utilizado juntas, sin embargo, ninguna protege por separado (29). LipL32
o Hap-1 es la proteina mas abundante y presente en infecciones por Leptospira.
Una recombinante de LipL32 ha sido utilizada para diagnéstico por ELISA con
buena sensibilidad y especificidad en leptospirosis humana. Esta proteina no ha
conferido proteccion al parecer por ser una proteina de subsuperficie (30). Las
proteinas similares a inmunoglobulinas (LigA y LigB). Se piensa que son
adhesinas debido a la funciéon que tienen otras proteinas Lig en E. coli y Y.
pseudotuberculosis. Se propone a las proteinas Lig como candidatos vacunales
(26). Una forma lipidada de LigA recombinante, se probé como vacuna oral

previniendo contra la infeccidn letal, pero no de la colonizacién renal (31).
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RESPUESTA INMUNE CONTRA Leptospira

Leptospira causa 2 diferentes manifestaciones de la enfermedad dependiendo
del hospedador y la serovariedad que la afecta. La infeccion puede ir de cronica

a asintomatica y la forma aguda es potenciamente fatal (20,32).

La respuesta inmune innata constituye la primera linea de defensa del
hospedador, tiene un papel crucial en el reconocimiento y eliminacién de agentes
infecciosos (33). Se ha visto que las leptospiras patdégenas especialmente si son
virulentas, resisten en suero a la accion del complemento, por el contrario,
leptospiras sapréfitas mueren en pocos minutos en presencia de suero humano
normal (34). El lipopolisacarido de Leptospira estimula una fuerte respuesta de
anticuerpos durante la infeccion o como resultado de vacunacién con bacterinas
completas. El LPS de las demas bacterias Gram (-) es detectado mediante
receptores tipo toll 4 (TLR4), sin embargo, el LPS de Leptospira en humanos es
detectado con el TLR2 y el TLR1 (34). En murinos el LPS es reconocido
principalmente por el TLR2, pero el TLR4 también contribuye a la activacion
celular (35). Los ratones de la cepa C3H/Hed con funcién disminuida de TLR4,
son susceptibles a la infeccion letal, lo que indica la importancia critica en el
control de la enfermedad en ratones (36). La interaccion de patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMPs) y patrones moleculares asociados a dafo
(DAMPs) con los receptores apropiados permiten inician la cascada para la
respuesta inmune innata y contribuyen con la respuesta inmune adquirida (37).
La activaciéon del inflamosoma esta implicada en diferentes enfermedades renal
cronicas, especificamente el inflamosoma NLRP3, asociado con enfermedades
renales crénicas en ratones. La oligomerizacion de este complejo puede ser una

via que permita el desarrollo de lesiones tisulares, especialmente en el rifidn (38).
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Las citosinas y quimiocinas inducidas en forma significativa en humanos y
ratones incluyen IL1-B, IL-6, IL-10, CCL2 (MCP-1) y TNF-a. En humanos con
leptospirosis se encontréo incremento del factor estimulador de colonias
graulocitico-monocitico (GM-CSF) y (CCL2) también conocida como proteina
quimiotactica de monocitos 1, los cuales promueven la produccion de
granulocitos y monocitos que favorecen la produccion y reclutamiento de
leucocitos a los sitios de inflamacién (39). De igual manera se ha notado que la
elevacion de la IL-11 es responsable de la produccion de plaquetas a causa de
la trombocitopenia e induccion de proteinas de fase aguda (39). Hay evidencia
in vitro local en el rifidn de CKCL1/KC, iINOS y CCL2/MCP-1 que es producida
por las células renales usando via TLR1 y TLR2, pero, esto resulta en el
reclutamiento de neutréfilos en el rifion (40). Al parecer los macrofagos y
polimorfonucleares necesitan de anticuerpos especificos para poder fagocitar
leptospiras. En estudios recientes, las plaquetas, ademas de estar asociadas con
hemostasia, muestran ser importantes componentes del sistema inmune innato;
estas utilizan TLRs para detectar PAMPs y producir péptidos y citosinas

antimicrobianas, su actividad contribuye a la activacion de neutrofilos (41,42).

Los anticuerpos juegan un papel importante en la proteccion contra Leptospira.
En un ensayo donde se utilizaron ratones tratados con ciclofosfamida, la cual
mata linfocitos B preferentemente, los ratones no sobrevivieron a la infeccién
letal. En otro ensayo con ratones con un timo deficiente, incapaces de producir
células T, sobrevivieron a la infeccién (1,3). En ratones con disminucién en la
funcion de células B se demostré que la transferencia de anticuerpos contra
Leptospira (inmunidad pasiva), protege contra la infeccion letal. En contraste, las

células T parecen no ser importantes en la proteccion contra la infeccion letal en
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ratones (38). El antigeno clave para el desarrollo de la proteccion inmune de
muchas especies hospederas contra Leptospira es el lipopolisacarido. Los
anticuerpos contra lipopolisacarido son serovariedad especifica y proveen una
proteccion cruzada pobre contra otras serovariedades, ademas la duracién de la
inmunidad es corta. Los anticuerpos aglutinantes contra el lipopolisacarido
generalmente IgM son importantes para el diagndstico por aglutinacion

microscopica (AM)(43).

La estimulacion de TLR2 y TLR4 con el LPS parece tener un papel principal en
la induccion de interferon gamma (IFN-y) durante de la infeccion. Bajos niveles
de IFN-y se correlacionan con una alta carga bacteriana en higado y rifiones de
ratones deficientes TLR2 y TLR4, los cuales estan involucrados en la eliminacion
de la bacteria en érganos blanco. Por otro lado, hay resultados que indican que
una alta cantidad de TNF-a e IL-10 séricos se correlacionan con un pobre

prondstico en pacientes humanos con leptospirosis severa (44).

Leptospirosis provoca uveitis y pérdida de la visibn en caballospor
autoinmunidad, debido a que los anticuerpos que reconocen las lipoproteinas de
Leptospira; LruA y LruB muestran antigenicidad cruzada con proteinas propias

de los ojos de caballos (45).
MEMBRANA EXTERNA DE Leptospira

La membrana externa (ME) es la linea frontal de interaccion de la bacteria contra
el medio ambiente y el huésped mamifero. A diferencia de la mayoria de
espiroquetas, Leptospira tiene que ser capaz de sobrevivir en el ambiente y
adaptarse al hospedero (46). Ademas, esta bacteria es rica en lipopolisacaridos
(LPS) a diferencia de otras espiroquetas. La composicion del LPS consta de 3

componentes: un lipido A, el centro y la cadena de polisacaridos. La
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conformacién estructural del LPS en Leptospira es muy variada, quiza esto
explique porque el LPS no es reconocido por TLR4 en humanos, ademas tiene
un solo residuo fosfato metilado al final del lipido A, que es al parecer una
caracteristica muy inusual. Por otra parte, la ME contiene proteinas y
lipoproteinas que tienen funciones, las cuales pudieran ser comprendidas segun

su homologia y el estudio previo en otras bacterias (1).

PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA

La superficie de Leptospira consiste en un numero relativamente corto de
proteinas las cuales han sido previamente identificadas. Las principales
proteinas expuestas son lipoproteinas (46). Para el estudio de componentes
proteicos de membrana externa se han realizado: fraccionamiento de la
membrana con Triton X-114 (47) aislamiento en forma de vesiculas por
plasmolisis alcalina (48) y separada del cilindro protoplasmico por densidad de
gradientes de sucrosa, marcaje por biotinilacion de superficie (30),
inmunofluorescencia, MALDIT-TOF (Matrix-assisted lasser desorption/ionization

time of flight) (49), y microarreglos de DNA (50).

Las lipoproteinas bacterianas son proteinas que han sido postraduccionalmente
modificadas con acidos grasos. Estas moléculas se han asociado con la periferia
de la membrana. Tratamientos con urea y sal remueven de la membrana de las
proteinas, pero no las lipoproteinas. La mayoria de los componentes proteicos
son hidrofilicos cuando son expresados de manera recombinante (51). En
Leptospira, el producto es exportado a través de la membrana interna por el

complejo traslocasa Sec hacia el espacio periplasmico, en este lugar se retira el
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péptido sefal y después del plegamiento proteico se adhieren lipidos en los

residuos de cisteina, todo esto realizado por un complejo enzimatico (52).
LipL32

LipL32 es la lipoproteina mas abundante en Leptospira presente en
serovariedades patdgenas, es altamente inmunogénica. Se estima que ocupa el
20% del total de todas las proteinas de la membrana externa, por su alta
proporcion y mejor conservacion en presencia de calcio, se pens6 que podia
tener una funcién estructural (51). Sin embargo, LipL32 parece no tener un papel
en la integridad de la membrana externa dado que en la mutacién en el gen lipl32
de L. interrogans producida por medio de transposones dio como resultado una
pobre cantidad de LipL32, pero tuvo una morfologia y desarrollo normal en
comparacion con cepas de campo. La respuesta inmnune contra LipL32 es a
través de TLR2, se expresa durante la infeccidn, sin embargo, no es esencial
para la infeccion dado la mutante por transposicion de lipl32 fue capaz de infectar
a hamsteres y ratones (53). Esta lipoproteina parece estar localizada en el
espacio periplasmico en la cara interna de la membrana externa. LipL41 ocupa

el tercer lugar en abundancia como proteina de membrana. (53)
Loa22 y otras proteinas similares a OmpA

Loa22 es la segunda proteina de membrana externa mas abundante. Hay ciertas
dudas segun diversos algoritmos bioinformaticos en cuanto a clasificarla como
lipoproteina (26). Loa22 a diferencia de LipL32 es una proteina expuesta sobre
la superficie celular comprobado por medio de inmunoflorescencia. Esta unida al
peptidoglicano por medio de su dominio carboxiterminal. La expresiéon de esta
proteina es esencial para la virulencia en especies patdégenas corroborado

mediante ensayo con transposones donde leptospiras mutantes produciendo
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poca cantidad de Loa22 fueron incapaces de matar hamsteres. Por otro lado L.

biflexa tiene el gen presente con una homologia de 56% (42).

Familia lig de lipoproteinas de membrana externa

Las proteinas LigA, LigB y LigC son lipoproteinas de Leptospira similares a
inmunoglobulinas. Su estructura estd compuesta por un péptido sefial, seguido
por una serie de 12-13 dominios similares a inmunoglobulinas (lg) conformando
una lipoproteina. La osmolaridad y la temperatura son sefales
medioambientales clave para la expresion de proteinas Lig. La adicion de sales
(NaCl, KCl y Na2S0O4 ) en medio de cultivo inducen la expresion de LigA y LigB
(55). La expresion de estas proteinas por omolalidad y temperatura sugiere
expresion temprana durante la infeccion en mamiferos y denota interaccion entre

huesped y hospedador (56).

Lig A es encontrada en cepas L. kirschneri y L. interrogans. Mientras que Lig B
es encontrado en todas las especies patdgenas. Lig C es un seudogen o bien

esta ausente en algunas cepas (57).

Una forma lipidada de LigA recombinante expresada en E. coli mostré proteccion
como vacuna oral contra desafio letal en hamsteres con la cepa homdloga de L.
interrogans Serovariedad Copenhageni, pero no protege contra el desafio con

serovariedades diferentes (31).
Porinas OmpL1

La primer porina OmpL1 se descubrié por inmunoprecipitacion de las proteinas
de superficie donde los anticuerpos contra L. kirschneri se agregaron a la
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bacteria intacta seguida de un lavado gentil para remover los anticuerpos no
unidos y posteriormente las proteinas unidas a los anticuerpos fueron
solubilizadas con detergente Triton X-100, después fueron purificadas mediante
el uso de proteina A. Del inmunoprecipitado se encontraron 3 proteinas con
masas moleculares de 33, 41 y 44 kD (47). La proteina de 33 kD se encontré en
mayor cantidad, posteriormente se aislo el gen que codifica para esta proteina,
la cual reveld una serie de segmentos transmembranales visualizados por
microscopia por fractura-por congelamiento de electrones, a esta proteina se le
llamé OmplL1, la cual tiene varias propiedades tipicas de las porinas; es
modificable por el calor en la electroforesis, es un trimero unido cruzado y tiene

la habilidad de formar canales en la bicapa lipidica (58).
SISTEMAS DE SECRECION BACTERIANA

Las bacterias Gram negativas poseen diferentes sistemas de transporte de
proteinas, las cuales son sintetizadas en el citoplasma y tiene que ser exportados
a distintos destinos en la célula y medioambiente extracelular. Del 20 al 30% del
total de las proteinas se localizan fuera del citosol. La membrana interna contiene
3 principales sistemas de translocacion e insercion de proteinas, estos son: por
medio de translocon Sec presente en todas las bacterias, arqueas y membrana
del reticulo endoplasmico de las células eucariotas, la insertasa YidC y el sistema
Tat (de doble arginina) (59,60). El translocdn Sec, consiste en el heterotriméro
SecYEG que forma un canal en la membrana y que tiene una funcién dual que
es la de permite la translocacién de proteinas no plegadas a través del poro y la
integracion de proteinas alfa-hélices en la membrana interna. La insertasa YidC
incluye proteinas que cooperan con el translocon SecYEG mediante la

integracion de proteinas de membrana, pero también funcionan como una
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insertasa independiente, dependiendo del tipo de proteinas que necesiten ser
transportadas, la particula de reconocimiento de sefial (SRP), el receptor, Sec A
y chaperonas son requeridas para coordinar el traslado para el transporte y la

energia de los diferentes sistemas de transporte (48).

Poro abierto

Membrana interna‘ \ ! I
_APH |

Sustrato

Figura 2. a) Modelo del sistema TAT (de doble arginina). En ella se reconoce el sustrato, se abre
el complejo anfipatico (APH) y permite la traslocacion de la proteina. b) Complejo proteico
SecYEG en el sistema de secrecion tipo Il. Imagen modificada de Patel R. et al. 2014; Fronzes
R. et al. 2009).

El translocon Sec tiene 2 funciones: transporte de proteinas en la membrana
externa colaborando algunas veces con la insertasa YidC. La insertasa YidC es
probablemente el sistema mas simple de integrar proteinas de membrana a la
membrana citoplasmica, puede actuar sola o con ayuda del translocon Sec. (61).
El sistema Sec estd compuesta por 7 subunidades en las bacterias las
subunidades SecB acarrean proteinas secretadas hacia la subunidad SecA el
cual con SecYEG y SecDF forma un complejo para la translocacion y secrecién

de proteinas (62).
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El sistema Sec coopera con patrones de proteinas como SecA o particulas de
reconocimiento de senales (SRP) las cuales reconocen una secuencia
sefal/senal ancla (SA) que contienen sustratos que inician la localizacién en la
membrana. Por su parte, SRP también se une a la insertasa YidC. El sistema
Tat aparece como una secuencia de reconocimiento de proteinas en el citosol.
Para algunas proteinas Tat dependientes, la secuencia Tat especifica se une a
chaperonas como TorD o DmsD y frecuentemente se codifican en los mismos
operones con los sustratos de Tat (61).

Las mutaciones en SecA, SecD, SecF y SecY, confirieron defectos en la
secrecion de proteinas y fueron referidos como alelos sec, mientras que
(priD=secA; prlG=secE; prlA=SecY, prIH=SecG) fueron identificados como
supresores que siguieron la secuencia senal de pre-proteinas defectuosas (61).
En E. coli la secreciéon de proteinas comprende varios pasos; Primero la
preproteina es marcada en la membrana interna y mantiene sus componentes
en estado de translocacién por chaperonas citosélicas. Después la translocacion
a través de la membrana ocurre con la preproteina en un estado no plegado;
estas son procesadas para madurar a proteinas y ser plegadas con una
conformacion activa y en algunos casos ensamblada en alto orden estructural a
este proceso se refiere como secrecion de proteinas. Las preproteinas tienen 2
dominios: una secuencia lider o secuencia sefial (de 15 a 30 aminoacidos de
largo) amino terminal y la secuencia de la proteina final(59).

Una busqueda BLAST para los componentes del genoma y proteoma de los
sistemas de secrecién de Leptospira reveld la presencia de sistemas de
secrecion tipo | y tipo Il en L. interrogans serovariedad lai Cepa 56601. Ademas,

esta cepa también exhibe un sistema de translocasa Sec y sistema de
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translocasa Tat. Los genes TolC pueden funcionar con varios tipos de
transportadores o solos para crear canales periplasmicos y la relacién entre
canales TolC y sistemas de secrecion tipo | esta bien definido. Se ha reportado
que el sistema de secrecion tipo | puede exportar hemolisinas al medio ambiente
extracelular. Hay al menos 11 hemolisinas en el genoma de L. interrogans. Es
posible que este sistema de secrecion sea activo durante la hemorragia
pulmonar ya que funciona como exportador de hemolisinas durante este
proceso. El sistema de secrecion tipo Il o sistema general de secrecion es la
principal via para la translocacién de proteinas no plegadas a través de la
membrana y esta generalmente conservado en bacterias Gram-negativas que
secretan enzimas y toxinas a través de la membrana externa. Las proteinas
secretadas que siguen esta via contienen un péptido senal aminoterminal. El
correcto ensamblaje del sistema de secrecion tipo Il requiere un conjunto de
proteinas Gsp. 9 proteinas Gsp (GspD, GspC, GspF, GspG, GspJd, GspK, GspL,
GspM y GspE) se han identificado en el genoma de L. interrogans, sugiriendo
que esta cepa L. interrogans Serovariedad lai tiene un sistema de secrecion tipo
Il relativamente completo. Casi 66 proteinas identificadas en este estudio, 14
parecen tener un péptido sefal (via Sec) y por lo tanto podrian ser exportados a
través del sistema de secrecion tipo Il. El sistema Tat en Leptospira, o
translocacién por doble arginina requieren una secuencia especifica amino
terminal, R-R-XF-L-K las cuales son rotas después de la exportacion. Un analisis
in silico revelo la presencia de TatA, TatB y TatC en el genoma y proteoma de L.

interrogans (63).
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SISTEMA DE SECRECION TIPO Il

El sistema de secrecion tipo Il es empleado por una gran cantidad de bacterias

Gram negativas para secretar diferentes proteinas extracelulares a través de la

membrana externa. Al conjunto de proteinas que conforma el sistema se le llama

secretdn. Es importante mencionar que no todos los componentes mostrados en

la siguiente figura estan presentes en todos los T2SS. El sistema de secrecién

tipo Il esta compuesto de 12 a 15 diferentes proteinas que forman 3 diferentes

subconjuntos: 1) La plataforma de la membrana interna consiste de cada copia

multiple de GspC, GspF, GspL y GspM con una asociacion citoplasmica con la

ATPasa ; 2) Los pseudopilis, un filamento acomodado de seudopilinas y 3) Un

gran poro hecho fuera del complejo de membrana que consiste principalmente

de la secretina GspD (64).
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Figura 3. Tomada de Peter Howard 2013. Donde se esquematiza el secretén T2SS. No todos los
componentes estan siempre presentes. No esta la explicacion de esta imagen.
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LA SECRETINA GspD

El sistema tipo 2 T2S permite a las bacterias secretar un gran numero de
proteinas al medio extracelular a través de un poro compuesto (Figura 2) por
subunidades de 50 a 70 kDa y esta entre las proteinas de membrana mas
grandes conocidos (65). GspD forma un complejo dodecamérico, vista en un
estudio por microscopia electrénica. Los residuos 300 a 400 de GspD en el
carbono terminal contienen los segmentos mas conservados de la superfamilia
de la secretina el cual forma un poro en la membrana. Se ha demostrado en
Vibrio cholerae que GspC y GspD interactuan y ademas parece ser critica para
la funcién y posiblemente para cada ensamble del T2S (66). GspD es una
proteina conservada, esta secretina forma una superfamilia involucrada en el
sistema de transporte de grandes sustratos macromoleculares a través de la
membrana externa. Hay evidencia que los dominios de las primeras regiones N
terminal comprendidos por los primeros 320 aminoacidos interactuan con el
dominio HR de GspC, formando un vestibulo peripladsmico (67). Alcaraz Sosa
(2008) demostrdé por inmunohistoquimica que GspD se expresa durante la
infeccion experimental. Rodriguez Reyes (200), detect6é anticuerpos IgG contra
GspD en suero de animales infectados o sospechosos. Nufiez Carrera (2009)
realiz6 ensayo de inmunoproteccion con rGspD de L. borgpetersenii
(Hardjovobis) en Hamsteres desafiados con un aislado virulento de L.
interrogans (Canicola LOCaS46) obtuvo un 80% de sobrevivencia en animales
inmunizados con la proteina rGspD), sin embargo, el grupo testigo mostré una
sobrevivencia del 60%. Ordonez Lépez (2010) mostré que los genes componen
el locus gsp se encuentran altamente conservadas en mas del 90% entre las

serovariedades patégenas; Canicola, Copenhageni, Lai, Hardhovobis. Mientras
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que disminuye considerablemente con serovaridades no patégenas como Patoc

(68).

VACUNAS ORALES

La mayoria de los patdgenos acceden a través de las membranas mucosas. Por
esto las vacunas deben proteger estos sitios para que sean efectivas. Las
vacunas de mucosas son ideales y practicas para vacunaciones masivas, no
involucran riesgo de infeccidn por diseminacion sanguinea como puede ocurrir
con inyecciones con agujas contaminadas, ideal en la prevencion de pandemias
por enfermedades infecciosas como las provocadas por virus de la influenza. La
vacunacién por medio de mucosas puede activar la respuesta inmune humoral y
celular, a nivel local y sistémico. La inmunizacion dirigida a mucosas induce una
larga memoria celular By T. La respuesta inmune es iniciada por tejido linfatico
asociado a mucosas (TLAM) tales como placas de Peyer en el intestino en
vacunacion oral o tonsilas y adenoides en cavidad nasal en respuesta a
inmunizacion nasal o sublingual. Después de la vacunacion via oral, las barreras
mucosas

a la infeccion se refuerzan, principalmente a través de la induccién
de anticuerpo IgA (IgG) secretor especifico, que evita que los patdégenos y las
toxinas

se adhieran o infecten las  células epiteliales 'y  rompan
la barrera mucosal. La vacunacion que va dirigida a inducir inmunidad local en
mucosas puede alterar las condiciones de crecimiento de patégenos reduciendo
la susceptibilidad a la infeccion como ejemplo pueden producir péptidos

antimicrobianos, quimiocina y citosinas. Es conocido que la respuesta por
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interleucina 17 (IL-17) es crucial para el mantenimiento de la barrera mucosa,
del reclutamiento de neutrdfilos y la liberacion de péptidos antimicrobianos como
las defensinas. La vacunacioén dirigida a mucosas inicié con la via oral, seguida
de la via intranasal. Hoy en dia se estan explorando diferentes vias de
vacunacidon que estimulen la respuesta inmune en mucosas incluyendo,
inhalacion por aerosoles, intravaginal, rectal y sublingual, todas en modelos
animales.

Las vacunas mucosas incluyen ambas reacciones: sistémica y locales. Un
enfoque alternativo para prevenir la leptospirosis es la inmunizacion oral. La
inmunizacion via oral ha probado proteger en contra de bacterias patégenas
como Vibrio cholerae, Salmonella entérica serovar Typhi y Borrelia Burgdorferi.
La tolerancia de mucosas previene una respuesta inflamatoria perjudicial, por
ejemplo, contra antigenos de comida y tiene un papel en establecer la
homeostasis con la microbiota normal y las mucosas. Un problema particular con
la exposicidn de antigenos a mucosas es el riesgo de inducir tolerancia a

mucosas antes que inmunidad protectora (69).

ANTECEDENTE DE VACUNACION ORAL LigA

Las proteinas de membrana externa de leptospira son expresadas durante la
infeccion de mamiferos y la interaccion con el tejido hospedero, que es un sito
potencial de respuesta inmune. Diversos grupos de investigacion han reportado
que la inmunizacién con los dominios 7 a 13 de LigA confiere proteccion.
Ademas, LigA es expresada durante la infeccién en condiciones de osmolaridad

y temperatura fisioldgica. Lourdault et al. en el 2013, inmunizaron con una forma
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lipidada de los dominios 7-13 de LigA recombinante expresada en E. coli BL21
pLysS vivas por medio de una sonda gastrica a hamsteres sirio dorado
(Mesocricetus auratus) con dosis de 37 mg y 148 mg de LigA dosis total
respetivamente o su equivalente en E. coli. La inmunizacién resulté en la
sobrevivencia de los hamsteres a infeccion letal, sin embargo, no hubo

colonizacion renal (1,31).
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JUSTIFICACION

Leptospirosis es una enfermedad clasificada como reemergente, afecta a
practicamente a todos los mamiferos, es la zoonosis con mayor distribucion
mundial. Cerca de 500 000 nuevos casos leptospirosis severa se presentan en
el mundo en humanos, es potencialmente fatal. Es transmitida principalmente
por hospederos reservorios (2).

Actualmente la prevencion es mediante bacterinas, las cuales son serovariedad
especificas y el periodo de proteccidn es corto (26).

GspD es una proteina de membrana externa, parte del sistema de secrecién tipo
2, es abundante, inmunogénica y altamente homodloga entre entre

serovariedades patdgenas de Leptospira (66).

HIPOTESIS
La proteina recombinante GspD de Leptospira interrogans serovariedad
Canicola cepa LOCaS46 expresada en E. coli administrada via oral protege

contra la infeccion con la cepa homologa.

OBJETIVO GENERAL
Determinar el grado de infeccion por Leptospira en hamsteres inmunizados de

manera oral con la proteina recombinante GspD.
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OBJETIVOS PARTICULARES
o Sobreexpresar la proteina recombinante GspD de Letptospira interogans
seovariedad Canicola cepa LOCaS46 en E. coli BL21 para las cuales se
deben encontrar las condiciones adecuadas.
o Evaluar el grado de proteccion en hamsteres al administrar la proteina
recombinante GspD via oral en el desafio con la cepa cepa homodloga
virulenta de L. interrogans..

o Evaluar el efecto protector de la proteina contra la infeccién.

MATERIAL Y METODOS

PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES

Se tomaron 5 colonias de Escherichia coli DH5-a y se cultivaron en 20 mL de
medio Luria Bertani (LB) a 37°C con agitacion orbital de 200 revoluciones por
minuto durante 20 horas. Se transfirid 1/20 parte del cultivo a un matraz con
medio LB (5 mL de cultivo de dia anterior en 95 mL de medio LB) en un matraz
de 500 mL. Se incubd a 37°C a una agitacion orbital de 200 revoluciones por
minuto hasta alcanzar una densidad éptica (OD) de 0.6 a 600 nanometros. A
partir de este momento se trabajé todo en contacto con hielo por lo que se
pusieron a enfriar tubos de plastico de la marca Nalgene de 30 mL y microtubos
de 1.5 mL previamente esterilizados. Se enfrié el matraz en hielo durante 10
minutos, posteriormente se centrifugd en tubos Nalgene a 4500 X g a 4°C
durante 10 minutos, se decanté el sobrenadante y se dejé secando el tubo
invertido sobre un papel absorbente durante 1 minuto. El pellet se resuspendio

en 30 mL de Cloruro de Calcio (CaCl2) 50 mM frio, esta suspension se mantuvo
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en hielo durante 3 horas, inmediatamente después se centrifugd a 4500 X g a
4°C durante 10 minutos, se decanto y se colocé el tubo invertido durante 1
minuto, la pastilla se resuspendié en 2 mL de CaClz2 50 mM frio y se adiciond
15% de glicerol frio, se homogenizé y se hicieron réplicas de 100 pL en
microtubos de 1.5mL, se congelaron a -80°C hasta su uso. Se realizé ensayo de
eficiencia de transformacioén donde se obtuvo una eficiencia de 0.027%.

Se repitid el mismo proceso para preparar células competentes con E. coli BL21,

obteniendo una eficiencia de transformacion de 0.11%.

RECUPERACION Y TRANSFORMACION DE CEPAS RECOMBINANTES

Para iniciar la transformacion con el plasmido vector, un papel filtro recortado
dentro de un microtubo estéril de 1.5 mL se humedecié con 50 pL de agua estéril
libre de endonucleasas durante una hora a temperatura ambiente. Este filtro
contenia el plasmido pET28a con el gen que codifica para proteina GspD
recombinante de Leptospira interrogans serovariedad Canicola cepa LOCaS46.
Transcurrida la hora se tomé una alicuota con 100 uL de células competentes
DH5-a, se paso de -80°C a un recipiente con hielo durante 10 minutos, junto con
el microtubo con el papel filtro humedecido. Se decantd el vial con células
competentes en el microtubo y se mantuvo en hielo durante 30 minutos,
posteriormente se realiz6 un choque térmico en bafo maria a 42°C por 30
segundos, inmediatamente después se regreso al hielo por 5 minutos. Se
agregaron 900 pL de medio LB y se dejé durante 1 hora a 37°C a 200
revoluciones por minuto. Se tomaron 500 uL con trozos de filtro y se sembraron
en agar LB con kanamicina 50 ug/mL a 37°C, los otros 500 uL con papel filtro

incluido fueron sembrados en 10 mL caldo LB con Kanamicina 50 ug/mL se
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incubaron a 37°C a 200 revoluciones por minuto durante toda la noche. Solo
desarroll6 en caldo, se sembrd 10 pL de una dilucion 1:10 en placa con agar LB
adicionado con antibiotico kanamicina 50 pg/mL. Se aislaron 21 colonias y se
realizo PCR de 3 colonias con iniciadores universales,

ESCRUTINIO DE COLONIAS RECOMBINANTES MEDIANTE PCR.

Se eligieron 2 colonias al azar y se hizo PCR utilizando dos iniciadores
universales que flanquean al sitio multiple de clonacion de pET28a: un iniciador
adelantado del promotor T7 asi como el iniciador reverso del terminador T7. Se
utilizé para cada reaccion 5 yL de amortiguador 10X; 4 yL de MgCl; 2 uL de
DNTP’s a una concentracion de 10 mM cada uno; 2 pL de iniciador adelantado;
2 pL de iniciador reverso a una concentracion de 10 mM; 2.5 U de Taq
polimerasa; 9.5 pyL de agua libre de endonucleasas; se tomd una picadura de
colonia teniendo cuidado de tomar unicamente la colonia sin agregar a la mezcla
agar del medio de cultivo. Se utilizaron las siguientes condiciones: 1 ciclo de
desnaturalizacion a 94°C por 5 minutos; 40 ciclos de: 30 segundos de
desnaturalizacion a 94°C, 1 minuto de alineacién a 56°C, 1 minuto 45 segundos
a 72°C en la fase de extension; 1 ciclo final de extension de 7 minutos a 72°C.
Posteriormente se visualizé en gel de agarosa al 1%. El gel se prepard con 33
mL de amortiguador TAE diluido a 1X (TAE amortiguador [Tris-acetate-
EDTA][50X]) (Invitrogen, life technologies®).

ESCRUTINIO DE BACTERIAS RECOMBINANTES MEDIANTE EXTRACCION
DE PLASMIDO

Se utilizd un kit comercial de extraccion de plasmido (QlIAprep spin mini prep Kit)

de la marca Qiagen siguiendo las indicaciones el fabricante.
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Un cultivo de 16 horas de E. coli BL21 DEA en 10 mL de medio LB con
Kanamicina 50 pug/mL, se centrifugd a (6800 X g) por 3 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se decanté y el pellet bacteriano y se resuspendié en
250 pL de amortiguador PI. Esta suspension se pas6 a un microtubo estéril de
1.5 mL, se agregaron 250 pyL amortiguador P2, se mezcl6 invirtiendo el tubo de
4-6, al hacer esto la suspension se tornd azul. Este proceso se realizé con el fin
de lograr lisis alcalina. Posteriormente se agregd amortiguador N3, se
homogenizo invirtiendo el tubo de 4-6 veces hasta que la solucién perdi6 el color
azul. Se centrifugd a 6800 X g durante 10 minutos. El sobrenadante fue
transferido mediante pipeteo a un tubo con filtro de silice proporcionado por el
fabricante. Se centrifugd nuevamente 6800 X g durante un minuto. Con pH
alcalino la membrana de silice atrapa DNA con alta afinidad. Se decanté para
después hacer 2 lavados al filtro; primero con 500 puL de amortiguador PB, luego
fue centrifugado y se hizo un segundo lavado con 750 yL de amortiguador PE.
Por ultimo, el filtro fue transferido a un microtubo de 1.5 mL y se agregé 50 pL
de amortiguador de elucién EB, es importante dejar 1 minuto con el amortiguador
de elucién antes del centrifugado a 6800 X g durante 1 minuto. Finalmente, el

plasmido se visualiz6 en gel de agarosa al 1%.

DIGESTION CON ENZIMAS DE RESTRICCION

Para comprobar la presencia del gen en el plasmido y que éste correspondiera
con el peso. Se digirié con las enzimas de restriccion Nde1 y Eag1, especificas
de los sitios de corte incluidos en el disefio de los iniciadores del gen gspd. La
digestion se hizo en microtubos estériles de 1.5 mL con la siguiente mezcla:

17 pL de extracto de plasmido
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1 uL de la enzima Nde1

6 uL de amortiguador 3.1 (sugerido por el fabricante para la doble digestion).

1 yL de la enzima Eag1

5 pL de agua ultra pura libre de nucleasas

CONSERVACION DE LAS BACTERIAS RECOMBINANTES

Las células recombinantes E. coli BL21 DE3 con el plasmido pET28a, este
conteniendo el gen gspd de L. interrogans Serovariedad Canicola Cepa
LOCaS46 que codifica para la proteina, se sembraron en medio agar Luria
Bertani con kanamicina 50 pg/mL en estria cerrada e incubadas durante 24 horas
a 37°C. Una vez listo el cultivo, se agregaron 5 mL de medio LB+kanamicina 50
pg/mL se mezclaron con una barra de vidrio previamente esterilizado mediante
flameado, y se transfirieron 700 pL de la mezcla en crioviales previamente
cargadas con 700 L glicerol estéril. Se resguardaron las alicuotas en -80°C y
otras a -20°C hasta ser utilizadas.

PRODUCCION DE PROTEINA

Se sembraron 3 asadas a partir de los crioviales almacenados a -20°C en 10 mL
de medio LB con 50 pg/mL de kanamicina, se incub6 a 37°C con una agitacion
orbital de 200 revoluciones por minuto durante 16 horas. Se transfirieron 4 mL
del cultivo obtenido en 96 mL (1/50) de medio liquido LB con 50ug/mL de
kanamicina y se incubaron a 37°C en agitacion orbital de 200 revoluciones por
minuto hasta llegar a una densidad éptica de 0.600 a 600 nandmetros. En este
momento se indujo la expresion de la proteina con isopropil-3-D-1-
tiogalactopiranosida (IPTG) durante aproximadamente 2 horas hasta llegar una
densidad 6ptica de 1.500 a 600 nm. Se probaron 3 concentraciones de IPTG:

1.0 mM, 0.5 mMy 0.1 mM.
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EXTRACCION DE PROTEINA.,

Se utilizaron 2 métodos de extraccion de proteina: kit comercial BugBuster®
EMD Millipore, el segundo método fue por sonicado. En ambos protocolos se
tiene que centrifugar el cultivo de 100 mL en una centrifuga refrigerada a 4°C por
15 minutos a 6000 X g.

Para el protocolo BugBuster se resuspendio la pastilla celular en 997.5 uL 1/20
de BugBuster, por pipeteo, posteriormente se agregaron 3 uL de DNAsa a 0.1
M, se adicionaron 2.5 uL de PMSF para tener una concentracion final de 2.5 mM,
esta solucion se agitdé con ayuda del agitador (Vortex), se incub6 a temperatura
ambiente en una plataforma giratoria durante 20 minutos. Posteriormente, se
centrifugd en microtubo de 1.5 mL estéril a 10000 revoluciones por 15 minutos a

4°C, el sobrenadante se transfirid a un microtubo de 1.5 mL estéril.

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS

Se hizo la electroforesis del sedimento (fase no soluble) y del sobrenadante (fase
soluble). En un microtubo de 1.5 mL esterilil, se mezclé la muestra con el
amortiguador de carga (apéndice 1) en relacion 1:1 para un volumen final de 60
pl, se mezcld por pipeteo, posteriormente el microtubo se selldé con papel parafilm
para después hervirse durante 5 minutos a 94°C. Se centrifugé a 13 000 Xg
durante 5 minutos. Como primer paso se armaron los 2 cristales de 1 mm de
espesor comprimidos en un soporte de la marca Biorad®. Se vertio el gel
separador (apéndice |) en los cristales, se cubrié con etanol y se dejé polimerizar

por 30 minutos aproximadamente, posteriormente se vacié el etanol, se secé y
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se coloco el gel concentrador (apéndice 1), se colocaron los peines en los cuales
quedaron formados los pozos, se dejo polimerizar por espacio de 20 minutos. Se
retiraron los peines y se agregaron 17 pL de la mezcla entre amortiguador de
carga y extracto de proteina, uno para cada pozo. Se colocaron los cristales en
la camara de electroforesis y se cubridé con un amortiguador de corrimiento
(NuUPAGE®MOPS SDS Running amortiguador) de la marca Invitrogen. Se corrid
el gel 4% (concentrador) a 50 V durante 15 minutos, posteriormente se
incrementd la intensidad de la corriente eléctrica para el gel desnaturalizante
12% (gel separador) a 150 V durante 45 minutos aproximadamente (apéndice
1). Una vez terminada la electroforesis, se tifid el gel con azul de comassie
comercial marca Bioirad® sumergido completamente en agitacién orbital de 30
revoluciones por minuto a temperatura ambiente durante 1 hora. Posteriormente
se hicieron 3 lavados de 5 minutos cada uno con agua destilada en agitacién
orbital de 30 revoluciones por minuto a temperatura ambiente. Se montaron los
geles envueltos en papel celofan transparente hasta secarse para ser
almacenados.

ELECTROTRANSFERENCIA DE PROTEINAS

El amortiguador de transferencia (NUPAGE® Transfer amortiguador-20X) se
diluyé con agua destilada, se puso a enfriar antes de utilizarlo. Los filtros y
membrana PVDF fueron cortados al tamafo de los geles de poliacrilamida. Se
humedecid la membrana PDVF en metanol absoluto, posteriormente se

humedecio el papel filtro en amortiguador de transferencia.
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Figura 4. Muestra el acomodo de los componentes para la electrotransferencia de
proteinas.

Una vez armado el sandwich se colocd dentro de la cdmara de electroforesis y se llené
con el amortiguador de transferencia. Se corrié a 100 V por una hora. Es importante
mantener el amortiguador frio por lo que se colocé hielo en las paredes de la cdmara.
INMUNODETECCION TIPO WESTERN

Después de la electrotrasnferencia se tifid la membrana PVDF durante 1 minuto con rojo
de Ponceau para verificar que se transfirid correctamente. Se lavd la membrana con
agua destilada hasta eliminar el resto de colorante. Se dejé bloqueando con leche
descremada al 5% en PBS (apéndice 1) durante 1 hora, posteriormente se hicieron 3
lavados con PBS-T por x minutos cada uno. Se dejo incubando la membrana durante 2
horas en PBS-T con 5% de leche descremada con el anticuerpo primario monoclonal
(inmunoglobulina G de ratén anti cola de histidinas) diluida 1:2000 en un volumen total
de 12 mL. Posterior a esto, se hicieron 3 lavados de 10 minutos cada uno con PBS-T por
X minutos cada uno. La membrana se incubd con el anticuerpo secundario
(inmunoglobulina de cabra conjugada con peroxidasa de rabano picante anti IgG de
ratén) diluido 1:10,000 en PBS-T con leche 5%. Por ultimo, se hicieron 2 lavados de 10
minutos cada uno, con PBS-T. El revelado se llevd a cabo con ECL-luminol en placa

radiografica.
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CUANTIFICACION DE PROTEINA

Se realiz6 un ensayo de purificacion de proteina por afinidad con columnas de
Niquel para su posterior cuantificacion. La cuantificacién se realiz6 en un
biofotometro marca AmpliQuant AQ-07 dando como resultado 20.9 mg/mL. Por
lo tanto, por cada 100 mL de cultivo se produjeron 20.9 mg de proteina.
PREPARACION DE LA VACUNA.

El cultivo de BL21 DEA conteniendo el plasmido pET28a con el inserto gspd,
almacenado a -20°C, se sembraron 3 asadas en cada tubo con 10 mL medio LB
+ kanamicina 50 pug/mL, y se dejaron incubando durante toda la noche en
agitacion orbital de 200 revoluciones por minuto a 37°C. Al dia siguiente, se
adiciono 1/25 del cultivo, es decir; 4 mL de cultivo en 96 mL de medio LB +
Kanamicina 50 pg/mL en matraces de 500 mL, se incubaron a 37°C con agitacion
orbital de 200 revoluciones por minuto hasta alcanzar una densidad optica de
0.600 a 600 nm, en este momento se indujo la expresion de la proteina con
isopropil-B-D-1-galactopiranosida (IPTG) a 1 mM, durante 2 horas, alcanzando
1.700 de densidad optica. Se centrifugd a 20,000 Xg a 4°C, la pastilla celular se
resuspendio en 1 mL de PBS con 20% de glicerol. Se congelaron las alicuotas
divididas en dosis a -80°C hasta su uso.

VACUNACION ORAL

Se hicieron 4 grupos de 8 hamsteres Sirio dorado (Mesocricetus auratus) de 6 a
8 semanas de edad. Transcurrida la semana de adaptaciéon en el animalario, se
inicié la vacunacién de manera oral tomado como referencia a Lourdault et al.

2013 para la dosis y calendario de vacunacion.
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Todos los animales tenian alimento y agua a libre acceso en todo momento. Se
alimentaron durante todo el experimento con alimento comercial de la marca
purina (Lab chows). El agua que se les proporcion6 fue potable y libre de
patogenos. La iluminacién durante 10 horas por dia fue programada de manera
automatica para encenderse a las 8:00 horas y apagarse a las 17:00 horas

La semana 1y 2 se inoculd durante 5 dias de martes a sabado, la semana 3 se
descanso, la semana 4 se volvieron a vacunar de manera oral durante 5 dias de
martes a sabado, la semana 5 se descansé y la semana 6 se administro una
ultima vacunacién durante 5 dias de martes a sabado. Cada dosis de vacuna se
mezclé con aproximadamente 100 mg de mermelada de fresa. La preparacién
de la vacuna comenzd poniendo la mermelada en un aplicador de madera,
posteriormente se agrego la dosis de cultivo y con la pipeta se mezclé por 5
segundos hasta hacerse homogénea, se ofrecié la vacuna de manera individual.
Cada hamster vacunado se cambidé de jaula para evitar ser vacunado
nuevamente. Las dosis se guardaron a -80°C hasta ser utilizadas.

Grupo 1: Grupo testigo negativo. Se inoculdé con su equivalente en cantidad
bacteria a 148 mg en cultivo de E. coli BL21 DEA conteniendo el vector de
expresion pET28a sin el inserto de gspd. La cantidad de proteina fue dividida en
20 dosis que correspondieron a 82 L cultivo en PBS con glicerol 20% por cada
dia, administrada via oral a cada hamster.

Grupo 2: Dosis baja. Se vacuno via oral a cada hamster con 37 mg (dosis total)
de proteina dividida en 20 aplicaciones. Cada dosis diaria correspondi6 a 23 uL
de cultivo de E. coli con el plasmido pTE28a expresando la proteina GspD de L.

interrogans. Cada dosis estuvo almacenada a -80°C hasta su uso.
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Grupo 3: Dosis alta. Se inocul6 via oral con dosis de 148 mg totales de proteina
0 su equivalente en E. coli. BL21 transformada con pET28a expresando GspD
de L. interrogans. La dosis diaria fue de 82 uL de cultivo por individuo, divididas
en 20 aplicaciones.

Grupo 4: Bacterina. El experimento se llevo a cabo simultaneo con un ensayo de
vacunacion parenteral con GspD recombinante de L. interrogans purificada
administrada de manera parenteral, por lo que se tom6 como testigo el grupo

vacunado con la bacterina (Llanos et al. 2016), resultados no publicados.
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RESULTADOS
PCR DE BL21 RECOMBINANTE

Figura 5. De las tres colonias tomadas al azar se realizd PCR de gspd de L. interrogas
serovariedad Canicola Cepa LOCaS46 inserto en el plasmido pET28a. En el carril 2 se
muestra el control negativo; no amplificd el gen de gspd. Los carriles del 3 al 5
amplificaron secuencias que corresponde con el gen que codifica para la proteina
recombinante. En el carril 3 se observa una gspd de L. interrogans serovariedad Canicola
cepa LOCaS46 en E. coli BL21 DEA.

1.- Marcador de longitud de DNA

2.- Colonias de E. coli DH5-a con pET28a sin inserto gspd

3.- Colonia 1 de E. coli BL21 DE3 transformada con pET28a con inserto de gspd
4.- ADN de L. interrogans serovariedad Canicola Cepa LOCaS46

5.- Colonia 2 de E. coli DH5-a trasnformada con pET28a con inserto de gspd

Una vez comprobada la presencia del gen dentro del plasmido se hizo extraccién para
su posterior digestion y corroborar el tamafio del inserto gspd de L. interrogans.
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DIGESTION DE PLASMIDO

1.- Marcado de peso molecular

2.- pET28 completo sin inserto

3.- pET28a completo sin inserto y digerido con Ndel

4.- pET28a + gspd completo

5.- pET28a + gspd digerido con Eagl

6.- pET28a + gspd digerido con Ndel

7.- pET28a + gspd digerido con las 2 enzimas Eagl y Ndel
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INMUNODETECCION TIPO WESTERN DE GspD

1.- 0.1 mmol de IPTG
2.- 0.5 mmol de IPTG
3.-1.0 mmol de IPTG

Esta figura muestra que en el carril 3 se observa una banda mas intensa, por lo que se
decide inducir a 1 mM las bacterias que se utilizardn como vacuna.
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PESO DE LOS HAMSTERES DURANTE LA VACUNACION Y DESAFIO

El dia 0 se pes6 a los hamsteres y se desafiaron con Leptospira interrogans

serovariedad Canicola cepa LOCaS46 virulenta. Los espacios sin datos fueron

de individuos muertos o que se les practico eutanasia. Para el dia 10 mas de

50% los individuos de cada grupo murieron. Para el dia 13, el 75 % de los

hamsteres de los grupos vacunados con dosis alta y testigo oral y el 50% de

dosis baja habia muerto. Para el dia 19 sobrevivié 1/8 (12.5%) del grupo testigo,

8/8 (100%) de vacunados con dosis altas murieron y 2/8 (25%) de individuos

vacunados con dosis baja sobrevivieron.

Peso en gramos
Dia O Dia 3 Dia 5 Dia 8 Dia 10 Dia 11 Dia 12 Dia 13 Dia 16 Dia 19
Hamster 1 109 102 104 106 99 - -
Hamster 2 130 125 126 128 118 116
Hamster 3 131 122 122 124 116 - - - - -
Testigo oral Hamster 4 114 108 109 110 112 112 112 112 111 112
BL21 pET28a |Hamster5 131 126 116 127 119 - -
Hamster 6 118 115 117 117 109 -
Hamster 7 137 131 133 134 128 125 - -
Hamster 8 142 135 137 136 126 126 124 121
Caja2
Hamster 1 147, 143 144 144 131
Hamster 2 154 149 150 153 141
Hamster 3 207 202 202 203 187 - - - - -
Vacuna adosis |Hamster 4 158 155 155 155 156 155 151 150 151 146
baja
GspD 37 mg Caja3
Hamster 5 164/ 163 161 167 148 145 131 132!
Hamster 6 104 104 104 104 90| - - -
Hamster 7 173 171 172 174 152 150 142 124 - -
Hamster 8 141 141 143 144 143 142 143 142 145 139
Caja4d
Hamster 1 162 163 163 165 146 - - - -
Hamster 2 180 174 178 176 159 158 158 150 137
Hamster 3 170 170 169 174 156 -
Vacuna adosis |Hamster 4 180 177 170 181 162
alta
GspD 148 mg  [Caja 5
Hamster 5 145 140 140 141 129 128 -
Hamster 6 202 190 191 195 182 - 177
Hamster 7 177 170 169 173 161 - -
Hamster 8 160| 152 153 155 142 136
El criterio para eutanasia fue: animales que bajaran >10% de su peso corporal,

manifestacidn de dolor, convulsiones, hematuria, epistaxis.
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AGLUTINACION MICROSCOPICA

Al inicio se realizé una prueba tamiz, para buscar a los individuos que generaron
anticuerpos, posteriormente se hicieron diluciones para su titulacién. El tamiz y las

diluciones se hicieron en voliumenes finales de 70 pL.

El principio de la prueba tamiz es enfrentar una sola vez el suero de los animales
infectados contra un cultivo del antigeno infectante para tener como resultado una
reacciéon antigeno-anticuerpo. La mezcla fue hecha con wuna dilucién 1:25
suero/antigeno.

Los sueros reactores se diluyeron de forma seriada hasta no ver aglutinacion. Se reporta

a la ultima aglutinacion y se reporta hasta esa dilucidn.

Titulacion
Testigo oral post  |Dosis baja47 mg |Dosis baja 46 mg |Dosis alta 148 mg |Dosis alta 148 mg
Numero de Hamster |Testigo Oral dia 0 |desafio Dia 0 post desafio Dia 0 Post desafio
1 - - - - - -
2 - - - - - -
3 - - - - - -
4 - - - 1:300 - -
5 - - - - - -
6 - - - - - -
7 - - - - - -
8 - 1:800 - 1:300 - -

La mayoria de los individuos que enfermaron de leptospirosis aguda y no dio tiempo de
generar anticuerpos. Por otro lado, los que sobrevivieron hasta el dia 19 crearon
anticuerpos especificos contra L. interrogas serovariedad Canicola.
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DISCUSION

Los programas de inmunizacion parenteral son dificiles de administrar en areas
con pobre infraestructura médica. Es en éstas zonas donde leptospirosis tiene
mayor incidencia. Una alternativa en la prevencion de leptospirosis mediante
inmunizacion oral, la cual tiene ventajas como: disminucion en el costo, al no ser
necesario personal médico capacitado para su aplicacion y la mas importante es
que puede estimular una respuesta local y sistémica, sabiendo que una las vias
de infeccion es mediante penetracion en la mucosa (69). Recientemente se han
utilizado vacunas orales con buenos resultados en la prevencion de algunas
bacterias patégenas como Vibrio cholerae, Salmonella entérica serovar Typhi y

Borrelia burgdorferi (31).

El avance en biologia molecular permite crear proteinas mediante DNA. A dichas
proteinas se afiaden etiquetas con afinidad especifica para la secuencia de
interés. Es uso de estas etiquetas permite su deteccidon, cuantificacion y

purificacion.

Las vacunas que existen en la actualidad para la prevencion leptospirosis son a
base bacterias completas muertas y confieren proteccion Uunicamente contra
infecciones causadas por cepas homoélogas (70). Se han identificado varias
proteinas y lipoproteinas imunogénicas, entre ellas la proteina GspD, que es
parte del sistema se secrecion tipo Il. Rodriguez Reyes en 2009 realizé un

ensayo de proteccion con GspD recombinante de Leptospira bogpetersenii
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(Hardjobovis) donde se obtuvo 80% de sobrevivencia de los hamsteres
desafiados con una cepa virulenta de Leptospira interrogans Seravariedad
Canicola cepa LOCaS46, sin embargo, tuvo una sobrevivencia de 60% en los

controles negativos.

Se tom6 como modelo el ensayo de vacunacion oral el trabajo de Lourdault et
al. 2014, donde se inmunizé de manera oral hamsteres Sirio Dorado, con una
forma lipidada de la proteina LigA dominio 7-13 de Leptospira interrogans
Serovariedad Copenhageni cepa Fiocruz L1-130, donde se administré E. coli
viva expresando LigA mediante una sonda gastrica, donde se obtuvo un 62.5%
de sobrevivencia en el grupo vacunado con dosis de 148 mg de la proteina. En
este ensayo se modifico la forma de administracién de la vacuna, la cual se
mezcloé el cultivo de E. coli recombinante con mermelada. Se hicieron ensayos
para comprobar la viabilidad de la bacteria antes de ser administrada resultado
una sobrevivencia de mas del 80% con respecto a las bacterias que no se

mezclaron con mermelada.

En este ensayo no se logré proteccion contra la infeccion con la cepa homdloga,
donde se tuvo una sobrevivencia en vacunados con dosis baja de 25% y 100%
de los vacunados con dosis altas murieron, mientras que 12.5% del grupo testigo
negativo murié. Una posible explicacién es que la inmunidad celular juegue un
papel aun no definido. En ganado la proteccion contra la serovariedad Hardjo no
es dependiente de anticuerpos, pero se correlaciona con la produccion de IFN-y
por los linfocitos T. El principal antigeno estimulador de IFN-y es el

reconocimiento de LipL32 (70).
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Se han utilizado vacunas con cultivos E. coli expresando proteinas
recombinantes, atribuyendo su éxito a la cualidad que puede actuar como
adyuvante natural (71). Por otro lado, se han utilizado adyuvantes en vacunas
en mucosas que actuan de diferentes maneras como: el almidon y chitosan que
mejoran la adhesion a mucosas (72); moduladores del sistema inmune innato
como oligodeoxinucledétidos comerciales (ODN) que actuan sobre TLRO, lipido A
monofosforilado en TLR4, el ligando flagelina sobre TLRS (73); enterotoxinas de
E. coli con dmLT se sabe que actuan sobre la células dendriticas (74); porciones
de toxina de Vibrio cholerae que se unen de maner especifica a IgG y activan
mastocitos potenciando la produccion de anticuerpos (75) y nanoparticulas
biodegradables como (PLG) poli lactido-co-glicolido que contiene liposomas y
microparticulas inmunoestimulantes (69). La eleccion de alguno de estos
adyuvantes puede mejorar los resultados en ensayos posteriores en el uso de

vacunas orales o dirigidas a estimular inmunidad en mucosas.

En este ensayo se produjo 2.0 mg de proteina GspD Leptospira interrogans
Serovariedad Canicola cepa LOCaS46 en 100 mL de cultivo en el vector de
expresion pET28a en E. coli BL21 DEA. Se ha utilizado E. coli BL21 en trabajos
anteriores para para la produccién de proteinas recombinantes de Leptospiras
patdbgenas como es el caso se LipL32 y LigA (31,70) Distintos vectores de
expresion se han utilizado para obtener proteinas recombinantes.
Recientemente Rodriguez reyes en 2009 utilizé pET28a para producir la proteina

recombinante GspD de Leptospira borgpetersenii.

La via de inoculacion mas utilizada en el desafio con cepas patdgenas en modelo

hamster es intraperiteneal (52). Sin embargo, en este trabajo se utilizé la via
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intra-avazonal que se acerca de manera mas real a la forma natural a la infeccion

natural.
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Medio Ellinghausen-MacCullough modificado por Johnson y Harris EMJH

para preparar 500 mL + suero de conejo.
Es un medio liquido para cultivo de Leptospira.
Solucién A)

Disolver 400 mL de agua destilada esterilizada por autoclave 5 g de albumina

sérica bovina fracciéon V

Una vez disuelta la albumina se agrega:

Fosfato de sodio (NazHPO4) 05¢g

Fosfato monopotasico (KH2PO4) 0.15¢

Cloruro de sodio (NaCl) 05¢g

Piruvato de sodio (CHsCOCOONa) 01g

Acetato de sodio (CH3COONa) 0.05¢
Solucién B)

Disolver en 50 mL de agua destilada esterilizada por autoclave:

Tween 80 (ajustar la pipeta a 700 uL) 625 uL
Sulfato ferroso (FeSO4-7H20) 0.005¢g
Cloruro de amonio (2.5g/10 mL) 500 uL
Piruvato de sodio (1g/10 mL) 500 pL
Glicerina al 10% (1 mL/9 mL) 500 pL
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Sulfato de zinc (0.04g/10 mL)
Sulfato de manganeso  (0.01g/10 mL)
Tiamina HCI (0.05g/10 mL)
Cloruro de calcio  (0.15g/10 mL)

Cloruro de magnesio (0.15g/10 mL)

Glicerol 20% (2mL/8 mL)
Vitamina B12 (0.02g/10 mL)
Sulfato de cobre (0.03g/10 mL)

Se ajusta el pH de 7.0 a 7.4 cada solucion con hidroxido de sodio para

alcalinizar y acido clorhidrico para acidificar.

500 pL
500 pL
500 pL
350 pL
350 pL
250 pL
100 pL

50 uL

Mezclar las 2 soluciones y agregar 40-45 mL de suero de conejo previamente

filtrado con 0.22 um. Filtrar toda la mezcla con 0.22 ym, servir en alicuotas de 6

mL e inactivar a 56°C por 40 minutos.

Medio Stuart

Es un medio liquido

Para preparar 500 mL de medio Stuart

En 460 mL se agrega lo siguiente:

Asparagina 0.066 g
Cloruro de amonio (NH4ClI) 0.134 g
Cloruro de magnesio (MgCl2-6H20) 0.203 g

Cloruro de sodio (NaCl) 0.904 g
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Fosfato disodico ((Na2HPO4) 0.33¢g

Fosfato monopotasico (KH2POa) 0.0435¢
Rojo de fenol (opcional) al 0.2% 2.5 mL
Glicerina 50% 5mL

Ya disuelto, se agrega 8 a 10% de suero de conejo previamente filtrado con
membrana de 0.22 ym. El pH del medio se debe ajustar entre 7.2 a 7.4. Se filtra
toda la mezcla con membrana de 0.22 um. Por ultimo, se envasa en tubos réplica

y se inactiva a 56°C en bafo Maria.
Fletcher.

Es un medio semisolido

Para preparar 500 mL

En 460 mL de agua destilada se agrega lo siguiente:

Extracto de carne 01g

Bacto peptona 0.15¢
Cloruro de sodio 0.25¢

Agar agar 09g¢g

Disuelto se calienta en el mechero hasta alcanzar la ebullicién y después de

esteriliza por autoclave.

Una vez a temperatura corporal (aproximadamente 37°C) se agrega 40 mL de
suero de conejo, previamente filtrado con membrana de 0.22 um, se
homogeniza, se inactiva a 56°C por 40 minutos en bafio Maria y se envasa con

6 mL en tubos de 12 mm por 120 mm.
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Solucion amortiguadora de fosfatos (SAF) O PBS
Primero se preparan por separado las siguientes soluciones:

1. Solucién de Sorensen
e Fosfato disddico anhidrido (Na2PHO4) 8.33 ¢

e Fosfato monopotasico (KH2PO4) 1.09¢

Se disuelve en 100 mL de agua destilada, se ajusta el pH a 7.6 y se

esteriliza por autoclave

2. Soluciodn salina fisiologica

e Cloruro de sodio (NaCl) 8.5¢g

Se disuelve en 1000 mL de agua destilada, se ajusta el pH a 7.4 y se

esteriliza por autoclave.

3. Se mezcla 80 mL de solucidon Sorensen con 920 mL de solucién

sailina fisiologica, se ajusta el pH a 7.2
Amortiguador de muestra
62.5 mM Tris HCI pH 6.8
10% de glicerol
2% de SDS
PBS-T
PBS
0.05% de Tween 20

PMSF Fluoruro de fenil metl sulfonilo
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Para preparar a 25 mM en 10 mL, se disuelve en isopropanol 0.043 g. Se filtra
con membranas de 0.45 pm, se diluye 10 veces con amortiguador final de

muestra. Quedando a 0.25 mM.

Preparacion de geles de poliacrilamida
1.5 M Tris-HCI, pH 8.8

Tris Base 54459

Agua destilada 150 mL

Ajustar el pH a 8.8 con HCI, aforar a 300 mL y almacenar a 4°C.

Tris-HCI, pH 6.8

Tris base 6.0

Agua destilada 50 mL
Ajustar el pH a 6.8 con HCI

Aforar a 100 mL y almacenar a 4°C.
SDS al 10%

Disolver 10 g de SDS en 50 mL de agua destilada, agitar suavemente y aforar a

100 mL.
Persulfato de amonio al 10%

Disolver 25 mg de persulfato de amonio en 250 uL de agua destilada estéril. Esta
solucion se prepara y se utiliza en el momento de utilizarse.

62



Amortiguador de muestra

0.5 M Tris-HCI, pH 6.8 1.0 mL
Glicerol 0.8 mL
SDS al 10% 1.6 mL
2-Mercaptoetanol 0.4 mL

0.5% de azul de bromofenol en agua 0.4 mL
Agua destilada 3.8 mL

Diluir la muestra 1:1 con el amortiguador de muestra. Calentar a 100 °C durante
5 minutos antes de colocar el pozo del gel. Preferentemente almacenar a 4°C en

un recipiente ambar.

Prepacion del gel separador al 12%

Agua destilada 3.35mL
30% acrilamida 4 mL
1.5 M Tris-HCI, Ph 8.8 2.5mL
SDS al 10% 100 mL

Persulfato de amonio al 10% 50 uL
TEMED 5uL
El volumen total de mondmero 10 mL

La mezcla del gel se prepara agregado los componentes antes mencionado,
excepto el persulfato de amonio y el TEMED. Se homogenizan perfectamente
los componentes y previo al vaciado de la camara en la cdmara de electroforesis,

se agregan los catalizadores (persulfato de amonio y TEMED), se homogeniza
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esta nueva mezcla rapidamente por agitacion y se vierte al interior de los 2

cristales ensamblados en un soporte de la camara.

Preparacion del gel concentrador al 4%

Agua destilada 3.05 mL
30% acrilamida 0.67 mL
0.5 M Tris-HCI, pH 6.8 1.25 mL
SDS al 10% 50 pL
Persulfato de amonio al 10% 25 uL
TEMED 5puL

El volumen total de monédmero es de 5.05 mL

La mezcla para el gel se prepara agregado los componentes antes mencionados,
excepto el persulfato de amonio y el TEMED. Se homogenizan perfectamente
los componentes y previo al vaciado de la mezcla a la camara de electroforesis,
se agregan los 2 catalizadores (persulfato de amonio y el TEMED), se
homogeniza esta nueva mezcla rapidamente por agitacion y se vierte al interior

de los cristales ensamblados en un soporte de la camara.
Conservacion de geles de poliacrilamida

Mojar papel celofan dulce con agua bidestilada y mojarse las manos para facilitar

el manejo. Colocar papel sobre el cristal, sobre el cristal, poner el gel de
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poliacrilamida y cubrir con otro pedazo de papel celofan de mayor tamano que el
del cristal, se eliminan las burbujas y los bordes irregulares y se sujetan las orillas
con pinzas para matenerlo estirado durante 24-48 horas hasta que esté

completamente seco.
Agarosa

Se disuelve la agarosa a la concentracidon que se requiera en amortiguador TAE
1X, se calienta en horno de microondas hasta que alcance la ebullicion. La
mezcla debe quedar transparente, sin restos de agarosa en el fondo del matraz.

Se agrega Bromuro de Etidio 10-15 pL de esta solucion al 10%.

Amortiguador de carga para DNA bacteriano

La concentracion queda 6X y debe diluirse a 1X

38% de sucrosa 1.99
0.1% de Azul de Bromofenol 5mg
67 mM de EDTA 0.124 g
Agua bidestilada 5mL
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