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PRESENTACION 

Esta tesis consta de dos partes: una de ellas, una tasls propiamente 
dicha, con Introducción, antecedentes, material y métodos, resultados y 
discusión de datos no publicados; y, una segunda parte constituida por 
un artículo clentlfico (como co-autor) aceptado para su publicación on 
la revista "Asla-Paclflc Journal of Molecular Blology and 
Blotechnology•. Este último se adjunta como un anexo de la tesis. 
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INTRODUCCION 

La lepra es una enfermedad que afecta a más de 10 millones de 
humanos. Solamente la India contaba recientemente con 5 millones de 
leprosos, en Brasil hay más de 200 mil leprosos y en México existen 
más de 16 mil casos registrados, siendo los estados de mayor 
Incidencia: Slnaloa, Colima, Nayarit y Guanajuato, entre otros(17). A 
pesar de los Intentos realizados para su erradicación, la enfermedad 
sigue en aumento. 

La lepra es una enfermedad que ataca principalmente a la piel y al 
sistema nervioso en humanos, y fué reconocida desde la más remota 
an1igüedad; existen descripciones de ella desde el año 600 A.C. en la 
India. A causa de sus manifestaciones, esta enfermedad se atribuyó a 
un castigo divino o a una terrible herencia; Incluso en algunos lugares, 
a los pacientes leprosos se les consideraba oficialmente muertos. 

No fué sino hasta 1873, que Gerhard Henñk Armauer Hansen descubrió 
que la enfermedad era causada por un microorganismo, al cual se le 
lramó originalmente Baclllus leprae, y en 1896 se propuso llamarlo 
Mycobacter/um /eprae (M. /eprae). Este bacilo es ácido-alcohol 
resistente, y cuando se tiñe por la técnica de Zlehl-Neelsen, se 
visualiza como un gérmen de forma bacilar ligeramente curvo, que mide 
de cuatro a siete µm de largo y de 0.3 a 0.4 µm de ancho (17). 

El microorganismo contiene también filamentos en forma de cuerda en 
la pared celular, formados por un péptldo gllcolfpido similar a los de 
otras mlcobacterlas. Es Importante Indicar que el bacilo tiene 
antígenos comunes a otras mlcobacterias y nocardlas (13 y 16). A pesar 
de ser un microorganismo conocido desde el siglo pasado, su estudio ha 
sido muy dificil, debido principalmente a que no puede cultivarse in 
vitro. 

Actualmente existen dos modelos posibles para el cultivo de la 
mlcobacteña: uno es el armadillo de nueve bandas y el otro el cojinete 
plantar de ratones. Sin embargo, la producción de bacilos en estos 
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animales presenta algunos obstáculos; por ejemplo, en los ratones la 
producción es muy baja, y no es posible la realización de varias 
cosechas del bacilo debido a que el tiempo de vida del ratón es 
relativamente corto. El armadillo presenta más ventajas debido a que 
puede vivir de 12 a 15 años, y el número de bacilos que 
pueden recuperarse de los tejidos de estos animales es de 10• a 1010 
bacilos por gramo de tejido. La desventaja principal que presenta el 
armadillo es que, (por ser un organismo de cepa abierta) Introduce una 
serle de variables, las cuales pueden afectar la producción del bacilo o 
Incluso su Infección. 

RespeC1o a la transmisión del bacilo, no se conoce con exactitud cuál es 
la vía por la que el microorganismo Infecta al humano. Clásicamente, 
se ha considerado que la vía de entrada es la piel; sin embargo, no 
existen evidencias que apoyen ésto, y debido a la naturaleza del 
epitelio, no parece posible que los bacilos puedan penetrar la piel 
Intacta. Considerando además que los tejidos por los que penetra el 
bacilo no son necesariamente los afectados, la vía respiratoria es la 
puerta de entrada más probable. 

En relación a la ruta de salida, los datos bacteriológlcos se Inclinan por 
la vía respiratoria, debido a que las secreciones nasales de los 
enfermos lepromatosos constituyen la fuente bacilar con mayor 
concentración de bacilos, con un promedio de 107 bacilos viables por 
día. En cuanto a la transmisión dérmica, si el paciente presenta 
úlceras tróficas, puede descargar diariamente en el medio más de 
20 x 1oe bacilos(17). 

En un gran número de individuos, la infección pasa desapercibida y solo 
después de varios años algunos de los Infectados desarrollan 
slntomatología clínica de la enfermedad, una pequeña parte de ellos 
presenta una lepra lepromatosa, y el resto presenta alguna de las otras 
variaciones de la lepra, las cuales pueden ser la tuberculolde, la 
Indeterminada y la limítrofe ('borderllne"). La lepra lepromatosa (LL) 
y la tuberculolde (TT) son las denominadas lepras "polares"(20). 

La lepra lepromatosa es el tipo progresivo de la enfermedad, en la que 
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el bacilo invade extensamente la piel y las mucosas en forma de 
nódulos y de infiltración difusa, lesiona los nervios periféricos y todos 
los órganos y sistemas, excepto el nervioso central. Tanto en el raspado 
de la mucosa nasal como en el de las lesiones cutáneas, existen 
numerosos bacilos. Este tipo de lepra se presenta en Individuos cuya 
inmunidad celular contra los antígenos del M. lepras está 
deprimida, lo que explica el mal pronóstico y la falte de respuesta a la 
lepromina (Prueba subcutánea similar al DTH, en la cual se utiliza una 
suspensión de M. leprae esterilizada por calentamiento y que contiene 
de 4x107 a 1.6x10B bacilos/mL); su Inmunidad humoral contra antígenos 
del bacilo está aumentada, lo que de lugar a reacciones entrgeno­
anticuerpo y a la formación de complejos solubles (20). 

Le lepra tuberculolde es el tipo regresivo de le enfermedad, y sus 
manifestaciones tienden e localizarse exclusivamente en le piel y en 
los nervios periféricos. En este tipo de lepra prácticamente no existen 
bacilos, y se presente en Individuos cuya inmunidad humoral está 
aumentada contra los antígenos del M. lepras, presentando un exceso de 
respuesta Inmune celular contra los mismos antígenos (17). 

Se denominan casos Indeterminados (20) e aquellos en los que no es 
posible evidenciar clínicamente, por lo menos durante algún tiempo, 
características francas de uno de los dos tipos polares. Se considera 
que los casos Indeterminados son el principio de la lepra. 

Con el nombre de "borderline" se designa a un grupo de casos, que como 
los lndetenninados son inestables y que suelen pertenecer, en general, 
al tipo lepromatoso; sus manifestaciones se localizan aparentemente 
solamente en piel y en nervios periféricos. lnmunológlcamente son 
casos Indefinidos e Inestables, que e veces se muestran como 
lepromatosos y otras como tuberculoldes. 

Por el momento, en el diagnóstico de le lepra el estudio clínico del 
paciente constituye el primero y el más importante de todos (17). Los 
hallazgos histopatológlcos, bacteriológicos e inmunológicos solamente 
son complementarios. El diagnóstico clínico de la lepra en casos 
Incipientes presenta ciertas dificultades, ya que los síntomas son ten 



lntroducc/6n 

discretos y variables que pueden pasar inadvertidos durante mucho 
tiempo y solo podrá diagnosticarse cuando empiezan a presentarse las 
manifestaciones clínicas de la enfermedad. La primera prueba 
inmunológica, que se utilizó para diagnosticar a los pacientes con 
lepra, fué la de la lepromlna. Esta, como se mencionó anteriormente, es 
una suspensión de bacilos muertos obtenida a partir de nódulos de 
pacientes lepromatosos, y fué utilizada como prueba cutánea en forma 
análoga a la tuberculina, esperando que el lepromatoso diera una prueba 
positiva y el tuberculoide una negativa (25). Sin embargo, el resultado 
fué contrario a lo que se esperaba. Posteriormente se intentaron 
utilizar anticuerpos especfficos para el agente causal, como forma de 
Identificación del bacilo (1 ). Sin embargo, éstos tipos de diagnóstico 
inmunológico no son de utilidad en la Identificación de la enfermedad, 
ya que muchos sujetos de la población general, aparentemente sanos, 
dan valores positivos a ambos tipos de pruebas. 

Esta última circunstancia ha sido muy frustrante en la Investigación de 
la lepra, ya que una de las mejores soluciones para incrementar la 
calidad del diagnóstico de cualquier enfermedad Infecciosa, es la 
búsqueda de elementos especlficos de la respuesta inmunológica. Para 
lo cual, algunas de las preguntas a responder serían las siguientes: 
¿Qué es lo que propicia el que algunos pacientes pasen desapercibidos? 
¿Por qué la enfermedad solamente se declara en el 10% de los 
Individuos Infectados por el M. teprae 7 ¿Cómo se las arregla el bacilo 
para sobrevivir y multiplicarse con facilidad en algunos pacientes, esto 
es los que desarrollan la forma más grave de la enfermedad (lepra 
lepromatosa}, provocando únicamente nódulos, ciertamente poco 
agradables, pero pocos síntomas desagradables; mientras que en otros 
pacientes el desarrollo de la enfermedad los deja muchas veces 
inmunológlcamente agotados y físicamente mutilados y deformes? 

Un equipo que trabaja en el laboratorio de Investigación "Armauer 
Hansen" en Addls Ababa, Etiopía, bajo la dirección del inmunólogo 
noruego Tora Godal, empezó a esbozar algunas respuestas a esas 
preguntas. Demostró que la inmunidad del huésped era la clave 
determinante de la enfermedad; se empezó a ·comprender que la suerte 
de un Individuo afectado depende sobre todo del estado inmunitario 
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celular del sujeto Infectado (21). 
En efecto, tal como podía esperarse de un microorganismo Intracelular, 
el M. leprae se enfrenta a un ataque por parte de los macrófagos. Así 
pues, se trata más bien de una Inmunidad celular que de una Inmunidad 
humoral la encargada de la protección contra el bacilo, a pesar de que 
en los pacientes lepromatosos se observa una producción masiva de 
anticuerpos que carecen de eficacia protectora. El grupo de T. Godal 
observó que estos enfermos lepromatosos no llegan prácticamente a 
oponer ningún tipo de Inmunidad celular al bacilo de la lepra, y que los 
linfocitos T solo reaccionan al M. leprae en los ensayos /n vltro • En 
cambio, los Individuos que permanecieron sanos a pesar de una 
Infección por el M. /eprae, presentan índices muy elevados de Inmunidad 
celular, lo que hizo que se llegara a la conclusión de que la Inmunidad 
celular puede proteger contra la Infección y/o la enfermedad, siendo el 
factor decisivo la rapidez con que se pone en acción. Podría decirse que 
si en el momento de la penetración en el organismo, el bacilo es 
•enfrentado" a una respuesta Inmunitaria celular eficiente, en los 
primeros días o en las primeras semanas, con seguridad el paciente 
p~rmanecerá sano (así parece ser en el 90% de los casos de Infección). 

Como se mencionó anteriormente, el sistema de Inmunidad celular es el 
que provée la protección contra la Infección de microorganismos 
Intracelulares como lo es el M. leprae. En general, el tipo de Inmunidad 
protectora contra las Infecciones por mlcobacterlas, está fuertemente 
relacionada a las reacciones en piel que provocan los antígenos 
mlcobacterianos, las cuales se denominan de hlpersenslbllldad tardía o 
DTH (del Inglés •oelayed-Type Hypersenslllvlty"). 

La reacción de la DTH es una prueba inmunológica que se realiza 
mediante la aplicación intradérmlca del antígeno en el paciente que se 
desea analizar. La reacción se caracteriza por la formación de un 
eritema y una Induración en pacientes previamente expuestos al bacilo. 
Estas características aparecen después de algunas horas de la 
aplicación lntradérmlca, llegando a niveles máximos a las 24-48 horas. 
posteriores a la aplicación del antígeno. La formación del eritema es 
debida a una mayor vasodilataclón acompañada por un Incremento de la 
permeabilidad vascular; la Induración se debe al Infiltrado de células 



lntroduccldn 

mononucleares. 

Hlstológlcamente, en una reacción de DTH el Infiltrado celular 
temprano consiste en linfocitos mononucleares al rededor de las 
vénulas de la dermis. En la siguiente fase se encuentran celulas tanto 
mono como pollmortonucleares. Estas últimas se mueren y en la fase 
tardía solo se encuentran mononucleares del tipo de linfocitos y 
macrófagos. Los macrófagos juegan el papel de células presentadoras 
de antlgenos para los linfocitos T; de esta manera existe una 
proliferación celular específica de los linfocitos con receptor para el 
anllgeno Inyectado lntradérmlcamente, y esta proliferación está 
regulada por la producción de cltoclnas. 

Por todo lo anterior, la prueba de DTH con antlgenos especie· 
especlflcos podría ser utilizada como prueba lnmunodlagnóstlca para la 
detección de pacientes Infectados con M. leprae, y que no 
presentan slntomatología aparente. 

La Inducción de DTH hacia M. leprae está bien documentada (32), y se ha 
realizado en cobayos (22), en ratones (27) y en humanos (7 y 32). Estos 
estudios muestran que la reacción de DTH puede ser producida con 
extracto soluble de bacilos muertos de M. /eprae, lo cual nos Indica que 
esta preparación de extracto soluble puede ser un buen candidato como 
reactivo para una prueba dérmica {32). Sin embargo, al compartir este 
bacilo varios epítopos con otras mlcobacterlas, podríamos Incurrir en 
la obtención de reacciones falsas positivas, al utlllzar al bacilo como 
antígeno. Una manera de evitar estas reacciones falsas positivas, 
sería preparando una mezcla de antígenos limitados y bien definidos, 
específicos de preferencia. Sin embargo, la poca dlsponlbllldad del 
bacilo dificulta la obtención de sus antígenos. Una opción bastante 
atractiva para obtenerlos, es que estos anllgenos podrían ser péplldos 
sintéticos, obtenidos de las secuencias de aminoácidos de protelnas 
especificas de M. leprae. 

Otro tipo de ensayo en el cual está involucrada la respuesta Inmune 
celular, es el ensayo de proliferación de células T In vltro . Este 
consiste en la activación in vitro, y la consecuente proliferación, de 

7 



/ntroducc/6n 

los linfocitos obtenidos de sangre periférica y de bazo (humanos 
Infectados ó sanos), o ganglios linfáticos de un ratón previamente 
Inmunizado, que en este caso particular serla con extracto soluble de 
lepra. Los macrófagos presentes en sangre periférica, en el bazo o en 
los ganglios linfáticos procesan al antígeno y lo presentan a los 
linfocitos T, para que de esta manera proliferen en forma específica 
los linfocitos T senslblllzados. 

Una de las ventajas de trabajar con los linfocitos T es que éstos 
reconocen epltopos lineales, a diferencia de los anticuerpos, que en 
general reconocen epltopos conformaclonales. De ésta manera, 
conociendo la secuencia de aminoácidos de un probable epltopo puede 
realizarse la síntesis química del mismo, y usarse en ensayos de DTH ó 
de proliferación de células T In vitro . 

Actualmente existen reportadas las secuencias de aminoácidos de 
varias proteínas de M. /eprae. 

Algunas de éstas proteínas son las siguientes: 
~ DnaK (70 kDa), proteína de choque térmico (1 O). 
- GroEL (65 kDa), proteína de choque térmico (10, 11,40,41). 
- SodA (28 kDa), superóxldo dismutasa (10). 
- GroES (14 kDa), protelna de choque térmico (2, 10,24). 

Proteínas con secuencia conocida y función no Identificada: 
- Antígeno rico en prolinas (36 kDa) (11,19,37). 
- Proteína de 28 kDa, posiblemente regulada por hierro (5). 
- Proteína de 18 kDa de choque térmico (3,11). 

Otras proteínas bajo investigación son: 
- Proteína de 45 kDa (31). 
- Proteína de 35 kDa (11). 
- Proteína de 30-31 kDa (31). 
- Proteína de 10 kDa (11). 

De algunas de estas proteínas, ya se conocen cuáles secuencias de 
aminoácidos actúan como epltopos para células T. 
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Antecsdentes 

ANTECEDENTES 

En un Intento por desarrollar un ensayo lnmunodlagnóstico para la 
detección de le sensibilización de un Individuo, ante los antígenos del 
M. leprae, en nuestro grupo de investigación se seleccionaron tres 
proteínas del bacilo, las cuales estaban reportadas en la literatura 
como portadoras de epítopos de células T. Estas protelnas son las de 65 
kDa, de 28 kDa y la proteína de 18 kDa, las cuales, se renombraron 
recientemente por la Organización Mundial de la Salud como los 
antígenos 2L, 9L, y 12L, respectivamente (Dr. D. B. Young, comunicación 
personal). 

De estas proteínas, se sintetizaron y se caracterizaron ocho péptldos 
correspondientes a secuencias de aminoácidos que estaban reportadas 
como Inductoras de proliferación celular de linfocitos T. Después de 
purificarlos, se procedió a estudiar su capacidad para Inducir una 
respuesta de DTH en cobayos y así diseñar un ensayo lnmunodiagnóstlco 
del tipo de respuesta tardía. 

Adicionalmente se sintetizaron otros dos péptldos, los cuales fueron 
diseñados con un programa computacional (MSEQ) que predice epltopos 
para células T; estos últimos dos péptidos, corresponden a secuencias 
de aminoácidos de la proteina superóxido dismutasa de 28 kDa. 

En este estudio, se usó al cobayo como modelo experimental, debido a 
que presenta una muy buena respuesta de tipo de DTH cuando ha sido 
previamente Inmunizado con antígenos mlcobacterlanos (22). Todos los 
péptldos sintetizados químicamente fueron probados en ensayos de 
DTH, con cobayos Inmunizados con extracto soluble de M. leprae. 
Los resultados mostraron una buena respuesta de DTH con todos los 
péptldos probados; sin embargo, se observó que algunos de ellos 
mostraban respuesta cruzada con los animales inmunizados con el 
Mycobacterlum bovis (cepa BCG), es decir, no eran lnmunoespecrtlcos 
(12). Por este motivo surgió la necesidad de aumentar la antlgenlcldad 
de algunos de los péptldos. 

Recientemente, J. P. Tam realizó algunos estudios de lnmunodetección 
para malaria (36), en este trabajo utilizó péptidos con antígenos 
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múltiples (MAP) con el fin de Incrementar la respuesta obtenida en la 
formación de complejos antígeno-anticuerpo. Basándonos en ésto, se 
decidió probar esta misma estrategia para estudiar si ·en el sistema 
celular se podía apreciar el mismo fenómeno y de esta manera 
Incrementar la respuesta en los ensayos de DTH. Como otra 
posibilidad para aumentar la lnmunogenlcldad de los péptldos, se 
planteó la realización de dímeros de los péptldos, con la finalidad de 
poder comparar la respuesta obtenida por el péptldo par se , el péptldo 
en forma de dímero y el péptido en forma de MAP. Con ésto en mente, se 
plantearon los siguientes objetivos. 

OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Estudiar el aumento en la respuesta Inmunológica de linfocitos T 
dirigida contra Mycobacterlum leprae, mediante polímeros de péptldos 
sintéticos de las proteínas de 18, 28 y 65 kDa. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1.· Sintetizar péptldos por la técnica de Merrifleld en fase sólida que 
correspondan a fragmentos de las secuencias de aminoácidos de 
proteínas de M. leprae, reconocidos como epítopos para células T. 

2.· Inducir la formación de dímeros entre los péptldos sintetizados. 

3.- Realizar la formación de péptldos con antígenos múltiples (MAPs). 

4.· Purificar y caracterizar los péptidos sintéticos desde el punto de 
vista químico (análisis y secuencia de aminoácidos) e Inmunológico, 
utilizando para este último un sistema de proliferación celular de 
linfocitos T in vitro. 
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Materiales y Málodos 

MATERIALES Y METODOS 

Síntesis de Péptldoa 
Los péptldos se sintetizaron por el método de Merrifleld en fase sólida 
(23). Los aminoácidos que se utilizaron tienen protegido el grupo a­
amino con el radical tert-butlloxlcarbonll (t-Boc). La resina empleada 
fué la fenilacetamldometll -aminoácido -resina (Pam-aa-reslna) 
(Laboratorios Península, Belmont, California, USA). Los aminoácidos con 
grupo funcional laterales contenían grupos protectores (Misma 
compañia: Penlnsula). Todos los reactivos empleados fueron grado 
analítico, los cuales se mencionan a continuación: 

·Como solventes se utlllzaron dlclorometano (DCM) y dlmetllformamlda 
(DMF) (Aldrich Chemlcal Co., Mllwaukee, Wlsconsln, USA). 

-Como agente acoplante de aminoácidos se utilizó 
dlclclohexllcarbodlimlda (DCC) (Aldrlch). 

·Para remover los grupos protectores t·Boc, se utilizó una mezcla de 
ácido trlfluoroacéllco (TFA) (PIERCE, Rockford, lllinois, USA) y DCM 
1: 1. Para la neutralización del grupo amino recién desprotegido se 
utilizó trielllamonlo (TEA). En la figura 1 se muestra un esquema de la 
síntesis química de péptidos. La síntesis de péptidos se realizó tanto 
manual, como automáticamente (Peptlde Syntheslzer modelo 9600, 
MilliGen/Biosearch, Millipore Div., USA) 

·Después de cada síntesis, el péptido se separó de la resina por medio 
de una hidrólisis ácida con ácido fluorhídrico (HF) (Mateson Co. lnc.) en 
presencia de aniso!, para continuar con una extracción de ácido acético 
al 5%. Si el péplldo resultaba muy insoluble, se extraía con ácido 
acético glacial y posteriormente se diluía hasta alcanzar una 
concentración de 5% en agua para una posterior liofilización. En la tabla 
1 se enlistan los péptldos sintetizados. 

En algunos casos, fué necesario adicionar una cisterna a los péptidos, 
ya fuera en el amino terminal o en el carboxllo terminal, ya qua estos 
péptidos no contaban en su secuencia con este aminoácido. La adición de 
la cisterna fué necesaria, debido a que para poder formar los dímeros 
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@)-R1 O 
1 11 

(g-NH-CH-c-o-1 POLI ME Rol 

[fil -R1 O 
1 11 

l Desprotección 

H2 N -cH-c-o-1 POLIMERol 

1 
Acoplamiento 

(g -NH-CH(R2)-CO-X 

R2 (fil-R1 O 
1 1 11 ¡g -NH-CH-CO-NH-CH-c-o-1 POLI MERO 1 

(fil o l 
Repetfr desprotecci6n 
y ocopiomiento 

i 11 
(g-Péptido- -c-o-1 POLIMEROI 

¡ HidrÓllsis 

Péptido + 1 POLI ME ROi 

Fig,1. Slntoal• química d• p•ptldos en las• sólido. Primero se tieno un aminoácido 
acoplado a una resina por su extremo carboxilo, este aminoácido tiene protegido el grupo 
amino por un grupo protector(L) y su grupo R por otro distinto (S}(solo cuando as un grupo 
lateral potencialmente reactivo). Utilizando 6cido trifluoroacético se elimina el grupo 
protector L: una vez neutralizado el grupo amino del primer amlnoáckio, se puede acoplar 
un segundo, el cual tiene protegido su grupo amino. Se repite la desprotección y el 
acoplamiento cuantas veces sea necesario y se procede a la hidrólisis entre al péptido y ta 
resina de soporte por medio de ácido ftuorhCdrico. 
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T•bl• t.- Secuencie d• emlno•cldo1 de 101 p•plldo• 1lnt1llzado1 y proteínao 
de lao cu•I•• provienen 

P2 (65 kDa 201·219) 
•) pC2 
l<lt.· Tlr-Fan-Val-Tre·Asp·Ala-Glu·Arg·Gln·Glu·Ala0 Val-Leu·Glu·Glu-Pro·Tlr·lso-Leu 

~- . Tlr·F•n·Val·Tre·Asp-Ala-Glu·Arg·Gln·Glu·Ala·V•l·Leu-Glu·Glu-Pro-Tlr·lao·Lau-.QJ.a 

P7 (18 kDa 8·23) 
•) pC7 
l<lt.·F•n·Arg-Glu·Leu·Asp-Arg·Fen·Ala·Glu·Gln·Val·Leu·Gll· Tre-Ser·Ala 

b) p7C 
Fen-Arg-Glu-Leu-Asp·Arg-Fen-Ala·Glu·Gln·Val-Lau·Gll·Tra·Ser-Ala·lllil 

P5 (28 kDa 24·48) 
Pro·C 11-A I•· TI r·Fe n -Le U• Va 1 • Tlr ·G lu ·Pro· Tre ·A la·S e r·Ala·LI s ·Pro-Al a·A 1 a ·Lis· 
Hl•·Tlr·GIU·F•n·Li•·Gln 

P15 (65 kDa 418·427) 
Leu 0 Gln·Al•·Ala·Pro-Ala-Leu-Asp-Lls-Leu-llJJ¡ 

.Qla.- En algunos casos fuá necesario adicionar uu residuo clsteínlco, esta clstelna adicional 
se encuentra subrayada en la secuencia. 
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se necesita de la presencia de, una cisterna en cada uno de los péptldos 
a dlmerlzar. Los péplldos a los cuales se les adicionó una cisterna 
en alguno de sus extremos, fueron el p2 y el p7. 

SI la cisterna se adicionó en el extremo amino terminal, el péplldo ·se 
denominaba pC2, en cambio, si Is cisterna se encontraba en el extremo 
carboxllo terminal, el péptldo se denominaba p2C. Se siguió el mismo 
criterio para nombrar a los péptldos derivados del p7. 

Purificación de los Pilptldo• y su Caracterización 
El péptldo crudo se purificó por cromatografla líquida de alta presión 
(HPLC) (Beckman lnstruments, lnc., Fullerton, Calilronla, USA) 
utilizando una columna C18 (10 X 250 mm) bajo las siguientes 
condiciones: 

Se utilizaron dos tases móviles: A (TFA al 0.12%), B (TFA al 0.1% en 
acetonltrllo); se empleó un gradiente lineal de 0-60% de la solución B 
en un tiempo de 60 minutos con un flujo de 2 mUmln. Posteriormente 
se realizaron recromatograllas de los péptldos en la misma columna, en 
condiciones de gradiente !socrático. 

La composición de aminoácidos de los péptldos se verificó por dos 
métodos: 

a) Análisis de aminoácidos de las muestras hldrollzadas con ácido 
clorhídrico 6N, a una temperatura de 110 oc, durante 20 horas (Hlgh 
Performance Analyzer, Sistem 6300E, Beckman, USA). 

b) Secuencia de aminoácidos automática por el método de degradación 
de Edman (Pro-Sequencer modal 6400/6600 MllliGen/Blosearch, 
Mllllpore div. USA), 

Formación de Dímeros 
Los péptldos a dlmerizar, se colocaron en un regulador de NH40H 0.1 M, 
pH=7.8, durante una noche, tiempo en el cual se estuvieron burbujeando 
con aire; la concentración final del péptido lué de 1 mglml. 

SI el homodímero formado era entre el péptldo pC2, se le nombraba 
dímero C2, en cambio si el dímero formado era entre el péptido p2C, el 
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dímero obtenido recibía el nombre de dímero 2C. 

Formación de MAPa 
Los MAPs se formaron siguiendo el protocolo de Tem y col.(33,34,35 y 
36) en el cual se sintetizó una matriz de lislnas, usando dl·Boc-lislna 
en el primer nivel (Laboratorios Península). En el segundo nivel se 
adicionó Fmoc-Lls·(Boc). Una vez que se contaba con la matriz de 
lislnas se procedió a eliminar el grupo Boc y se Inicializó la síntesis 
del péplido 15 en los grupos amino épsilon de las lislnas. Concluida la 
síntesis del péplldo 15, se elimlnó el grupo protector Fmoc de la matriz 
y en su lugar se colocó una molécula de ácido monocloroacético. Este 
ácido se adicionó utilizando el protocolo empleado para el 
acoplamiento de aminoácidos. Una vez cloroacetllada la matriz, se 
procedió a la hidrólisis por medio de ácido fluoroacélico. 

Debido a que se contaba con una matriz cloroacelllada, ahora era 
posible adicionar cualquier péptido que tuviese en uno de sus extremos 
una cisterna. Este acoplamiento se lleva a cabo por medio de una 
reacción de sustitución nucleoflllca de tipo li (SN2). 

Los pasos de purificación y de ruptura a los cuales se sometió el MAP, 
fueron los mismos que los empleados en la síntesis de los demás 
péptidos. 

Para realizar el acoplamiento de la malrlz de llslnas con el péptldo 
deseado, se realizó el siguiente procedimiento: 

·Se agregaron 3.5 mg del péplido más 1.46 µmoles de dltlotreltol 
(DTT, Aldrlch) a 5 mL de una solución de guanldlnlo·HCI BM, más 0.25 
mL de una solución de EDTA (50 mg EDTA/mL). 

• Se ajustó el pH a 6.5 con Tris.HCI 1M pH 8.5 y se burbujeó N2 por 30 
mln. Se dejó en éstas condiciones por 16 h. 

·Se agregó el MAP en una relación 1 :20 molar respecto al péptldo, y se 
ajustó el pH a 6.5-9.0, dejándose reaccionar por 1.5 h. 

·Se dializó contra NH4HC03 0.1M en membrana 6M (corte de 1000) y se 
liofilizó. 
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Mlcobacterlaa. 
El extracto soluble de M. leprae (MLSE) lué obtenido al sonlcar bacilos 
de Mycobacterlum leprae, los cuales fueron cultivados In vivo en 
armadillos de nueve bandas, en el Instituto Politécnico Nacional, 
Escuela Nacional de Ciencias Biológicas, por el grupo de los Doctores 
Sergio Estrada y Fausto Queseda. 

El extracto soluble de M. tuberculosis (MTSE) se obtuvo de manera 
similar, sonlcando bacilos de Mycobacterium tuberculosis. Estos 
bacilos fueron cultivados en medio Proskauer y Beck, modificado por 
Youmans (PBV). 

Una vez sonlcadas las mlcobacterias, se procedió a centrifugar el 
sonlcado a 12500 X g durante 15 minutos. El sobrenadante se recuperó 
como extracto soluble y se ajustó la concentración de proteínas a 
2mg/ml. 

Protocolo de Inmunización 
Qos grupos de cuatro ratones hembras (Balb/c) y con 4 semanas de 
edad, fueron Inmunizados por separado, uno de ellos con MLSE y el otro 
grupo con MTSE; se aplicaron 20 µg subcutáneamente en el cojinete 
plantar de las extremidades posteriores. Se realizó una primera 
Inmunización con adyuvante Incompleto de Freund (día ·B). En el día ·1 
se realizó una segunda Inmunización bajo las mismas condiciones y en 
el día cero se sacrificó al animal para la extracción de los ganglios 
linfáticos drenantes lnlartados. 

Ensayos de Prollferaclón Celular In v/tro. 
Los animales previamente Inmunizados con extracto soluble de 
mlcobacterlas, fueron sacrillcados por dislocación cervical y se 
procedió a la extracción de los ganglios linfáticos poplíteos e 
Inguinales infartados. Esta extracción se realizó en condiciones 
estériles. Posteriormente, se machacaron los ganglios para obtener 
las células y realizarles varios lavados con medio RPMI 1640(Slgma). 
Una vez lavadas las células se hizo una estimación de la concentración 
celular, mediante una cámara de Neubauer y se aplicaron 50 mil células 
por pozo en una placa de microcultlvo (Costar Cal. 3595, 
Cambridge,MA.,USA) de 96 pozos y se llevó a un volúmen final de 200 
µUpozo con medio RPMI 1640. Este medio se encontraba suplementado 
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con L-glutamlna 2mM, penicilina 100 U/mL / estreptomicina 100 U/m , 
2-mercaptoetanol 5X10·S M y 10% de suero fetal de bovino ( HyClon , 
Logan, Utah, USA). 

Las células se cultivaron en presencia de antígeno a distinta 
concentraciones (0.4, 4.0 y 1 O nmol/mL), estos antígenos son los 
péptldos en cualquiera de sus variaciones (péptido per se, en forma l 
dímero o MAP). El control negativo fué en ausencia de antígeno y 1 
control positivo se le adicionó concanavalina A (2.5 µg/mL). Después e 
72 h de cultivo, a 37 oc en ambiente húmedo y 5% de C02 , las células Ji 
pulsaron por 6 h con 0.5 µCI de (3H)tlmldina (2.0 Cl/mmol, Amersha 
lnt., Bucklnghamshlre, England). Las células se cosecharon sobre filtr s 
de fibra de vidrio con un cosechador ( Combl Cell Harvester Skatron In . 
lnc., Sterling, VA.). Los ensayos se realizaron por triplicado y al men s 
dos experimentos Independientes fueron realizados. Los resullados e 
muestran como Incremento de cuentas por minuto. Este fué calculado e 
la siguiente forma: d= cpm de la muestra • cpm del control 
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RESULTADOS Y DISCUSIONES 

Síntesis y Purificación de Pt!ptldo1 

Para la realización de este proyecto de Investigación, se sintetizaron 
seis péptidos. Estos péptldos corresponden a secuencias de aminoácidos 
de tres distintas proteínas de M. leprae (18, 28 y 65 kDa). Como se 
mencionó anteriormente, en la tabla 1 se muestra la secuencia de 
aminoácidos de los epítopos y las proteínas de las cuales provienen los 
péptldos. 

Como se Indica en esta tabla, a algunos péptldos lué necesario 
adicionarles un residuo de cisterna, ya fuera en su extremo amino o en 
su extremo carboxilo terminal. Esta adición se debió a que se deseaban 
realizar tanto dímeros paralelos como antlparalelos, mediante la 
formación de puentes disulfuro. 

Para la mayoría de las síntesis se calculó la obtención de 100 mg de 
péptldo. Sin embargo, se obtuvieron de 70 a 90 mg de péptido crudo, si a 
ésto aunamos el proceso de purificación para obtener el péptldo de 
Interés en forma pura, el rendimiento disminuyó aún más, siendo éste 
distinto para cada péptldo. El rendimiento obtenido depende de que tan 
aliciente lué la síntesis, la cual depende tanto de la secuencia de 
aminoácidos como del tamaño del péplido. En la tabla 2 se muestran los 
porcentajes de péptido puro obtenido respecto al material crudo. 

De estos resultados, es interesante hacer notar que no se obtuvo el 
mismo rendimiento al realizar la síntesis automática o manual de un 
mismo péptido. Esto es debido probablemente a que en la síntesis 
automática no se puede verificar si el acoplamiento de cada aminoácido 
fué completo, no siendo éste el caso para la síntesis manual, en donde 
se monitores cada acoplamiento por medio de una reacción química 
entre el reactivo de ninhldrina y el grupo amino terminal del último 
aminoácido acoplado. Por tal motivo, se tiene un mejor control en la 
síntesis manual que en la síntesis automática. En la tabla 2, se puede 
observar que los péptidos sintetizados manualmente contienen un 
porcentaje mayor de péptido con la secuencia correcta, que aquéllos que 
fueron sintetizados automáticamente. Asl mismo, se puede también 
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Tabla 2.- Porcenl•l• de p•plldo con la aacuancla correcta danlro da la mezcla 
crud•, •ato •• una vez re•llz•d• 1• hldr611ala con •cldo fluorhídrico 

Mezcla Cruda % de P•plld~ 

C2 15 
c2· 35 
2C 12 
c1· 40 
7C 14 

p15* 50 
p5 30 
p5* 45 

*.·El asterisco indica los péptkios que fueron sintetizados manualmente 
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observar esta diferencia en los perfiles cromatográflcos de 
purificación. En la figura 2, por ejemplo, se muestran dos 
cromatogramas de un mismo péptldo (PC2), uno de ellos sintetizado 
automáticamente y el otro sintetizado manualmente. 

Como se mencionó en materiales y métodos, una vez sintetizados los 
péptldos, éstos fueron purificados por cromatografía líquida de alta 
presión. En la figura 3 se muestran algunos cromatogramas obtenidos 
al purificar dichos péptldos en gradiente (0-60% de sol. B). asl como 
cuando se mantuvo una composición constante del solvente eluyente; 
ésto es a lo que se denomina lsocrático. 

Con algunos de los péptidos (PC2, P2C, PC7 y P7C) se tuvieron 
problemas cuando sa Intentó purificarlos debido a su baja solubilidad. 
Generalmente se solubilizaron en la solución A de corrida (TFA al 
0.12%). Sin embargo, para los casos Insolubles se buscaron varios 
solventes como: cloruro de guanldinlo BM, dlmetllformamlda y ácido 
acético al10%. 

c:ie estos tres solventes se obtuvo mayor solubilidad con el ácido 
acético al 10%; ésto siempre y cuando se agregara al péptldo, el ácido 
acético glacial, se agitara con el vortex y posteriormente se agregara 
solución A (las estimaciones de mayor o menor solubilidad fueron 
realizadas visualmente una vez centrifugados). 

Anllllsls de Aminoácidos 
Una vez que los péptldos se purificaron, se seleccionaron los picos 
mayorilarlos y sa les realizó un análisis de aminoácidos como se 
describió en materiales y métodos. En la tabla 3, se muestran los 
resultados de algunos análisis de aminoácidos obtenidos. En algunos 
casos, fué necesario realizar el análisis de aminoácidos a varios de los 
componentes del cromatograma, para poder identificar cuál de ellos era 
el péptldo correcto. 

Formación de Dlmeros 
Al separar por HPLC el dlmero formado del péptldo solo, podla 
apreciarse que variaba el tiempo de retención del homodlmero formado 
respecto al péptido per se . En la figura 4 se observa esta variación 
entre los dos tiempos de retención entre un péptido solo y el mismo 
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Flg. 2. Comp•raclón de I• ernleel• au1om•11 .. y I• arnteel• manual. En la figura A 
puede apr9CI.,.. el cromatogram• de la eínleala aulomlltica del p4plido C2, la ír.oc:cl6n con la 
NCuoncla cotTacla ae lndiu con +. En la figura B H cbaerva al cromatagrama del mlamo 
P'Plido C2 slnlolludo en forma manual. Ambaa corrida• ae realizaron .an cromalografla 
liquida de alta proaldn, utilizando una columna C18 analltica y empleando un !"•diente de O· 
80% de ace1onttrllo. 
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Flg. 3. Purlllc11el6n en gracllenle r en laocr•llco. En la figura A H o1>11rva el partil 
cromatogr•llco del P'l>tido 2C al aer purifoc:edo por cromalOgrafia Hqulcl8 de allll -lcln 
utilizando un ~nta de O-eo% da -lonltrilo y una colullVle C11 anallllca. En- H 
encuentre un laocr•1ico da la fJaccldn da lntar11 (+), aa dacir, mentanlendo la mlama 
concentración da acatonltrllo (40%). En la figura B 11 obaarven loa cromatogramu del 
s>'Ptido C2. El gradiente y la columna aon loa mlamoa qua an la figure A. El laocr61ico H 
realizó utifizando una concantraclcln da 32% de -tonltrilo. El aatarlaco Indica la poaiclcln 
dal P'ptido pUfO. 
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T .... a .• AnMlale • -•llCIÜI- de doa 
de IM ... ptldoe alnleUadoe 

Amlnotddo p5 p15 

Alp . t.5 (1) 
Glu 3.0 (3) 0.9 (1) 
Ser 1.3 (1) . 
Hl8 0.8 (1) . 
TN 0.8 (1) . 
Ala s.o (5) 3.1 (3) 
Pro 2.5 (3) 1.4(1) 
Tlr 1.1 (3) . 
v.i 1.2 (1) . 
Cla 0.8 (1) 0.2 (1) 
Leu 1.1 (1) 2.t (3) 
FMI 1.4 (2) . 
Lla 3.0 (3) 0.8 (1) 

LDa n*"- con decimal lncican el v.alor obMtvlllo, el nclmelo entre par6n!Mla 

lnllca .. Y.olor--· 
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39.87 

38.27 

0.5 

ol...;..A-..-~'.:::=::::::::~30t::::.::..~~~~---)so 

Tiempo (mln) 

60 

30 

o 

rig. 4. Comp•••cldn enlr• el tiempo de retención de un pfptldo reducido y uno 
oxidado. En ••t• figura puede aprecillrse claramente como varia un poco 11 tiempo de 
retención de un plptido cu•ndo •• •ncuentra en 1u lorm• reducid• (R1=38.27) y cuando n 
encuentra en 1u forma oxidada (Rt=39.87). El perfil cromatogrlifico que ae muestra 
corrosponde al péptido 15. Se ompltó una columna C18 pare I• puriíocaclón y•• ulllfzó un 
gradiente de 0~60% da acetonitrilo; la purificación fué realizada por cromatografía líquida 
de oll• prosidn. 
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péptldo en forma de dímero. 

La composición del dímero y del péptldo sin dlmerlzar era, por lo 
general, de aproximadamente el 50% de cada uno, tal como puede 
apreciarse en la figura 4. 

Formación de MAPa 
Debido a que la lisina posee dos grupos amlnos, uno en el carbono alfa 
y otro en el carbono épsilon, se aprovecha esta estructura para poder 
ramificar una síntesis química de péptldos por medio de una matriz de 
llslnas, y posteriormente utilizar sus grupos amino para proseguir con 
la síntesis de cualquier péplido. La matriz del MAP que se sintetizó 
está compuesta por dos niveles de llslnas, como puede apreciarse en la 
figura 5. Esta matriz contiene al péptldo 15 (ver tabla No.1) en el amino 
épsilon y contiene una molécula de cloroacético en el amino alfa para la 
adición de un segundo péplido, y de esta manera poder formar un 
heteropolímero. En la figura 6 se observan los cromatogramas del MAP 
antes y después de la adición del segundo péptldo. Se tomó la fracción 
37.97, la cual correspondía a la matriz del MAP (determinado por 
secuenciaclón de aminoácidos) y se le acopló el péptldo C2. En el Inciso 
B se observa el perfil cromatográflco del MAP acoplado al péptldo C2. 
Por análisis de aminoácidos se determinó que la fracción 38.94 
correspondía al MAP sin acoplar, la 40.40 correspondía al MAP acoplado 
al péptldo C2 y la fracción 43.04 correspondía al péptldo C2 sin acoplar. 
De aquí se tomó la fracción 40.40 para realizar los ensayos de 
proliferación celular. 

Debido a que el péptldo 15 (ver tabla 1) contiene un epítopo específico 
de M. lepras , que es reconocido por las células T, lo seleccionamos para 
que formara parte del MAP, ya que en principio esto garantizaría la 
eslimulaclón de células T por la secuencia intrínseca del MAP. Sin 
embargo, el reconocimiento de este péptldo está genéticamente 
restringido a la molécula de histocompatibllldad DR2 humana, lo que 
explicaría el por qué, en un momento dado, no se obtuviesen 
estimulaclones celulares en un ensayo linfoproliferallvo con células de 
ratón. 

Ensayos de Llnfoprollferaclón 
Para estos ensayos de proliferación celular con ganglios linfáticos, 
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Leu·Gln·Ala-Ala·Pro·Ala·Leu·Asp·Lis·Leu 'e /Lis 
CICH2COO a "'e 

Us·Ala 
Leu-Gln·Ala·Ala·Pro-Ala·Leu-Asp-Lls-Leu / a 

~ 
/aus 

CICH2COO 

Flg. 5. Eatructura del MAP alntetlzado. En esla figura puede apreciarse que el MAP 
sintetizado consta de dos niveles de llsina. En el llltimo nivel ae encuentra una molécula del 
péptido 15 en el amino épsilon y una molécula de cloroacético en el amino alfa de las dos 
lisinaa. 
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~~---!J. .. 
Fig. 6. MAP anlH y dtapu4a de I• adición del segundo péptldo. En la figura A puede 
apreciarse el cromatograma del MAP que contiene dos moléculas del péptido 15 y dos 
moléculas de cloroacético (ver figura 5). Mediante secuenclación de aminoácidos se 
determinó que la fracción 37.97 era el que contenfa la secuencla correcta. Se tomó esta 
fracción y se realizó el acoplamiento con el péptido C2 (Ver materiales y métodos). En la 
figura B se observa el perfil cromatogrático del MAP acoplado al péptido C2. Por medio de 
análisis de aminoácidos se determinó que la fracción 38.94 correspondía al MAP sin acoplar, 
la fracción 40.40 al MAP acoplado al péptido C2 y la fracción 43.04 al péptido C2 sin 
acoplar. Ambos cromatogramas se obtuvieron por cromatografia líquida de alta presión 
utilizando una columna analítica C18 y empleando un gradienle de 0-60% de acetonitrilo. 
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primeramente era necesario estandarizar el protocolo, para lo cual se 
realizó una cinética utlllzando uno de los péptldos, con el extracto 
soluble de lepra y con el mltógeno concanavallna A. Esto se hizo con el 
fin de determinar el tiempo de estlmulaclón con tos distintos antfgenos 
utilizados. 

Los puntos máximos de estlmulación obtenidos se muestran en ta tabla 
4. Como se puede observar, el tiempo necesario para obtener el máximo 
de estimulaclón, depende del procesamiento del antlgeno para poder 
ser presentado al linfocito T; ésto se discute a continuación. 

Tabla 4. Tiempo de máxima estimulaclón con diferentes anUgenos 

Máximo de 
Antlgeno Est. (hrs.) 

Con A 48 
Péptido 72 
MLSE 120 

La concanavallna A tiene un tiempo de estlmulaclón menor, debido a que 
actúa directamente sobre gllcoprotefnas del linfocito T y por lo tanto 
no necesita ser procesada ni ser presentada ·a las moléculas del 
complejo principal de hlstocompatlbllldad para poder Inducir 
proliferación celular. 

Por otra parte, algunos autores (4, 18 y 30) opinan que los péplidos 
pequeños no necesitan del procesamiento dentro de la célula 
presentadora profesional, sino que éstos, pueden formar complejos 
directamente sobre las moléculas del MHC 11 de superficie que se 
encuentran en las células presenladoras y de esta manera Iniciar la 
estlmulaclón de los linfocitos T. Para este ensayo se utilizó el péptido 
2 en su forma monomérica, es decir, sin dlmerizar. 

En relación al MLSE, éste consiste en un complejo mulllprotélco 
derivado del Usado de ta micobacterla, por lo que necesita ser 
procesado en los endosomas de la célula presentadora de antfgenos, 
para que de esta manera, se obtengan los epltopos que inducirán la 
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proliferación de linfocitos T. Es por ésto que se requiere de mayor 
tiempo para poder llegar al máximo de estlmulaclón. 

Una vez que se determinaron los puntos de máxima eslimulaclón, fué 
necesario discernir entre varios sueros fetales para poder seleccionar 
aquél que Indujera una mejor proliferación con el menor fondo. Se 
probaron tres sueros de distintas casas comerciales: HyClone, Sigma y 
Bloproducts. 

En el primer ensayo se probaron los tres sueros en ratones Inmunizados 
con extracto soluble de tuberculosis (debido a que es más lnmunogénlco 
que MLSE), los resultados se observan en la figura 7. 

Como puede apreciarse en la figura 7, el suero de Sigma proporciona una 
mayor estimulaclón; sin embargo, como se observa en la figura 8, los 
fondos obtenidos aumentaron en proporcion directa a la concentración 
de suero utilizado. 

Debido a estos resultados, se seleccionó el suero de HyClone, que 
aunque no da la máxima estlmulaclón, sí mantiene los fondos 
constantes, y ésto puede ser decisivo si se llegasen a realizar 
modificaciones en el procedimiento. 

Una vez que se estandarizó el procedimiento, se procedió a probar los 
péplldos y los polímeros sintetizados. 

Como puede apreciarse en la figura 9, solo uno de los dímeros (C2) 
probados aumentó considerablemente la estlmulación de linfocitos T 
respecto al péplido no dimerlzado. Uno de los puntos de más relevancia 
es que sólo aumentó la respuesta en los ratones que fueron Inmunizados 
con el extracto soluble de lepra, lo que sugiere que dicho péptldo posée 
en su secuencia un epítopo específico para M. leprae , ya que no dló 
respuesta cruzada con los ratones Inmunizados con el extracto soluble 
de tuberculosis. En la figura 9 se Indica la concentración utilizada del 
péptldo que fué de 25 µg/ml, sin embargo, también fueron probadas 1 y 
10 µg/ml. Los resultados obtenidos a estas concentraciones fueron muy 
similares a los obtenidos con la concentración Indicada en esta figura, 
pero no se muestran por simplicidad gráfica. 
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Flg. 7. Esllmulaclón celular de nódulo& llnfoldea con distintos sueros e 
Inmunizado• con MTSE.4 x 104 células fueron incubadas en presencia de uno de Jos 
tres sueros señalados, la concenlraclón final de los sueros fue de 10 %. La Incubación fuá 
por 5 días en pozos de fondo plano y fueron pulsados con o.s µCi/pozo con 3H·Timldina. los 
puntos. son el promedio de tres pozos 
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Flg. B. Eollmutactón celular de nódulos llnloldea con dlollntao 
concentraclone• de auaro e Inmunizado• con MTSE. 4 x410células fueron 
Incubadas en presencia de tres distintas concentradones de suero Sigma y de HyClone. La 
Incubación a 37 oc fUé de cinco días en pozos de fondo plano, los pulsos fueron dados con 0.5 
µCVpozo de 3H·Tlmkllna, las barras son el promedio de tres pozos. 

.•· 
31 



E 
lt .., 

4000 

3000 

2000 

1000 

Flg. D. E•llmul•cl6n de •"ulaa llnloldea da r•lonaa BALB/c Inmunizado• con 
axlracloa aolublaa da M. lub•rt:ulo•I• (MI) o M. l•Pr•• · (MI). o no Inmune• 
(NI). 4 X 104 c.élulas fueron incubadas con 25 µg/ml de cada P't>lldo (p2. p7, pS, p15, 
2C, C2, 7C, C7, es, 15C o MAP) duranle Iras días (El MAP H lncub6 duranl• cinco ellas), ae 
colocaron en pozoe de fondo plano y ae pulsaron con 0.5 µCllpozo de "H·Tlmldina. Las flechas 
muaslran la actividad del dímero C2 en los lrea diallnloo grupos: NI, MI y MI. 
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Tomando en consideración los resullados obtenidos con los dímeros en 
la proliferación de células T y debido a que era necesario adicionarle un 
segundo péptldo a la matriz de lislnas (la cual ya contenía al péptldo 
15), se seleccionó al péptldo C2. De esta manera sería posible hacer la 
comparación de estlmulaclones entre el péptldo per se, el homodímero 
y un heteropolímero. 

Como ya se ha mencionado, con el dímero C2 se observó la mayor 
estlmulación de la proliferación. Es necesario hacer notar que el dímero 
2C no estimuló de la misma manera como lo hizo el dímero C2. Este 
resultado puede deberse a que el epítopo se encuentre en el extremo 
carboxllo terminal del péptido 2, de tal forma, que al formar un 
homodímero donde las cisternas que están formando el enlace disulfuro 
se encuentra en el extremo amino terminal, éstas no representarán 
ningún tipo de Impedimento para el reconocimiento del epítopo que se 
encuentra en el otro extremo. Por otra parte, si el homodlmero formado 
contiene a las cisternas en el extremo carboxllo terminal, éstas podrlan 
provocar algun arreglo tridimensional de la molécula que impediría el 
reconocimiento del epítopo por parte de la molécula del complejo mayor 
de hlstocompatlbilidad. Es necesario mencionar, que ésto solo podría 
ser factible siempre y cuando el dímero no estublera siendo 
lnternallzado por la célula presentadora de antlgenos, ya que uno de los 
primeros pasos que realiza dicha célula es el de reducir todos los 
enlaces dlsulfuro (6 y 8), para que de esta manera. tengan mayor acceso 
las enzimas proteollllcas a sus sitios de acción, y así sepuedan 
producir pequeños péptidos para ser presentados a los linfocitos. 

En el supuesto caso de que los homodímeros (C2 y 2C) estuviesen siendo 
lnternalizados, debería de esperarse que tanto el péplldo 2, como sus 
dos homodímeros, dieran respuestas muy similares. 

Otro dato que sugiere que los homodímeros no están siendo 
internalizados, es el resultado negativo en la estimulaclón de la 
proliferación de los linfocitos inducidos por el MAP (ver figura 9). Al 
ser una molécula relativamente grande, es factible que el MAP esté 
siendo lnternalizado por la célula presentadora; por otro lado, si el 
dlmero C2 se lnternalizara, presentaría los mismos sitios de corte que 
el péptido C2 que se encuentra en la secuencia del MAP, y aunque el 
péptldo 15 no produzca estlmulación (el otro componente del MAP), sí 
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se vería estimulación por parte del epltopo del péptido C2. 

Un resultado que no se esperaba, es que el dímero C2 dló una buena 
estimulación y sin embargo, el péptido 2 no estimuló la proliferación 
celular. Como se mencionó anteriormente, el dímero 2C probablemente 
no provocó estimulación debido al impedimento estérico del enlace 
disulfuro en el epltopo; sin embargo, éste no es el caso para el péptldo 
2, ya que no posee ningún enlace disulfuro. El por qué un dímero provoca 
estimulación y el péptido per se no es capaz de hacerlo, es algo que no 
podemos explicar. Hasta el momento, no se cuenta con algun reporte que 
nos permita proponer una hipótesis al respee1o. 

Actualmente, no se cuenta con ningún reporte en la literatura en donde 
se haya probado un MAP en un sistema de proliferación celular de 
linfocitos T; todos los MAPs que han sido probados, han sido en un 
sistema de linfocitos B, es decir, se prueban con anticuerpos para 
Incrementar de cierta forma la avidez del antígeno (33-36). Sin 
embargo, nos pareció interesante probarlo en este sistema, ya que al 
ser Introducido el MAP dentro de la célula presentadora, ésta podría 
seleccionar mediante hidrólisis proteica un nuevo epítopo que fuera 
capaz de aumentar la respuesta de los linfocitos T (9,38,39). 

Como se mencionó anteriormente, aún no se ha reportado por algún otro 
grupo, la utilización de MAPs en sistemas de linfoproliferación de 
células T. Los reportes que existen actualmente sobre este tipo de 
moléculas son orientados hacia la obtención de un Incremento en el 
reconocimiento del anticuerpo por el antígeno, es decir, se busca 
aumentar la avidez del antígeno (un epltopo de malaria) hacia el 
anticuerpo (36). 

Otros de los usos que se les ha dado a los MAPs es para implementar 
nuevas vacunas; es decir, se utiliza el MAP para inducir células de 
memoria de linfocitos B contra hepatitis y malaria (33,34,35,36). Como 
puede observarse, los MAPs solo han sido utilizados en sistemas de 
linfocitos B. 

Solo un grupo, aparte del nuestro, ha intentado utilizar MAPs en un 
sistema de proliferación celular de linfocitos T. El Dr. J. Petersen, en 
Dinamarca, a identificado epitopos para células T murinas en la toxina 
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pertussls (28,29). Con estos epítopos de células T ha dlsellado MAPa, 
los cuales han sido probados en un sistema de proliferación celular de 
linfocitos T( comunicación personal). 

Desgraciadamente, aun no se han publicado los resultados de estos 
experimentos, y desconocemos hasta el momento, si estos MAPs 
lograron estimular Igual o mayormente a los linfocitos que los péptldos 
sin polimerlzar, o si al Igual que nosotros, no observaron proliferación 
de los linfocitos T. Esto debido probablemente (como se mencionó 
anteriormente), a que las células presentadoras hidrolízan el epítopo. 

La Identificación de un epítopo lnmunoespeclflco, para las distintas 
especies de mlcobacterlas, no es tarea fácil, ya que comparten entre si 
muchos de sus antlgenos (15) y esto complica su Identificación. Es por 
ésto, que al Igual que nuestro grupo de Investigación, otros grupos se 
encuentran realizando esta búsqueda. Por ejemplo, en Colombia, el Dr. 
Patarroyo ha Identificado una protelna de 14 kDa que aparentemente 
solo se encuentra en Mycobacterlum tuberculosis (14,26). También él, 
a.1 Igual que nosotros, ha sintetizado péptldos sintéticos de los 
epltopos, para utilizarlos como un ensayo lnmunodlagnóstlco en la 
identificación de pacientes con tuberculosis. 
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CONCLUSIONES 

l. Se realizó la síntesis de seis péptldos correspondientes a secuencias 
de aminoácidos de tres proteínas (18, 28 y 65 KDa) de Mycobacterlum 
/eprae, con los cuales se realizaron los estudios Indicados en la tesis. 

11. En la síntesis manual de los péptidos se obtuvo un mayor rendimiento 
que en la síntesis automática. 

111. Con los péptidos sintetizados se formaron nueve homodímeros para 
ser probados en un sistema de proliferación celular de linfocitos T. 

IV. Al final de la oxidación en la formación de los dímeros, se obtuvo 
aproximadamente un 50 % de péptido oxidado y un 50 % de péptido 
reducido, es decir, la eficiencia de oxidación no fué muy buena. 

V. Se sintetizó un MAP, el cual contiene la secuencia de dos péptidos, 
del péptldo 15 y el péptido 2; este MAP fué probado en un sistema de 
proliferación celular de linfocitos T. 

VI. El punto máximo de estlmulaclón para el mitógeno concanavallna A 
fué a las 48 hrs, mientras que para el péptido 2 fué a las 72 hrs y para 
el extracto soluble de mlcobacterias fué de 120 hrs. 

VII. De los nueve homodímeros formados, solo uno de ellos, el dímero 
C2 mostró un Incremento en los resultados de proliferacion celular; los 
ocho restantes no mostraron esta capacidad. 

VIII. La construcción del MAP no mostró un aumento en la proliferación 
celular de los linfocitos T, probablemente debido a que la célula 
presentadora no generó los epítopos adecuados. 
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PERSPECTIVAS 

Dentro de las perspectivas de este trabajo, se encuentra la de probar 
los dlmeros y el MAP sintetizados, en un sistema de prollleraclón 
celular In vltro de linfocitos T humanos, ya que el sistema montado fué 
usando ratones Balb/c y éstos no presentan las mismas caracterlstlcas 
de restricción que las células humanas. Es decir, el hecho de que la 
mayorla de los dímeros y el MAP no hayan dado respuesta en una cepa 
slngénica con un solo haplolipo de MHC de ratón, no Implica que en un 
sistema abierto como es el caso con los humanos ocurra lo mismo. 

Otra de las perspectivas dentro del trabajo, es la de realizar pruebas de 
hipersensibilidad tardla tipo IV en humanos con los dímeros y el MAP, 
con el fin de avanzar hacia un ensayo Inmunológico del tipo dérmico en 
humanos. 
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ABSTRACT 

Seven peptides containing 15-25 amino acid residues, which 

correspond to seqm.ents of the amino acid sequences f rom two heat 

shock proteins, the 65 kDa and the 18 kDa, a 28 kDa superoxide 

dismutase (SOD) and a 28 kDa iron-regulated protein from 

Mycobacterium leprae, were synthesized by the salid phase method of 

Merrifield. Guinea piqs, immunized with single peptides, qave 

positive delayed-type hypersensitivity (DTH)-responses, when 

challenqed with the homologous peptides. Similarly, the capability 

of these peptides to induce T-cell proliferation in vitre was 

assayed in groups of BALB/c mice, previously immunized with each 

synthetic peptide. Sorne of the peptides were able to sensitize a T­

cell population, which later recognized the protein in its native 

form in a cell-free extract from ~· In other experimenta, no 

antibodies against any of the synthetic peptides were detectad, 

neither in the sera of lepromatous leprosy (LL) patients, nor in 

the sera of guinea pigs immunized with ~. Therefore, these 

synthetic peptides are immunogens capable of priming T-cells of 

guinea pigs and mice. 
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J:lll'l'RODDCTJ:O• 

Leprosy is a human disease caused by an intracellular inf ectious 

organism, Mvcobacterium leprae1, which can be cured by 

chemotherapy2• However, the long incubation period befare the first 

symptoms develop, the existence of individuals who have already 

encountered but overcome infection, and both the lack of continuity 

of observation of patients under treatment, and the lack of 

adequate control of infectad people, have prompted the need fer a 

quick and reliable diagnostic test far possible treatment and/or 

control of the spread of the disease2 • Lepromin3 and leprosin-A415 

are two preparations widely used in skin tests far leprosy61 7 • Both 

are relatively cruda preparations made from heat-killed ~ or 

from sonicates of irradiated and heat-killed bacilli and have a 

number of important drawbacks. Both preparations are very complex 

mixtures of components, which imposes technical problems in 

standardizing different batches. Thus, the production of a well­

defined antigen preparation for leprosy skin testing, is of great 

importance. 

One of the most important properties of a skin test reagent is its 

ability to induce a hiqh level of cell-mediated immune response. We 

have thus evaluated the ability of a set of synthetic peptides to 

induce cell-mediated immunity in guinea pigs and mice. Sorne of 

these peptides were chosen because they have previously been shown 

to stimulate human or murine T-cells8•9•1º, and others were designed 

to contain potential T-cell epitopes, as identif ied using the MSEQ 



program11 • 

llATERIALS JIHD KETHODS 

Jlntig•n•. synth•tia pepti4•• 

seven peptides were synthesized by the manual solid-phase method of. 

Herrifield12 , using t-Boc-amino acids and chloromethyl resins. A 

more detailed description of the synthesis, purification by high 

performance liquid chromatography and chemical characterization of 

synthetic peptides can be found elsewhere13. Table I shows the 

sequences of these synthetic peptides. 

~ aolllble •xtract (llLSE) 

MLSE was obtained as described previously13 • Briefly, suspensions 

of ~ were first sonicated and then centrifugad at 12,500 g 

for 15 min, and the supernatants were recovered as soluble 

extracta. 

B•naitiaation 

Groups of three female outbred Hartley guinea pigs (300-350 g) 

received intramuscularly (i.m.) a synthetic peptide (500 µg), in 

incompleta Freund's adjuvant (IFA). Skin tests were performed (see 

below) in all animals after four weeks. Reactions were considered 

positive when the induration diameter was equal or greater than 

smm. 

Sl<in teats 



Sensitized guinea pigs were tested at different sites, with s µg of 

MLSE and with the peptide used for immunization (i.e. the 

homologous peptide) at doses of 250, 100 and o.oSµg. Antigens were 

injected intradermally (i.d.) in 0.1 ml of saline on both flanks. 

Diameters of induration appearing at the test sites were measured 

after 4, 24, and 48h. Control animals, immunized with XFA lacking 

a peptide, were skin-tested with MLSE (5 µ.g) and with each 

synthetic peptide (100 µg ando.os µg). 

Lymphocyte stimulation assay (LB)in aice 

Groups of three BALB/c mi ce were irnmunized subcutaneously (s. c.) in 

each hind footpad, with 10 µg of each of the seven synthetic 

peptides in IFA. Seven days later, all animals received a second 

dese, again in IFA. Draining lymph nades were removed the next day, 

and cells were disaggregated. Pools of cells frorn all three mice 

immunized with a given peptide were prepared. Cell cultures were 

set up in triplicate in 96-well plates, using 4xl05 cells/well in 

RPMI 1640 medium (Sigma Chemical ca., st. Louis, MO., U.S.A.) 

supplernented with 2 mM L-glutamine, sx10-5M 2-mercaptaethanol and 

5% fetal calf serum (GIBCO BRL, Cat. No. 230-6170AG, Grand Island, 

NY, USA), containing either homologous peptide (1, 10 or 50 µg/ml) 

or MLSE (25 or 50 µg/ml) . Plates were incubated for 4 days at J7RC 

in 5\ co2, after which they were pulsad with 1 µCi of [ 3H]thymidine 

per well far 16h, and harvested onto glass filter papers. [ 3H]­

Thymidine incarporation was quantitated by liquid scintillation 

counting. The mean counts per minute (cpm) far each group was 
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determinad, and results were presented as the stimulation index 

(SI), given by (cpm of cells plus antigen)/(cpm of cells without 

antigen). Assay variation between replicates was less than 20%. 

Detection or antibodies using ELIDA assays 

In order to determine the best conditions for the EL:CSA, all 

synthetic peptides were diluted at 5 µg/ml in either of four 

different solutions: o.lM sodium bicarbonate pH 9.4, o.1M 

phosphate-buffered saline (PBS) pH 7.2, water, and O.lM citrate 

phosphate buffer (CPB) pH s.o. Diluted peptide (100 µl) was added 

to each we11 of three different microtiter plates: Immulon 2 

(Dynatech Lab.), Maxisorp (Nunc) and polyvinyl (COSTAR). This 

procedure was performed in duplicate. All six platas were incubated 

overnight at 4RC, followed by incubation for 2 h at 37DC with one 

of the following reagents: 2% skimmed m~lk, 1% bovina serum albumin 

(BSA) or 5% glycine (all dissolved in PBS containing 0.05% TWeen 20 

(PBST)) • Half of the plates were washed twice with PBST and 

incubated overnight at 4RC, with various dilutions of sera from 

lepromatous leprosy (LL) patients (see acknowledgments). The 

remaining platas were washed similarly and incubated with sera from 

guinea pigs immunized with sx109 60co-~. Both types of sera 

were a~sayed at dilutions of 1:5, 1:10, 1:20 and 1:40. Plates were 

washed three times with PBST, incubated for 2 h at 37DC with the 

appropriate peroxidase conjugate, and washed five times with PBST, 

after which the enzymatic reaction was developed with 2,2·-azinobis 

(3-ethylbenz-thiazo1ine sulfonic acid) chromogen (Sigma Chemical 
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Co, cat. No.A-1888, st. Louis, Mo., USA), and read at 00405 • 

statiatical metbods 

Statistica1 ana1yses of the resu1ts obtained were performed by one­

way ana1ysis of variance and Student•s t test. 

REBUL'l'S 

:Induction or D'l'H vith synthatic peptidas and HLSE in peptide­

sansitizad guinea piga 

Figure 1 shows the results obtained when 100 µg of each synthetic 

peptide was (Table I) used intradermally to induce DTH in guinea 

pigs, similar results were obtained with 250µg (not shown) • 

Positiva DTH responses were only obtained with the homologous 

peptides (more than 5 mm induration); cha1lenge of non-immunized 

animals with all peptides failed to give OTH responses. All the 

peptides except P1 induced positive DTH reactions, though P7 gave 

only borderline responses; induration was never obtained when the 

same animals were challenged with the smaller dose (0.05µ9 (50n9)). 

All animals were also challenged with MLSE: only those animals 

previously sensitized with peptides P2, PS and P7 produced positive 

OTH reactions, although the response to peptide P2 was borderline. 

Lymphocyte stimu1ation assays (LB) 

Figure shows the resulta of LS assays in which three 

concentrations of peptides, 1, 10 and 50 µg/ml, were used fer in 
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vitro activation of T-cells from mice immunized with the synthetic 

peptides. In all cases, the greatest levels of stimulation were 

obtained with peptides at a concentration of 10 µg/ml. similar 

results were obtained in a second, independent, experiment • Figure 

3 shows the SI obtained when lymph nade cells from mica immunized, 

with each synthetic peptide, were stimulated with the homologous 

peptide (10 µg/ml) or HLSE (25 µg/ml). Upper and lower panels are 

two independent experiments in the same conditions. While low SI 

values were obtained when homologous peptides were used for 

stimulation, lymph nade cells from animals immunized with P6, P7, 

P9 and P10 were stimulated more strongly with MLSE. Controla with 

Concanavalin-A gave SI values greater than 50 (data not shown). 

BLrBA with sera from guinea pigs sensitized with M.leprae and from 

leproaatous leprosy patients 

Each synthetic peptide was used as antigen in ELISA assays to 

determine whether sera from immunized guinea pigs and a pool of 

sera from 15 LL patients contained antibodies recognizing the 

peptides. No antibodies were detectad either in sera from guinea 

pigs or in the pool of sera from LL patients, even at a 1:5 serum 

dilution. All sera had very high antibody titers to MLSE when 

measured in the sama system (mean titar 1:512). 

DZBCOBBrON 

Both lepromin and leprosin-A, two of the more widely used skin test 

reagents for leprosy have a number of disadvantages when used far 
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diagnostic purposes14 • One important problem is the need for 

growing large guantities of the pathogen: ~ only grows in 

certain animals, such as the nine-banded armadillo ~ 

noyemcinctus15 • Both preparations consist of complex mixtures of 

components, which impose technical proble~s in standardizing 

dífferent batches, and there is a definite risk of contamination 

with live infectious bacilli1•. Thus, the production of a simpler, 

reliable, specif ic and very well-def ined antigen preparation for 

leprosy skin testing is a highly desirable objective. currently 

favored approaches to this aim include the use of recombinant ONA 

techniques16 and synthetic peptides, as we describe here. since 

~ is an intracellular infectious agent, cell-mediated 

immunity (CMI) is expected to confer protection against leprosy6 , 

rather than humoral immunity acting through circulating antibodies. 

Measurements of skin induration reactions in experimental animals 

is considered an adequate method of assessing CMI responses .. 

Furthermo~e, induction of DTH to~ is well documented17 , and 

has been demonstrated in guinea piqs17 , mice18 and humans617 • The 

recent availability of primary structure data for several ~ 

proteins, obtained using recombinant DNA techniques19 , and the use 

of recombinant proteins to identify some of their T-cell epitopes 

has allowed the design and synthesis of peptide fragmenta, 

corresponding to these epitopes. These have great potential fer 

developing skin test diagnostic reagents for leprosy, and may be 

used for vaccine development. Given that one of the most important 
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properties of such synthetic peptides is their ability to induce 

immune responses, we chose seven peptides, known or suspected (by 

computer analysis) to contain M. leprae T-cell epi topes B,9, 10, 11. 

The immunogenicity of these peptides was assessed in two different 

animal species: guinea pigs and rnice. Guinea pigs are classically 

used fer measurement of DTH, while the mouse provides the standard 

system for determining lymphocyte stimulation: both tests measure 

T-cell reactivity. 

Assessment of DTH responses in guinea pigs showed that, except fer 

Pl (from the 65 kDa protein), all the other peptides, .!..,.g. P2 (from 

the 65 KDa protein, P5 and P6 (both from the 28 kOa protein), P7 

(from the 18 kDa protein), and P9 and PlO (both from the 28 kDa 

500) (Table I) induced positive OTH-responses in animals previously 

sensitized with the homologous peptid~. More interesting was the 

fact that immunization of guinea pigs with PS and P7 resulted in 

sensitization of a cell population, that subsequently p_resumably 

recognized the native proteins (l .e. the 28 kDa and 18 kDa 

proteins) in MLSE (Fig. 1). That these were specific OTH reactions 

was shown by the fact that nene of the control (non-immunized) 

animals showed positive indurations with any of the peptides (Fig. 

1, N), and we have thus far never obtained positive DTH reactions 

with MLSE in non-immune animals. The fact that positive OTH 

reactions were only seen with a high dese of peptide (250 and 100 

µq) suggests that they are less immunogenic than the 11 parentrt 

proteins in the native context, in the sense that they may produce 
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smaller numbers of immunocompetent cells. The lower doses (50ng) 

may thus have been below the threshold for activating the number of 

imrnunocompetent cells required for a DTH response, although we have 

previously shown that challenge with this quantity is sufficient to 

induce DTH responses when antigens are presentad in the form of 

MLSE13 • 

Three different concentrations of peptides were used to stimulate 

mouse lymph node cells from animals previously irnmunized with 

synthetic peptides. In vi tro lymphocyte stirnulation was dose­

dependent (Fig. 2): the highest Sis were obtained using lO µg/ml of 

each peptides. Although the Sis observed, in both, this and in an 

independent experiment, with the homologous peptides were not high, 

higher values were obtained with MLSE, though only with the cells 

from mice immunized with peptides P6, P7, P9 and P10 (Fig. J). It 

thus appears, as in the case of the guinea pig DTH rncasurements, 

that immunization of rnice with sorne of the peptides resultad in 

sensitization of T-cell populations, which subsequently recognized 

the native 28 kDa (PG), 18 kDa (P7) and 28 kDa SOD (P9 & PlO) 

proteins in the MLSE (Fig. 3). 

These results thus demonstrate that synthetic peptides are able to 

sensitize T-cell populations in guinea pigs and mice, in such a way 

that they apparently recognize the protein in its native form in 

the MLSE. These results also indicate that simple peptides are 

capable of inducing DTH, contrary to the belief that polymerization 

11 



of short amino acid segments is required. This confirms data 

previously reported by Patarroyo et al. 20 , who reached similar 

conclusions using even shorter synthetic peptides corresponding to 

M.tuberculosis proteins. 

Analysis of LS responses in mice immunized with the synthetic 

peptides showed that peptides P6 (from the 28 kDa protein), P7 

(from the 18 kDa protein), and P9 and PlO (both from the 28 kDa 

500) primed T-cell populations for a proliferative responses to the 

native molecules in the MLSE. The greatest proliferation was 

obtained with P9 (amino acids 46-60 of the SOO sequence); both P9 

and PlO, chosen using the MSEQ program11 , contain motifs specific 

to T-cell epitopes. The peptides P9 and PlO were shown to be more 

immunogenic in both systems (DTH and LS), more likely due to 

intrinsic immunogenic properties of the native protein from which 

they were derived (28 kDa SOO). Peptide PS was unable to prima 

cells to recognize the native molecule in the MLSE. 

The negativa results obtained in the ELISA antibody assays did not 

result from failure of the peptides to attach to the various 

plastic supports (positive pierio acid tests far the presence of 

bound polypeptides were obtained with all supports and all 

peptides; results not shown). Thus, if we assume that negative 

results are not caused by an unknown artefact, these findings 

indicate that amino acid sequences corresponding to T-cell epi topes 

do not necessarily promete the synthesis of detectable levels of 
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circulating antibodies. 

In conclusion, these studies show that synthetic peptides may have 

sorne potential in the development both of diaqnostic test reagents, 

including those based on induction of DTH responses, and of 

vaccines against leprosy. In arder fer peptides to induce 

protection one would expect them first to be immunogenic, something 

we have shown in this paper. The knowledge of more M. ~ 

specific protein amino acid sequences and the understanding of how 

these proteins are processed by antigen-presenting cells are two 

conditions bound to play a key role in the development of a skin 

test for leprosy. 
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LEGENDS TO PXGURES 

Fi9.1: DTH-Responses in Guinea Pigs sensitized v th syntbetio 

Peptides 

Groups of three guinea pigs were immunized i.m. with ach synthetic 

peptide (500 µ.g). After 4 weeks, DTH-responses were i duced by i.d. 

injection of 100 µ.g of homologous peptides (shaded ars) and 5 µg 

of MLSE (white bars). oiameter of induration (in mm was measured 

at 48 h. Reactions were considered positive when he induration 

diameter was equal or greater than 5 mm. Each bar epresents the 

mean of reactions obtained with 3 guinea pigs. N indicates the 

mean induration obtained with all peptides in three non-irnmunized 

guinea pigs. Values for PS, P6, P9 were statistical y significant 

at a level of p <0.001, while for peptide PlO at a l vel of p<0.005 

(using the Student•s t test). 

Fig.2: Titration of Peptid.e Concentrations t r Lymphocyte 

Stimulation Assays in Hice 

Cells from individual groups of BALB/c mice, immun'zed with 20 µg 

of each of the peptides Pl., P2, PS, P6, P7, P9 and Pl.O, were 

cultured in the presence of pept.ides (l., 10 and 50 µ /ml). Cultures 

were pulsed with l. µCi 3H thymidine on day 4. st 'rnulation index 

(SI) is given by (cprn of cells plus antigen)/(cprn o· cells alone). 

Fig.3: Lymphocyte stimulation Responses to Homologo s Pepti4es and 

HLSE in Mico 

Panels ª- and b are two independent experiments nder the same 

19 

13119119\S 
ia1a n 

Vl lO 
SlSll 



conditions. Cells from individual groups of BALB/c mice, immunized 

with 20 µg of each of the peptides P1, P2, P5, P6, P7, P9 and P10, 

were culturad in the presence of 10 µg/ml of homologous peptide 

(shaded bars), or ~soluble extract (MLSE) (white bars). All 

cultures were pulsed with lµCi of [ 3H]-thymidine on day 4. 

Stimulation index (SI) is given by (cpm of cells plus antigen)/(cpm 

of cells alone). 
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TABLE X: Proteins from ~ and corresponding amino acid (aa) 

sequences of fragments chosen for the synthesis of antigenic 

peptides. 

l. From the 65KDa proteinª: 

Pl (from ªª 195-219) KGYISGYFVTDAERQEAVLEEPYIL 

P2 (from ªª 201-219) YFVTDAERQEAVLEEPYIL 

2. From the 2BKDa proteinb: 

PS (from ªª 24-48) PCAYFLVYEPTASAKPAAKHYEFKQ 

PG (from ªª 181-205) VNDLLKVANQLGASQVMDLIKGVVM 

3. From the lSKDa proteinc: 

P7 (from aa 8-23) FRELDRFAEQVLGTSA 

4. From the 28500 proteind: 

*P9 (from aa 46-60) KLDEARAKDDHSAIF 

*PlO (from aa 100-117) DETFGSFDKFRAQFSAAA 

*These peptides were chosen with the MSEQ program11 . 

a and e Members of the heat shock protein family·e, 9 . 

b Possible iron-regulated protein21 . 

d superoxide dismutase22 . 
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