
¡/ 26(  

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA DE MÉXICO 
FACULTAD DE MEDICINA 

DIVISIÓN DE ESTUDIOS DE POSTGRADO 

"CONSTRUCCIÓN DE UN CANDIDATO A VACUNA USANDO Salmonella typhi COMO 
ACARREADOR" 

TESIS 

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE 

MAESTRÍA EN CIENCIAS BIOMÉDICAS 

PRESENTA LA ALUMNA 

Q.F.B ARACELI ELVIRA SANTIAGO MACHUCA 

MÉXICO, D.F. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN 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 imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 





El presente trabajo se realizó en la Unidad de Investigación Médica en Inmunoquímica. Hospital 
de Especialidades "Dr. Bernardo Sepúlveda" del Centro Médico Nacional Siglo XXI, Instituto 
Mexicano del Seguro Social, bajo la tutoría del Dr. Armado lsibasi Araujo y cotutoría del Dr. 
César Raúl González Bonilla. 



CONTEN IDO 

Resumen 

Introducción 

Planteamiento del problema 

Hipótesis 

Objetivos 

Material y métodos 

Resultados 

Discusión 

Figuras 

Referencias 



ABREVIATURAS 

PCR 	Reacción de la polimerasa en cadena 

GP63 	Glicoproteína principal del promastigote 

OMS 	Organización Mundial de la Salud 

LMC 	L: ishmaniasis mucocutánea 

LCD 	leishmaniasis cutánea diseminada 

LCL 	leishmaniasis cutánea localizada 
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IFN 	Interferon gama 

1/4F 	Factor de necrosis tumoral alfa 

TNFB 	Factor de necrosis tumoral beta 

GM-CSF Factor estimulante de granulocitos y macrófagos 

PIJA 	aglutinina de cacahuate 

GPI 	glucosil fosfatidil inositol 

CSP 	Proteína circunsporozoítica de Plasmodium fakiparum 

IL-1 	Interleucina 1 

IL-2 	luterleucina 2 

IL-3 	Interleucina 3 

IL-4 	Interleucina 4 

IL-5 	Interleucina 5 

Interleucina 6 

lb-10 	Interleucina 10 

IL-12 	Interleucina 12 

11.-13 	Interleucina 13 

CPA 	Célula presentadora de antígeno 

UMAB 	Center for Vaccine Development, University of Maryland, 

Baltimore, USA. 

UIM1 	Unidad de Investigación Médica en Inmunoquímica 
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RESUMEN. 

Los sistemas de integración cromosómica para la producción de proteínas recombinantes en 

bacterias tienen la desventaja del bajo nivel de transcripción. Para resolver este problema se 

diseñó un sistema de complementación utilizando una RNA polimerasa y el gene de nuestro 

interés bajo el control del promotor de esta polimerasa. Se desarrolló un sistema de expresión en 

Escherichia coli de la glicoproteína principal del promastigote (GP63) de Leishmania mexicana, 

dependiente de la T7 RNA polimerasa y del promotor T7. La T7 RNA polimerasa se obtuvo por 

PCR a partir de Escherichia cohl3L2IDE3 y se insertó en el plásmido pUC19. Posteriormente 

se subclonó en pGORBY. Se sintetizaron oligonucleótidos que codifican para el promotor T7 y 

se insertaron en el plásmido p.IRDI 84. La forma madura de GP63 se obtuvo a partir del plásmido 

pUCI9-GP63 y se insertó en el plásmido p1RD184-pT7. Con los plásmidos pACYCI84-T7poI 

y piRD184-pT7GP6.3 se transformó Eschcrichia coli Dlla. La producción de mRNA de GP63 

se determinó mediante "Northem blot" y la producción de la proteína reconabinante mediante 

"Western blot". Se transformó Eschcnaia coli D1150 con dos plásmidos compatibles que 

wntienen, por un lado la T7 RNA polimerasa y por otro lado a la GP63 bajo el control de 

Se comprobó que el sistema es funcional pues se produce RNA mensajero y que se traduce la 

GP63, lo que se demostró mediante "Nothem blot" y ELISA. Sin embargo, se notó que existe 

gran degradación de RNA mensajero, para solucionar este problema se esta trabajando en un 

sistema de integración de los plásmidos en el cromosoma de Salmonella typhi CVD908. 



INTRODUCCIÓN. 

GENERALIDADES SOBRE LEISILMANIASIS. 

Se da el nombre de leishmaniasis a la zoonosis causada por el parásito Leishmania. Después del 

paludismo, esta parasitosis es el principal problema de salud pública por protozoarios en el 

mundo.( I I En 1993, la Organización Mundial de la Salud (OMS) estimó la prevalencia global 

de esta parasitosis en 12 millones de casos y una población en riesgo del orden de 350 millones 

de personas (2). La incidencia parasitaria anual para la leishmaniasis cutánea es de 1 a 1.5 

millones de casos, y la de la leishmaniasis visceral (11N) de 500.0(10 casos nuevos por año. En 

México hasta 1991, se habían reportado cinco casos de LV, todos localizados en el suroeste del 

país, entre 1992-93 se reportaron siete casos. En 1993 se registraron 170 casos de leishmaniasis 

mucocutánea localizada (LMC) en Nayarit. En Tabasco se reportaron 625 casos entre 1987-1993, 

en los que estaban incluidos 18 casos de leishmaniasis cutánea diseminada (LCD). Sin embargo, 

existen casos de leishmaniasis que no son notificados, por lo que las estadísticas oficiales tienen 

poco valor para determinar el número real de enfermos. En la actualidad no se tiene una 

estimación precisa sobre el número de personas en riesgo de contraer la enfermedad y sobre el 

número de casos nuevos que podrían ocurrir en México (2). 

TAXONOMÍA DEL PARÁSITO 

Para la clasificación de Leishmania se cuenta con métodos bioquímicos como el análisis 

electroforético de isoenzimas (3), técnicas de biología molecular, como PCR, para amplificar 

genes de la leishmania. También se han empleado técnicas como la serotipificación, que 

reconocen diferentes estructuras antigénicas en el parásito (4). A continuación se presenta en un 

diagrama la clasificación taxonómica del género de Leishmania. 
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MECANISMOS DE TRANSMISIÓN DE LA ENFERMEDAD. 

El mecanismo de infección implica la participación de un reservorio primario para cada especie 

de Leishmania. En México se ha demostrado que es un mosco hematófago del género Lutzomyia, 

el cual tiene cuatro especies asociadas con la transmisión de Leishmania: Lutzomyia longipalpis, 

Lutzomyia olmeca olmeca, Lutzomyia diabolica, Lutzomyia ctuciata. De estas especies, las más 

importantes son Lutzomyia longipalpis, que se encuentra distribuida en el norte de México y 

Lutzomyia olmeca olmeca, que es responsable de la transmisión de Leishmania mexicana. El 

huésped primario infecta a otros mamíferos convirtiéndolos en huéspedes secundarios; lo cuales, 

a pesar de ser infectados, generalmente no manifiestan la enfermedad. Como ejemplo de éstos 

tenemos a los roedores arbóreos llamados, Carinis familiaris en Oaxaca y Nassua mica en 

Chiapas (5). El ser humano se encuentra al final de la cadena de transmisión. 
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CICLO BIOLÓGICO DE Leishmania 

11 ciclo biológico de Leishmania comprende dos estadios: el promastigote, que es fusiforme con 

un diámetro de aproximadamente 12 a 20 um, tiene un núcleo central y un flagelo antcronuclear. 

que nace de un cuerpo basal situado delante del cinetoplasto y sale del cuerpo por el polo anterior. 

Este parásito carece de membrana ondulante. Se han descrito dos tipos de promastigotes en el 

intestino medio del mosquito, uno de ellos es una leptomonada delgada (6) con una longitud 

menor a 12 lun, que se encuentra libre 6 unida por interdigitaciones del epitelio del intestino 

medio. El otro tipo de promastigote es una corta y amplia haptomonada, que tiene una longitud 

omporal menor a 12 jun y que se encuentra unida al recubrimiento cuticular de la válvula 

esofágica del mosquito por medio de hemidesmosomas en el flagelo (7). La segunda forma 

presente es el amastigotc, que tiene forma redonda u oval de 2 a 5µm de diámetro con un núcleo 

excéntrico y un cinetoplasto. Es aflagelado, intracelular y sólo se observa en las células 

reticuloendoteliales de bazo, hígado y nódulos linfáticos. 

Cuando un mosquito infectado pica al hombre, le inocula promastigotes, estos quedan en el tejido 

y son atrapados por las células del sistema fagoeítico mononuclear, dentro de estas células se 

transforman en amastigotes y se multiplican, para posteriormente romper la célula que los contiene 

e invadir otras células. En este momento el hombre se convierte en portador y al ser picado por 

el mosquito, éste ingiere sangre con el amastigote (8), el cual es liberado en el intestino del 

mosquito donde se transforma en promastigote y se reproduce por fisión binaria, migra hacia la 

porción anterior del aparato digestivo y se localiza en la probóscide. Cuando el mosquito pica al 

hombre se repite el ciclo biológico del parásito. 

CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS DE LA LEISIIMANIASIS. 

La leishmaniasis cutánea localizada (LCL), o úlcera de los chicleros, es la forma más frecuente 

y se caracteriza por la presencia de lesiones en la piel que pueden tardar meses o años en sanar 

y que pueden dejar cicatrices permanentes, altamente dcsfigurantes. Sin embargo, la enfermedad 

natural habitualmente confiere protección contra infecciones subsecuentes por especies 

relacionadas (9,4). En el caso de LCI. del nuevo mundo, la lesión presenta gran cantidad de 

células epiteliales y se ve favorecida la formación de granulomas rodeados por una infiltración 

linfática (10). En el viejo mundo las especies que causan la I.C1. más frecuentemente son. 1.. 



nupica L. major, Laethiopica; en tanto que en el nuevo mundo son I.. mexicana, L. hrasiliensis. 

La leishmaniasis cutánea diseminada (LCD), se inicia con un nódulo no ulcerado en el sitio de 

la picadura del mosco, a partir del cual el parásito se disemina por vía linfática, causando una 

afección generalizada grave. L. aethiopica y L. amazonensis son frecuentemente responsables de 

LCD. Sin embargo, esta enfermedad puede también ser causada por L. mexicana pifanoi. La 

enfermedad se caracteriza por el ensanchamiento de la piel en forma de placas, pápulas ó nódulos 

múltiples especialmente sobre la cara y la superficie exterior de los miembros. Histológicamente, 

la lesión de LCD contiene abundantes parásitos en ausencia de infiltración linfocitaria ( I I ). 

La leishmaniasis mucocutánea (LMC) o espundia, que se caracteriza por lesiones metastásicas 

mutilantes en las mucosas nasal y orofaringea. que se presentan meses después de una lesión 

cutánea no curan espontáneamente y son muy resistentes a la quimioterapia. La leishmaniasis se 

presenta inicialmente como una lesión cutánea que posteriormente se disemina, caracterizándose 

por la aparición de nuevos focos de infección, extendiéndose hacia la cavidad oronasal y faringes, 

el abultamiento de la nariz y los labios causa la característica nariz de tapir, dando lugar a una 

enfermedad crónica con una mutilación severa y muerte como resultado de bronconeumonía o 

desnutrición. Los casos severos de LMC se encuentran frecuentemente asociados con un 

incremento de células T específicas en el sitio de la lesión mucosa y un aumento en la respuesta 

de células T tanto in vivo como in vitro (121. 

La leishmaniasis visceral (LV) o kala-azar es la forma clínica más grave, pues tiene una alta 

letalidad. En esta variedad, el parásito se disemina al hígado, bazo, médula ósea y ganglios 

linfáticos. En Europa y Asia esta forma clínica es causada por Leishmania donovani (13). La 

LV se manifiesta inicialmente por la presencia de una lesión cutánea, a partir de la cual los 

parásitos migran a las vísceras. Entre los síntomas característicos, es posible citar fiebre, malestar, 

pérdida de peso. anorexia, tos y diarrea. Los signos clinicos más frecuentes incluyen anemia, 

desgaste físico, obscurecimiento de la piel, esplenomegalia, hepatomegalia, en algunos casos 

adenopatia, hipergamaglobulinemia (principalmente producción de policlonal de IgGi, citopenias 

sanguíneas y pérdida de la respuesta de hipersensibilidad de tipo retardada (DTIl), asi como de 

la reactividad in vitro de los linfocitos T a antígenos de Leishmania 114,151. 
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RESPUESTA INMUNOLÓGICA EN LA LEISIIMANIASIS. 

ENTRADA DEL PARÁSITO AL HUÉSPED 

La generación de la respuesta inmune comienza por la entrada del parásito a través de la piel y 

su fagocitosis. Se han descrito dos posibles vías de fagocitosis; por un lado existe un mecanismo 

opsonización, pues el parásito se recubre de moléculas C3b del complemento, permitiendo la 

unión al receptor CRI (161: por otro lado, GP63 interacciona con el receptor de C3b 1171, 

C3R presente en la superficie del macrófago 181. A pesar de la gran capacidad del macrófago 

para eliminar microorganismos, los amastigotes se adaptan y reproducen dentro del fagolisosoma, 

pues el parásito inactiva las enzimas lisosmales (19) y ocasiona un cambio de pH intralisosomal 

(20), inhibiendo la producción de metabolitos tóxicos. 

PAPEL FUNCIONAL DEL MACRÓFAGO 

El parásito evade rápidamente la acción de los anticuerpos y el complemento al alcanzar un 

habita( intracelular; por tanto, la eliminación de Leishmania depende del grado de activación del 

macrófago, al ponerse en marcha el llamado estallido respiratorio, se producen metabolitos tóxicos 

dentro de los fagolisosomas, entre los cuales destaca la participación del el peróxido de hidrógeno 

(21,22), otro metabolito tóxico es el óxido nítrico (231. Mediante estos mecanismos la 

mayoría de los promastigotes mueren durante la fase infectiva; sin embargo, las formas mas 

infectivas que presentan la aglutinina de cacahuate IPNA) son resistentes al efecto tóxico del 

peróxido de hidrógeno. Además, el promastigote tiene en su superficie una proteína asociada a 

la lipofosfoglicana (proteina-111 que contiene Numonometil-L-arginina, el cual es un inhibidor 

de la óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) 4 24.25 ). Entre las interleucinas que producen los 

macrófagos activados, la 11.-12 tiene especial importancia pues, entre otras actividades biológicas, 

determina la diferenciación de los linfocitos CD4* hacia la subpoblación Thl mediante la 

producción de !EN-y, a su vez promueve la activación de macrófagos. La susceptibilidad a la 

infección por Leishmania en el ratón está controlada genéticamente por el locos Lsh (11.v o Begi 

el cual se localiza en el cromosoma 1 y codifica para la proteína Nrampl 1261. Se trata de una 

proteina transmembranal que interviene en el transporte de intermediarios del NO hacia los 

fagolisosomas (27). Esta proteína juega un papel muy importante en el control de la infección 
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temprana por el parásito, pues los ratones mutantes Nrampl controlan la infección tardía, 

sugiriendo que Nrampl pertene a mecanismos citotóxicos independientes a los que presentan los 

macrófagos activados (27). En las cepas de ratones susceptibles (BALB\c) a la infección por 

leishmania los macrófagos no se activan eficientemente y probablemente no producen cantidades 

suficientes de 11-12, impidiendo la diferenciación de linfocitos CD4+  hacia el linaje Thl. Estas 

cepas susceptibles desarrollan una respuesta de linfocitos CD44  Th2. la cual interfiere con la 

acción de las citocinas derivadas de células Thl principalmente a través de la producción de 11,-4. 

En contraste, el control de la infección en ratones resistentes, como C57B1\6, se asocia con el 

desarrollo de respuesta de linfocitos CI)4+ Thl que. mediante la producción de IFN-y, es capaz 

de promover la activación de macrófagos. 

PAPEL FUNCIONAL DE LOS LINFOCITOS T Y B. 

La infección por leishmania estimula tanto respuesta inmune celular, mediada por linfocitos T, 

como repuesta inmune humoral, mediada por linfocitos B. La respuesta inmune celular es la 

principal responsable del control de la infección, pues existe una fuerte correlación entre la 

producción de IFN-y e 11-2 con la resistencia. En los humanos existe una clara asociación con 

la respuesta de DTH positiva y la capacidad de los linfocitos T de sangre periférica para generar 

1FN-y cuando son estimulados in vitro con antígenos del parásito (28). En el caso de pacientes 

con una historia clínica de LCL que se han curado, la respuesta de células T a antígenos de 

Leishmania (L. mejor) se asocia a producción de grandes cantidades de IFN-y y poca o ninguna 

producción de IL-4 (29). 

Los linfocitos CD4* pueden ser divididos en dos subpoblaciones, Thl y Th2 (30). Las células 

Thl producen 11-2, IL-3, IFN-a y TNE-8, siendo capaces de inducir la respuesta de 

hipersensibilidad tardía; mientras que las células Th2 secretan IL-3. IL-4, 11.-5, 1L-10, IL-6, IL-13, 

las cuales inducen la producción de anticuerpos (31.32). En la actualidad se considera que 

la evolución de la leishmaniasis hacia la curación o cronicidad se debe fundamentalmente a la 

función de las subpoblaciones de los linfocitos CD4'. Asi, los linfocitos Thl son responsables del 

proceso curativo, mientras que los linfocitos Th2 lo son de la cronicidad o exacerbación de la 

enfermedad (33, 34). En el ratón, la respuesta de linfocitos CD-1. .1112 que secretan IL-4 

exacerba la enfermedad por leishmania (35). El TNE-a 1361 y el GM-CSF 137, 38) 



activan a los macrófagos de manera que estos puedan matar a la leishmania in vitro. En las 

personas que enferman y curan de leishmaniasis visceral por Leishmania donovani se detecta 

inmunidad mediada por células con producción de IFN-a y activación de macrófagos. De manera 

semejante las personas infectadas con Leishmania majar, con historia clínica de Leishmaniasis 

cutánea que se ha curado presentan respuesta de DT11 positiva. En cambio, en los casos donde 

la enfermedad progresa prevalece hipergama globulinemia, ausencia de IFN-y y altos niveles de 

IL-4 e IL-10. 

En niños con infección por L. chagasi la infección subclínica se caracteriza por una respuesta 

celular a antígenos de Leishmania. en la cual hay producción de 1FN-y, mientras que los pacientes 

que presentan enfermedad progresiva tienen una débil respuesta de IFN-y. (39,28) 

El papel de otras células en el control de la infección no ha sido bien establecido, aunque se ha 

reportado que el control de la diseminación del parásito esta controlada por linfocitos T CDS' 

(40,411, su función debe ser secundaria, pues los ratones deficientes de 02-microglobulina 

y por tanto de inmunidad mediada por células citotóxicas, no presentan un incremento en la 

susceptibilidad a la infección por el parásito (42,43) 

VACUNAS CONTRA LA LEISHMANIASIS. 

El control de la leishmaniasis depende de la eliminación de los vectores y reservorios, así como 

de la detección y tratamiento de enfermos. Sin embargo, existen razones tanto de orden técnico 

como social, que dificultan el adoptar medidas efectivas que rompan la cadena de transmisión en 

estos aspectos. Por tanto, se considera que una vacuna representa la única alternativa práctica de 

prevención en algunos sitios. En el oriente medio, los programas de vacunación contra la 

leishmaniasis, han consistido en la inoculación de cepas atenuadas de Leishmania en lugares del 

cuerpo no visibles, para evitar que la infección natural deje cicatrices desfigurantes, sobre todo 

en la cara. Esta clase de inmunización, llamada leishmanización, es una infección controlada que, 

sin embargo, puede ser tan severa como la infección natural en algunos individuos. Se ha 

demostrado en las cepas de ratones CBA/ca y 11A1.13/c protección completa al administrar el 

parásito L. major previamente irradiado (44,45h Sin embargo, en cobayos la vacunación con 

L. cnrietti irradiada no genera respuesta inmunológica protectora (461. 1.a atenuación química 

de Leishmania es una alternativa para desarrollar una vacuna (471 L. majar atenuada por 
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acriflavina generó protección, si bien de corto plazo, en ratones 148). También se han probado 

promastigotes tratados con tunicamicina (inhibidor de la N-glicosilación); sin embargo, los 

promastigotes contienen estructuras ricas en carbohidratos que son capaces de inducir actividad 

supresora y, por lo tanto, pueden asociarse con ineficiencia del proceso inmunoprofiláctico. Se han 

reportado varias vacunas experimentales que han logrado inducir protección, utilizando 

glicoconjugados que contienen un segmento lipídico de L. major. Su administración, en conjunto 

con Corynebacterium parvum, protegió completamente a la cepa C311/11eJ y parcialmente a 

BALB/c contra la infección por L. major. La inyección de este material incluido en liposomas en 

asociación a BCG aumenta su eficiencia (49). La GP63 ha demostrado su utilidad en estudios 

de vacunación experimental cuando se administra incluida en liposomas y administrada por las 

vías intraperitoneal y subcutánea en ratones de las cepas BALB/c y CBA/ca (50). La 

inmunización de ratones con péptidos que corresponden a determinadas secuencias de GP63 

(residuos 154173, 146-171 y 171-4671. pueden inducir activación de células Thl que sintetizan 

IL-2 e IFN-y pero no 11-4 (51, 52). Se realizaron estudios clínicos en Brasil para evaluar una 

mezcla de cinco diferentes especies de Leishmania sometidas a ultrasonido (53). La mayoría 

de los voluntarios vacunados presentaron pruebas cutáneas positivas; sin embargo, no fue posible 

realizar un seguimiento posterior, ya que la enfermedad dejó de ser prevalente en el área de 

estudio, limitando así la continuidad del mismo 154). 

GLICOPROTEINA PRINCIPAL DEL PROMASTIGOTE (GP63). 

Uno de los antígenos de Leishmania más estudiados es la proteína GP63. Se trata de una 

glicoproteína de membrana de 63 a 68 kDa que se logró purificar de la superficie de 

promastigotes de Leishmania major mediante extracción con Tritón X-114 y cromatografía de 

intercambio jónico (59). Es una endopeptidasa dependiente de zinc que tiene su mayor actividad 

a pH ácido y es inhibida por fenantrolina y metales pesados (55,56). Esta proteína se expresa 

como una proteasa de superficie anfifílica que en el promastigote comprende cerca del 1% de la 

proteína celular. Esta proteína tiene una alta homología en todas las especias de Leishmania 

estudiadas. El cDNA de la GP63 de Leishmania mexicana se divide en tres clases: C I, C2 y C3; 

los genes de la isoforma CI presentan tina regulación selectiva en el estadio de amastigote y estos 

codifican para una proteína con un carboxilo terminal que carece de sitio de anclaje a la 

membrana (57). La glicoproteina se encuentra presente en los dos estadios del ciclo de vida del 
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parásito, aunque en el amastigote su expresión es fundamentalmente citosólica (58,59,601. 

interesantemente se ha mostrado sobremsulación de estos genes en el estadio de amastigote 

161). Se conoce la estructura primaria de GP63 en diversas especies de Leishmania y se sabe 

que existe gran homología entre ellas. Esta proteína GP63 es capaz de inducir respuesta inmune 

protectora, por lo cual es candidato a formar parte de una vacuna. En el modelo murino, se ha 

logrado inducir protección al administrar GP63 incluida en liposomas 1501 y esta protección puede 

ser transferida a través de linfocitos T específicos a ratones susceptibles. Sin embargo. para lograr 

protección es necesaria la administración intravenosa o intraperitoneal de los liposomas y la 

proteína recombinante soluble ha dado resultados contradictorios 1621. La inmunización de 

ratones con Salmonella typhimurium y BCG acarreando GP63 (63.64,65) 	induce 

inmunidad protectora dependiente de la activación de linfocitos CD4* Thl. También ha sido 

posible proteger a ratones mediante la administración de DNA plasmidico conteniendo el gene 

que codifica para GP63 (66). 

Existen regiones de homología entre diferentes metaloproteínasas, siendo la región de 161-173 y 

entre 304-308, los sitios de unión para el Zn con ligandos de histidil y ligandos de glutamil 

(67) tiene una masa molecular de 63 a 68 kDa, presenta actividad de proteasa, se encuentra en 

la superficie del parásito y esta el 1% de esta sobre la superficie del parásito (68). La GP63 se 

encuentra en ambos estadios del parásito, se ha identificado en I.. uppica, L. major, L. donovani. 

Se expresan 5 X 105  copias en cada promastigote y se encuentra unida a la membrana vía un 

glucosil fosfatidil inositol (GPI). La estructura primaria del péptido unido al GPI para la L. major 

es Asp-Gly-Gly-Asn-GPI. 1-la sido donado el gen de la GP63 y se ha logrado producir la proteína 

recombinante. Se han descrito propiedades biológicas de la GP63 posiblemente relacionadas con 

tos mecanismos patológicos del parásito, como la capacidad de unirse al receptor de C3 en el 

macrófago (CD11b/18). Una vez dentro del macrófago, la actividad proteolítica de GP63 protege 

al parásito de la acción de las enzimas lisosomales, pues se ha demostrado que liposomas que 

contienen GP63 activa no son destruidos por los macrófagos (62). Entre los mecanismos de acción 

de la proteína se ha visto que inhibe la presentación de antígeno, ya que se ha demostrado que 

corta las moléculas CD4 (68), posteriormente de la incubación de linfocitos con esta proteína. 

Como la proteína se expresa en la superficie de los macrófagos puede inducir respuesta inmune 

citotóxica dependiente de linfocitos T CDS+. Se han identificado epitopos de células T en GP63 

de Leishmania major (51,521 y se sabe que la respuesta inmune a esta proteína en el ratón se 
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encuentra controlada geneticamente (69. 70i. En el modelo murino, se ha logrado inducir 

protección al administrar GP63 incluida en liposomas (62). Esta protección puede ser transferida 

además, a través de linfocitos T específicos a ratones susceptibles (621, por otro lado en el 

modelo murino, ha sido posible inducir protección, utilizando Salmonella typhimurium aroA" 

como acarreador de GP63 de I.eishmania major(64). Se han identificado péptidos sintéticos que 

corresponden a ciertas secuencias de aminoácidos de la proteína GP63 de Leishmania. Al menos 

uno de ellos, el péptido p183 que corresponde a una secuencia de residuos de la molécula GP63 

de L. major es capaz de inducir exacerbación de la infección, este efecto se relaciona con la 

inducción de células Th2 (71 

VECTORES ACARREADORES DE ANTIGENOS RECOMBINANTES. 

El uso de Salmonella como vector vivo tiene un potencial extraordinario en el campo de las 

vacunas. Entre las ventajas que representa su uso, se encuentra el hecho de que puede ser 

administrada por vía oral (72), lo cual es especialmente conveniente en los países 

subdesarrollados donde las condiciones de refrigeración, equipo, jeringas y personal entrenado 

suelen ser deficientes. Por otro lado, Salmonella estimula respuesta inmune local y sistémica, 

incluyendo la mediada por células contra los antígenos heterólogos que acarrea (73). Además, 

la utilización de Salmonella como vector de antígenos, ofrece la oportunidad de generar vacunas 

polivalentes pues es posible integrar distintos antígenos en diferentes loci del cromosoma. Se 

considera que Salmonella typhi es una sola "clona" sin gran variación antigénica y no contiene 

plásmidos de virulencia (74). Por esto, Salmonella typhi como acarreador de antígenos 

recombinantes, es una opción interesante para desarrollar una vacuna contra Leishmanhisis. Sin 

embargo, es necesario cumplir cuando menos con dos requisitos importantes. Por un lado, es 

indispensable la expresión estable de los antígenos recombinantes. Por otro, es necesaria una cepa 

de Salmonella typhi atenuada y segura. La expresión estable de los antígenos heterólogos se ha 

logrado al incorporarlos al cromosoma de la bacteria acarreadora. La cepa de Salmonela typhi 

CVD908, generada en el Centro Para el Desarrollo de Vacunas, Universidad de Maryland at 

Baltimore UMAB, Baltimore, Maryland, EUA), es dependiente de aminoácidos aromáticos, que 

contiene mutaciones definidas en los /mi aro(' y aroD (75), lo cual causa la dependencia 

nutricional de la bacteria por metabolitos que no se encuentran en los tejidos de los mamiferos, 

por lo que no son capaces de sobrevivir en ellos. En ensayos clínicos esta cepa ha demostrado ser 



inmunogénica y segura (76). Esta cepa fue construida mediante métodos de ingeniería genética 

y se cuenta con los plásmidos que permiten la recombinación homóloga en su cromosoma. S. 

typhi CVD908 ha sido utilizada como acarreador en varios sistemas experimentales. Una cepa 

que expresa gpI20 de HIV- l fue capa/ de evocar anticuerpos contra el virus al ser administrada 

a ratones I3ALB/c (77). Se ha logrado que Salmonella typhi CVD908 exprese de manera 

simultanea los factores de colonización CFA/I y CS3 de Escherichia coli enterotoxigénica (78) 

S. typhi CVD908 fue empleada como acarreador de la proteína circunsporozoítica (CSP) de 

Plasmodium falciparum. La administración oral de este candidato a vacuna en voluntarios 

humanos dio como resultado una respuesta de anticuerpos a la CSP y, mas importantemente, en 

algunos voluntarios se identificaron linfocitos '1' citotóxicos dirigidos contra la CSP. (79i. 

Salmonella typhi CVD908 ha sido utilizada como acarreador de GP63 de Leishmania RICA iCalld. 

El candidato a vacuna Salmonella typhi CVD908IIMGP63 tiene integrado en el cromosoma, en 

el ioeusarnC, el gene que codifica para la forma madura de GP63 de I.,eishmania mexicana. Esta 

cepa administrada por vía oral o parenteral en ratones es capaz de inducir inmunidad protectora, 

la cual se asocia a la inducción de linfocitos T CD4* Thl. Este tipo de respuesta se demostró 

porque no se producen anticuerpos contra GP63 y los esplenocitos provenientes de ratones 

inmunes se activan in vivo en presencia de promastigotes fijados con formalina, produciendo IL-2 

e IFNy, en contraste con ratones infectados con Leishmania mexicana. los cuales producen 11.-4 

e IL-10. Por otro lado se demostró que la inmunización con Salmonella typhi-GP63 induce la 

activación de linfocitos T CDS' citotóxicos, mediante ensayos de liberación de "Cr utilizando 

como célula blanco al mastocitoma marino P815 transfectado con el gene que codifica para la 

GP63 de Leishmania mexicana. Esta observación es relevante pues demuestra que antígenos 

patentados, generalmente procesados por la vía exógena, son capaces de alcanzar moléculas del 

MHC de clase I. 

SISTEMA DE EXPRESIÓN DE ANT(GENOS RECOMBINANTES T7 

El promotor T7 consta de una región contínua que contiene el sitio de reconocimiento de la RNA 

polirnerasa y el sitio de iniciación muy cercanos, a diferencia de otros promotores bacterianos, lo 

cual hace que el promotor sea muy pequeño, de aproximadamente 24 ph. 1.4 diferencia de tamaño 

del promotor T7 con los de Escherichia coli. hace que la '1'7 RNA polimerasa sea cinco veces 

mas pequeña que las polimerasas de Escherichia coli (80). 
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La T7 RNA polimerasa es el producto de un gene del virus T7, tiene un peso molecular de 

107,0(X), y se ha visto involucrada en la activación de genes tardíos. Es una enzima muy activa, 

que enlonga cadenas cinco veces más rápido que polimerasas de Escherichia coli 181). Este 

sistema de expresión de antígenos recombinantes se puede emplear en bacterias ya que la 1'7 RNA 

polimerasa es altamente selectiva y no reconoce promotores de la bacteria acarreadora. Sin 

embargo, si el producto del gen que esta bajo el control del promotor T7 es tóxico, es difícil 

evitar la lisis bacteriana, ya que existen bajos niveles de la T7 RNA polimerasa que se transcriben 

aun sin ser inducidos. La transcripción de la T7 RNA polimerasa es tan activa, que desplaza la 

transcripción de las otras RNA polimerasas. 

Las cepas bacterianas recomendadas para trabajar con el sistema T7 son derivadas de Escherichia 

coli K12; como son E. coli IIMS174 IF OmpT r-  K12 m` K12 Ritill(112) y la cepa E. colé BL21 

(F OmpT r131n13•1 (83,84). La cepa de E. coli BL21 tiene la ventaja de presentar una 

deficiencia en Ion proteasas, además de mostrar OmpT, que es una proteasa de membrana. E. coli 

11MS174 tiene la desventaja de no ser resistente a rifampicina, por lo que no es posible inhibir 

la transcripción de sus RNA polimerasas. 

El bacteriófago DE3, es un derivado del fagoX, que tiene la región inmune del fago 21 y acarrea 

fragmentos de DNA que contienen el gen tad, el promotor /acLIV5, el gen lacz y el gen para la 

T7 RNA polimerasa. La T7 RNA polimerasa está insertada dentro del gen int del bacteriófago 

DE3, por lo tanto este gen es inactivado. Cuando se infecta E. coli con el fago DE3 se requiere 

ayuda para la integración y salida de este gene dentro del cromosoma. El DE3 lisogénico está 

formado por el promotor facUV5, bajo el cual está la T7 RNA polimerasa, por lo que es posible 

inducir la expresión de la T7 RNA polimerasa con IPTG (isopropy1-13-D-thiogalacto pyntnosidol. 

Por tanto. los plásmidos que contienen genes bajo el control del promotor T7, es posible lograr 

la expresión de éstos transformando en E. coli B1.21(DE3); sin embargo, se han reportado 

inestabilidad de plásmidos en esta bacteria. La cepa F. coi/ 8121 es recA* y por tanto presenta 

baja eficiencia en la transformación (851. 
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JUSTIFICACION DEL. TRABAJO 

Las vacunas elaboradas a partir de bacterias que funcionan como vectores vivos" son una 

alternativa muy interesante para la administración de antígenos proteicos. No obstante, existen 

todavía problemas técnicos que dificultan su desarrollo. Generalmente, los plásmidos son 

inestables en las bacterias, por lo que es necesario utilizar sistemas de integración cromosómica. 

Sin embargo, al integrar en el cromosoma el gene de interés, el nivel de transcripción disminuye 

notablemente, lo que afecta la inmunogenicidad de la proteína recomhinantc que acarrea la cepa 

bacteriana. En el la Unidad de Investigación Médica en Inmunoquimica 11.31ME hemos 

desarrollado cepas de Salmonclla typhi atenuada que contienen integrado en su cromosoma genes 

heterólogos bajo el promotor Tac. Se eligió Salmonclla typhi como acarreador porque induce 

respuesta inmune local y sistémica, es de fácil administración y es estable a temperatura ambiente. 

la cepa utilizada es Salmonclla typhiCVD908, una mutante auxotrófica á aroC' dant), que ha 

demostrado ser inmunogénica y segura en voluntarios humanos y por lo tanto, buen candidato para 

ser utilizada como vector. La infección por Leishmania mexicana en ratón es un buen modelo 

para evaluar este tipo de vacunas, pues se ha caracterizado que la respuesta protectora depende 

de la inducción de linfocitos T CEW Thl. Construimos la cepa Salmonclla typhi 

CVD90812MG1'63, que expresa de manera estable una forma citosólica truncada de la proteína 

recombinante GP63 de Leishmania mexicana e induce respuesta inmune protectora de tipo Th I 

contra el parásito, pues se produce 1L-2 e 11'N-y y no se detectan anticuerpos contra GP63 ni 11 

o 11.-10, y se inducen linfocitos CDS' eitotóxicos específicos contra la GP63 de LeWnnania 

mexicana No obstante, en el sistema de integración cromosómica la producción de la proteína 

tecombinante disminuye notablemente, pues la bacteria acarreadora tiene una sola copia del gene 

heterólogo. Existen varias alternativas para incrementar la expresión de la proteína recombiante. 

Sin embargo, en este trabajo proponemos incrementar la prixiuccion de la proteina recombinante 

transcomplementando el gene que codifica para la GP63 bajo el promotor '17 mediante la RNA 

polimerasa T7. La ventaja que tiene este sistema es que, de funcionar adecuadamente. puede 

integrarse en el cromosoma haciéndolo más estable. 



REPRESOR IPTG 

D DEL SISTEMA 

PLANTEAMIENTO DEI. PROBLEMA 

Considerando que la expresión de la proteína G1)6.1 de Leishmania mexicana es ineficiente cuando 

el gene se encuentra integrado en el cromosoma de Salmonella typhi, es necesario diseñar un 

sistema que incremente la producción de proteína y con ello aumente su inmunogenicidad. 

HIPOTESIS. 

La expresión de proteínas recombinantes disminuye notablemente cuando se utilizan sistemas de 

integración cromosómica. Utilizando un método de transcomplementación con una RNA 

polimerasa y el gene de interés bajo el control del promotor de esta polimerasa, se aumentará la 

trascripción y traducción de la proteína recombinante, incrementando con esto la inmunogenicidad. 

SISTEMA DE COMPLEMENTACION 



OBWI1VO GENERAL 

Obtener un sistema de expresión de la proteína GP63 de Leishmania mexicana en Eseheriehia 

coli, mediante transcomplementación del gene que codifica para la GP63 bajo el promotor T7 con 

la T7 RNA polimcrasa. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

-Insertar el promotor Ti en un plásmido. 

-Insertar el gene que codifica para GP63, bajo el control del promotor T7. 

-Evaluar la expresión de la proteína GP63 bajo el control del promotor T7 

-Amplificar mediante PCR el gene que codifica para la T7 RNA polimerasa. 

-Evaluar la funcionalidad de la T7 RNA polimerasa 

-Evaluar la expresión de la proteína GP63 en el sistema de complementación 

transformando Eseherichin mil con dos plásmidos compatibles. 

-Evaluar la respuesta humoral de ratones inmunizados con la bacteria Eseheriehia 

SY327, la cual contiene el sistema de complementación en plásmidos. 

-Evaluar la presencia de linfocitos T dirigidos contra la GP63 en los ratones inmunizados 

con el sistema de complementación. 



MATERIAL Y MÉTODOS 

Parásitos 

Leishmania mexicana mexicana MHOM/MX/88/IIRCJS (86) donada por la Dra. Amalia 

Monroy, Escuela Nacional de Ciencias Biológicas, IPN, México. Fue mantenida en medio RPMI 

(GIBCO) adicionado con glutamina, piruvato, suero fetal bovino 10% (GIBC0),13-mercaptoetanol 

y acidificado con HCI. 

Cepas bacterianas. 

Escherichia coli DH5a (GIBCO, BRL.) 

Salmonella typhi CVD908. Mutante áaitC áaroD donada por el Dr. Myron Levine, Center for 

Vaccine Development, Universidad de Maryland, Baltimore, USA)(72) 

Salmonella typhiCVD908DMGP63. Contiene integrado en el locos el gene que codifica para la 

GP63 de Leishmania mexicana. Construida en la Unidad de Investigación Médica en 

Inmunoquímica (87) 

Escherichia coli BL21(DE3) (donada por el CVD, Universidad de Maryland, Baltimore, USA) 

Escherichia coli SY327 Xpit(88) (donada por el CVD, Universidad de Maryland, Baltimore, 

USA) 

Munidos 

pUCI9 (GIBCO,BRL) Ampr 

pUCI9-GP63 (Construido en la UIMI, IMSS). 

pJRDI84. (Ampr', Tett) (89) 

piRD184t1 E. Se reporta en esta tesis. 

plltD184AEPT7. Se reporta en esta tesis 

p.IRD184áEPT7GP63. Se reporta en esta tesis. 

pUCI9-T7RNApoI. Se reporta er esta tesis. 

pACYCI84 (90) 

pACYC 184-T7pol. Se reporta en esta tesis. 
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pGORBY (Donado por el Dr. Myron Levine, CVD, Universidad de Maryland, Baltimore, USA) 

(73).CmIr 

pGORBY-T7RNApoI. Se reporta en esta tesis. 

Cultivo e inducción de cepas bacterianas. 

Se creció la bacteria en 5 ml de medio Luria-Bertani a 37°C, en presencia de ampicilina, de esta 

semilla se tomaron 200 µl y se inocularon en 10 ml de medio y después de 1 hr se indujo con 0.4 

mM de IPTG por 3 hrs. Posteriormente, se centrifugó la bacteria, se lavó y resuspendió en 

solución salina isotónica (SSD. 

Ingeniería Genética. 

La manipulación de DNA se realizó de acuerdo a las recomendaciones de Sambrook, Fritch y 

Maniatis (91). 

Purificación de DNA plaamblico en pequeña escala. 

Se crecieron 3 ml de las cepas bacterianas por 24 hrs a 37°C en presencia de antibiótico 

(dependiendo del marcador de resistencia que les confirió el plásmido transformado en ellas: 

100µg/m1de ampicilina o 20µg/m1 de cloramfenicol, SIGMA). Se centrifugaron y se lavaron con 

SSI. El sedimento bacteriano se resuspendió en 200 µI de TELT (Tris-HCI 50mM pli 8.0, EDTA 

62.5 mM, LiCI 2.5 M y Tritón X-100 al 0.4% ). Se calentó a 100°C durante 90 seg. Al finalizar 

la lisis se colocó la mezcla de reacción en hielo durante 5 min, se centrifugó 8 min a 14,000 rpm. 

El sobrenadante de la reacción de lisis bacteriana se transfirió a un tubo nuevo y se precipitó el 

DNA plasmídico con 100 µI de isopropanol, las muestras se centifugaron 5 min, el precipitado 

se lavó con etanol al 70%, se centrifugó y se resuspendió en 50 µI de agua inyectable. 

Purificación de DNA plasm(dico en gran escala 

Se inocularon 5 ml de un cultivo bacteriano que se realizó durante toda la noche a 37°C y 200 

rpm, en 400 ml de medio Luria-Bertani (I.B) suplementado con antibiótico. Se continuó durante 

8 hrs a 2(X) rpm y 37°C. Las bacterias se cosecharon por centrifugación a 5,000 rpm por 10 min 
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y se lavaron con SSI dos veces. El sedimento bacteriano se resuspendió en 1.5 ml de glucosa 

50mM, Tris-HCI 25 mM pH 7.6, EDTA 10 mM, después se adicionaron 6 ml de una solución 

de 10 mg/ml de lisozima disuelta en TE pH8 ( Tris-HCI I() mM pH 7.4, EDTA ImM pH 8) y 

15 ml de una solución de SUS al 1% y NaOH 0.2 M, se mezclaron y se incubaron 10 ruin en 

hielo. La mezcla de reacción se centrifugó 10 min a 5,000 rpm, el sobrenadante se filtró a través 

de gasa estéril y se le adicionó 15 ml de isopropanol, después se incubó en hielo durante 5 min. 

La suspensión se centrifugó durante 5 min a 5,0(X) rpm, el sobrenadante se decantó y el 

precipitado se resuspendió en 2 ml de TE y se adicionaron 2 ml de LiCI seguido de una 

incubación en hielo durante 30 min. El tubo se centrifugó y el sobrenadante transfirió a un tubo 

con 10 ml 12.5 volúmenes) de etanol absoluto, se incubó 1 hora a -20°C y se centrifugó 10 min 

a 5,000 rpm. El sedimento se resuspendió en 500 µI de agua inyectable y se le adicionaron 100 

µI de una solución de 10 lag/mide RNAsa (SIGMA), seguida de una incubación a 37 °C durante 

60 min. Se le adicionó un volumen (600 µII de una solución de cloroformo-alcohol isoamílico 

(24:1), se mezcló vigorosamente y se centrifugó durante 2 min a 13.000 rpm, la fase acuosa se 

separó para ser sometida dos veces más al mismo tratamiento. Después se adicionó 1/10 (50µI) 

de acetato de sodio 3M pH 7.0, se distribuyó en tres tubos Eppendorf y se les adicionó etanol 

hasta llenar el tubo. Las muestras se colocaron a -70°C durante toda la noche, después se 

centrifugaron a 13,000 rpm por 15 min a 4°C. El sedimento se lavó con 750 µl de etanol al 70%, 

y se concentró durante 5 min en una centrifuga con vacío (Heto). El DNA de cada tubo fue 

resuspendido en 200 µI de agua inyectable y se cuantificó midiendo su absorbancia a 260 nm. 

Digestión de DNA. 

Aproximadamente 100 ng de DNA plasmídico fueron depositados en tubos Eppendorf. Las 

digestiones se realizaron en un volumen final de 50 µI durante dos hrs, adicionando 5 U de la 

enzima de restricción, 5 µI de amortiguador y 45 µI de agua estéril inyectable. 

Bleetroforesis. 

l.as electroforesis se realizaron en agarosa (Ultra pum, GIBCO. BBL) al 1 `';,, en una cámara 

horizontal (Horizon 5-8. 13RL I. con 50 ng de DNA a 75 y ( I 5 V ,CM 3  duruire 45 min utilizando 

como amortiguador de corrimiento TAE IX. La agarosa conterna I lig de bromuro de etidio. al 



terminar el corrimiento el gel se observó sobre un transiluminador de luz ultravioleta para ser 

fotografiado. 

Purificación de fragmentos de DNA por GeneCleanR. 

Se realizó de acuerdo al método descrito por Wilson (92). Se corrió un gel preparativo de 

agarosa al 1%, donde se colocó aproximadamente 200 ng de DNA, previamente digerido, con la 

enzima de interes, se corrió en una cámara horizontal (Horizon 5-8, BRL), con 50 ng de DNA 

a 75 V 15V/em3), durante 45 mira utilizando como amortiguador de corrimiento TAL IX, la 

banda correspondiente al fragmento de interés fue cortado de los geles de agarosa y depositado 

en tubos Eppendorf para su purificación mediante GeneCleanR. Se agregaron 800 µI volúmenes) 

de Nal 6 M, se incubaron a 56*C hasta que la agarosa se disolvió, se le agregaron 5 µI de perlas 

de vidrio, se incubó en hielo durante 30 mira (agitando el tubo frecuentemente), enseguida se 

centrifugó 1 mira 6,000 rpm y se eliminó el sobrenadante, las perlas de vidrio se lavaron tres veces 

con "New-Wash" (NaCI 50 mM, y etanol al 50% ), se resuspendieron después en 50 µI de agua 

estéril, se dejaron 20 mira a 56*C, se centrifugó de nuevo y el sobrenadante se separó en un tubo 

limpio. Las perlas se resuspendieron en 20 µI de agua inyectable y se incubaron 20 mira más a 

56.C, se recuperó el sobrenadante y se verificó la presencia de DNA corriendo 2 al de éste en un 

gel de agarosa al 1%. 

Ligación, 

En un tubo Eppendorf se mezclaron 50 ng del plásmido digerido más 100 ng del inserto, 

purificados por GeneCleanR, a la mezcla se le agregaron 2µl de amortiguador para enzima 1'4  

ligase (GIBCO, BRL) y 1 µI de dicha enzima. Se llevó a un volumen total de 20 µI con agua 

estéril y se incubó a 16'C toda la noche. 

Transformación bacteriana. 

Para preparar las células competentes una colonia de la bacteria correspondiente. se  cultivó toda 

la noche a 37° C, 200 rpm, en 10 ml de medio Luria, de esta semilla se tomó I ml y se colocó 

en 200 ml de medio, se incubó bajo las mismas condiciones hasta que la densidad óptica a 600 
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nm fue de 0.6, entonces se agregaron 600 ml de medio y se mantuvo bajo las mismas condiciones 

por 15 minutos. El medio conteniendo la bacteria se centrifugó a 5.000 rpm por 10 min, el 

sedimento bacteriano se resuspendió en 250 ml de 0.1 M de CaCl2  por 2 lirs, posteriormente se 

centrifugó y la pastilla bacteriana se resuspendió en 5 ml de CaCl2  0.1 M y glicerol al 10% a 0°, 

se hicieron alícuotas de 100 µI en tubos Eppendorf estériles. Las alícuotas se mezclaron con la 

respectiva mezcla de ligación problema y las restantes se guardaron a -70°C. Las bacterias 

competentes se incubaron 30 min con la mezcla de ligación, posteriormente se les dio un choque 

térmico de 42°C durante 60 seg. Las bacterias fueron incubadas 5 min en hielo, a esta mezcla se 

le añadió 1 ml de medio SOC (bacto-triptona al 2%, extracto de levadura al 0.5%. NaCI 0.05%, 

KCI 2.5 mM, glucosa 20mM, pH 7.0) y se incubó 30 mili a 37° C. 200 rpm; 100 µI de la 

suspensión bacteriana se sembraron en cajas con medio Luria conteniendo el antibiótico 

correspondiente (ampicilina, tetraciclina o cloranfenicol). 

Identificación de las colonias transformadas. 

Las colonias transformantes se seleccionaron por su crecimiento en 13111 conteniendo el antibiótico 

de interés. Las colonias resistentes se sembraron en placas de medio Luria, de donde se aislaron 

y transfirieron a papel de nitrocelulosa para rastrear el gene insertado mediante hibridación 

("colony blot"), las colonias positivas se sembraron en 3 ml de medio y se incubaron a 37 °C, en 

agitación orbital 200 rpm, toda la noche. Posteriormente se cosecharon y lavaron 1 vez con SS1. 

Posteriormente, se realizó una extracción de DNA plasmídico y se verificó su identidad con 

enzimas de restricción. 

Obtención del gen de la 11 RNA polimerasa 

A partir de la secuencia publicada (93) se obtuvo el gene que codifica para la T7 RNA 

polimerasa mediante la reacción de la polimerasa en cadena (PCR) (94), empleando DNA 

cromosómico de Escherichia coi/ BL21(DE3). Los oligonucleótidos iniciadores o "primers" 

empleados fueron, para el extremo 5' la secuencia CgggggATCCAggTACgA 

TITACFAACfggAAgAggCACT en la cual se incluyó un sitio Bamill; para el extremo 3', la 

secuencia CgagggATCCrf ACgCgAACgCgAAgTCCgACTCTAAgAT, en el cual se incluyó un 

sitio BamH1. La amplificación se llevo a cabo en un termociclador i Robocycler. Stratagene I. bajo 

25 



las siguientes condiciones: 

REACTIVO 
	

CONCENTRACIÓN 

DNA cromosomal de Escherichia cohl3L21DE3 
	

0.1 ug 

"iniciadores" 
	

50 pg 

mezcla de desoxinucleótidos 
	

0.2 mM 

MgCl2 
	

1.3 nM 

Taq DNA polimerasa 
	

1 U 

Buffer de reacción 10X 
	

10 11 

Agua inyectable c.b.p. 	 100 µI 

Número 

de ciclos 

Desnaturalización Alineamiento Extensión 

TemPentura 

(°C) 

Tiempo 

Imin) 

Temperatura 

(`C) 

Tiempo 

(mira) 

Temperatura 

1°C) 

Tiempo 

Iminf 

1 - 	95 4 55 2 _ 72 

29 95 2 55 2 72 

1 95 2 55 2 - 72 5 
1 

Extracción de DNA genómico. 

Se realizó a partir de 1X109  bacterias cosechadas y lavadas dos veces con SSI. Se resuspendieron 

en 5 ml de amortiguador tisis (Tris 50 mM, EDTA 100 mM, NaCI 100 mM y SDS al 1%1, se 

les adicionó 200 µI de proteinasa K (10 mg/mi) y se incubó a 56"C, toda la noche. Posteriormente, 

se les adicionó 50 µI de RNAasa (1 mg/m1) incubando 2 hrs a 37'C con agitación. Después se 

adicionó a la mezcla un volumen de fenol pH 7.2 y se agitó durante 20 mira lentamente y se 

centrifugó 10 mira a 10,000 rpm, transfiriendo la fase acuosa a un tubo nuevo y se adicionó 1 

volumen de fenol/cloroformo (24:23) se agitó nuevamente durante 20 mira y se centrifugó, se 

recuperó la fase acuosa pasándose a un tubo nuevo al que se le agregó 1 volumen de cloroformo, 

agitando 20 mira y se centrifugó como ya se indicó. Posteriormente, se adicionaron 2 volúmenes 
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de etanol absoluto frío, se agitó vigorosamente hasta obtener un agregado de DNA, se centrifugó 

durante 5 min a 10,000 rpm y se lavó con etanol al 70%, se secó al aire y se resuspendió en 500 

de agua estéril. 

Cuantificación de DNA 

El DNA se cuantificó en el espectrofotómetro a 260 nm. Las muestras se diluyeron 1:100 en agua 

inyectable. Las concentraciones de DNA se determinaron mediante la siguiente fórmula.  

Cone. de DNA = 50 µg/m1 X factor de dil X D.0 a 260 nm 

Hibridación de DNA. 

El DNA genómico bacteriano se digirió toda la noche con la enzima de restricción de interés. 

Posteriormente, se realizó el corrimiento electroforético en un gel de agarosa al 1% a 25 V en una 

cámara Horizon (BRL) por aproximadamente 12 hrs en amortiguador de corrimiento THE 0.5X 

(la agarosa contenía 0.5 ag de bromuro de etidio). Después el gel se sumergió en amortiguador 

desnaturalizante (NaOH 0.5 M, NaCI 1 MI durante 30 min, se lavó con agua desionizada y se 

sumergió en amortiguador neutralizante (Tris-HCI 0.5 M, NaCI 3 M pH= 7.41, por 30 min. El 

DNA se transfirió a papel de nitrocelulosa. La sonda empleada en la hibridación se preparó de 

acuerdo al método de "Random Primer". Aproximadamente 10 lig de DNA, se desnaturalizó por 

ebullición durante 10 min y se trasfirió a hielo por 5 min, posteriormente se adicionaron 3 µI de 

mezcla de nucleótidos (sin CTP), 2 µI de amortiguador para la polimerasa Klenow, 5 µI de a-CTP 

marcada con 32P, 1 pl de dicha enzima y se llevó a 20 µI de reacción con agua estéril. Se incubó 

2 hrs a 37.C. Después de lo anterior la sonda marcada se purificó mediante una columna de 

Sephadex G-50 (Sigma). La hibridación se realizó colocando la membrana en solución de 

hibridación (SSPE 4X , DENHARD'I.  al 10(7 . SUS al 20%), con la sonda radioactiva 

(previamente desnaturalizada), se incubó toda la noche a 68 C, posteriormente se lavó la 

membrana 8 veces durante 30 min a 68 C con amortiguador de lavado (SDS (l.1 (7i, SSC 0.5 X. 

y se expuso ante una película (Kodak) durante 24 hrs. 



Detección de DNA por la técnica de "Southem blot" 

La hibridación de DNA genómico con una sonda de DNA plasmidico se realizó de acuerdo al 

metrxio descrito por Southem 1951. Se digirieron 10 og de DNA cromosomal, toda la noche con 

la enzima de restricción de interés y se corrió un gel de agarosa al 0.7 % conteniendo bromuro 

de etidio (0.5 µg/m1) en 0.5 X de TBE (Tris-MI p11 Ac. Borre°, EUTA), El gel se colocó en 

solución desnaturalizante de DNA por 45 minutos ( NaCI 1.5 M. Na011 0.5 N), con agitación 

constante. Se lavó el gel con agua desionizada y luego se neutralizó, con solución de lavado (Tris 

I M p11 7.4, NaC1 1.5 MI por 30 minutos, a temperatura ambiente, se repitió la operación por 15 

minutos. Se transfirió el DNA a una membrana de nylon por capilaridad empleando como buffer 

de transferencia una solución de 10X SSC. Se lavó el papel con una solución 6X de SSC. La 

membrana de nylon con el DNA fue horneada por 2 hr a 110 %. La hibridación se realizó 

colocando la membrana en solución de hibridación (SSF'E 4X . DENHARDT 10c,¿, SUS 20'4 ), 

y la sonda radioactiva (previamente desnaturalizada) incubando toda la noche a 68"C. 

posteriormente se lavó la membrana 8 veces durante 30 min a 68 C con amortiguador de lavado 

(SUS 0.1 %, SSC 0.5 XI, y se expuso en una película (Kodak) durante 24 hrs. 

Extracción de RNA. 

Se inoculó una colonia bacteriana en 5 ml de medio ',urja y se dejó crecer toda la noche, se 

centrifugó y la pastilla bacteriana se lavó con solución salina, se resuspendió en SSI y se ajustó 

espectofotométricamente a 1X109  en 100 µl de TE estéril, se adicionó 1 ml Trizol (Gibe() BRE), 

se incubó por 5 minutos a temperatura ambiente y se adicionó 0.2 ml de cloroformo por ml de 

Trizol. Se incubó a temperatura ambiente por 10 min. se  centrifugó a 12,000 x g por 15 min. se  

separó la fase acuosa, se mezcló con un volumen igual de una mezcla de fenol-cloroformo. Se 

centrifugó y separó la fase acuosa, la cual se precipitó con 0.5 ml de isopropanol por cada ml de 

Trizol. se incubó por 10 minutos en frió y centrifugo a 12,(810 s g por 10 min a 4°C. El RNA 

total precipitado se lavó con 1 ml de etanol al 75'; frit), se resuspendió en agua estéril libre de 

RNAsa y se midió la concentración en el espectofótornetm a 260 nm 



Detección de mRNA, por "Nothem blot". 

El RNA total purificado por la técnica de Trizol, x cuantifico en el espectrutotometro a 260 nm, 

y se corrieron en un gel de agamsa al I% ( I gr de agarosa, buffer de corrimiento IX, 

formaldéhido 2.2 Mi 50 jag de RNA total, se realizó corrimiento previo de 5 min a 5 v,em. Se 

corten las muestras hasta 3 /4  del gel total. Se transfiere la muestra por difusión capilar a una 

membrana de nylon y se incuba a 68°C con una sonda marcada radiactiva. La sonda empleada 

en la hibridación se preparó de acuerdo al método de "Random Primer-. Aproximadamente 10 µg 

de DNA, se desnaturalizó por ebullición durante 10 min y se trasfirió a hielo por 5 min, 

posteriormente se adicionaron 3 µI de mezcla de nucleótidos (sin °Vi, 2 µI de amortiguador para 

la polimerasa Klenow, Sµ1 de a-CTP marcada con 321), 1 µ1 de dicha enzima y se llevó a 20 µI 

de reacción con agua estéril. Se incubó 2 hrs a 37'C. Después de lo anterior la sonda marcada se 

purificó mediante una columna de Sephadex G-50 (Sigma). La hibridación se realizó colocando 

la membrana en solución de hibridación ISSPE 4X , DENIIARDT al 10'4,, SDS al 20%), con la 

sonda radioactiva (previamente desnaturalizada), se incubó toda la noche a 68'C, posteriormente 

se lavó la membrana 8 veces durante 30 min a 68C con amortiguador de lavado (SUS 0.1 %, 

SSC 0.5 X), y se expuso ante una película (Kodak) durante 24 hrs. 

TÉCNICAS DIVERSAS 

Expresión de la glicoprotetna GP63. 

la expresión de GP63 recombinante se verificó por inmunopunto. Aproximadamente I X 109  

bacterias transformadas con el gene que codifica para GP63 fueron centrifugadas y la pastilla se 

disolvió en 500 µI de PBS, se sonicó y centrifugó. La muestra se transfirió a membranas de 

nitrocelulosa mediante un aparato de vacío. El papel se bloqueó con PBS-gelatina al 2 r/r,  durante 

2 hrs a 37 C y se incubó 2 hrs con el suero hiperininune de conejo contra el extracto de proteínas 

de Leishmania, seguido de una incubación de 2 hrs con un anticuerpo de cabra conjugado a 

peroxidasa (Sigmas. Se reveló la reacción inmunológica con a-4-Cloro Naftol-11202  (Sigma), 

realizándose lavados entre las incubaciones con PBS-Tween 20 al 0.01 % a 17 C. 
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Cuantificación de proteínas 

Se realizó por el método descrito de Lowry (96) empleando albúmina sérica bovina (Sigma Co) 

como estándar. 

Electrotortais de proteínas en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). 

La electroforesis se realizó segun la técnica descrita por Laemmli (97). Los geles se corrieron 

en cámaras verticales ILKB Instruments), en presencia de SDS, en condiciones reductoras y un 

sistema de amortiguador discontinuo. El gel introductor contenía una concentración final de 5% 

de acribunida, 0.13% de bis-acrilarnida, 0.1% de SDS en Tris-t1C1 0.125 M a pH 6.8. El gel 

separador tenía una concentración de 11.2% de acrilamida. 23% de bis-acrilamida, 0.19% de SDS 

en Tris-HCI 0.35 M a pH 8.8. Las bacterias se ajustaron espectrofotométricamente a 1X109/m1 

y la cantidad de proteína se midió por el método de Lowry. Las muestras se resuspendieron en 

amortiguador de muestra (Tris 0.125 M pll 8.8. SDS al 2%, 11-mercaptoetanol al 5%, glicerol al 

10% y azul de bromofenol al 0.005% ), las muestras se hirvieron por 10 minutos y se corrieron 

a 30 mA por 6 hrs a temperatura ambiente. El amortiguador de corrimiento contenta Tris 0.025 

M pH 8.3, glicina 0.192 M, SDS al 0.1%. 

bununoelectrotransferencia ("Western bloc"). 

Las proteínas separadas electroforéticamente fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa de 

acuerdo al método de Towbin (98). El papel se bloqueó con PBS-leche 5% por 2 horas. 

Posteriormente se incubó con el suero hiperinmune de conejo dirigido contra un extracto crudo 

de proteínas de Leishmania por 2 hrs, seguido de esto se incubó con anticuerpo de cabra contra 

IgG de conejo conjugado a peroxidasa (Sigma). La reacción inmunológica se reveló con a 4-Cloro 

Naftol-H202. Entre las incubaciones se realizaron lavados con PBS-Tween 20 al 0.01 %. Todo lo 

anterior se realizó a una temperatura de 37*C. 
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Ensayo inmunoenzinultico en fue sólida (ELISA). 

Se realizó de acuerdo al método de Engvall 199). Se recubrieron placas para microtitulación con 

5 lig y 10 kg de un extracto proteico de Leishmania mexicana, para lo cual se resuspendió en 

buffer de carbonatos pH 9.5. y se incubó por 2 hrs a 37 "C. y posteriormente se dejaron toda la 

noche a 4 °C. Para bloquear se adicionaron 1(X) µl/pozo de una solución de PBS-Leche al 5%, por 

1 hr. Se le adicionó el ler. anticuerpo diluido 1:500 en PBS-leche 5%. Se incubó la placa a 37 

°C por 2 hrs, y se adicionó el segundo anticuerpo diluido 1:1000, se incubó 2 hrs. Se adicionó 

como substrato 0-fenilendiamina de un stock de 6mg/12m1, para preparar la mezcla se empleó 

buffer de citratos de pH 5.6. Se paró la reacción a los 10 minutos de incubación adicionando 50 

11 por pozo de H7SO4. Se midió la absorbancia a 492 nm. Entre cada paso se realizaron 4 lavados 

con una mezcla de PBS-Tween 20 al 0.1% 

Obtención de suero hiperinmune de conejo contra proteínas de Leishmania mexicana. 

Se obtuvo suero hiperinmune de conejo contra proteínas de Leishmania mexicana. Se utilizó un 

conejo de la cepa Nueva Zelanda el cual fue inmunizado por vía interescapulovertebral con un 

extracto crudo de Leishmania mexicana. Se le administró una dosis cada semana de l mg/m1 en 

500 µI de SS mezclados con 500 ul de adyuvante completo de Freund (SIGMA) durante 12 

semanas. El conejo se sangró el día cero para obtener el suero control, el día veinte y treinta. La 

titulación de anticuerpos se realizó en la semana 12 mediante ELISA. Las placas se sensibilizaron 

con 10 µg/ml de antígeno en solución amortiguadora de carbonatos pH 9.6 1 hr a 37'C. 1,a placa 

se bloqueó con PBS-SFB al 5% por 2 hr a 37'C. El suero de conejo se agregó por duplicado en 

cinco diluciones (1:100, 1:300, 1:900, 1:2700 y 1:81001y se incubó por 2 hr a 37.C. Finalmente 

la placa se incubó con un suero de cabra anti-IgG de conejo conjugado a peroxidasa (SIGMA) 

durante 1 hr a 37'C. Posteriormente se agregó el substrato OPD-peróxido de hidrógeno, se 

estabilizó el color con HzSO4  2N y se leyó la D.O. a 490 nm. Entre las incubaciones, las placas 

se lavaron con PBS-Tween 20 al 0.01%. Para utilizar este suero hiperinmune en la evaluación de 

la producción de GP63 por Salmonella typhi CVD908, se adsorvió con Escherichia coli. para lo 

cual se incubó el suero con 1 x 109  bacterias/ml por 2 horas v se eliminó la pastilla bacteriana 

por centrifugación. 



Obtención del antígeno de Leishmania mexicana. 

Se obtuvo antígeno crudo de Leishmania modificando el método de Bouvier (551. Un cultivo de 

teiNhmania mexicana en fase logarítmica se cosechó por centrifugación y se lavó dos veces en 

un amortiguador de Tris-liCI 0.01 M pll 7.4. Los parásitos fueron sometidos a sonicación y las 

)hrmbranas fueron colectadas por ultracentrifugación a 60,000 rpm por 45 minutos. La pastilla 

conteniendo las membranas, se solubilizó con Tritón X-1 14 a 4'C (100), y fatalmente, fue 

sometida a un gradiente de sacarosa. La composición del antígeno crudo se verificó por SDS-

1' ‘GE. 

Estimulacidn in vitro de linfocitos. 

Grupos de 5 ratones BALB/c se inmunizaron con Escherichni coli SY327 transformada con los 

plasmidos pGORBYT7 RNA polimerasa y ORD184131'7G1)63. Los ratones recibieron 100 ul de 

una dosis de I X106  bacterias/ml. Los ratones recibieron 4 inmunizaciones y siete días después de 

la ultima dosis se preparó una suspensión de esplenocitos por medio de disgregación del bazo en 

tela de organza. Los eritrocitos se eliminaron mediante el empleo de un amortiguador de lisis 

10.15 M de N114C1, 1.0 mM de KI1C04, 0.1 mM de Na2EDTA. pH= 7.4) durante 3 minutos. Los 

esplenocitos se lavaron con solución de HANKS (Gibcol, y se ajustaron a 3x106/10 ml de RPM1 

complementado con 10% de suero fetal bovino, glutamina y piruvato de sodio. 1(X) ul de las 

células se colocaron en placas de cultivo, con 50 ugi'ml y 25 ug/ml de un extracto crudo de 

proteínas de Leishmania mexicana. Los cultivos se incubaron 3 días a 37 oC y 5% de CO2. 

Dieciocho hrs antes de terminar el cultivo se agregó 1 µCi de 311-Timidina por pozo. Las células 

se cosecharon en filtros de fibra de vidrio y la incorporación del material radiactivo se cuantificó 

en un contador de Centelleo Liquido (Beckman). 

11 



RESULTADOS 

OBTENCIÓN DE UN SUERO HIPERINMUNE CONTRA LA GP63. 

Para evaluar la expresión de la GP63 en las diferentes construcciones, se inmunizó un conejo de 

la cepa Nueva Zelanda, de aproximadamente 3 Kg de peso, con un extracto de proteínas de 

Leishmania mexicana obtenidas mediante extracción con Triton X-114. En la Figura No.I se 

muestran los niveles de anticuerpos presentes al final del esquema de inmunización evaluados por 

ELISA. para lo cual se sensibilizaron placas de microtitulación con 10 µg/ml de proteínas de 

Icishmania mexicana. El suero de conejo se evaluó por duplicado en cinco diluciones 41:100, 

1:300, 1:900, 1:2700 y 1:8100). En la Eigura No.1 se muestra el titulo de anticuerpos generados. 

donde se observa un aumento de 6 veces comparando con el control en la dilución 1:100. En la 

dilución 1:8100 en el anticuerpo hiperinmune se detecta un aumento de 10 veces comparado con 

el suero preinmune. 

OBTENCION DEI. GENE QUE CODIIICA PARA GP63 BAJO El. PROMOTOR T7. 

a. Obtención del plásmido p.IRDl848EcoRl. 

El plásmido pJRDI84 13.8 Kb) es un derivado de pBR322  que carece de promotores y contiene 

varios sitios de restricción únicos, entre ellos EcoRI, estos sitios son utiles para insertar 

fragmentos de DNA. Se digirió el plásmido con EcoRI, se trato con la DNA polimerasa Klenow, 

se autoligó y se rastreó la presencia de (lonas carentes del sitio EcoRl. En la Figura No.2 se 

muestra en el carril 3 y 4 digestiones de una clona carente del sitio EcoRI, con las enzimas 

EcoRV-EcoRI y Kpnl-EcoRI respectivamente, donde al estar ausente el sitio EcoRl, se obtiene 

el plásmido lincarizado solo por una enzima, que corresponde a un tamaño de 3.8 Kb El plásmido 

resultante se denominó p1RD184,S1icoRl. 

b.Obtención del plásmido 011.1)184A 197 

El plasmido que perdió el sitio EcoRI fue digerido con l'stl-Sacl (posiciones 1.4 y 1.3 101 donde 

se insertó el promotor "1-7. El oligonucleótido sintetico tiene la secuencia siguiente. 
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NOMBRE BamUl PROMOTOR T7 EcoR1 Sacl 

Iniciador 1 G CTAATACGACTCACTATAGGGA GAATTC GAGCT 

Iniciador 2 ACGTC GATTATGCTGAGTGATATCCCT CTTAAG C 

de tal manera que el plásmido resultante ORD184áE-PT7 tiene un sitio EcoR1 en la posición 1.4 

Kb lo cual se presentan en la Figura No. 2. En el carril 8 se muestra la digestión de la clona con 

EcoRI, la regeneración de este sitio obteniendose un fragmento de 3.8 Kb. Al digerir el plásmido 

p.112D184áE con Pstl y Scal e insertar el promotor T7 se eliminó también un sitio Kpnl, que se 

encontraba en la posicion 1.3 Kb, lo cual se comprobó mediante digestión según se observa en 

la Figura No.2, en el carril 9 donde al estar ausente el sitio Kpnl, no hay digestión. 

e. Obteacida del pliamido pIRD114AE-PTIGP63 

En el sitio EcoRI del plásmido p.IRD184,1E-PT7 (posición 1.4 Kb), se insertó el gene de la forma 

madura de la GP63 (1.5 Kb), el cual fue obtenido a partir de pUCl9-GP63 y purificado por 

GeneCleank. El plásmido resultante se denominó p1RD184AE-PT7GP63. En la Figura No.3 se 

muestran dos donas que contienen el gene de GP63 bajo el promotor T7. La orientación del gene 

se determinó mediante digestión con Clal. Debido a que el gene de GP63 tiene un sitio Cial en 

la posición 1.2 Kb los fragmentos generados los fragmentos generados son de 1.67 y 3.68 Kb 

según se muestra en la Figura No.3. Al digerir las donas con EcoRI se genera un fragmento de 

1.5 Kb y otro de 3.8 Kb, lo cual se muestra en los carriles 2 y 5. La enzima Pstl se encuentra 

presente en la GP63 yen el plásmido pJRD184áE-PT7, por lo cual se generan 2 fragmentos que 

son de 0.2 y 5.2 Kb, lo cual se ilustra en los carriles 3 y 6, el fragmento de 0.2 Kb, no se 

observa, pero si las bandas que corresponden a 5.2 Kb. 

d. Expresión de la GP63 recombinante de Lcishmania mexicana bajo el promotor T7. 

1 a expresión de la proteína GP63 recombinante se avaluó en Esarrichia coli 01.21DE3. la  cual 

tiene integrado el gene de la T7 RNA polimerasa en su cromosoma. La expresión de GP63 

recombinante se verificó por inmunopunto en diversas donas transformadas para identificar las 

mejor productora. En la Figura No. 4, se muestra la presencia de proteína GP63 recombinante en 
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6 donas productoras de la proterva. lo cual se compara con los cuadros 3 y 4 donde se colocó 

extracto crudo de proteínas de Escherichia coli B1,21DE3, donde se ve la ausencia de la proteína 

recombinante. Para determinar el tamaño de proteína GP63 recombinante se realizó 

inmunoelectrotransferencia. A partir de una pastilla bacteriana de Escherichia 

BL2IDE3/pIRD184T7GP63 inducida con IPTG de 1X109  en 500 µI, se tomaron 50 µI 

(conteniendo 1X108  bacterias) y se diluyeron en amortiguador de muestra. Los geles se corrieron 

en presencia de SDS, en condiciones reductoras y un sistema de amortiguador discontinuo. La 

Figura No.5 muestra un gel de acrilamida teñido con azul de Coomasie. El patrón electrofético 

del extracto crudo de proteínas de Escherichia 	BIL21DE3 transformada con el plásmido 

piRD1840E-PT7GP63 no parece diferir del observado en Escherichia coli B1.21DE3. Sin 

embargo, al transferir las proteínas a papel de nitrocelulosa y revelar con el anticuerpo de conejo 

contra proteínas de Leishmania mexicana se observa una banda extra en las donas transformadas 

con el plásmido que contiene el gene de la GP63, según se muestra en la Figura No.5. Las bandas 

que aparecen el las donas no transformadas se deben a reactividad cruzada del anticuerpo de 

conejo que reconoce proteínas de Escherichia coli. Tambien se verificó la presencia de mRNA 

para la GP63 mediante hibridación RNA-DNA o "Northem blot". Se purificó RNA a partir de 

Escherichia coli 131,21DE3 transformada con pJRD1840E-PT7GP63, se sometió a eletroforésis 

en agarosa, se transfirió a papel de nitrocelulosa y se hibridó con una sonda de DNA conteniendo 

el fragmento de la GP63 de 1.5 Kb obtenido por digestión de pUC19-GP63 con EcoRl y marcada 

con 32P. En la Figura No.6 se muestra en el carril I, el RNA total de Escherichia coli BL21DE3; 

carril 2. RNA total de Escherichia coli BL2IDE3/p1RD184PT7GP63, inducidas con IPTG. lo 

cual como se puede ver indica la presencia de mRNA, en la clona que contiene el gene para la 

GP63. Sin embargo tambien se puede observar la degradación del mensajero debido posiblemente 

a la cantidad de este que se esta produciendo por la indución con el IPTG. 

OBTENCION DE LA T7 RNA POI.IMERASA BAJO El. PROMOTOR tac 

a. Amplificación T7 RNA polimerasa. 

El gene que codifica para la T7 RNA polimerasa se obtuvo a partir de DNA genomico de 

Eschcrichia culi 111.21DE3 mediante de PC R . Con los "iniciadores' empleados para la 

amplificación de la T7 RNA polimerasa se generaron sitios Banüll en ambos e ntremos. 1•:n la 



Figura No.7 se muestran los productos del PCR, que muestran un gene de 2.7 Kb, que 

corresponde al tamaño esperado. 

b. Clonación del gene de la T7 RNA polimerasa 

11 gene de la T7 RNA polimerasa se insertó en el sitio BamIll de pUCI9, para lo cual el 

producto de PCR y el plásmido pUCI9 se digirieron con esta enzima. Las colonias resistentes 

ampicilina se rastrearon con una sonda de 1'7 RNA polimerasa (producto de PCRI marcada con 

31). Se obtuvo el DNA plasmidico de las colonias positivas y se digirió con enzimas de restricción 

para identificar plásmidos conteniendo el inserto en la orientación correcta. En la Figura No.8, 

se muestra el mapa de restricción del plásmido resultante pUC I 9-1'7pol. Considerando que pUC19 

tiene un sitio Ndel en la posición 0.4 Kb y la T7 RNA polimerasa tiene un sitio en la posición 

2.6 Kb. Los productos esperados cuando se digiere el plásmido con Ndel son de 0.4 y 5.0 Kb 

cuando el inserto se encuentra en la orientación más, lo cual se muestra en la Figura No.8, carril 

4 El gene T7 RNApoi contiene un sitio lipal, y un sitio único Smal, que se localiz.a en el pUCI9 

por lo cual la clona al ser digerida con estas enzimas de manera independiente nos genera un 

fragmento que corresponde a 5.4 Kb lo cual se muestra en el carril 3 y 5 respectivamente. La 

digestión con Pvull, nos genera 2 fragmentos donde el fragmento de 3.0 kb corresponde al 

promotor lac y la T7 RNApol, y el fragmento de 2.4 corresponde al resto del pUCI9, lo cual se 

muestra en el carril 1, en el carril 2 se muestran dos bandas que se encuentran encimadas, donde 

una corresponde al gene de la T7 RNA pol y la otra banda al pUC l9. 

c. Expresión de mRNA de la T7 RNA polimerasa. 

La dona de Eschcrichia 	D1150, transformada con el plásmido pUCI9-T7pol. se  crecio en 

presencia de IPTG para inducir la expresión de la 17 RNA polimerasa, se extrajo el RNA total 

para rastrear el mRNA se empleó el gene de la '17 RNA polimerasa mareado con '2P, el resultado 

se muestra en la Figura No.9. Donde como observamos al incrementar la cantidad del mRNA 

mensajero presente en el carril se ve mas el efecto de la degradación del mRNA lo cual nos 

indica posiblemente una sobre expresión de esta proteina recombinante y con ello un incremento 

en la degradación de esta. En la columna 1.2.1 y 4. se encuentra el RNA total que corresponde 



Figura No.7 se muestran los productos del PCR, que muestran un gene de 2.7 Kb, que 

corresponde al tamaño esperado. 

b. Clonación del gene de la Ti RNA polimerasa 

El gene de la T7 RNA polimerasa se insertó en el sitio BamIll de pUC19, para lo cual el 

producto de PCR y el plásmido pUCI9 se digirieron con esta enzima. Las colonias resistentes 

ampicilina se rastrearon con una sonda de Ti RNA polimerasa (producto de PCR) marcada con 

321). Se obtuvo el DNA plasmídico de las colonias positivas y se digirió con enzimas de restricción 

para identificar plásmidos conteniendo el inserto en la orientación correcta. En la Figura No.8, 

se muestra el mapa de restricción del plásmido resultante pUC19-T7pol. Considerando que pUC19 

tiene un sitio Ndel en la posición 0.4 Kb y la T7 RNA polimerasa tiene un sitio en la posición 

2.6 Kb. Los productos esperados cuando se digiere el plásmido con Ndel son de 0.4 y 5.0 Kb 

cuando el inserto se encuentra en la orientación más, lo cual se muestra en la Figura No.8, carril 

4. El gene Ti RNApol,  contiene un sitio lipal, y un sitio único Smal, que se localiza en el pUCI9 

por lo cual la clona al ser digerida con estas enzimas de manera independiente nos genera un 

fragmento que corresponde a 5.4 Kb lo cual se muestra en el carril 3 y 5 respectivamente. La 

digestión con Pvull, nos genera 2 fragmentos donde el fragmento de 3.0 kb corresponde al 

promotor lac y la T7 RNApoI, y el fragmento de 2.4 corresponde al resto del pUC19, lo cual se 

muestra en el carril 1, en el carril 2 se muestran dos bandas que se encuentran enzimadas, donde 

una corresponde al gene de la T7 RNA pol y la otra banda al pUC19. 

c. Expresión de mRNA de la T7 RNA polimerasa. 

La clona de Escherichia coli DUSa transformada con el plásmido pUC19-T7pol, se creció en 

presencia de IPTG para inducir la expresión de la T7 RNA polimerasa, se extrajo el RNA total 

para rastrear el mRNA se empleó el gene de la 	RNA polimerasa marcado con 12P. el resultado 

se muestra en la Figura No.9. Donde como observamos al incrementar la cantidad del mRN,1 

mensajero presente en el carril se ve más el efecto de la degradación del mRNA lo cual nos 

indica posiblemente una sobre expresión de esta protema recombinante y con ello un incremento 

en la degradación de ésta. En la columna 1,23 y 4. se encuentra el RNA total que corresponde 



alas colonias de Escherichia coli DII5a, que no contienen el gene para la T7 RNA pol, donde no 

hay presencia de mRNA para esta polimerasa en ninguna de las 4 concentraciones. 

d. Subclonación de la T7 RNA polimerasa en el plásmido pGORBY. 

Con el propósito de tener el sistema de complementación T7 RNA polimerasa-promotor T7 en 

plásmidos compatibles, la T7 RNA polimerasa se subclonó en los plásmidos pACY 184 y 

pGORBY. pACY 184 tiene el origen de replicación del plásmido pISA y pUCI9 el ColEl. El 

plásmido pGORBY es un derivado de pKTN70I, cuyo origen de replicación R6K, es dependiente 

del factor rr. Este plásmido se transforma en Escherichia coli SY327Xpir. pGORBY es un 

plásmido suicida que contiene el alelo tlaroC de Salmonella typhi y por lo tanto capaz de 

integrarse en el cromosoma de esta bacteria por recombinación homóloga. Este plásmido ha sido 

modificado, de tal manera que contiene el promotor Tac y el "polylinker" de pKK223-3 enmedio 

del locus AaroC. Por tanto, al ser compatible con pUCl9, permite hacer experimentos de 

transcomplementación e integrar en el cromosoma. 

El gene de la T7 RNA polimerasa se obtuvo a partir pUC19-T7 RNA pol y se subclonó en el 

sitio BamHI del plásmido pGORBY. En el plásmido resultante pGORBY-T7 RNA pol, se verificó 

la orientación del gene mediante digestión con la enzima Kpnl, la Figura No.10 presenta los 

fragmentos esperados. La funcionalidad de la T7 RNA polimerasa se evaluó mediante "Nothem 

blot" (Figura No.11). Donde se muestra una disminución en la expresión del mRNA, y con ello 

una disminución en la degradación del mensajero, lo cual es posible explicar debido al origen de 

replicación, el cual para el pUCI9 es de aproximadamente 700 copias por bacteria, mientras que 

para pGORBY es de 7 copias por bacteria aproximadamente. Al haber mayor expresión del 

mensajero para la polimerasa se aumenta la degradación de ésta (Figura No.12). 

e. Conansfonnación del plásmido pJRD184PT7GP63 y pGORBY-T7pol 

Los plásmido p1RDI84PT7GP63 y pGORBYT7pol fueron cootrasformados en Escherichia coli 

SY3271pir. en las colonias resistentes a ampicilina. tetraeiclina y cloranfenicol se verificó la 

expresión de la proteina G1)63 por la técnica de ELISA. Las cepas bacterianas se crecieron en 

medio Luria-Bertani y 1 x105  bacterias se rompieron por sonicación. Con el extracto crudo 

bacteriano se sensibilizaron placas de micmtittilación con LO itg/m1 de proteína y se revelaron con 
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el suero de conejo contra proteínas de Leishmania mexicana. En la Figura No.14 se compara la 

expresión de GP63 en diferentes cepas bacterianas. Puede observarse que en el sistema de 

complementación en plásmidos, la expresión de GP63 es mejor que en Salmonella typhi 

CVD90812MGP63 que tiene integrado en el cromosoma el gene que codifica para GP63. Se 

verificó la presencia de ambos plásmidos con sondas marcadas 3 P. y se evaluó la expresión de 

mRNA de la GP63 por medio de "Northern blot" (Figura No.13). Lo cual nos indica la presencia 

del mensajero para la GP63 recombinante, además de detectar la presencia de la proteína. 

EVALUACIÓN DEL SISTEMA DE COMPLEMENTACIÓN. 

Se inmunizaron nones BALB/c i.p. con 100 ul de Escherichia culi SY327 transformada con 

piRDI8IPT7GP63 y pGORBYT7pol, e inactivadas con acetona. Como controles se incluyeron 

ratones inmunizados oralmente con Salmonella typhi CYD908 y Salmonella typhi 

CVD908(1MGP63, asi como animales inmunizados con Escherichia coli B1.21DE3 transformada 

con piRD184PT7GP63. Siete días después se obtuvieron esplenoc nos y se cultivaron en presencia 

de un extracto protéico de Leishmania mexicana. La activación de los linfocitos se evaluó 

mediante un ensayo de incorporación de 31-1-Timidina. En la Figura No.16 se compara la respuesta 

proliferativa, en CPM, que se obtuvo con las diferentes cepas bacterianas. Puede observarse que 

la mejor activación se presentó con la cepa Escherichia 	BL211DE.3)-GP63. Por último, se 

determinaron anticuerpos contra GP63 en los ratones inmunizados con las cepas señaladas. En la 

Figura No.I5 se presentan las D.O. que se obtuvieron por el método de ELISA al día siete 

después del esquema de inmunización, donde se detectaron anticuerpos contra porinas de las 

cepas. La mejor respuesta de anticuerpos se presentó al inmunizar con la cepa Eschenchia culi 

BL2IIDE3). No se detectaron anticuerpos dirigidos contra la GP63, pero si se generó respuesta 

proliferativa específicas para la GP63, demostrada en ensayos de incorporación de 'I1-timidina. 
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DISCUSION. 

Muchas cepas de Salmonella se han construido para ser utilizadas como acarreadoras de 

antígenos. La idea es que estos "vectores vivos" produzcan una o varias proteínas recombinantes 

de algún microorganismo y que sean capaces de inducir protección contra éste. Se ha demostrado 

que la inmunización con estas "quimeras" es una manen►  eficiente y segura de generar respuesta 

inmune local (mucosas) y sistémica, tanto contra Salmonella como contra el antígeno heterólogo 

(71,101,102,103,104). La utili ZaC ion de Salmonella como acarreador implica la 

introducción de genes "extraños" a la bacteria, generalmente insertados en plásmidos. Estos 

plásmidos habitualmente llevan genes de resistencia a antibióticos, que facilian la identificación 

y manipulación de las donas. La mayoría de los plásmidos utilizados son estables in vitro, cuando 

la bacteria se crece con el antibiótico y en ocasiones aún en ausencia de éste. Sin embargo, 

cuando falta la presión selectiva del antibiótico in vivo los plásmidos son inestables y se pierden 

rápidamente. De tal manera que, para tener una vacuna eficiente a partir de una bacteria 

acarreadora, es necesario contar con un sistema que permita la expresión estable de la proteína 

recombiante heteróloga; porque además, sena inaceptable que la aplicación de una vacuna 

requiriera también de la administración simultánea de un antibiótico. Se han diseñado varias 

estrategias para resolver el problema de la estabilidad de los plásmidos y eliminar la necesidad 

del uso de antibióticos. Algunos sistemas consisten en la construcción de mutantes en las que la 

ausencia del plásmido es letal para la bacteria, lo que lo hace estable tanto in vitm como in vivo 

(105). estas mutantes pueden inducir respuestas locales y sistémicas con una sola dosis 

(106). Otra alternativa consiste en la integración de los genes heterólogos en el cromosoma 

de la bacteria acarreadora (107) con lo que se logra la expresión estable de la proteína 

recombinante, a menos que se presenten mutaciones que causen la inactivación del gene 

heterólogo. Sin embargo, se ha demostrado que en el sistema de integración cromosómica la 

producción de la proteína recombinante disminuye entre 20 a 40 veces, cuando se compara con 

el método basado en plásmidos. La disminución en la producción de la proteína recombiante es 

un aspecto importante en la inmunmogenicidad y eficiencia de este tipo de vacunas. Al comparar 

la respuesta inmune de dos cepas Salmonella typhimurium que accarreaban el gene que codifica 

para la toxina termolabil de Escherichia mil (LT131, una en un plásmido y la otra integrado al 

cromosoma, se encontró que la expresión de la proteína era 20 veces menor en el cointegrantc. 

Al inmunizar ratones, el plásmido se perdió rápidamente in vivo, aun cuando los animales 
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recibieran antibiótico, a diferencia del gene integrado en el cromosoma que resultó estable. A 

pesar de ello, los animales que recibieron antibiótico presentaron la mejor respuesta de anticuerpos 

contra LTB, demostrando que durante la fase de inducción. la cantidad de antígeno disponible 

determina la magnitud de la respuesta inmune, aunque posteriormente la proteína recombiante no 

se produzca al perderse el plásmido (108). Esta constituye una gran desventaja para el sistema 

de integración cromosómica, pues en el mejor de los casos, se tiene que administrar una gran 

cantidad de bacteria para inducir respuesta inmune eficiente. Se han ideado diferentes recursos 

e xperimetales para solucionar estas dificultades. Algunos autores han diseñado genes quiméricos 

que codifican para proteínas de fusión que estabilizan la expresión de las proteínas recombiantes, 

como el dominio de unión a células euearióticas de la toxina diftérica en un sistema de 

integración cromosómica (109) o el péptido señal y dos dominios de unión a IgG de la 

proteína A de Staphilococcus aureus (110), o bien, otra alternativa es la utilización de 

promotores fuertes que aumenten la expresión de la proteína recombinante 11111. 

La opción que se propone en este trabajo es la construcción de un sistema de amplificación 

tcanscripcional del gene heterólogo integrado en el cromosoma. Se eligió el promotor T7 porque 

es pequeño y muy eficiente. La T7 RNA polimerasa, que es el producto de un gene del fago T7, 

es cinco veces mas pequeña pero también mucha más activa que las polimerasas de Escherichia 

culi, a tal grado qe puede desplazar la transcripción de las otras RNA polimerasas bacterianas. El 

sistema de complementación promotor T7-T7 RNA polimerasa ha sido utilizado ampliamente, 

incluso en células eucarióticas. 

Se logró insertar en plásmidos el gene que codifica para la T7 RNA polimerasa y el gene que 

codifica para GP63 de Leishmania mexicana bajo el control de promotor T7. Fue posible 

transformar ambos plásmidos compatibles en Escherichia culi y se demostró que son funcionales, 

pues se transcomplementan produciendo la GP63 recombiante que induce respuesta proliferativa 

contra Leishmania mexicana. Este resultado es substancial para el desarrollo ulterior de vacunas 

en vectores bacterianos, pues permitirá la integración cromosómica del sistema de 

transcomplementación. 

Es importante señalar que el mRNA de la GP63 parece ser inestable en el sistema de 

complementación, lo que se deduce por los resultados de "Northern blot". Aunque este es un 

aspecto que no se exploró detalladamente en este trabajo, el diseño del gene no incluyó un 

terminador que permitiría mayor estabilidad del mRNA. Por otro lado, no fue posible demostrar 

anticuerpos contra la GP63. Este hallazgo no es singular, pues Otros autores han encontrado 
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respuesta inmune cellular contra el atusen() n:combinante, en ausencia de respuesta inmune 

humoral (64,66.112) Esto se debe a que, en circunstancias todavia no muy claras. Salmonella 

induce preferentemente una respuesta de tipo'lltl. En nuestro laboratorio hemos demostrado que 

Salmonella typhi CVD9011 conteniendo el gene que codifica para GI'63 de Leishmania tne.kicana 

induce respuesta inmune 'l'hl protectora en ausencia de anticuerpos (113). Además, se ha 

observado que la inmunización con Salmonella induce células citotóxicas CDS* 1114). 

Observaciones realizadas en la U1M1 indican que los maerófagos captan antígenos protéicos, los 

degradan en los fagolisosomas y posteriormente los regurgitan al medio. De esta manera, los 

péptidos inmunogénicos son capaces de llenar moléculas de clase 1 funcionalmente vacías en la 

superficie de las APC (115). 

Los factores que intervienen en la inmunogenicidad de los antigenos que se expresan en vectores 

recombinantes son múltiples y complejos. El destino de la respuesta inmune está determinado no 

solo por la antigenicidad intrínseca de los epitopos, sino por aspectos como la cantidad de proteína 

producida y localización de la misma. Las proteínas recombinantes pueden producirse en citosol, 

membrana, espacio periplásmico o flagelo y en cada caso la respuesta de humoral o celular puede 

ser de diferente magnitud. La virulencia y patogenicidad del vector es también importante. La 

cantidad de LPS es capaz de inducir señales estimulatorias. Por otro lado, se ha demostrado que 

la respuesta inmune a proteínas de membrana externa es más eficiente cuando se inmuniza con 

bacteria viva atenuada que cuando se vacuna con bacteria muerta (116). Por último, el 

microambiente en el que se produce la fase de inducción de la respuesta iunmwie es fundamental. 

Por ello frecuentemente la vía de administración de los antigenos determina el desarrollo ulterior 

de la respuesta inmune (1171. 
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FIGURA No.1 

TTFULACION DE SUERO DE CONEJO CONTRA EXTRACTO CRUDO 
PROTEICO DE Lalehmenla mexicana 

0.0. e 490 nm 
1,4 	

• Suero Preinmune ;Suero Inmune 

1,2 - 

MI 1 
900 	900 	2700 	0100 

1/DIWCION 
II eig do die 

Se sensibilizaron placas de microtitulación de 96 pozos con 10 µg/ml de extracto crudo de 
Leishmania mexicana, se adicionó el suero de conejo por duplicado en diluciones 1:100, 1:31X), 
1:900, 1:2700 y 1:8100. Se incubó con un suero de cabra anti-IgG de conejo conjugado a 
peroxidasa. Se utilizó como sustrato ortofenilendiamina-H202. La reacción se arrestó con H2SO4  
2N y se leyó la D.O. a 490nm. 
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FIGURA No. 2. 

ANALISIS DE RESTRICCION DEL PLASMIDO piRD184pT7 

A B 

Kb 	I 	1 4 S b 7 8 9 10 II 12 

4 

CARRIL. PLASMIDO DIGESTION 	FRAGMENTOS iKbi 

1 "Ladder" 1Kb. 

2 ORD184,1E Sin digerir 

3 p.IRD1841E EcoRV-EcoR1 3.8 

4 p1RD1841E Kpnl-EcoR1 3.8 

5 IIRD1841EPT7.  Sin digerir 
6 __ESRD1841EPT7. Pstl 3.8 
7 piRD1842,EPT7. EcoRV-EcoRl 1.1, 2.7 
8 ORD184.1EPT7. EcoRI 3,8 

9 p1RD1841EPT7. Kpnl SD 
10 p.IRD184.5EPT7. Scal 3.8 

11 piRD1841EFT7. EcoR1-13amH1 1 , 2.8 

12 pJRDIS4 EcoRI-BamIII 0.5, 3.3 
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FIGURA No. 3. 

ANALISIS DE RESTRICCION DEL PLASMIDO p.IRD1844EIMGP63 

A 
	

B 

Kb I 2 3 4 5 6 

4 - 

twor 	 emal. 

1.5- 

CARRIL PLASMIDO DIGESTION FRAGMENTOS (KM 

I piRD184AEPT7GP63 Clona 1 Clal 1.7. 3.7 

2 ORD184,1EPT7GP63 Clona 1 EcoRI 1.5, 18 

3 p.IRD184,1EPT7GP63 Clona 1 Pstl 0.2. 5.2 

4 piRDI84,1EPT7GP63 Clona 2 Clal 1.7 , 3.7 

5 piRD184aEPT7GP63 Clona2 EcoRI 1.5 	, 	3.8 

6 piRD184 á EPT7G P63 Clona2 Pst I 0.2 , 5.2 
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FIGURA No. 4 

EXPRESION DE LA GP63 RECOMBINANTE DE Leishmania 

mexicana BAJO EL CONTROL DEL PROMOTOR T7 

1 
	

3 4 5 6 7 
	

10 

1:11 CM El 141.11r 	V-1151 

La expresión de GP63 recombinante se verificó por inmunopunto. Aproximadamente 1 X 109  
bacterias transformadas con el gene que codifica para GP63 transfirieron a membranas de 
nitrocelulosa y se revelaron con el suero hiperinmune de conejo. 11 y 2) Extracto crudo de 
proteínas de Leishmania mexicana: 31 y 4) Proteínas de Escherichia L'oh D115a p1RD184-
PT7GP63; 5) a 101 Clonas que contienen el plásmido p111D184PT7GP63 en Escherichia coli 
BL21(DE3). 
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FIGURA No. 5. 

EXPRESION DE GP63 RECOMBINANTE 
BAJO EL CONTROL DEL PROMOTOR T7 

A 

OS. 

Se separaron proteínas totales de bacteria bajo condiciones reductoras y se transfirieron a 
membranas de nitrocelulosa. Se revelaron con el suero hiperinmune de conejo contra proteínas de 
Leishmania mexicana Panel A. Carril I. Escherichia coli D115et: carril 2. Eschenehia coli 
BL21(DE.3): carril 3 y 4 Escherichia coli BL2I(DE3)-GP63. Panel B. Carril I. Escherichia coli 
Bl..21(DE3); carril 2. Escherichia coli BI.2 (DE3 t-GP63. 
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FIGURA No. 6 

PRODUCCION DE RNA MENSAJERO DE GP63 BAJO EL 

CONTROL DEL PROMOTOR T7 

1 2 

Se indujo Eschcrichia culi BL21(DE31-p1RD184PT7GP63 con IPTG. Se ajustó a IX109  
bacterias/ml, se obtuvo el RNA total y 30 pg se separaran electmforéticamente en un gel de 
agamsa al 1%, se transfirió la muestra a una membrana de nylon y se reveló con una sonda de 
GP63 marcada con 32P. Carril 1, RNA total de Escherichia culi B1.21(DE3), carril 2, RNA total 
de Escherichia culi B1.211DE3 	D 8-1PT7G P63. 

47 



FIGURA No. 7 

AMPLIFICACION DE LA T7 RNA I'OLIMERASA 

Kb 1 2 3 4 5 6 

3.0 - 

1.5 - 

0.5 - 

Se obtuvo el gene que codifica para la T7 RNA polimerasa mediante la reacción de la polimerasa 
en cadena (PCR), empleando DNA cromosoma! de Escherichia culi BL21(DE3). Los 
oligonucleótidos iniciadores o "primers" empleados fueron, pala el extremo 5' la secuencia 
CgmagATCCAggTACgAMACFAACTFAAAgAggCACF en la cual se incluyó un sitio BamIll 
(sitios subrayados); para el extremo 3', la secuencia 
CgRugATMITACgCgAACgCgAAgTCCgACIrCrAAgAT. en el cual se incluyó un sitio 
BamUl. Carril 1, marcadores de peso molecular de 1 Kb; Carriles 2 a 6, gene T7 RNA polimerasa 
amplificado por PCR. 
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FIGURA No. 8. 

ANÁLISIS DE RESTRICCION DEL PLASMIDO pUCI9-T7RNApol 

A 

CARRIL PLASMIDO DIGESTION FRAGMENTOS (Kb) 

1 pUC19-T7RNApol Pvull 2.4, 3.0 

2 pUC19-T7RNApol BamHl 2.7 , 2.7 

3 pUC19-T7RNApol lipa) 5.4 

4 pUC19-T7RNApol Ndel 0.4 , 5.0 

5 pUC19-T7RNApol Smal 5.4 

6 pUC19-T7RNApol EcoRV SU 

7 pUCI9-T7RNApol EcoRI 5.4 

8 pUC19-T7RNApol Kpnl 0.2 , 5.2 

9 pUC19-T7RNApol Sin digerir SD 
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FIGURA No. 9 

PRODUCCION DE RNA MENSAJERO DE LA 

T7 RNA POLIMERASA 

1 	2 3 4 	5 	6 	7 	8 

Se purificó RNA total apartir de Escherichia coliDH5a-pUCITURNApol. Se corrieron en un gel 
de agarosa al 1%. El RNA total se transfirió a una membrana de nylon. Se hibridó con DNA de 
T7 RNA polimerasa marcada con 32P. Se expuso ante una película (Kodak) durante 24 hrs. Carriles 
1, 2, 3 y 4, diluciones seriadas de RNA total de Escherichia coli DH5a 1 30, 15, 7.5 y 3.75 lig); 
Carriles 5, 6, 7 y 8, RNA total de Escherichia coli DH5a-pGORBYT7RNApol, con las 
concentraciones ya mencionadas. 
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FIGURA No. lo. 

ANALISIS DE RESTRICCION DEL PLASMIDO pGORBY-T7RNApoI 

A 

peti 	BamHI 

aroC pTac 	
T7 RNApoI 

pOORRY-T7RNApo1 
	

BamHI 

CmR 	 aroC' 

-ama. 
oA RBK 

C ' !MIL PLASMIDO DIGESTION FRAGMENTOS 

"Ladder" 1Kb. 

2 pGORBY-T7RNApoI Sin digerir S.D 

3 pGORBY-T7RNApoI EcoRI 11.1 

4 pGORBY-T7RNApol Kpnl 2.5, 7.0 

5 pGORBwr RNApol EcoRI-Kpnl 2.5, 7.0 

6 pGORBY-T7RNApoI BamHI 2.7, 2.7, 4.5 
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FIGURA No. 11 

PRODUCCION DE RNA MENSAJERO DE LA 

'T7 RNA POLIMERASA 

I 2 3 	4 
	

6 

Se purificó RNA de Escherichia L'oh SY327-pGORBY-T7RNApol. se  sometió a electroforésis en 
agarosa y se transfirió a membrana de nylon. Se reveló con una sonda de T7 RNA polimerasa 
marcada con "P. Carril 1. RNA de Escherichia coli BL21(DE3): Carriles 2 a 5, RNA total de 
Escherichia culi SY327 pGORBY-T7RNApoI; Carril 6, RNA total de Eschcrichia ovil SY327. 
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FIGURA No. 12 

ANALISIS DE LA T7 RNA POLIMERASA MEDIANTE SOUTHERNBLOT 

1 2 3 4 s ( 7 

Se obtuvo el DNA cromosómico a partir de 1X109  bacterias y se digirió con EcoRI y EcoRV. Se 
separo electroforéticamente en un gel de agarosa al 1% y se transfirió a papel de nylon Se reveló 
con una sonda de T7 RNA polimerasa marcada con '4. Carril 1 y 2, DNA cromosómico de 
Escherichia con BL21(DE3) digerido con EcoRE Carril 3, DNA de Escherichia coli DHSa 
digerido con EcoRl; Carril 4. pUC19-T7RNApol digerido con EcoRl; Carriles 5 y 6, DNA de 
Escherichia coli BL21(DE3) digerido con EcoRV; Carril 7. DNA de Escherichia coli DII5ce 
digerido con EcoRV; Carril 8, pUC19-T7RNApol digerido con EcoRV. 
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FIGURA No. 13 

PRODUCCION DE RNA MENSAJERO DE LA GP63 EN EL SISTEMA DE 

COMPLEMENTACION PROMOTOR T7-T7 RNA POLIMERASA 

2 	3 	4 

El RNA total purificado se cuantificó, se sometió a electroforésis en agarosa y se transfirió a una 
membrana de nylon. Se reveló con una sonda del gene de GP63 marcada con 32P. Carril I, RNA 
total de Escherichia culi 131.21(DE3)-ORD1134PT7GP63; Carril 2, RNA total de Escherichia 
BL21(DE3); Carril 3, RNA total de Escherichia cok SY327; Carril 4, RNA total de Escherichia 

SY327 pGORBY-T7RNApoI; Carril 5. RNA total de Escherichia L'Oh SY327 pG0R13Y-
r7RNApol y p1RD184PT7GP63. 

54 



1411111. 

11 

FIGURA No. 14. 

PRODUCCION DE GP63 RECOMBINANTE EN EL SISTEMA 
T7 RNA POLIMERASA Y GP63 BAJO EL CONTROL DEL PROMOTOR T7. 

A 
	

B 

Se recubrieron placas de microtitulación con 10 pg de un extracto proteico de las cepas bacterianas 
tranformadas con los plásmidos para el sistema de complementación. La GP63 se reveló con un 
suero de conejo contra proteínas de Leishmania mexicana. Panel A, Plásmidos no compatibles. 
Barra 1, Escherichia coli DH5a p.IRDIS4PT7GP63, pUC 19T7pol; Barra 2. Escherichia coli 
BI.2IDE3 piRDI84PT7GP63; Barra 3, Escherichia coli DH5a p1RD184FT7GP63. Panel B. 
Plásmidos compatibles. Barra I, Escherichia coli SY327; Barra 2, Escherichia coli SY327 
p1RD184PT7GP63, pGORBYT7pol; Barra 3, Salmonella typhi CVD908; Barra 4, Salmonella 
typhi CVD908GP63. 



FIGURA No. 15 

INDUCCION DE ANTICUERPOS CONTRA PORINAS DE Salmoncila typhi EN RATONES 

INMUNIZADOS CON CEPAS BACTERIANAS QUE PRODUCEN GP63 DE Leishmania mexicana 

Se recubrieron placas para microtitulación con 5µg de porinas obtenidas a partir de Salmonella 
typhi9,12,Vi:d. Se adicionó el ler. anticuerpo wrrespondiente a la última sangría en el esquema 
de inmunización. Se adicionó el segundo anticuerpo diluido 1:I(X10 y como substrato 
ortofenilendiamina. Se midió la absorbancia a 492 nm. 
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FIGURA No. 16 

ACTIVACION DE ESPLENOCITOS INDUCIDA POR LA INMUNIZACION CON CEPAS 
BACTERIANAS QUE PRODUCEN GP63 RECOMBINANTE DE Leishmania mexicana 

Se inmunizaron grupos de cinco ratones BALB/c con Escherichia culi SY327 transformada con 
los plásmidos pGORBY-T7RNApoI y piRD18411T7GP63. Se cultivaron esplenocitos en presencia 
de extracto proteico de Leishmania mexicana y la activacion se evaluó en un ensayo de 
incorporacion de 3H-timidina. 
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