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RESUMEN.

Los sistemas de integraciéon cromosémica para la produccién de proteinas recombinantes en
bacterias tienen la desventaja del bajo nivel de transcripcién. Para resolver este problema s¢
diseR6 un sistema de complementacion utilizando una RNA polimerasa y el gene de nuestro
interés bajo ¢l control del promotor de csta polimerasa. S¢ desarrollé un sistema de expresion en
Escherichia coli de la glicoproteina 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 coli BL2IDEJ y se inserté en el pldsmido pUC19. Posteriormente
se subclond en pGORBY. Se sintetizaron oligonucledtidos que codifican para el promotor T7 y
sc insertaron en el pldsmido pJRD184. La forma madura de GP63 sc obtuvo a partir del pldsmido
pUCI19-GP63 y se insertd en el pldgsmido pJRD184-pT7. Con los plésmidos pACYC184-T7pol
y pJRDI84-pT7GP63 se transformé Escherichia coli DHSa.. La produccién de mRNA de GP63
s¢ determind mediante "Northemn blot” y la produccién de la protefna recombinante mediante
“Western blot". Se transformé Escherichia coli DHSa con dos pldsmidos compatibles que
contienen, por un lado la T7 RNA polimerasa y por otro lado a la GP63 bajo el control de pT7.
Se comprob6 que el sistema es funciona! pues se produce RNA mensajero y que se traduce la
GP63, lo que se demostré mediante "Nothem blot" y ELISA. Sin embargo, se notd que existe
gran degradacién de RNA mensajero, para solucionar este problema se esta trabajando en un
sistema de integracion de los pldsmidos en el cromosoma de Salmonella typhi CVD908.



INTRODUCCION.

GENERALIDADES SOBRE LEISHMANIASIS.

Se da ¢l nombre de leishmaniasis a la zoonosis causada por el pardsito Leishmania. Después del
paludismo, e¢sta parasitosis es el principal problema de salud publica por protozoarios en ¢l
mundo.(1) En 1993, la Organizacién Mundial de¢ la Salud (OMS) estimé la prevalencia global
de esta parasitosis en 12 millones de casos y una poblacién en riesgo del orden de 350 millones
de personas (2). La incidencia parasitaria anual para la leishmaniasis cutdnea ¢s de 1 a 1.5
millones de casos, y la de la leishmaniasis visceral (L.V) de 500.000 casos nuevos por afio. En
México hasta 1991, se habian reportado cinco casos de LV, todos localizados en e! suroeste del
pafs, entre 1992-93 s¢ reportaron siete casos. En 1993 se registraron 170 casos de leishmaniasis
mucocutdnea localizada (LMC) en Nayarit. En Tabasco se reportaron 625 casos entre 1987-1993,
en los que estaban incluidos 18 casos de leishmaniasis cutdnea diseminada (LCD). Sin embargo,
existen casos de leishmaniasis que no son notificados. por lo que las cstadisticas oficiales tienen
poco valor para determinar el nimero real de enfermos. En la actualidad no se tiene una
estimacién precisa sobre el nimero de personas en riesgo de contraer la enfermedad y sobre e}
nimero de casos nuevos que podrfan ocurrir en México (2).

TAXONOMIA DEL PARASITO

Para la clasificacién de Leishmania s¢ cuenta con métodos bioquimicos como el andlisis
clectroforético de isoenzimas (3), técnicas de biologfa molecular, como PCR, para amplificar
genes de la leishmania. También se han empleado técnicas como la serotipificacién, que
reconocen diferentes estructuras antigénicas en el pardsito (4). A continuacién se presenta en un
diagrama la clasificacién taxonémica del género de Leishmania.



TAXONOWA DE LA ESPECIES CONOCIONS DE Lotwmanis QUE AFECTAN AL SE% HUMAND
PROTOZOA

PHYVLUM GARCOMASTIOOPHORA

SUBPHYLUM MASTIGOPHORA

OLASE POOMASTIGOPHORA

GROOR KINETOPLASTIDA

CUCEREIN TRYPANGOOMATINA

FAMBLIA TRIPANOSOMATIDAS
QENEROS

| | | | I | | |
Criihicha Laptamonss BNsiocrnNola Herpeiomonss Typancecms Lelehmenia Pryromones Ensbeypenvm
|
f I I T T T |
L. donoveny L. mejor L. trapica L.sethiapice L.medcans L. braziens/s L. penmiens
l

Ld ohegas/ | L5 bralons
Lb.
gt Cb peamerss

MECANISMOS DE TRANSMISION DE LA ENFERMEDAD.

El mecanismo de infeccién implica la participacién de un reservorio primario para cada especie
de Leishmania. En México se ha demostrado que es un mosco hematéfago del género Lutzomyia,
el cual tiene cuatro especies asociadas con la transmisién de Leishmania: Lutzomyia longipalpis,
Lutzomyia olmeca olmeca, Lutzomyia diabolica, Lutzomyia cruciata. De estas especies, las mds
importantes son Lutzomyia longipalpis, que se encuentra distribuida en el norte de México y
Lutzomyia olmeca olmeca, que es responsable de la transmisién de Leishmania mexicana. El
huésped primario infecta a otros mamiferos convirtiéndolos en huéspedes secundarios; lo cuales,
a pesar de ser infectados, generalmente no manifiestan la enfermedad. Como ejemplo de éstos
tenemos a los roedores arbdreos llamados. Carinis familiaris en Oaxaca y Nassua narica en
Chiapas (5). El ser humano se encuentra al final de la cadena de transmisién.



CICLO BIOLOGICO DE Leishmania

El ciclo biolégico de Leishmania comprende dos estadios: el promastigote, que s fusiforme con
un didmetro de aproximadamente 12 a 20 um, tien¢ un nucleo central y un flagelo anteronuclear,
que nace de un cuerpo basal situado delante del cinctoplasto y sale del cuerpo por el polo anterior.
Este pardsito 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 @ 12 um, 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 ticne una longitud
vorporal menor a 12 um y que se encuentra unida al recubrimiento cuticular de la vdlvula
esofdgica del mosquito por medio de hemidesmosomas en el flagelo (7). La segunda forma
presente es ¢l amastigote, que tiene forma redonda u oval de 2 a 5 pm de didmetro con un nicleo
exoéntrico y un cinetoplasto. Es aflagelado, intracelular y s6lo se observa en las células
reticuloendoteliales de bazo, higado y nddulos linfiticos.

Cuando un mosquito infectado pica al hombre. le inocula promastigotes, estos quedan en el tejido
y son atrapados por las células del sistema fagocitico mononuclear, dentro de estas células se
transforman en amastigotes y se multiplican, para posteriormente romper la célula que los contiene
¢ invadir otras células. En este momento el hombre se convierte ¢n portador y al ser picado por
¢! mosquito, éste ingiere sangre con el amastigote (8), el cual es liberado en el intestino de!
mosquito donde se transforma en promastigote y se reproduce por fision binaria, migra hacia la
porcién anterior del aparato digestivo y se¢ localiza en la probéscide. Cuando el mosquito pica al
hombre se repite el ciclo biolégico del pardsito.

CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA LEISHMANIASIS.

La leishmanissis cuténca localizada (LCL), o ulcera de los chicleros, es la forma mds frecuente
y se caracteriza por la presencia de lesiones en la piel que pueden tardar meses o anos en sanar
y que pueden dejar cicatrices permanentes, altamente desfigurantes. Sin embargo. la enfermedad
natural habitualmente confiere proteccion contra infecciones subsecuentes por especies
relacionadas (9.4). En el caso de LCL del nuevo mundo. la lesién presenta gran cantidad de
células epiteliales y se ve favorecida la formacién de granulomas rodeados por una infiltracion

linfdtica (10). En el viejo mundo las especies que causan la LCL. mds frecuentemente son; L.



tropica. I.. major. L.aethiopica; en 1anto que en el nuevo mundo son L. mexicana, L. brasiliensis.

L.a leishmaniasis cutfnea diseminada (LCD), s¢ inicia con un nodulo no ulcerado en el sitio de
la picadura del mosco, a partir del cual el pardsito se disemina por via linfdtica, causando una
afeccion generalizada grave. L. acthiopica y L. amazonensis son frecuentemente responsables de
LCD. Sin e¢mbargo, esta enfermedad puede tambicn ser causada por L. mexicana pifanoi. La
enfermedad se caracteriza por el ensanchamiento de la piel en forma de placas, pdpulas 6 nddulos
multiples especialmente sobre la cara y la superficie exterior de los miembros, Histolégicamente,

la lesién de LCD contiene abundantes pardsitos ¢n ausencia de infiltracion linfocitaria (11).

La leishmaniasis mucocutdnea (LMC) o espundia. que s¢ caracteriza por lesiones metastdsicas
mutilantes en las mucosas nasal y orofaringea. que s¢ presentan meses después de una lesién
cutdnea, no curan espontdneamente y son muy resistentcs a la quimioterapia. La leishmaniasis se
presenta inicialmente como una lesidn cutdnea que posteriormente se disemina, caracterizdndose
por la aparicién de nuevos focos de infeccidn, extendiéndose hacia la cavidad oronasal y faringea,
el abultamiento de la nariz y los labios causa la caracteristica nariz de tapir. dando lugar a una
enfermedad crénica con una mutilacién severa y muerte como resultado de bronconeumonia o
desnutricion. Los casos severos de LMC se encuentran frecuentemente asociados con un
incremento de células T especificas en el sitio de Ia lesion mucosa y un aumento en la respuesta

de células T tanto in vivo como in vitro (12).

La leishmaniasis visocral (LV) o kala-azar es la forma clinica mds grave, pues tiene una alta
letalidad. En esta variedad. el pardsito se disemina al higado. bazo. médula dsea y ganglios
linfdticos. En Europa y Asia esta forma cifnica ¢s causada por Leishmania donovani (13). La
LV se manifiesta inicialmente por la presencia de una lesidn cutdnea, a partir de la cual los
pardsitos migran a las visceras. Entre los sintomas caracterfsticos, es posible citar fiebre, malestar,
pérdida de peso. anorexia, tos y diarrea. Los signos clinicos mds frecuentes incluyen anemia,
desgaste fisico, obscurccimiento de la piel. esplenomegalia, hepatomegalia. en algunos casos
adenopat(a, hipergamaglobulinemia (principalmente produccién de policlonal de 1gG). citopenias
sanguineas y pérdida de la respuesta de hipersensibilidad de tipo retardada (DTH), asi como de

la reactividad in vitro de los linfocitos T a antigenos de Lcishmania 114,15



RESPUESTA INMUNOLOGICA EN LA LEISHHMANIASIS.
ENTRADA DEL PARASITO AL HUESPED

La generacion de la respuesta inmune comienza por la entrada del pardsito a traves de la piel y
su fagocitosis. Se han descrito dos posibles vias de fagocitosis: por un lado existe un mecanismo
opsonizacion, pues el pardsito se recubre de moléculas C3b del complemento, permitiendo la
unién al receptor CR1 (16); por otro lado, GP63 interacciona con ¢l receptor de C3b (17),
C3R presente en la superficie del macréfago (18). A pesar de la gran capacidad del macréfago
para ¢liminar microorganismos, los amastigotes s¢ adaptan y reproducen dentro del fagolisosoma,
pues ¢l pardsito inactiva las enzimas lisosmales (19) y ocasiona un cambio de pH intralisosomal
(20), inhibiendo la produccién de metabolitos téxicos.

PAPFL FUNCIONAL DEL MACROFAGO

El pardsito evade rdpidamente la accién de los anticuerpos y ¢l complemento al alcanzar un
habitat intracelular; por tanto, la eliminacién de Leishmania depende del grado de activacién del
macrdfago, al ponerse en marcha el lamado estallido respiratorio, se producen metabolitos téxicos
dentro de los fagolisosomas, entre los cuales destaca la participacion del el peroxido de hidrégeno
(21,22), otro metabolito téxico es el 6xido nitrico (23). Mediante estos mecanismos la
mayorfa de los promastigotes mueren durante la fase infectiva; sin embargo. las formas mas
infectivas que presentan la aglutinina de cacahuate (PNA) son resistentes al efecto téxico del
perdxido de hidrégeno. Ademds, el promastigote tiene en su superficic una protefna asociada a
la lipofosfoglicana (proteina-11) que contienc N°monometil-L-arginina, ¢l cual ¢s un inhibidor
de la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) (24,25). Entre las interleucinas que producen los
macréfagos activados. la I1.-12 ticne especial importancia pues. entre otras actividades bioldgicas,
determina la diferenciacién de los linfocitos CD4* hacia la subpoblacién Thl mediante la
produccién de IFN-y, a su vez promueve la activacién de macréfugos. La susceptibilidad a la
infeccion por Leishmania en el ratén estd controlada genéticamente por el focus Lsh (ity o Beg)
el cual se localiza en el cromosoma | y codifica para la proteina Nramp1 (26). Se trata de una
proteina transmembranal que interviene en ¢l transporte de intermediarios del NO hacia los

fagolisosomas (27). Esta proteina juega un papel muy importante en el control de la infeecion
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temprana por el pandsito, pues los ratones mutantes Nrampl™ controlan la infeccidn tardia,
sugiriendo que Nramp! pertene a mecanismos citotéxicos independientes a los que presentan los
macréfagos activados (27). En las cepas de ratones susceptibles (BALB\c) a la infeccién por
leishmania los macréfagos no se activan eficientemente y probablemente no producen cantidades
suficientes de 11.-12, impidiendo la diferenciacién de linfocitos CD4* hacia el linaje Thi. Estas
cepas susceptibles desarrollan una respuesta de linfocitos CD4* Th2, la cual interfiere con la
accion de las citocinas derivadas de células Th! principalmente a través de la produccion de 114,
En contraste. ¢l control de la infeccién en ratones resistentes, como C57BI\6, se asocia con el
desarrollo de respuesta de linfocitos CD4* Thl que. mediante ta produccion de IFN-y, es capaz
de promover la activacién de macréfagos.

PAPEL FUNCIONAL DE LOS LINFOCITOS T Y B.

La infeccién 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 infeccidn, pues existe una fuerte correlacion entre la
produccion de IFN-y e IL-2 con la resistencia. En los humanos existe una clara asociacién con
la respuesta de DTH positiva y la capacidad de los linfocitos T de sangre periférica para generar
IFN-y cuando son estimulados in vitro con antigenos del pardsito (28). En el caso de pacientes
con una historia clinica de LCL que se han curado, la respucsta de células T a antigenos de
Leishmania (L. majon se asocia a produccion de grandes cantidades de IFN-y y poca o ninguna
produccién de IL-4 (29).

Los linfocitos CD4* pueden ser divididos en dos subpoblaciones, Thl y Th2 (30). Las células
Thl producen IL-2, IL-3, IFN-a y TNF-B, siendo capaces de inducir la respuesta de
hipersensibilidad tardfa; mientras que las c€lulas Th2 secretan IL-3. IL-4,1L-5, IL-10, IL-6, 1L-13,
las cuales inducen la produccién de anticuerpos 131.32). En la actualidad se considera que
la evolucién de la leishmaniasis hacia la curacién o cronicidad s¢ debe fundamentalmente a la
funcién de las subpoblaciones de los linfocitos CD4*. Asi, los linfocitos Thi son responsables del
proceso curativo, mientras que los linfocitos Th2 lo son de la cronicidad o exacerbacién de la
enfermedad (33, 34). En el ratén. la respuesta de linfocitos CD4* Th2 que secretan 114
exacerba la enfermedad por leishmania 35). EI TNF-a (36) y ¢l GM-CSF 137, 38)
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activan a los macréfagos de muanera gue estos pucdan matar a la leishmania i vitro. En las
personas que enferman y curan de leishmaniasis visceral por Leishmania donovani se detecta
inmunidad mediada por células con produccién de [FN-a y activacién de macréfagos. De manera
semejante las personas infectadas con Leishmania major. con historia clinica de Leishmaniasis
cutdnea que s¢ ha curado presentan respuesta de DTH positiva. En cambio, en los casos donde
la enfermedad progresa prevalece hipergama globulinemia, ausencia de 1FN-y y altos niveles de
IL-4 ¢ IL-10.

En nifios con infeccion por L. chagasi la infeccién subclinica se caracteriza por una respuesta
celular a antigenos de Leishmania. en la cual hay produccién de IFN-y, mientras que los pacientes
que presentan enfermedad progresiva ticnen una débil respuesta de  IFN-y. (39,28)

El papel de otras células en el control de la infeccidn no ha sido bien establecido, aunque se ha
reportado que el control de la diseminacién del pardsito esta controlada por linfocitos T CD8*
(40.41), su funcién debe ser sccundaria, pues los ratones deficientes de P2-microglobulina
y por tanto de inmunidad mediada por células citotdxicas. no presentan un incremento en la
susceptibilidad a la infeccién por el pardsito (42.43)

VACUNAS CONTRA LA LEISHMANIASIS.

El control de la leishmaniasis depende de la eliminacién de los vectores y reservorios, asi como
de la deteccién 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 transmisién en
estos aspectos. Por tanto, se considera que una vacuna representa Ia unica altemnativa prictica de
prevencion en algunos sitios. En el oriente medio, los programas de vacunacién contra la
leishmaniasis, han consistido en la inoculacién de cepas atenuadas de Leishmania en lugares del
cuerpo no visibles, para evitar que la infeccién natural deje cicatrices desfigurantes, sobre todo
en la cara. Esta clase de inmunizacién. ilamada leishmanizacidn, es una infeccién controlada que,
sin embargo. puede ser tan severa como la infeccidn natural en algunos individuos. Se ha
demostrado en las cepas de ratones CBA/ca y BALB/c proteccion completa al administrar el
pardsito L. major previamente irradiado (44.45). Sin embargo. en cobayos la vacunacion con
L. enrieni irradiada no genera respuesta inmunoldgica protectora (46). La atenuacion quimica

de Leishmania es una alternativa para desarrollar una vacuna (47) L. major atenuada por
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acriflavina genenré proteccion, si bien de corto plazo, en ratones (48). También se han probado
promastigotes tratados con tunicamicina (inhibidor de la N-glicosilacién); 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 inmunoprofildctico. Se han
reportado varias vacunas experimentales que han logrado inducir proteccion, utilizando
glicoconjugados que contienen un segmento lipidico de .. major. Su administracion, en conjunto
con Corynebacterium parvum, protegié completamente a la cepa C3H/He) y parcialmente a
BALB/c contra la infeccion por L. major. La inyeccién de este material incluido en liposomas en
asociacion a BCG aumenta su eficiencia (49). La GP63 ha demostrado su utilidad en estudios
de vacunacién experimental cuando se administra incluida en liposomas y administrada por las
vias intraperitoneal y subcutdnca en ratones de las cepas BALB/c y CBA/ca (50). La
inmunizacién de ratones con péptidos que comresponden a determinadas secuencias de GP63
(residuos 154-173, 146-171 y 171-467), pueden inducir activacion de células Thl que sintetizan
IL-2 e IFN-y pero no IL-4 (51, 52). Se realizaron estudios clfnicos en Brasil para evaluar una
mezcla de cinco diferentes especies de Leishmania sometidas a ultrasonido (53). La mayoria
de los voluntarios vacunados presentaron pruebas cutdneas positivas; sin embargo, no fue posible
realizar un seguimiento posterior. ya que la enfermedad dejé de ser prevalente en el drea de
estudio, limitando as( 1a continuidad de! mismo (54).

GLICOPROTEINA PRINCIPAL DEL PROMASTIGOTE (GP63).

Uno de los antigenos de Leishmania mds estudiados es la protefna GP63. Se trata de una
glicoprotefna de membrana de 63 a 68 kDa que se¢ logrd purificar de la superficie de
promastigotes de Leishmania major mediante extraccién con Tritén X-114 y cromatograffa de
intercambio iénico (59). Es una endopeptidasa dependiente de zinc que tiene su mayor actividad
a pH dcido y es inhibida por fenantrolina y metales pesados (55,56). Esta protefna se expresa
como una proteasa de superficie anfifflica que e¢n el promastigote comprende cerca del 1% de la
proteina celular. Esta protefna tiene una alta homologia ¢n todas las especias de Leishmania
estudiadas. El cDNA de la GP63 de Leishmania mexicana se divide en tres clases: C1, C2y C3:
los genes de la isoforma C| presentan una regulacion selectiva en el estadio de amastigote y estos
codifican para una protefna con un carboxilo terminal gue 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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pardsito, aunque en el amastigote su expresion es fundamentalmente citosdlica (58,59.60).
interesantemente s¢ ha mostrado sobrerregulacién de estos genes en ¢l estadio de amastigote
(61). Se conoce la estructura primaria de GP63 en diversas especies de Leishmania y se sabe
gue existe gran homologia entre ellas. Esta proteina GP63 es capaz de inducir respuesta inmune
prutectora, por lo cual es candidato a formar parte de una vacuna. En el modelo murino, se ha
logrado inducir proteccidn al administrar GP63 incluida en liposomas (50) y esta proteccion puede
ser trunsferida a través de linfocitos T especificos a ratones susceptibles. Sin embargo. para lograr
proteccidn es necesaria la administracién intravenosa o intraperitoneal de los liposomas y la
proteina recombinante soluble ha dado resultados contradictorios (62). La inmunizacién de
ratones con Salmonella typhimurium y BCG acarreando GP63 (63.64.65)  induce
inmunidad protectora dependiente de la activacién de linfocitos CD4* Thl. También ha sido
puosible proteger a ratones mediante la administracién de DNA plasmidico conteniendo el gene
quc codifica para GP63 (66).

Existen regiones de homologfa entre diferentes metaloproteinasas, siendo la regién de 161-173 y
entre 304-308, los sitios de unién 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 pardsito y esta el 1% de esta sobre la superficic del pardsito (68). La GP63 se
encuentra en ambos estadios del pardsito, se ha identificado en L. tropica, L. major, L.. donovani.
Se expresan 5 X 10° copias en cada promastigote y se encuentra unida a la membrana via un
glucosil fosfatidil inositol (GPI). La estructura primaria del péptido unido al GP} para la L. major
es Asp-Gly-Gly-Asn-GPl. Ha sido clonado el gen dc la GP63 y se ha logrado producir la protefna
recombinante. Se han descrito propiedades bioldgicas de la GP63 posiblemente relacionadas con
los mecanismos patolégicos del pardsito, como la capacidad de unirse al receptor de C3 en el
macréfago (CD11b/18). Una vez dentro del macréfago. la actividad proteolftica de GP63 protege
al pardsito de la accidn de las enzimas lisosomales. pues se ha demostrado que liposomas que
contienen GP63 activa no son destruidos por los macréfagos (62). Entre los mecanismos de accion
de la protefna s¢ ha visto que inhibe la presentacién de antigeno, ya que se ha demostrado quc
corta las moléculas CD4 (68). posteriormente de la incubacion de linfocitos con esta proteina.
Como la proteina se expresa en |a superficie de los macréfagos puede inducir respuesta inmune
citotdxica dependiente de linfocitos T CD8*. Se han identificado epitopos de células T en GP63

de Leishmania major (51,52) y se sabe que la respucsta inmune 4 esta proteina en el raton sc
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encuentra controlada genéticamente (69, 70). En el modelo murino. s¢ ha logrado inducir
proteccion al administrar GP63 incluida en liposomas (62). Esta proteccion puede ser transferida
ademds, a través de linfocitos T especificos a ratones susceptibles (62), por otro lado en el
modelo murino, ha sido posible inducir proteccion, utilizando Salmonclla typhimurium aroA
como acarreador de GP63 de Leishmania major (64). Se han identificado péptidos sintéticos que
corresporkden a ciertas secuencias de aminodcidos de la proteina GP63 de Leishmania. Al menos
uno de ellos, el péptido p183 quc corresponde a una secuencia de residuos de la molécula GP63
de L. major es capaz de inducir exacerbacion de la infeccion, este efecto se relaciona con la
induccién de células Th2 (71).

VECTORES ACARREADORES DE ANTIGENOS RECOMBINANTES.

El uso de Sa/monella como vector vivo tiene un potencial extraordinario en el campo de las
vacunas. Entre las ventajas que representa su uso, se encuentra el hecho de que puede ser
administrada por via oral (72). lo cual es especialmente conveniente en los palses
subdesarrollados donde las condiciones de refrigeracion, equipo, jeringas y personal entrenado
suclen ser deficientes. Por otro lado, Salmonella estimula respuesta inmune local y sistémica,
incluyendo la mediada por clulas contra los antigenos heterdlogos que acarrea (73). Ademds,
la utilizacién de Salmonella como vector de antigenos. ofrece la oportunidad de generar vacunas
polivalentes pues es posible integrar distintos antigenos en diferentes /oci del cromosoma. Se¢
considera que Salmooella typhi es una sola “clona” sin gran variacién antigénica y no contiene
pldsmidos de virulencia (74). Por e¢sto, Salmonella typhi como acarreador de antigenos
recombinantes, €s una opcién interesante para desarrollar una vacuna contra Leishmaniasis. Sin
embargo, es necesario cumplir cusndo menos con dos requisitos importantes. Por un lado, es
indispensable la expresién estable de los antigenos recombinantes. Por otro, €5 necesaria una cepa
de Salmonella typhi atenuada y segura. L.a expresién estable de los antfgenos heterdlogos se ha
logrado al incorporarios al cromosoma de la bacteria acarreadora. La cepa de  Salmonella typhi
CVDA08, generada ¢n ¢l Centro Para ¢l Desarrollo de Vacunas. Universidad de Maryland at
Baltimore (UMAB, Baltimore. Maryland, EUA). ¢s dependiente de aminodcidos aromdticos, que
contiene mutaciones definidas en los loci aroC 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 etlos. En ensayos clinicos ¢sta cepa ha demostrado ser
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inmunogénica y segura (76). Esta cepa fue construida mediante métodos de ingenieria genctica
y se cuenta con los pldsmidos que permiten la recombinacion homoéloga en su cromosoma. §.
typhi CVD908 ha sido utilizada como acarreador ¢n varios sistemas experimentales. Una cepa
que expresa gpl20 de HIV-1 fue capaz de evocar anticuerpos contra el virus al ser administrada
a ratones BALB/c (77). Se ha logrado que Salmonella typhi CVD908 exprese de manera
simultanea los factores de colonizacion CFA/l y CS3 de Escherichia coli enterotoxigénica (78)
S. typhi CVD908 fue empleada como acarreador de la proteina circunsporozoftica (CSP) de
Plasmodium falciparum. La administracién oral de este candidato a vacuna en voluntarios
humanos dio como resultado una respucsta de anticuerpos a la CSP y, mas importantemente, en
algunos voluntarios se identificaron linfocitos T citotdxicos dirigidos contra la CSP. (79).
Salmonclla typhi CVD908 ha sido utilizada como acarreador dc GP63 de Leishmania mexicana.
El candidato a vacuna Sa/monella typhi CVDI0BQMGP63 tiene integrado en el cromosoma, en
el locus aroC, el gene que codifica para la forma madura de GP63 de Leishmania mexicana. Esta
ocpa administrada por v(a oral o parenteral en ratones es capaz de inducir inmunidad protectora,
la cual se asocia a 18 induccién de linfocitos T CD4* Thl. Este tipo de respuesta s¢ demostré
porque no se producen anticuerpos contra GP63 y los esplenocitos provenientes dc ratones
inmunes se activan in vivoen presencia de promastigotes fijados con formalina, produciendo IL-2
¢ IFNy, en contraste con ratones infectados con Leishmania mexicana, los cuales producen IL-4
¢ IL-10. Por otro lado se demostré que la inmunizacién con Salmonella typhiGP63 induce la
activacién de linfocitos T CD8* citotéxicos, mediante ensayos de liberacion de *'Cr utilizando
como célula blanco al mastocitoma murino P81$ transfectado con e! gene que codifica para la
GP63 de Leishmania mexicana. Esta observacion es relevante pues demuestra que antigenos
particulados, generalmente procesados por la via exégena, son capaces de alcanzar moléculas del
MHC de clase I.

SISTEMA DE EXPRESION DE ANTIGENOS RECOMBINANTES T7

El promotor T7 consta de una regién continua que contiene el sitio de reconocimiento de la RNA
polimerasa y ¢l sitio de iniciacién muy cercanos, a diferencia de otros promolores bacterianos, lo
cual hace que el promotor sca muy pequeno. de aproximadamente 24 pb. La diferencia de tamano
del promotor T7 con los de Escherichia coli, hace que la T7 RNA polimerasa sea cinco veces

mas pequena que las polimerasas de Escherichia coli (80).
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La T7 RNA polimerasa ¢s ¢l producto de un gene del virus T7. tiene un peso molecular de
107,000, y se ha visto involucrada en la activacién de genes tardios. Es una enzima muy activa,
que enlonga cadenas cinco veces mds rdpido que polimerasas de Escherichia coli (81). Este
sistema de expresién de antigenos recombinantes s¢ puede emplear en bacterias ya que la T7 RNA
polimerasa es altamente sclectiva y no reconoce promotores de la bacteria acamreadora. Sin
embargo. si el producto del gen que esta bajo el control del promotor T7 es tdxico, es dificil
evitar la lisis bacteriana. ya que existen bajos niveles de la T7 RNA polimerasa que se transcriben
aun sin ser inducidos. La transcripcion de 1a T7 RNA polimerasa es tan activa, que desplaza la
transcripcién de las otras RNA polimerasas.

Las cepas bacterianas recomendadas para trabajar con ¢l sistema T7 son derivadas de Escherichia
coli K12; como son E. coli HMS174 (F OmpT r K12 m* K12 Rif*)(82) y la cepa E. coli BL21
(F OmpT rB'mB’) (83,84). l.a cepa de E. coli BL21 tiene la ventaja de presentar una
deficiencia en /on proteasas, ademds de mostrar OmpT, que es una proteasa de membrana. E. coli
HMS174 tiene la desventaja de no ser resistente a rifampicina. por lo que no ¢s posible inhibir
la transcripcién de sus RNA polimerasas.

El bacteriéfago DE3, es un derivado del fagod, que tiene la regién inmune del fago 21 y acarrea
fragmentos de DNA que contienen el gen /ad, el promotor lacUVS, ¢l gen JacZ y el gen para la
T7 RNA polimerasa. La T7 RNA polimerasa estd insertada dentro del gen int de! bacteriéfago
DES3, por lo tanto este gen es inactivado. Cuando se infecta E. coli con el fago DE3 se requiere
ayuda para la integracién y salida dc este gene dentro del cromosoma. El DE3 lisogénico estd
formado por el promotor /acUVS, bajo el cual estd 1a T7 RNA polimerasa, por lo que es posible
inducir la expresién de la T7 RNA polimerasa con IPTG (isopropy!-8-D-thiogalacto pyranosido).
Por tanto. los plédsmidos que contienen genes bajo ¢l control del promotor T7, es posible lograr
la expresion de éstos transformando en E. coli BL21(DE3): sin e¢mbargo. se han reportado
inestabilidad de pldsmidos en esta bacteria. La cepa £. coli BL21 ¢s recA* y por tanto presenta

baja eficiencia en la transformacion (85).



JUSTIFICACION DEL TRABAJO

Las vacunas elaboradas a partir de bacterias que funcionan como “vectores vivos™ son una
alternativa muy interesante para la administracién de antigenos proteicos. No obstante, existen
todavfa problemas técnicos que dificultan su desarrollo. Generalmente. los pldsmidos son
inestables cn las bacterias, por 10 que es necesario utilizar sistemas de integracion cromosdmica.
Sin embargo, al integrar en ¢! cromosoma el gene de interés, el nivel de transcripcién disminuye
notablemente, lo que afecta la inmunogenicidad de la protefna recombinantc que acarrea la cepa
bacteriana. En el la Unidad de Investigacion Médica en Inmunoquimica (UIMI) hemos
desarrollado cepas de Salmonella typhiatenuada que contienen integrado en su cromosoma genes
heterlogos bajo el promotor Tac. Se eligié Salmonella typhi como acarreador porque induce
respuesta inmune local y sistémica, es de fécil administracién y es estable a temperatura ambiente.
La ccpa utilizada c¢s Sa/monella typhi CVD908, una mutante auxotréfica A aroC AaroD, que ha
demostrado ser inmunogénica y segura en voluntarios humanos y por lo tanto, buen candidato para
ser utilizada como vector. La infeccién por Leishmania mexicana en ratén es un buen modelo
para evaluar este tipo de vacunas, pues se ha caracterizado que Ia respuesta protectora depende
de la induccién de linfocitos T CD4' Thl. Construimos la cepa Sa/monella typhi
CVDY0BQMGP63, que expresa de manera estable una forma citos6lica truncada de la protefna
recombinante GP63 de Leishmania mexicana ¢ induce respuesta inmune protectora de tipo Thl
contra el pardsito, pues se produce IL-2 ¢ IFN-y y no se detectan anticuerpos contra GP63 ni 1L.-4
o IL-10, y se inducen linfocitos CD8* citotéxicos especificos contra la GP63 de Leishmania
mexicana. No obstante, en el sistema de integracion cromosdmica la produccién de la prote(na
recombinante disminuye notablemente, pues la bacteria acarrcadora tiene una sola copia del gene
heterdlogo. Existen varias altemnativas para incrementar la expresién de la protefna recombiantc.
Sin embargo, en este trabajo proponemos incrementar la produccion de la protcina recombinante
transcomplementando el gene que codifica para la GP63 bajo el promotor T7 mediante la RNA
polimerasa T7. La ventaja que tiene este sistema es que, de funcionar adecuadamente. puede

integrarse ¢n ¢l cromosoma haciéndolo mds estable.



PLANTEAMIENTO DEL. PROBLEMA

Considerando que la expresion de la proteina GP63 de Leishmania mexicana es ineficiente cuando
el gene se encuentra integrado cn ¢l cromosoma de Salmonella typhi. es necesario diseftar un
sistema que incremente fa produccion de proteina y con ello aumente su inmunogenicidad.

HIPOTESIS.
La expresion de protefnas recombinantes disminuye notablemente cuando se utilizan sistemas de
integracion cromosdmica. Utilizando un método de transcomplementacién con una RNA

polimerasa y el gene de interés bajo el control dei promotor de esta polimerasa, se aumentard la
trascripcién y traduccion de la protefna recombinante, incrementando con esto la inmunogenicidad.
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OBJETIVO GENERAL

Obtener un sistema de expresién de la protetna GP63 de Leishmania mexicana en Escherichia
coli, mediante transcomplementacion del gene que codifica para la GP63 bajo ¢l promotor T7 con
la T7 RNA polimerasa.

OBJETIVOS PARTICULARES

-Insertar ¢l promotor T7 en un pldsmido.

-Insertar el gene que codifica para GP63. bajo el control de! promotor T7.

-Evaluar la expresién de la proteina GP63 bajo ¢! control del promotor T7
-Amplificar mediante PCR el gene que codifica para 1a T7 RNA polimerasa.
-Evaluar la funcionalidad de la T7 RNA polimerasa

-Evaluar la expresién de la protefna GP63 en ¢l sistema de complementacién
transformando Escherichia coli con dos pldsmidos compatibles.

-Evaluar la respuesta humoral de ratones inmunizados con la bacteria Escherichia coli
SY327, la cual contiene el sistema de complementacién en pldsmidos.

-Evaluar la presencia de linfocitos T dirigidos contra la GP63 en los ratones inmunizados
con ¢l sistema de complementacién.
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MATERIAL Y METODOS

Parésitos

Leishmania mexicana mexicana MHOM/MX/88/HRCJS (86) donada por la Dra. Amalia
Monroy, Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas, IPN, México. Fue mantenida en medio RPMI
(GIBCO) adicionado con glutamina, piruvato, suero fetal bovino 10% (GIBCO), B-mercaptoetanol
y acidificado con HCI.

Cepas bacterianas.

Escherichia coli DHSa (GIBCO, BRL.)

Salmonella typhi CVD908. Mutante AaroC A aroD donada por ¢l Dr. Myron Levine, Center for
Vaccine Development, Universidad de Maryland, Baltimore, USA)(72)

Salmonella typhi CVD908QMGP63. Contiene integrado en el locus el gene que codifica para la
GP63 de Leishmania mexicana. Construida ¢n la Unidad de Investigacion Médica en
Inmunoquimica (87)

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

Escherichia coli SY327 \pir88) (donada por ¢l CVD, Universidad de Maryland, Baltimore,
Usa)

Plésmidos

pUCI19 (GIBCO.BRL) Amp'

pUC19-GP63 (Construido en la UIMI, IMSS).
pIRD184. (Amp", Tet") (89)

pJRD184AE. Se reporta ¢n esta tesis.
pJRDIB4AEPT7. Se reporta en esta tesis
pJRDIB4AEPT7GP63. Se reporta en esta tesis.
pUCI9-T7RNApol. Se reporta ¢n ¢sta tesis.
pACYC184 (90)

pACYC184-T7pol. Se reporta cn esta tesis.



pGORBY (Donado por el Dr. Myron Levine. CVD. Universidad de Maryland, Baltimore, USA)
73).Cml"
pGORBY-T7RNApol. Se reporta en esta tesis.

Cultivo ¢ induccién de cepas bacterianas.

Se creci6 la bacteria en S ml de medio Luria-Bertani a 37°C, en presencia de ampicilina, de esta
semilla s¢ tomaron 200 ul 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 centrifugé la bacteria, se lavé y resuspendié en
solucidn salina isoténica (SSI).

Ingenicria Genética.

La manipulacién de DNA s¢ realizé de acuerdo a las recomendaciones de Sambrook, Fritch y
Maniatis (91).
Purificucién de DNA plasmidico en pequefia escala.

Se crecieron 3 ml de las cepas bacterianas por 24 hrs a 37°C en presencia de antibidtico
(dependigndo de! marcador de resistencia que les confirié el pldsmido transformado en ellas:
100pg/ml de ampicilina o 20ug/m! de cloramfenicol. SIGMA). Se centrifugaron y se lavaron con
SSI. El sedimento bacteriano se resuspendié en 200 pl de TELT (Tris-HCI S0mM pH 8.0, EDTA
62.5 mM, LiCl 2.5 M y Tritén X-100 al 0.4% ). Se calent6 a 100°C durante 90 seg. Al finalizar
la lisis se colocd la mezcla de reaccién en hielo durante 5 min, se centrifugé 8 min a 14,000 rpm.
El sobrenadante de la reaccién de lisis bacteriana se transfirié a un tubo nuevo y se precipitd ¢l
DNA plasmidico con 100 u! de isopropanol, las muestras s¢ centifugaron 5 min, el precipitado
se lav6 con etanol al 70%, se centrifugé y se resuspendié en 50 ul de agua inyectable.

Purificacién de DNA plasmidico en gran escala
Se inocularon 5 ml de un cultivo bacteriano que se realizé durante toda la noche a 37°C y 200

rpm. en 400 mi de medio Luria-Bertani (1.B) suplementado con antibidtico. Se continud durante

8 hrs a 200 rpm y 37°C. Las bacterias se cosecharon por centrifugacién a 5.000 rpm por 10 min



y se lavaron con SSI dos veces. El sedimento bacteriano se resuspendié en 1.5 ml de glucosa
50mM, Tris-HCI 25 mM pH 7.6, EDTA 10 mM. después se adicionaron 6 ml de una solucién
de 10 mg/ml de lisozima disuelta en TE pH8 ( Tris-HC! 10 mM pH 7.4, EDTA ImM pH 8)y
15 ml de una solucién de SDS al 1% y NaOH 0.2 M. se¢ mezclaron y s¢ incubaron 10 min en
hielo. La mezcla de reaccién se centrifugd 10 min a 5,000 rpm. ¢l sobrenadante se filtré a través
de gasa estéril y se le adicioné 15 ml de isopropanol, despuds se incubé en hielo durante 5 min,
La suspensién s¢ centrifugé durante 5 min a 5,000 rpm, ¢l sobrenadante se decanté y el
precipitado se resuspendié en 2 m! de TE y se adicionaron 2 ml de LiCl seguido de una
incubacion en hielo durante 30 min. E! tubo se centrifugd y ¢l sobrenadante transfirié a un tubo
con 10 ml (2.5 volimenes) de etanol absoluto. se incub6 | hora a -20°C y se centrifugd {0 min
a 5,000 rpm. El sedimento se resuspendié en 500 pl de agua inyectable y se le adicionaron 100
ul de una solucién de 10 pg/ml de RNAsa (SIGMA). seguida de una incubacién a 37 °C durante
60 min. Se le adicioné un volumen (600 ul) de una solucién de cloroformo-alcohol isoamilico
(24:1). se mezcl6 vigorosamente y se centrifugd durante 2 min a 13.000 rpm, la fase acuosa se
separd para ser sometida dos veces mds al mismo tratamiento. Después se adicioné 1/10 (50ul)
de acetato de sodio 3M pH 7.0, se distribuyé en tres tubos Eppendorf y se les adicioné 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 lavé con 750 pl de etanot al 70%,
y se concentrd durante 5 min en una centrifuga con vacfo (Heto). EI DNA de cada tubo fue
resuspendido ¢n 200 ul de agua inyectable y s¢ cuantificd midiendo su absorbancia a 260 nm.

Digestién de DNA.

Aproximadamente 100 ng de DNA plasmidico fueron depositados en tubos Eppendorf. Las
digestiones se realizaron en un volumen final de SO pl durante dos hrs, adicionando 5 U de la
enzima de restriccién, S ul de amortiguador y 45 ul de agua estéril inyectable.

Electroforesis.

Las electroforesis se realizaron en agarosa (Ulra pure. GIBCO. BRL) al | “%, ¢n una edmara
horizontal (Horizon 5-8. BRL1. con 50 ng de DNA a 75 V (15V/iem™). duruite 45 min utilizando
como amortiguador de corrimiento TAE 1X. La agarosa conteniy 1 pg de bromuro de etidio. al
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terminar ¢l corrimiento el gel se observd sobre un transiluminador de luz ultravioleta para ser
fotografiado.

Purificacién de frigmentos de DNA por GeneClean®,

Se realizé de acuerdo al método descrito por Wilson (92). Sc corrié un gel preparativo de
agarosa al 1%, donde se colood aproximadamente 200 ng de DNA, previamente digerido, con la
enzima de interds, se corrid en una cdmara horizontal (Horizon 5-8, BRL). con 50 ng de DNA
a 75 V (15V/cm?), durante 45 min utilizando como amortiguador de corrimiento TAE 1X, la
banda correspondiente al fragmento de interés fue cortado de los geles de agarosa y depositado
en tubos Eppendorf para su purificacién mediante GeneClean®. Se agregaron 800 ul (3 volumenes)
de Nal 6 M, s¢ incubaron a 56°C hasta que la agarosa sc disolvié, s¢ le agregaron S pl de perlas
de vidrio, se incubd en hiclo durante 30 min (agitando el tubo frecuentemente), enseguida se
centrifugd 1 min 6,000 rppm y se elimind el sobrenadante, las perlas de vidrio se lavaron tres veces
con "New-Wash” (NaCl S0 mM, y etanol al 50% ), se resuspendieron después en 50 pl de agua
estéril, se dejaron 20 min a 56°C, se centrifugé de nuevo y el sobrenadante se separd en un tubo
limpio. Las perlas se resuspendieron en 20 pl de agua inyectable y se incubaron 20 min mds a
56'C, se recuperd el sobrenadante y se verificé la presencia de DNA corriendo 2 pl de éste en un
gel de agarosa al 1%.

Ligacidn.

En un tubo Eppendorf se mezclaron 50 ng del pldsmido digerido mds 100 ng del inserto,
purificados por GeneClean®, a la mezcla se le agregaron 2 pl de amortiguador para enzima T,
ligasa (GIBCO, BRL) y 1 pl de dicha enzima. Se ilevé a un volumen total de 20 pl con agua
estéril y se incub6 a 16°C toda !a noche.

Transformacién bacteriana.

Para preparar las células competentes una colonia de la bacteria cormespondiente. se cultivé wda
la noche a 37° C, 200 rpm, en 10 ml de medio Luria, de esta semilla se tomd | mi y se colocd
en 200 ml de medio. se incubé bajo las mismas condiciones hasta que la densidad optica a 600
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nm fue de 0.6, enionces se agregaron 600 ml de medio y s¢c mantuvo bajo las mismas condiciones
por 15 minutos. El medio conteniendo la bacteria se centrifugd a 5.000 rpm por 10 min, el
sedimento bacteriano se resuspendié en 250 ml de 0.1 M de CaCl, por 2 hrs, posteriormente se
centrifugé y la pastilla bacteriana se resuspendié en 5 ml de CaCl, 0.1 M y glicerol al 10% a 0°,
s¢ hicieron alfcuotas de 100 pl en tubos Eppendorf estériles. Las alicuotas se mezclaron con la
respectiva mezcla de ligacion problema y las restantes se guardaron a -70°C. Las bacterias
competentes se incubaron 30 min con la mezcla de ligacién, posteriormente se les dio un choque
térmico de 42°C durante 60 seg. Las bacterias fueron icubadas S min en hielo. a esta mezcla se
le anadié | m! de medio SOC (bacto-triptona al 2%, extracto de levadura al 0.5%, NaCl 0.05%,
KCl 2.5 mM. glucosa 20mM. pH 7.0) y se incub6 30 min a 37° C, 200 rpm; 100 ul de la
suspension bacteriana se sembraron en cajas con medio Luria conteniendo el antibidtico

comrespondiente (ampicilina, tetraciclina o cloranfenicol).
Identificacidn de las colonias transformadas.

Las colonias transformantes se seleccionaron por su crecimiento en Bh! conteniendo el antibiético
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 hibridacion
("colony blot"), las colonias positivas se sembraron en 3 mi de medio y se incubaron a 37 °C, en
agitacién orbital 200 rpm, toda la noche. Posteriormente se¢ cosecharon y lavaron 1 vez con SSI.
Posteriormente, se realizé una extraccién de DNA plasmidico y s¢ verified su identidad con

enzimas de restriccion.
Obtencién del gen de la T7 RNA polimerasa

A partir de la secuencia publicada (93) s¢ obtuvo el gene que codifica para la T7 RNA
polimerasa mediante la reaccién de la polimerasa en cadena (PCR) (94), empleando DNA
cromosémico de Escherichia coli BL21{DE3). Los oligonucledtidos iniciadores o “primers”
empleados  fueron, para el extremo 5 la secuencia CggaggATCCAggTACgA
TTTACTAACTggAAgAggCACT en la cual se incluy6 un sitio BamHl: para ¢l extremo 3, la
secuencia CgggagATCCTT ACgCgAACgCgAABTCCEACTCTAARAT. en ¢l cual s¢ incluyé un
sitio BamHL. La amplificacién se llevo a cabo en un termociclador (Robocycler. Stratagene ). bajo



las siguientes condiciones:

REACTIVO CONCENTRACION
DNA cromosomal d¢ Escherichia coliBL.21DE3 0.1 ug
“iniciadores” 50 pg
mezcla de desoxinucledtidos 0.2 mM
MgCl, 1.3 nM
Taq DNA polimerasa U
Buffer de reaccién 10X 10 ul
Agua inyectable ¢.b.p. 100 pl
Nimero Desnaturalizacién Alineamiento Extensién
de ciclos -
Temperatura Tiempo Temperaturs Tlempo Temperatura Tiempo
(°C) (min) (°C) (min) (°C) (min)
1 - 95 4 55 2 72 3
29 95 2 S5 2 72 3
| 95 2 5§ 2 72 S

Extraccién de DNA genémico.

Se realizé a partir de 1X10° bacterias cosechadas y lavadas dos veces con SSI. Se resuspendicron
en S ml de amortiguador lisis (Tris 50 mM, EDTA 100 mM, NaCl 100 mM y SDS al 1%). se
les adiciond 200 ul de proteinasa K (10 mg/ml) y se incub6 a 56 C. toda la noche. Posteriormentc,
se les adicion6 50 ul de RNAasa (1 mg/ml) incubando 2 hrs a 37°C con agitacion. Después se
adiciond a la mezcla un volumen de fenol pH 7.2 y se agit6 durante 20 min lentamente y se
centrifugé 10 min a 10,000 rpm. transfiriendo la fase acuosa a un tubo nuevo y se adiciond |
volumen de fenol/cloroformo (24:23) se agité nuevamente durante 20 min y se centrifugd. se¢
recuperd la fase acuosa pasdndose a un tubo nuevo al que se le agregd 1 volumen de cloroformo,

agitando 20 min y se centrifugd como ya se indicd. Posteriormente, s¢ adicionaron 2 volumenes
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de etanol absoluto frio. se agité vigorosamente hasta obtener un agregado de DNA, se centrifugd
durante 5 min a 10,000 pm y se lavé con etanol al 70%, se secd al aire y se resuspendié en 500
ul de agua estéril.

Cuantificacién de DNA

El DNA se cuantificé en el espectrofotémetro a 260 nm. Las muestras s¢ diluyeron 1:100 en agua
inyectable. Las concentraciones de DNA se determinaron mediante la siguiente férmula:

Conc. de DNA = 50 pg/ml X factor de dil X D.O a 260 nm
Hibridacién dc DNA.

El DNA gendémico bacteriano se digirié toda la noche con la enzima de restriceién de interés.
Posteriormente, se realizd el corrimiento electroforético en un gel de agarosaal 1% a 25 V en una
cdmara Horizon (BRL) por aproximadamente 12 hrs en amortiguador de corrimiento TBE 0.5X
(la agarosa contenfa 0.5 ug de bromuro de etidio). Después el gel se sumergié en amortiguador
desnaturalizante (NaOH 0.5 M, NaCl 1 M) durante 30 min, se lavé con agua desionizada y se
sumergié en amortiguador neutralizante (Tris-HC! 0.5 M, NaCl 3 M pH= 7.4), por 30 min. El
DNA se transfiri6 a papel de nitrocelulosa. La sonda empleada en la hibridacién se preparé de
acuerdo al método de "Random Primer”. Aproximadamente 10 pg de DNA, sc¢ desnaturalizé por
ebullicién durante 10 min y se trasfiri6 a hiclo por 5 min, posteriormente se adicionaron 3 ul de
mezcla de nucleédtidos (sin CTP), 2 pl de amortiguador para la polimerasa Klenow, 5 ul de a-CTP
marcada con ¥, | ul de dicha enzima y sc llevé a 20 ul de reaccién con agua estéril. Se incub6
2 hrs a 37°C. Después de lo anterior la sonda marcada se purificé mediante una columna de
Sephadex G-50 (Sigma). La hibridacion s¢ realizé colocando la membrana en solucién de
hibridacién (SSPE 4X . DENHARDT al 10%. SDS al 20%). con la sonda radioactiva
(previamente desnaturalizada). se incubé toda la noche a 68°C, posteriormente se lavé la
membrana 8 veces durante 30 min a 68°C con amortiguador de lavado (SDS 0.1 %. SSC 0.5 X),
y s¢ expuso ante una pelicuia (Kodak! durante 24 hry.



Deteccién dc DNA por la técnica de "Southern blot”

La hibridacién de DNA genémico con una sonda de DNA plasmidico se realizé de acuerdo al
método descrito por Southem (95). Se digirieron 10 ug de DNA cromosomal, toda la noche con
la enzima de restriccion de interés y se comié un gel de agarosa al 0.7 % conteniendo bromuro
de ctidio (0.5 ug/m!) en 0.5 X de TBE (Tris-HCI pH . Ac. Borico, EDTA), El ge! se colocS en
solucién desnaturalizante de DNA por 45 minutos ( NaCl 1.5 M, NaOH 0.5 N), con agitacién
constante. Se lavé el gel con agua desionizada y luego se neutralizé, con solucién de lavado (Tris
IM pH 7.4, NaCl 1.5 M) por 30 minutos, a temperatura ambiente, se repitié la operacién por 15
minutos. Se transfirié el DNA a una membrana de nylon por capilaridad empleando como buffer
de transferencia una solucion de 10X SSC. Se lavé ¢l papel con una solucién 6X de SSC. La
membrana de nylon con el DNA fue homeada por 2 hr a 80 °C. La hibridacién se realizd
oolocando la membrana en solucién de hibridaciéon (SSPE 4X . DENHARDT 10%. SDS 20%).
y la sonda radioactiva (previamente desnaturalizada) incubando toda la noche a 68°C,
posteriormente se lavé la membrana 8 veces durante 30 min a 68°C con amortiguador de lavado
(SDS 0.1 %, SSC 0.5 X), y se expuso en una pelicula (Kodak) durante 24 hrs,

Extraccidn de RNA.

Se inoculé una colonia bacteriana en 5 ml de medio Luria y se dejo crecer toda la noche. se
centrifugd y la pastilla bacteriana se lavé con solucién salina, s¢ resuspendié en SSI y se ajusté
espectofotométricamente a 1 X10° en 100 ul de TE estéril, se adicion6 1 m! Trizol (Gibco BRL),
s¢ incubé por 5 minutos a temperatura ambiente y s¢ adicioné 0.2 ml de cloroformo por ml de
Trizol. Se incubd a temperatura ambiente por 10 min, se centrifugé a 12,000 x g por 1S min, s¢
separd la fase acuosa, s¢ mezclé con un volumen igual de una mezcla de fenol-cloroformo. Se
centrifugd y separd la fase acuosa. la cual se precipité con 0.5 ml de isopropanol por cada ml de
Trizol, s¢ incubd por 10 minutos en frié y centrifugd a 12,000 x g por 10 min a 4°C. El RNA
tot! precipitado sc lavé con | ml de etanol al 75% frio. se resuspendié en agua estéril libre de
RNAsa y s¢ midié la concentracion en el espectoféiometro a 260 nm.



Deteccién dc mRNA, por "Nothem blot”.

El RNA total purificado por la técnica de Trizol, s¢ cuantific ¢n el espectrofotémetro a 260 nm,
y s¢ corrieron en un gel de agarosa al 1% (1 gr de agarosa, buffer d¢ corrimiento X,
formaldéhido 2.2 M) 50 ug de RNA total, se realizé comrimiento previo de S min a S v/em. Se
comren las muestras hasta 3/4 del gel total. Se transfiere la muestra por difusién capilar a una
membrana de nylon y se incuba a 68°C con una sonda marcada radiactiva. La sonda empleada
en la hibridacién se¢ prepard de acuerdo al método de "Random Primer”. Aproximadamente 10 ug
de DNA, se desnaturalizé por ebullicién duranic 10 min y se trasfirid a hiclo por 5 min,
posteriormente se adicionaron 3 ul de mezcla de nucledtidos (sin CTP), 2 ul de amortiguador para
la polimerasa Klenow, 5 ul de a-CTP marcada con **P, 1 ul de dicha enzima y se llevé a 20 ul
de reaccién con agua estéril. Se incub 2 hrs a 37°C. Después de lo anterior la sonda marcada se
purificé mediante una columna de Sephadex G-50 (Sigma). La hibridacion se realizé colocando
la membrana en solucién de hibridacion (SSPE 4X . DENHARDT al 10%. SDS al 20%), con la
sonda radioactiva (previamente desnaturalizada), s¢ incub6 toda la noche a 68°C, posteriormente
s¢ lavd la membrana 8 veces durante 30 min a 68°C con amortiguador de lavado (SDS 0.1 %,
S$SC 0.5 X), y se expuso ante una pelfcula (Kodak) durante 24 hrs.

TECNICAS DIVERSAS

Expresién de la glicoprotefna GP63.

La expresién de GP63 recombinante se verificé por inmunopunto. Aproximadamente | X 10°
bacterias transformadas con el gene que codifica para GP63 fueron centrifugadas y la pastilla se
disolvi6 en S00 ul de PBS, se sonic6d y centrifugd. La muestra se transfirié a membranas de
nitrocelulosa mediante un aparato de vacfo. El papel se bloque6 con PBS-gelatina al 2 % durante
2hrs a 37°C y se incub6 2 hrs con el suero hiperinmune de conejo contru el extracto de proteinas
de Leishmania, seguido de una incubacién de 2 hrs con un anticuerpo de cabra conjugado a
peroxidasa (Sigma). Se reveld la reaccidn inmunolégica con a-4-Cloro Naftol-H;0, (Sigma),
realizdndose lavados cntre las incubaciones con PBS-Tween 20 al 0.01 % a 37°C.



Cuantificacion de protefnas

Se realizé por ¢l método descrito de Lowry (96) empieando albumina sérica bovina (Sigma Co)
como estdndar.

Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE).

La electroforesis se realizé segun la técnica descrita por Laemmli (97). Los geles se corricron
cn cdmaras verticales (LKB Instruments), en presencia de¢ SDS, en condicioncs reductoras y un
sistema de amortiguador discontinuo. El gel introductor contenfa una concentracion final de 5%
de acrilamida, 0.13% de bis-acrilamida, 0.1% de SDS en Tris-HCIl 0.125 M a pH 6.8. Ei gel
separador ten(a una conoentracion de 11.2% de acrilamida, 2.5% de bis-acrilamida. 0.19% de SDS
en Tris-HC1 0.35 M a pH 8.8. Las bacterias se ajustaron espectrofotométricamente a 1X10%ml
y la cantidad de protefna se midié por el método de Lowry. Las muestras se resuspendieron en
amortiguador de muestra (Tris 0.125 M pH 8.8, SDS al 2%, B-mercaptoetanol al 5%, glicerol al
10% y azul de bromofenol al 0.005% ), las muestras s¢ hirvieron por 10 minutos y se corrieron
a 30 mA por 6 hrs a temperatura ambiente. El amortiguador de corrimiento contenia Tris 0.025
M pH 8.3, glicina 0.192 M. SDS al 0.1%.

Inmunoclectrotransferencia ("Westem plot").

Las protefnas separadas electroforéticamente fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa de
acuerdo al método de Towbin (98). El papel s¢ bloqued con PBS-leche 5% por 2 horas.
Posteriormente se incubd con el suero hiperinmune de conejo dirigido contra un extracto crudo
de protefnas de Leishmania por 2 hrs, seguido de esto se incubé con anticuerpo de cabra contra
IgG de conejo conjugado a peroxidasa (Sigma). La reaccién inmunolégica se reveld con a 4-Cloro
Naftol-H;0,. Entre las incubaciones se realizaron lavados con PBS-Tween 20 al 0.01 %. Todo lo
anterior se realiz6 a una temperatura de 37°C.
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Ensayo inmunoenzimdtioo en fasc sélida (ELISA).

Se realiz6 de acuerdo al método de Engvall (99). Sc recubrieron placas para microtitulacién con
S ug y 10 ug de un extracto protéico de Leishmania mexicana. para lo cual se resuspendié en
buffer de carbonatos pH 9.5. y se incub6 por 2 hrs a 37 °C. y posteriormente se dejaron toda la
noche a 4 °C. Para bloquear se adicionaron 100 ul/pozo de una solucién de PBS-Leche al 5%, por
I hr. Se le adicioné el ler. anticuerpo diluido 1:500 en PBS-leche 3%. Se incub6 la placa a 37
°C por 2 hrs. y se adicioné el segundo anticuerpo diluido 1:1000, se incubé 2 hrs. Se adiciond
como substrato O-fenilendiamina de un stock de 6mg/12ml, para preparar la mezcla se¢ empled
buffer de citratos de pH $5.6. Se pard la reaccién a los 10 minutos de incubacién adicionando 50
u! por pozo de H,S0,. Se midi6 la absorbancia a 492 nm. Entre cada paso se realizaron 4 lavados
con una mezcla de PBS-Tween 20 al 0.1%

Obtencida de sucro hiperinmune de conejo contra proteinas de Leishmania mexicana.

Se obtuvo suero hiperinmune de conejo contra protefnas de Leishmania mexicana. Se utilizé un
conejo de la cepa Nueva Zelanda el cual fue inmunizado por via interescapulovertebral con un
extracto crudo de Leishmania mexicana. Se le administrd una dosis cada semana de | mg/m! en
500 ul de SS mezclados con S00 ! de adyuvante complieto de Freund (SIGMA) durante 12
semanas. El conejo se sangré el dfa cero para obtener el suero control, el dia veinte y treinta, La
titulacién de anticuerpos se realiz6 en la semana |12 mediante ELISA. Las placas se sensibilizaron
con 10 ug/mi de antigeno en solucién amortiguadora de carbonatos pH 9.6 1 hra 37°C. |.a placa
s¢ bloqued con PBS-SFB al 5% por 2 hr a 37°C. El suero de conejo se apregé por duplicado en
cinco diluciones (1:100, 1:300, 1:900, 1:2700 y 1:8100) y se incubé por 2 hr a 37°C. Finalmente
la placa se incubé con un suero de cabra anti-lgG de conejo conjugado a peroxidasa (SIGMA)
durante 1 hr a 37°C. Posteriormente se agregé el substrato OPD-perdxido de hidrégeno. se
estabiliz6 el color con H,SO, 2N y se leyé la D.O. a 490 nm. Entre las incubaciones. las placas
s¢ lavaron con PBS-Tween 20 al 0.01%. Para utilizar este suero hiperinmune ¢n la cvaluacién de
la produccién de GP63 por Salmonella typhi CVDY0S, s¢ adsorvid con Escherichia coli. para lo
cual se incubo el suero con 1 x 107 bacterias/ml por 2 horas y se elimind la pastilla bacteriana
por centrifugacion.
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Obtencién del antigeno de Leishmania mexicana.

Sc obtuvo antigeno crudo de Leishmania modificando ¢l método de Bouvier 155). Un cultivo de
L.eishmania mexicana en fase logaritmica se coseché por centrifugacion y se lavé dos veces en
un amortiguador de Tris-HCl 0.01 M pH 7.4. Los pardsitos fueron sometidos a sonicacién y las
Mvembranas fueron colectadas por ultracentrifugacién a 60,000 rpm por 45 minutos. La pastilla
conteniendo las membranas, se solubilizé con Tritén X-114 a 4°C (100). y finalmente, fue
sometida a un gradiente de sacarosa. La composicién del antigeno crudo se verificé por SDS-
PAGE.

Estimulacidn in vitro de linfocitos.

Grupos de S ratones BALB/c se inmunizaron con Escherichia coli SY327 transformada con los
plismidos pPGORBYT7 RNA polim¢rasa y pJRD184PT7GP63. Los ratones recibieron 100 ul de
una dosis de |1 X10° becterias/ml. Los ratones recibieron 4 inmunizaciones y siete dfas después de
la ltima dosis se prepard una suspensién de esplenocitos por medio de disgregacién del bazo en
tela de organza. Los eritrocitos se eliminaron mediante ¢l empleo de un amortiguador de lisis
(0.15 M de NH,CI, 1.0 mM de KHCO,, 0.1 mM de Na,EDTA, pH= 7.4) durante 3 minutos. Los
esplenocitos se lavaron con solucidn de HANKS (Gibco), y se ajustaron a 3x10%10 ml de RPMI
complementado con 10% de suero fctal bovino, glutamina y piruvato de sodio, 100 ul de las
clulas se colocaron en placas de cultivo, con S0 ug/ml y 25 ug/ml de un extracto crudo de
proteinas de Leishmania mexicana Los cultivos se incubaron 3 dfas a 37 C y 5% de CO,.
Dieciocho hrs antes de terminar el cultivo se agregé 1 uCi de *H-Timidina por pozo. Las células
se cosecharon en filtros de fibra de vidrio y la incorporacidn del material radiactivo se cuantificé
en un contador de Centelleo Liquido (Beckman).



RESULTADOS
OBTENCION DE UN SUERO HIPERINMUNE CONTRA LA GP63.

Para evaluar la expresion de la GP63 en las diferentes construcciones, s¢ inmunizé un conejo de
la cepa Nueva Zelanda, de aproximadamente 3 Kg de peso, con un extracto de proteinas de
Leishmania mexicana obtenidas mediante extraccién con Triton X-114. En la Figura No.l se
muestran los niveles de anticuerpos presentes al final del esquema de inmunizacién evaluados por
ELISA, para lo cual s¢ sensibilizaron placas de microtitulacién con 10 ug/ml de proteinas de
keishmania mexicana. El sucro de conejo se evalué por duplicado en cinco diluciones (1:100,
1:300, 1:900, 1:2700 y 1:8100). En la Figura No.1 se muestra ¢l titulo de anticuerpos generados,
donde s¢ observa un aumento de 6 veces comparando con el control en la dilucién 1:100. En la
dilucién 1:8100 en el anticuerpo hiperinmune se detecta un aumento de 10 veces comparado con
el suero preinmune.

OBTENCION DEL GENE QUE CODIFICA PARA GP63 BAJO EL PROMOTOR T7.
a. Obtencién del plésmido pJRD1843EcoRI.

El plésmido pJRD184 (3.8 Kb) es un derivado de pBR322 que carece dec promotores y contiene
varios sitios de restriccién unicos, entre ellos EcoRI, estos sitios son utiles para insertar
fragmentos de DNA. Se digirié ¢l pldsmido con EcoRl. s¢ trato con la DNA polimerasa Klenow,
se autoligd y se rastreé la presencia de clonas 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 EcoRI, se obtiene
el pldsmido linearizado solo por una enzima, que corresponde a un tamaiio de 3.8 Kb E! pldsmido
resultante se denominé pJRD184AFEcoRI1.

b.Obtencién del plésmido pJRDI1S4AE-PT7

El plasmido que perdio el sitio EcoRI fue digerido con Psti-Sacl (posiciones 1.4y 1.3 Kby donde

se insertd ¢l promotor T7. El oligonucledtido sintético tiene la sccuencia siguientie:
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NOMBRE | BamHl PROMOTOR T7 EcoRI Sacl

Inicrador 1 G CTAATACGACTCACTATAGGGA | GAATTC | GAGCT

Iniciador 2 | ACGTC | GATTATGCTGAGTGATATCCCT | CTTAAG | C

de tal manera que el pldsmido resultante pJRD184AE-PT7 tiene un sitio EcoRl en la posicién 1.4
Kb lo cual sc presentan en la Figura No. 2. En ¢l carril 8 se muestra la digestién de |a clona con
EcoRl, la regencraci6n de este sitio obteniendose un fragmento de 3.8 Kb. Al digerir ¢l pldsmido
pJRD184AE con Pstl y Scal ¢ insertar el promotor T7 se eliminé también un sitio Kpnl, que se
encontraba en la posicion 1.3 Kb, lo cual se comprobdé mediante digestion segun se observa en
la Figura No.2, en el carril 9 donde al estar ausente el sitio Kpnl, no hay digestién.

¢. Obtenciéa del plésmido pJRDS4AE-PTTGP63

En el sitio EcoRI del ;;l:ismido pJRD184AE-PT7 (posicién 1.4 Kb), se insertd el gene de la forma
madura de la GP63 (1.5 Kb), el cual fue obtenido a partir de pUC19-GP63 y purificado por
GeneClean®, El pldsmido resultante se denominé pJRD184AE-PT7GP63. En la Figura No.3 se
muestran dos clonas que contienen el gene de GP63 bajo el promotor T7. La orientacién del gene
s¢ determiné mediante digestién con Clal. Debido a que el gene de GP63 tiene un sitio Clal en
la posicién 1.2 Kb los fragmentos generados los fragmentos generados son de 1.67 y 3.68 Kb
segun se muestra en la Figura No.3. Al digerir las clonas con EcoRl se gencra 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 y en el pldsmido pJRD184AE-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. Expresién dc la GP63 recombinante de Leishmania mexicana bejo el promotor T7.

l.a expresién de la proteina GP63 recombinante se avalud en Escherichia coli BL21DE3. la cual
tiecne integrado el gene de la T7 RNA polimerasa en su cromosoma. La expresion de GP63
recombinante se verific6 por inmunopunto en diversas clonas transformadas para identificar las

mejor productora. En la Figura No. 4. se muestra la presencia de proteina GP63 recombinante en
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6 clonas productoras de la proteina. lo cual se compara con los cuadros 3 y 4 donde se colocod
extracto crudo de proteinas de Escherichia coli BL21DE3, donde se ve la ausencia de la proteina
recombinante. Para determinar ¢l tamano de proteina GP63 recombinante se realizé
inmunoelectrotransferencia. A partir de  una pastilla bacteriana de  Escherichia  coli
BL21DE3/pJRDI84TIGP63 inducida con IPTG de 1X10° en 500 ul, se tomaron S0 ul
(conteniendo 1X10® 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 tenido con azul de Coomasie. El patrén electrofético
del extracto crudo de proteinas de Escherichia coli BL2IDE3 transformada con el pldsmido
pIRDIB4AE-PTIGP63 no parece diferir de! observado en Escherichia coli BL21DE3. Sin
embargo, al transferir las proteinas a papel de nitrocelulosa y revelar con ¢l anticuerpo de conejo
contra proteinas de Leishmania mexicana se observa una banda extra en las clonas transformadas
con el pldsmido que contiene el gene de la GP63, segtin se muestra en la Figura No.S. Las bandas
que aparecen el las clonas no transformadas se deben a reactividad cruzada del anticuerpo de
conejo que reconoce protefnas de Escherichia coli. Tambien se verificé la presencia de mRNA
pare la GP63 mediante hibridacion RNA-DNA o "Northern blot". Se purific6 RNA a partir de
Escherichia coli BL21DE3 transformada con pJRD184AE-PT7IGP63, s¢ sometid a ¢letroforésis
en agarosa, se transfirié a papel de nitrocelulosa y se hibridé con una sonda de DNA conteniendo
el fragmento de la GP63 de 1.5 Kb obtenido por digestién dc pUC19-GP63 con EcoRI y marcada
con Y. En la Figura No.6 se muestra en el carril 1. el RNA total de Escherichia coli BL21DE3;
carril 2. RNA total de Escherichia coli BL2I1DE3/pJRD184PT7GP63, inducidas con IPTG. lo
cual como s¢ puede ver indica la presencia de mRNA, en la clona que contiene ¢l gene para la
GP63. Sin embargo tambien se puede observar la degradacién del mensajero debido posiblemente
a la cantidad de este que se esta produciendo por la inducién con el IPTG.

OBTENCION DE LA T7 RNA POLIMERASA BAJO EL. PROMOTOR tac.
a. Amplificacién T7 RNA polimerasa.
El gene que codifica para la T7 RNA polimerasa se obtuvo a partir de DNA genémico de

Escherichia coli BL2IDE3 mediante de PCR. Con los “iniciadores”™ empleados para la

amplificacién de la T7 RNA polimerasa se generaron sitios BamHI ¢cn ambos extremos. En la
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Figura No.7 se muestran los productos del PCR. que muestran un gene de 2.7 Kb. que
corresponde al tamafo esperado.

b. Clonacién dcl gene de la T7 RNA polimerusa

El gene de la T7 RNA polimerasa se inserté en el sitio BamHI de pUC19, para lo cual el
producto de PCR y el pldsmido pUC19 s¢ digirieron con esta enzima. Las colonias resistentes
ampicilina se rastrearon con una sonda de T7 RNA polimerasa (producto de PCR) marcada con
33, Se obtuvo el DNA plasmidico de las colonias positivas y se digirié con enzimas de restriccion
para identificar pldsmidos conteniendo ¢l inserto en la orientacién comecta. En la Figura No.8.
s muestra el mapa de restriccién del pldsmido resuttante pUC19-T7pol. Considerando que pUC19
ticne un sitio Ndel en la posicién 0.4 Kb y la T7 RNA polimerasa tiene un sitio en la posicidn
2.6 Kb. Los productos esperados cuando se digiere el pldsmido con Ndel son de 0.4 y 5.0 Kb
cuando el inserto se encuentra en la orientacién mds, lo cual se muestra en la Figura No.8, camil
4. El gene T7 RNApok contiene un sitio Hpal. y un sitio unico Smal. que s¢ localiza en ¢l 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 § respectivamente. La
digestién con Pvull, nos genera 2 fragmentos donde el fragmento de 3.0 kb comesponde al
promotor lac y la T7 RNApol, y ¢l fragmento de 2.4 corresponde al resto del pUCI9, lo cual se
muestra en el carril 1, en el camril 2 se muestran dos bandas que se encuentran enzimadas, donde
una comesponde al gene de la T7 RNA pol y la otra banda al pUCI9.

c. Expresién de mRNA de la T7 RNA polimerasa.

La clona de Escherichia coli DHS5a transformada con el pldsmido pUCI19-T7pol. se erecié en
presencia de IPTG para inducir la expresién de la T7 RNA polimerasa, s¢ extrajo ¢l RNA total
para rastrear el mRNA se emple6 el gene de la T7 RNA polimerasa marcado con 2p_ ¢l resultado
s¢ muestra en la Figura No.9. Donde como observamos al incrementar la cantidad del mRNA
mensajero presente en el camil se ve mds ¢l efecto de la degradacion del mRNA lo cual nos
indica posiblemente una sobre expresion de esta proteina recombinanie y con ¢llo un incremento

en la degradacién de ésta. En la columna 1,23 y 4. se encuentra ¢l RNA total que corresponde
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Figura No.7 s¢ muestran los productos del PCR. que muestran un gene de 2.7 Kb. que
commesponde al tamafo esperado.

b. Clonacién dcl gene de la T7 RNA polimerasa

El gene de 1a T7 RNA polimerasa s¢ inserté en el sitio BamHI de pUCI9. para lo cual ¢l
producto de PCR y el pldsmido pUC19 se digirieron con esta enzima. Las colonias resistentes
ampicilina se rastrearon con una sonda de T7 RNA polimerasa (producto de PCR) marcada con
3, Sc obtuvo el DNA plasmidico de las colonias positivas y se digirié con enzimas de restriccion
para identificar pldsmidos conteniendo ¢l inserto en la orientacién correcta. En la Figura No.8,
sc muestra ¢! mapa de restriccion del pldsmido resultante pUC19-T7pol. Considerando que pUCI9
tiene un sitio Ndel en la posicién 0.4 Kb y la T7 RNA polimerasa tiene un sitio en la posicién
2.6 Kb. Los productos esperados cuando se digiere ¢l pldsmido con Ndel son de 0.4 y 5.0 Kb
cuando el inserto se encuentra en la orientacién mds, lo cual se muestra en la Figura No.8, caril
4. El gene T7 RNApok contiene un sitio Hpal, y un sitio 1inico Smal, que se localiza en el pUCI9
por lo cual la clona al ser digerida con estas enzimas de mancra independiente nos genera un
fragmento que corresponde a 5.4 Kb lo cual se muestra en el carril 3 y 5 respectivamente. La
digestién con Pvull, nos genera 2 frapmentos donde el fragmento de 3.0 kb cormresponde al
promotor lac y la T7 RNApol, y el fragmento de 2.4 corresponde al resto det pUCI9. lo cual se
muestra cn el carril 1, en el camril 2 se muestran dos bandas que se encuentran enzimadas, donde
una corresponde al gene de la T7 RNA pol y la otra banda al pUCI9.

¢. Exprcsién de mRNA de la T7 RNA polimerasa.

La clona de Escherichia coli DHSa transformada con el pldsmido pUCI9-T7pol. se crecid en
presencia de IPTG para inducir la expresién de la T7 RNA polimerasa, se extrajo el RNA total
para rastrear el mRNA se empled ¢l gene de la T7 RNA polimerasa marcado con P, el resultado
s¢ muestra en {a Figura No.9. Donde como observamos al incrementar la cantidad del mRNA
mensajero presente ¢n el carril se ve mds ¢l efecto de la degradacion del mRNA lo cual nos
indica posiblemente una sobre expresion de esta proteina recombinante y con ¢lo un incremento

en la degradacion de ¢ésta. En la columna 1.2.3 y 4. s¢ encuentra ¢l RNA 1otal que corresponde
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alas colonias de Escherichia coli DHSa. que no contienen ¢l gene para la T7 RNA pol. donde no

hay presencia de mRNA para esta polimerasa en ninguna de las 4 concentraciones.
d. Subclonacién de la T7 RNA polimerasa en el pldsmido pGORBY.

Con el propdsito de tener el sistema de complementacién T7 RNA polimerasa-promotor T7 en
pldsmidos compatibles, la T7 RNA polimerasa se subclond en los pldsmidos pACY184 y
pGORBY. pACY184 tiene el origen de replicacidn del pldsmido p1SA y pUCI19 el ColEl. El
plésmido pGORBY es un derivado de pKTN701, cuyo origen de replicacién R6K, es dependiente
del factor x. Este plasmido se transforma en Escherichia coli SY327Apir. pGORBY es un
pldsmido suicida que contiene el alelo AaroC de Salmonella typhi y por lo tanto capaz de
integrarse en el cromosoma de ¢sta bacteria por recombinacién homéloga. Este pldsmido ha sido
modificado, de tal manera que contiene ¢l promotor Tacy el “"polylinker” de pKK223-3 enmedio
del locus AaroC. Por tanto, al ser compatible con pUC19, permite hacer experimentos de
transcomplementacion e integrar en ¢l cromosoma.

El gene de la T7 RNA polimerasa s¢ obtuvo a partir pUC19-T7 RNA pol y se subcloné en el
sitio BamHlI de! pldsmido pPGORBY. En el pldsmido resultante pGORBY-T7 RNA pol, se verifico
la orientacién del gene mediante digestion con la enzima Kpnl, ia Figura No.10 presenta los
fragmentos esperados. La funcionalidad de la T7 RNA polimerasa se evalu6 mediante "Nothem
blot” (Figura No.l1). Donde s¢ muestra una disminucién en la ¢xpresion del mRNA, y con ello
una disminucién en la degradacion del mensajero, lo cual es posible explicar debido al origen de
replicacion, el cual para el pUCI9 es de aproximadamente 700 copias por bacteria, micntras que
para pGORBY es de 7 copias por bacteria aproximadamente. Al haber mayor expresion del
mensajero para la polimerasa se aumenta la degradacion de ésta (Figura No.12).

¢. Cotransformacién del plésmido pJRD184PTTGP63 y pGORBY-T7pol

Los pldsmido pJRDI84PT7GP63 y pGORBYT7po! fueron cootrasformados en Escherichia coli
S§Y327Apir, ¢n las colonias resistentes a ampicilina. tetraciclina y cloranfenicol se verificé la
expresién de la proteina GP63 por la téenica de ELISA. Las cepas bacterianas se crecieron en
medio Luria-Bertani y 1 x10® bacterias se¢ rompieron por sonicacién. Con el extracto crudo

bacteriano se sensibilizaron placas de microtitulacion con 10 ug/ml de proteina y se revelaron con
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el suero de conejo contra proteinas de Leishmania mexicana. En la Figura No.14 s¢ compara la
expresion de GP63 en diferentes cepas bacterianas. Puede observarse que en el sistema de
complementacion en pldsmidos, la expresion de GP63 ¢s mejor que en  Salmonella typhi
CVDI08QMGP63 que ticne integrado en ¢l cromosoma el gene que codifica para GP63. Se
verific la presencia de ambos plésmidos con sondas marcadas *P. y se evalu6 la expresion de
mRNA de la GP63 por medio de “Northem blot” (Figuma No.13). Lo cual nos indica la presencia
del mensajero para la GP63 recombinante, ademds de detectar la presencia de la proteina.

EVALUACION DEL SISTEMA DE COMPLEMENTACION.

Se inmunizaron rtones BALB/c i.p. con 100 ul de Escherichia coli SY327 transformada con
pIRD184PT7GP63 y pGORBYT7pol, ¢ inactivadas con acetona. Como controles se incluyeron
ratones inmunizados oralmente con Salmonella typhi CVD908 y Salmonella typhi
CVD908QMGP63. asi como animales inmunizados con Escherichia coli BL21DE3 transformada
con pJRD184PT7GP63. Siete dias después se obtuvieron esplenocitos y se cultivaron en presencia
de un extracto protéico de Leishmania mexicana. La activacién de los linfocitos se evalu6
mediante un ensayo de incorporacién de *H-Timidina. En la Figura No.16 s¢ compara la respuesta
proliferativa, en CPM, que s¢ obtuvo con las diferentes cepas bacterianas. Puede observarse que
la mejor activacién se presentdé con la cepa Escherichia coli BL21(DE3)-GP63. Por tltimo, se
determinaron anticuerpos contra GP63 en los ratones inmunizados con las cepas sefialadas. En la
Figura No.1S se presentan las D.O. que se obtuvieron por el método de ELISA al dfa siete
después del esquema de inmunizacién, donde se detectaron anticuerpos contra porinas de las
cepas. La mejor respuesta de anticuerpos s¢ presenté al inmunizar con la cepa Escherichia coli
BL21(DE3). No se detectaron anticuerpos dirigidos contra la GP63, pero si se generd respucsta
proliferativa especficas para la GP63. demostrada en ensayos de incorporacién de *H-timidina.
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DISCUSION.

Muchas cepas de Salmonclla se han construido para ser utilizadas como acarreadoras de
antigenos. La idea es que estos "vectores vivos” produzcan una o varias protefnas recombinantes
de algin microorganismo y que sean capaces de inducir proteccién contra €ste. Se¢ ha demostrado
que la inmunizacién con estas “quimeras” es una mancra eficiente y segura de generar respuesta
inmune local (mucosas) y sistémica. tanto contra Sa/monella como contra el antfgeno heter6logo
(71,101,102.103,104). La wtilizacion de Salmonella como acarreador implica la
introduccion de genes “extrafos” a la bacteria. gencralmente insertados en pldsmidos. Estos
pldsmidos habitualmente llevan genes de resistencia a antibidticos, que facilian la identificacion
y manipulacién de las clonas. La mayorfa de los pldsmidos utilizados son estables in vitro, cuando
la bacteria se crece con el antibiftico y en ocasioncs adn en asusencia de éste. Sin embargo,
cuando falta la presidn selectiva del antibiético in vivo los pldsmidos son inestables y se pierden
rdpidamente. De tal manera que, para tener una vacuna eficiente a partir de una bacteria
acarreadora, es necesario contar con un sistema que permita la expresién estable de la protefna
recombiante heterdloga; porque ademds, seria inaceptable que la aplicacion de una vacuna
requiriera también de la administracién simultdnea de un antibiético. Se han disenado varias
estrategias para resolver el problema de la estabilidad de los pldsmidos y eliminar la necesidad
del uso de antibi6ticos. Algunos sistemas consisten en la construccion de mutantes en las que la
ausencia del pldsmido es letal para la bacteria, lo que lo hace estable tanto in vitro como in vivo
(105), estas mutantes pueden inducir respuestas locales y sistémicas con una sola dosis
(106). Otra altemativa consiste en la integracion de los genes heterblogos en el cromosoma
de la bacteria acarreadora (107) con lo que st logm la expresién estable de la protefna
recombinante, 8 menos que s& presenten mutaciones que causen la inactivacion del gene
heterélogo. Sin embargo. se ha demostrado que en ¢l sistema de integracién cromosémica la
produccién de la protefna recombinante disminuye entre 20 a 40 veces, cuando se¢ compara con
¢l método basado en pldsmidos. La disminucidn en la produccién de la protefna 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 coli (LTB). una c¢n un pldsmido y la otra integrado al
cromosoma, se encontrd quc la expresién de la proteina era 20 veces menor ¢n ¢l cointegrante.

Al inmunizar ratones. el pldsmido s¢ perdié rdpidamente in vivo, aun cuando los unimales
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recibieran antibidtico, a diferencia del gene integrado en el cromosoma que resultd estable. A
pesar de ello, los animales que recibieron antibidtico presentaron la mejor respuesta de anticuerpos
contra LTB, demostrando que durante la fase de induccién. la cantidad de antigeno disponible
determina la magnitud de la respuesta inmune, aunque posteriormente la proteina recombiante no
s¢ produzea al perderse el pldsmido (108). Esta constituye una gran desventaja para el sistema
de integracién cromosémica, 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
¢xperimetales para solucionar estas dificultades. Algunos autores han disefiado genes quiméricos
yue codifican para protefnas dc fusién que estabilizan la expresién de las protefnas recombiantes.
como ¢l dominio de unién a células cucariticas de la toxina diftérica en un sistema de
integracién cromosémica (109) o el péptido seiial y dos dominios de unién a IgG de la
proteina A de Staphilococcus aureus (110), o bien, otra altemativa es la utilizacién de
promotores fuertes que aumenten la expresién de la prote(na recombinante (111).

l.a opcién que se propone en este trabajo es la construccién de un sistema de amplificacién
wanscripcional del gere heterdlogo integrado en el cromosoma. Se eligié el promotor T7 porque
es pequefio y muy eficiente. La T7 RNA polimerasa, que es el producto de un gene del fago T7,
¢s cinco veces mas pequefia pero también mucha mds activa que las polimerasas de Escherichia
coli, a wal grado qe puede desplazar la transcripcion de las otras RNA polimerasas bacterianas. El
sistema de complemcntacién promotor T7-T7 RNA polimerasa ha sido utilizado ampliamente,
incluso en células eucaridticas.

Se logrd insertar en pldsmidos ¢l gene que codifica para la T7 RNA polimerasa y ¢l gene que
codifica para GP63 de Leishmania mexicana bajo el control de promotor T7. Fue posible
transformar ambos pldsmidos compatibles en Escherichia coliy s¢ demostré que son funcionales,
pues se transcomplementan produciendo la GP63 recombiante que induce respuesta proliferativa
contra Leishmania mexicana. Este resultado es substancial para cl desarrollo ultcrior de vacunas
en vectores bacterianos, pues permitird la integracion cromosdmica del sistema de
transcomplementacion.

Es importante senalar que ¢! mRNA de la GP63 parece ser inestable en el sistema de
complementacion, lo que se deduce por los resultados de “Northen blot”. Aunque este es un
aspecto que no se explord detalladamente en este trabajo. ¢i diseno del gene no incluyé un
terminador que permitirfa mayor estabilidad del mRNA. Por otro lado. no fue posible demostrar

anticuerpos contra la GP63. Este hallazgo no es singular. pucs otros autores han encontrado
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respuesta inmune cellular contra ¢i antigeno recombinante. en dusencia de respucsta inmune
humoral (64,66.112 ) Esto se debe a que, ¢n circunstancias todavia no muy claras. Salmonella
induce preferentemente una respuesta de tipo Thl. En nuestro laboratorio hemos demostrado que
Salmonella typhi CVD908 conteniendo el gene que codifica para GP63 de Leishmania mexicana
induce respuesta inmune Thl protectora en ausencia de anticucrpos (113). Ademds, s¢ ha
observado que la inmunizacién con Salmonella induce células citotdxicas CD8' (114).
Obscrvaciones realizadas en la UIMI indican que los macr6fagos captan antigenos 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 vacias en la
superficie de las APC (115).

Los factores que intervienen en la inmunogenicidad de los antigenos que se expresan cn vectores
recombinantes son multiples y complejos. El destino de la respuesta inmune estd determinado no
solo por la antigenicidad intrinseca de los epitopos, sino por aspectos como la cantidad de proteina
producida y localizacién de la misma. Las protefnas recombinantes pueden producirse en citosol,
membrana, espacio periplésmico 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 seflales estimulatorias. Por otro lado, s¢ ha demostrado que
la respuesta inmune a prote(nas de membrana extema es mds eficiente cuando se inmuniza con
bacteria viva atenuada que cuando se vacuna con bacteria muerta (116). Por ultimo, el
microambiente en el que s¢ produce la fase de induccién de la respuesta iunmune es fundamental.
Por ello frecuentemente la via d¢ administracion de los antigenos determina ¢l desarrollo ulterior

de la respuesta inmune (117).
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FIGURA No.1

TITULACION DE SUERQ DE CONEJO CONTRA EXTRACTO CRUDO
PROTEICO DE Leishmania mexicana
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Se sensibilizaron placas de microtitulacién de 96 pozos con 10 pg/m! de extracto crudo de
Leishmania mexicana, se adicion6 e! suero de conejo por duplicado en diluciones 1:100, 1:300,
1:900, 1:2700 y 1:8100. Se incub6 con un suero de cabra anti-IgG de conejo conjugado a
peroxidasa. Se utilizé como sustrato ortofenilendiamina-H;0,. La reaccidn se amesté con H,SO,
2N y se leyé la D.O. a 490nm.



FIGURA No. 2.

ANALISIS DE RESTRICCION DEL PLASMIDO pJRDI184pT7
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CARRIL PLASMIDO | DIGESTION | FRAGMENTOS (Kb)
i “Ladder” 1Kb.
2 pJRDI84AE Sin digerir
3 pJRDI84AE EcoRV-EcoRI 38
4 pJRDIS4AE Kpnl-EcoRI 38
S pJRDIB4AEPTT. Sin digerir
6 pJRDI84 LEPTT. Pstl 3.8
7 pJRDI184 S EPT7. EcoRV-EcoR! 1.1, 2.7
8 pJRDI84AEPTT. EcoRl! 3.8
9 pJRDIS4AEPTT. Kpnl SD
10 pJRDI184AEPTT. Scal 3.8
1 pJRDI184SEPTT. EcoRI-BamH]I 1.28
12 pJRDI184 EcoRI-BamHI 0.5, 3.3
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FIGURA No. 3.

ANALISIS DE RESTRICCION DEL PLASMIDO pJRDI184 AEPT7GP63
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CARRIL PLASMIDO DIGESTION FRAGMENTOS (Kbh)
1 pJRDI84AEPT7GP63 Clona | Clal 1.7. 32
2 pJRD184AEPT7GP63 | Clona | EcoRI 1.5.38
3 pJRDIS84AEPT7GP63 | Clona | Pstl 0.2.52
4 pJRDIS84AEPT7GP63 [ Clona 2 Clal 1.7.137
5 pJRDIB4AEPT7GP63 | Clona2 EcoRl 1.5.38
6 pJRDIB4AEPT7GP63 Clona2 Pstl 0.2.5.2




FIGURA No. 4
EXPRESION DE LA GP63 RECOMBINANTE DE Leishmania

mexicana BAJO EL CONTROL DEL PROMOTOR T7

12 ] 4 5 6 7 8 9 10

CHENEIC N JF IR

La expresién de GP63 recombinante se verificé por inmunopunto. Aproximadamente | X 10°
bacterias transformadas con el gene que codifica para GP63 transfirieron a membranas de
nitrocelulosa y se revelaron con ¢l suero hiperinmune de concjo. 1) y 2) Extracto crudo de
proteinas de Leishmania mexicana; 3) y 4) Proteinas de Escherichia coli DHSa pJRD184-
PT7GP63; S) a 10) Clonas que contienen ¢l pldsmido pJRDI84PT7GP63 en Escherichia coli
BL21(DE3).
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FIGURA No. §.

EXPRESION DE GP63 RECOMBINANTE
BAJO EL CONTROL DEL PROMOTOR T7

A B
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Se separaron proteinas totales de bacteria bajo condiciones reductoras y se transfiricron a
membranas de nitrocelulosa. Se revelaron con el suero hiperinmune de conejo contra proteinas de
Leishmania mexicana. Panel A. Carril |, Escherichia coli DHSw: camil 2. FEscherichia coli
BL21(DE3); carril 3 y 4 Escherichia coli BL2ZWDE3)-GP63. Panel B. Carril 1. Escherichia coli
BE.21(DE3): carril 2, Escherichia coli BL.21IDE3Y)-GP63.
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FIGURA No. 6
PRODUCCION DE RNA MENSAJERO DE GP63 BAJO EL

CONTROL DEL PROMOTOR T7

Se indujo Escherichia coli BL21(DE3)-pJRD184PTIGP63 con IPTG. Se ajusté a 1X10°
bacterias/ml, se obtuvo el RNA total y 30 ug se separaron electroforéticamente en un gel de
agarosa al 1%, s¢ transfirié la muestra a una membrana de nylon y se revelé con una sonda de
GP63 marcada con **P. Carril 1, RNA total de Escherichia coli BL2I{DE3); carril 2, RNA total
de Escherichia coli BL2I(DE3)-pJRD184PT7GP63.
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FIGURA No. 7

AMPLIFICACION DE LA T7 RNA POLIMERASA
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Se¢ obtuvo el gene que codifica para la T7 RNA polimerasa mediante 1a reaccién de la polimerasa
en cadena (PCR), empleando DNA cromosomal de Escherichia coli BL21(DE3). Los
oligonucledtidos iniciadores o "primers” empleados fueron, para el extremo §° la secuencia
CeaegRATCCAsTACBATTTACTAACTggAAgAgeCACT en la cual se incluyo un sitio Bamtll
(sitios subrayados): para el extremo 3', la secucncia
CoegggATCCTTACECAACECgAAGTCCEACTCTAAGAT. en ¢l cual se incluyd un sitio
BamHI. Carril 1, marcadores de peso molecular de | Kb; Carriles 2 a 6, gene T7 RNA polimerasa
amplificado por PCR.
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FIGURA No. 8.
ANALISIS DE RESTRICCION DEL PLASMIDO pUCI19-T7RNApol
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CARRIL PLASMIDO DIGESTION FRAGMENTOS (Kb)
1 pUCI9-T7RNApol Pvull ' 24,30
2 pUCI19-T7RNApol BamHI 27.27
3 pUC19-T7RNApol Hpal 5.4
4 pUCI19-T7RNApol Ndel 04,50
S pUC19-T7RNApol Smal 5.4
6 pUCI9-T7RNApol EcoRV SD
7 pUC19-T7RNApol EcoRI 5.4
8 pUC19-T7RNApol Kpn! 02,52
9 pUC19-T7RNApol Sin digerir SD
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FIGURA No. 9

PRODUCCION DE RNA MENSAJERO DE LA

T7 RNA POLIMERASA
1 2 34 5 6 7 8

Se purificé RNA total apartir de Escherichia coli DHSa-pUCI9T7RNApol. S¢ corrieron en un gel
de agarosa al 1%. El RNA total se transfirié a una membrana de nylon. Se hibridé con DNA de
T7 RNA polimerasa marcada con **P. Se expuso ante una pelicula (Kodak) durante 24 hrs. Carriles
1, 2, 3 y 4, diluciones seriadas de RNA total de Escherichia coli DHSa, ( 30. 15,75y 3.75 pg):

Carriles 5, 6, 7 y 8, RNA total de Escherichia coli DHSa-pGORBYTTRNApol. con las
concentraciones ya mencionadas.
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FIGURA No. 10.
ANALISIS DE RESTRICCION DEL PLASMIDO pGORBY-T7RNApol
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t | "Ladder” 1Kb.
2 | pGORBY-T7RNApol | Sin digerir $.D
3 pGORBY-T7RNApol | EcoRl 11.1
4 | pGORBY-T7RNApol | Kpnl 25.70
5 pGORBY-T7TRNApol | EcoRI-Kpnl 25.70
6 | pGORBY-T7RNApol | BamHl 27,2745
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FIGURA No. 11

PRODUCCION DE RNA MENSAJERO DE LA

T7 RNA POLIMERASA

Se purificé RNA de Escherichia ¢oli SY327-pGORBY-T7RNApol. s¢ sometié a electroforésis en
agarosa y se transfirld a membrana de nylon. Se revelé con una sonda de T7 RNA polimerasa
marcada con *P. Camil 1, RNA de Escherichia coli BL2L(DE3): Carriles 2 a 5, RNA total de
Escherichia coli SY327 pGORBY-T7RNApol: Carril 6. RNA total de Escherichia coli SY327.



FIGURA No. 12

ANALISIS DE LA T7 RNA POLIMERASA MEDIANTE SOUTHERNBLOT

Se obtuvo ¢l DNA cromosémico a partir de 1X10° bacterias y se digirié con EcoRl y EcoRV. Se
separo electrofordticamente en un gel de agarosa al 1% y se transfiri6 a papel de nylon Se reveld
con una sonda de T7 RNA polimerasa marcada con “P. Carril } y 2, DNA cromosémico de
Escherichia coli BLYI(DE3) digerido con EcoRI: Carril 3, DNA de Escherichia coli DHSa
digerido con EcoRL; Carril 4. pUC19-T7TRNApol digerido con EcoRI: Carriles S y 6, DNA de
Escherichia coli BL2I(DE3) digerido con EcoRV: Carril 7. DNA de [scherichia coli DHSo
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

El RNA total purificado se cuantificd. se sometié a electroforésis en agarosa y se transfirié a una
membrana de nylon. Se reveld con una sonda del gene de GP63 marcada con *%. Carmil 1. RNA
towal de Escherichia coli BL21(DE3)-pJRD184PT7GP63; Carril 2, RNA total de Escherichia coli
BL21(DE3); Carril 3, RNA total de Escherichia coli SY 327, Carril 4, RNA 101al de Escherichin
coli SY327 pGORBY-T7RNApol; Carril 5. RNA total de Escherichia coli SY327 pGORBY-
T7RNApol y pJRD184PT7GP63.
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FIGURA No. 14.

PRODUCCION DE GP63 RECOMBINANTE EN EL SISTEMA
T7 RNA POLIMERASA Y GP63 BAJO EL CONTROL DEL PROMOTOR T7.

A B
L sl ]
.ﬂd. L..' ﬂm = .~
) |
o T o

Se recubrieron placas de microtitulacién con 10 pg de un extracto protéico de las cepas bacterianas
tranformadas con los pldsmidos para el sistema de complementacién. La GP63 se reveld con un
suero de conejo contra proteinas de Leishmania mexicana. Panel A, Pldsmidos no compatibles.
Barra 1, Escherichia coli DHSa pJRDIS4PTIGP63. pUCI9T7pol; Barra 2. Escherichia coli
BL2IDE3 pJRDI184PT7GP63; Barra 3, Escherichia coli DHSa pJRD184PT7GP63. Panel B.
Pldsmidos compatibles. Barra 1. Escherichia coli SY327; Barra 2, Escherichia coli SY327
pJRD184PT7GP63, pGORBYT7pol: Barra 3. Salmonella typhi CVD908: Barma 4. Salmonella
typhi CVD908GP63.




FIGURA No. 15

INDUCCION DE ANTICUERPOS CONTRA PORINAS DE Sa/monciia typhi EN RATONES
INMUNIZADOS CON CEPAS BACTERIANAS QUE PRODUCEN GP63 DE Leishmania mexicana
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INVERSO DE LA DILUCION DEL S8UERO

Se recubrieron placas para microfitulacion con 5 ug de porinas obtenidas a partir de Salmonelia
typhi 9,12,Vi:d. Se adiciond el ler. anticuerpo comespondiente a la uitima sangria en ¢l esquema
de inmunizacién. Se adiciond el segundo anticuerpo diluido 1:1000 y como substralo
ortofenilendiamina. Se midié 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

CPM MILES X 10

# cvDeos
CVDR08-GPé3
B sys27
§Y327-GP83
BL21(DE3)-GP6&3

ug/mi de GPE3 de Leishmania mexicana.

Se inmunizaron grupos de cinco ratones BALB/c con Escherichia coli SY327 transformada con
los pldsmidos pGORBY-T7RNApol y pJRD184PT7GP63. Se cultivaron esplenocitos en presencia
de extracto proteico de Leishmania mexicana y la activacion s¢ evalué en un ensayo de
incorporacion de *H-timidina.
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