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Resumen

La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria producida por protozoarios del
genero Leishmania. A la fecha se han desarrollado diversas vacunas contra la
leishmaniasis, sin embargo, aun no se cuenta con una vacuna 100% efectiva

contra esta enfermedad.

Basados en el enfoque de vacunologia reversa, en el presente trabajo se
seleccion6 el gen LmxMBA como posible candidato a vacuna. Para este fin se
evaluo el efecto terapéutico generado por la vacunacion con ADN y con la

proteina recombinante en un modelo murino de leishmanias cutanea lozalizada,

Células HelLa transfectadas con el plasmido pVAX1::.LmxMBA expresan tanto el
gen como la proteina, detectados por RT-PCR e inmunotransferencia con
oligonucledtidos especificos y anticuerpos anti-rLmxMBA respectivamente.

Anticuerpos producidos por ratones BALB/c inmunizados con el plasmido
pVAX1::LmxMBA o con la proteina recombinante rLmxMBA fueron capaces de
reconocer a la proteina nativa en la membrana plasmatica de promastigotes y
amastigotes de L. mexicana. El reconocimiento de los anticuerpos generados por
la vacunacion con la proteina recombinante fue menor al presentado por los

anticuerpos generados por la vacunacion con ADN.

En cuanto al efecto terapéutico generado por la vacunaciéon con ADN en ratones
previamente infectados en cojinete plantar con L. mexicana, se evidencié un
control de la infeccion en los ratones vacunados con ADN, observandose
disminucién de la lesion a los 45 dias post-vacunacion, mientras que en los
ratones vacunados con la proteina recombinante, el tamafio de la lesion continué

aumentando ligeramente hasta el ultimo dia evaluado (dia 30 post-vacunacion).

En conclusion, los resultados aqui presentados apoyan la inmunizacion con ADN

como estrategia para el disefio de vacunas anti-L. mexicana.



Abstract

Leishmaniasis is a neglected infectious disease caused by the protozoan parasite
Leishmania spp. Although it is considered by the World Health Organization
(WHO) as a serious global public health problem, actually there is no vaccine with

a hundred percent of effectiveness.

Based on the technology of reverse vaccinology, in the present research, the gene
LmxMBA was selected as a candidate against leishmaniasis. For this aim, we
tested the therapeutic effect of the vaccination with DNA and its correpondant

recombinant protein in a murine model of localized cutaneous leishmaniasis.

To demonstrate that this gene was able to be transcripted and translated by the
eukaryotic machinery, HelLa cells were transfected with the pVAX1l::LmxMBA
plasmid observing both the mRNA and protein expression by RT-PCR and

Western Blot, respectively.

To generate antibodies against the protein, two groups of BALB/c mice were
immunized with 1) the pVAX1::LmxMBA plasmid and 2) the recombinant protein
rLmxMBA. Both groups generated antibodies capable to recognize the native
protein present in the plasmatic membrane of promastigotes and amastigotes of L.
mexicana. It should be noted that the recognition of the antibodies was lower in
the case of the vaccination with the recombinant protein in comparison with the

one obtained with the DNA vaccine.

With respect to the therapeutic effect of the vaccination in mice previously infected
with L. mexicana in the footpad, a decrease in the size of the infected zone was
observed 45 days post-DNA vaccination. In those mice which were vaccinated
with the recombinant protein, the size of the infected injury continued growing

slightly at least until the last evaluated day (30 days post-vaccination).

In conclusion, our results support the effectiveness of DNA vaccines as a

promising strategy against L. mexicana infection.
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1. INTRODUCCION

La leishmaniasis es una enfermedad causada por parasitos protozoarios del
género Leishmania. Se transmite a los humanos por picadura de fleb6tomos
hembra, del genero Phlebotomus en el viejo mundo y Lutzomyia en el nuevo

mundo.

La leishmaniasis tiene 4 formas clinicas de presentacion, leishmaniasis cutanea,
visceral, mucocutinea y difusa. Segun la OMS, se estiman aproximadamente 300
000 casos de leishmaniasis visceral y alrededor de 20 000 muertes anuales. En
cuanto a la leishmaniasis cutanea, durante el periodo 2007 - 2012 se habrian

reportado un total de 1 millén de casos. *

Los tratamientos actuales contra esta enfermedad son insuficientes y consisten
principalmente de quimioterapia altamente toxica. Ademas, los tratamientos se ven
obstaculizados en gran medida por el costo de los medicamentos y la aparicion de
resistencia a los farmacos antileishmania. Por lo tanto, el desarrollo de una vacuna
gue pueda prevenir la aparicidon y reducir la propagacion de la enfermedad es una

prioridad en este campo.



2. GENERALIDADES DEL PARASITO

2.1. Taxonomia

El género Leishmania sp. pertenece al subphylum Mastigophora, orden
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, de acuerdo a la taxonomia
tradicional. Leishmania comprende mas de 20 especies y se divide en 2
subgéneros, de acuerdo al sitio de desarrollo del parasito en el insecto transmisor:
Leishmania (Leishmania) y Leishmania (Viannia): Leishmania, que se encuentra
en el Nuevo (América) y el Viejo Mundo (Europa, Asia y Africa); y Viannia,

endémica sélo en el Viejo mundo. %*

Cada subgénero se divide en complejos. En el subgénero Viannia existen dos
complejos: L. braziliensis y L. guyanensis. En el complejo de L. braziliensis, se
encuentran las siguientes especies: L. braziliensis, L. peruviana, L. colombiensis,
L. lainsoni, L. shawi y L. naiffi. En el complejo de la L. guyanensis se encuentran:
L. guyanensis y L. panamensis. Ademas, en el subgénero Viannia existen dos
especies hibridas: L. braziliensis/L. panamensis y L. braziliensis/L. guyanensis. En
el subgénero Leishmania se encuentran cinco complejos: L. major, L. tropica,
L. aethiopica, L. donovani y L. mexicana. Los complejos de L. major, L. tropica y
L. aethiopica estdn formados por una sola especie que le da nombre a su
respectivo complejo. ElI complejo L. donovani estd formado por 3 especies:
L. donovani, L. infantum y L. chagasi. El complejo L. mexicana esta formado por

L. mexicana, L. venezuelensis, L. garnhami, L. amazonensis y L. pifanoi.* >

2.2. Morfologia

Leishmania es un protozoo intracelular obligado dimorfico; las dos formas o
estadios de desarrollo en su ciclo biologico de vida son el promastigote y el

amastigote.

El promastigote tiene forma fusiforme o alargada. Mide 10 - 20 um, sin contar la

longitud de un dnico flagelo, cuyo tamafio oscila entre 15 - 25 um. Este pasa por



una fase prociclica que es donde crece y se multiplica y no es infectivo, esta forma
debe pre adaptarse para poder sobrevivir en el mamifero, mediante la expresion
de moléculas de superficie especificas de su estadio.® La otra fase es la
metaciclica, ésta se desarrolla en el intestino medio, el térax y la probdscide de la
mosca de la arena, es la fase infectiva del parasito. El promastigote presenta un
ndcleo central, ribosomas, reticulo endoplasmico, aparato de Golgi, vesiculas y
una mitocondria. El cinetoplasto aparece como una banda granular electrodensa
dentro de la extension de la mitocondria, localizado a 1 - 2 um del extremo anterior

del parasito, de donde emerge el flagelo. ’

El amastigote, tiene forma redondeada u ovalada, carece de flagelos y de
membrana ondulante, por lo cual es inmoévil. Reside y se multiplica en los
fagolisosomas dentro de los fagocitos mononucleares de los hospederos, aunque
se ha documentado la presencia de amastigotes en neutrdfilos y fibroblastos en
lesiones de piel.2 Mide 2 - 4 um; con tincién Giemsa se aprecian un gran ntcleo y
un cinetoplasto pequefio, ambos de color parpura, y un flamento delgado que une

el cinetoplasto y el cuerpo basal, éste ultimo apenas un punto visible.

El cinetoplasto es una estructura mitocondrial especializada, con DNA Unico y se
encuentra asociado estrechamente al bolsillo flagelar y al cuerpo basal del flagelo.
La presencia del cinetoplasto da el nombre al grupo de protozoos incluidos en el

orden Kinetoplastida.®

2.3. Ciclo devida

El ciclo de vida del parasito empieza cuando el vector toma sangre de un
vertebrado infectado, para alimentarse e ingiere macréfagos infectados con
amastigotes. La transformacion del amastigote a promastigote ocurre dentro de las
siguientes 24 a 48 horas. Los promastigotes se multiplican activamente por
division binaria longitudinal. Algunos quedan libres desde el inicio en el lumen
intestinal; otros se adhieren a la pared por hemidesmosomas. La localizacién del

parasito en el intestino varia de acuerdo a cada especie de vector y de



Leishmania. Después de la replicacion en el intestino, los promastigotes migran al
eso6fago y la faringe. °

Cuando el vector infectado pica a un huésped le inocula entre 10 y 100
promastigotes metaciclicos presentes en la probdscide y éstos penetran en la
dermis. La saliva del mosquito tiene una funcién importante en el establecimiento
de la infeccion, debido a que reduce la produccion del Oxido nitrico por los
macréfagos activados. ®'? En los vectores excesivamente infectados, la
proboscide esta congestionada, lo que hace dificil alimentarse, por lo que el
mosquito realiza mdltiples picaduras e inoculaciones. Aunque muchos
promastigotes son destruidos por los leucocitos polimorfonucleares, algunos se
transforman en amastigotes en las células del sistema fagocitico mononuclear; en
los fagolisosomas (vacuola parasitéfora), pierden el flagelo y se transforman en

amastigotes.*°

Los amastigotes se multiplican por fision binaria dentro de vacuolas parasitéforas
de los macrofagos. Primero, inician la division del cinetoplasto. Luego, sigue la
division del ndcleo por mitosis y concluye con la del citoplasma, en sentido
anteroposterior. La cantidad de amastigotes puede llegar hasta 200, lo que
ocasiona la distension y ruptura del macréfago. Los amastigotes libres entran en
nuevas ceélulas del sistema fagocitico mononuclear, donde se multiplican de
nuevo. El ciclo se reanuda cuando el fleb6tomo pica a un huésped para

alimentarse de sangre.*? (Fig. 1)
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Figura 1. Ciclo de vida de Leishmania sp.

3. LEISHMANIASIS
3.1. Vector

La leishmaniasis es transmitida por la picadura de fleb6tomos, pequefias moscas
que abundan todo el afio en las zonas tropicales y en el verano, en las zonas
templadas. Se conocen cinco géneros de fleb6tomos principales: Phlebotomus,
Lutzomyia, Sergentomya, Warileya y Brumptomya, de los cuales sélo dos se
reconocen como vectores de la leishmania: En el viejo mundo (Europa, Asia y

Africa), el género Phlebotomus, y en América, el género Lutzomya.'?

La Lutzomyia es un mosquito pequefio, de 1.5 a 3 mm de tamafio, su cuerpo esta
cubierto de pelos y tiene las alas erectas en forma de V. Su forma de vuelo es
muy particular, a manera de brincos o saltos y mantiene un vuelo bajo y silencioso.
El area de su vuelo puede abarcar hasta 200 metros de donde se cria; sin
embargo, puede ser transportado por el viento a distancias mayores. Por lo



general, son de aparicion vespertina entre las 18 y 20 horas y desaparecen
progresivamente hacia la noche. Las hembras son las Unicas hematofagas y mas

activas a la caida del dia.**?*’

Los vectores de Leishmania pueden habitar en areas desérticas, en la floresta y
en areas peridomésticas. La mayoria de las especies de fleb6tomos pican al aire
libre desde el atardecer hasta el amanecer aunque hay algunas especies que
pican en el interior y en la luz del dia, comportamiento que afecta el uso de
insecticidas como métodos de control. Los mosquitos infectados con Leishmania
tienden a sondear varias veces en el mismo hospedero, un método de adaptacion

que aumenta la transmisién. 8%

3.2. Formas clinicas de la enfermedad

3.2.1. Leishmaniasis cutanea

La leishmaniasis cutanea es la forma mas comuan de la enfermedad. Por lo general
produce Ulceras en las partes expuestas del cuerpo, en cara, brazos y piernas.
Puede haber un gran numero de lesiones - a veces hasta 200 - que causan

incapacidad grave. %

La lesion inicial es una papula que evoluciona a un nodulo eritematoso,
pruriginoso e indoloro, acompafiada hasta en un 30% de los casos de adenopatia
regional, con un diametro de 1 - 10 cm y que se ulcera en un lapso de 1 - 3 meses.
La Ulcera caracteristica es redondeada, de borde elevado y bien definido,
indurado, cubierta por una costra amarillenta; cuando ésta se desprende revela un
fondo de tejido de granulacion limpio. Con alguna frecuencia existe infeccion
secundaria, con lesiones purulentas y dolorosas. El cuadro tiende a curar

espontaneamente a corto o largo plazo, dejando como secuela una cicatriz visible.

Cuando afecta pabellones auriculares produce una ulcera crénica, progresiva, de

fondo exudativo, generalmente indolora, que puede ser mutilante si no se ofrece el

tratamiento adecuado. 2% %



3.2.2. Leishmaniasis mucocutanea

En la leishmaniasis mucocutanea, las lesiones pueden conducir a la destruccion
parcial o total de las membranas mucosas de la nariz, la boca y las cavidades de
la garganta y los tejidos circundantes. Esta es la forma mas destructiva de la

enfermedad. !

Las manifestaciones clinicas se presentan meses o0 afios después de haberse
resuelto la enfermedad cutanea; se deben a metéstasis de lesiones cutaneas,
aungue en un porcentaje de los casos no es posible identificar la lesion primaria.
Las lesiones se inician principalmente en mucosa nasal, simulando en el inicio una
rinitis. Se aprecia inflamacion de la mucosa e hipertrofia vascular, con ulceracién
posterior que llega a comprometer el tabique nasal cartilaginoso.
El progreso de la enfermedad es cronico. Puede involucrar el labio superior,
paladar, pilares, Gvula, epiglotis, cuerdas vocales, hipofaringe, laringe y traquea.
Los cuadros severos se asocian a dificultad para respirar, deglutir; también se

presenta disfonia, afonia e incluso asfixia. %

3.2.3. Leishmaniasis visceral

La leishmaniasis visceral, también conocida como kala-azar, se caracteriza por
episodios irregulares de fiebre, pérdida de peso, inflamacién del bazo y el higado,

y anemia. %

En paises en desarrollo, los nifios con algun grado de desnutricién y las personas
VIH positivos son la poblacion en mayor riesgo de adquirir la enfermedad
progresiva. El tiempo de incubacion es de meses, a veces afios. Cuando se

manifiesta la enfermedad, es grave, y la mortalidad sin tratamiento es del 100%.%"
22

Los signos y sintomas en nifios son fiebre, palidez, anorexia, pérdida de peso,
deficiencia en el crecimiento, tos, vomito, diarrea y epistaxis; esplenomegalia
masiva acompafiada de hepatomegalia, linfadenopatias, a veces generalizadas,

sangrado gingival, equimosis y petequias en extremidades. En etapas posteriores

7



del padecimiento se han descrito taquicardia, ictericia, distension abdominal,

ascitis o edema pedal, sangrados y equimosis.
3.3.4. Leishmaniasis cutdnea post-kala-azar

La leishmaniasis cutdnea post-kala-azar (PKDL) es una complicacion de la
leishmaniasis visceral (LV) en las zonas donde Leishmania donovani es endémica.
Se caracteriza por una macula hipopigmentada, maculopapular, y erupcion
nodular generalmente en pacientes que se han recuperado de la LV. Suele
aparecer 6 meses a 1 aflo o mas después de la curacion aparente de la
enfermedad, pero puede ocurrir antes o incluso al mismo tiempo que la

leishmaniasis visceral en especial en el Sudan.?

PKDL cura espontaneamente en la mayoria de los casos en Africa, pero rara vez
en pacientes en la India. Se considera que tiene un papel importante en el
mantenimiento y contribucion a la transmisién de la enfermedad en particular en

periodos interepidémicos de VL, actuando como un deposito para los paréasitos.

3.3. Epidemiologia

La leishmaniasis humana es endémica a nivel mundial en 98 paises y 3 territorios,
con la excepcion de Australia y la Antartida. El niumero de casos real de la
enfermedad es desconocido debido a la falta de notificacion a los sistemas de
vigilancia epidemioldgica, razén por la cual la mayoria de los datos de incidencia

disponibles estan basados en estimaciones. ?

El nimero de casos de leishmaniasis visceral (VL) a nivel mundial se calcula entre
0.2 - 0.4 millones de casos por afo, de los cuales mas del 90% de los casos se
presentan en seis paises: India, Bangladesh, Sudan, Sudan del Sur, Etiopia y
Brasil.’® Los agentes etiologicos pertenecen al complejo L. donovani. Se estiman
unos 400 000 casos nuevos/afio, y se considera que 1 de cada 10 pacientes
fallece debido a la enfermedad. *°



En México, los estados en los cuales se han detectado casos de LV son Chiapas,
Puebla y Guerrero (la cuenca del Balsas). Los reportes de LV corresponden a L.
chagasi, principalmente en Chiapas y Guerrero, y se identificd L. mexicana en

pacientes inmunocomprometidos en Tabasco.® *°

La leishmaniasis cutanea es la forma de la infeccion con mayor distribucion a nivel
mundial. Un tercio de los casos ocurre en cada una de las siguientes regiones
epidemioldgicas: Las Américas, el Mediterraneo, y en Asia, desde el Medio Este
hasta Asia Central. Los diez paises que reportan la mayor cantidad de casos son:
Afganistan, Algeria, Colombia, Brasil, Iran, Siria, Etiopia, Sudan del norte, Costa
Rica y Perd, con un estimado del 70- 75% global. *

Se estima que 0.7 - 1.2 millones de casos de leishmaniasis cutanea (CL) se
producen principalmente en el Mediterraneo, América y Asia occidental con cada
region contribuye a aproximadamente 30% de los casos, aunque hasta el 75% de

estos casos se encuentran en Brasil, Siria y Afganistan.®

Los principales agentes causales de la CL en América son Leishmania mexicana,
L. braziliensis y L. panamensis. Existen casos autoctonos en Texas, EUA, y se
considera endémica en toda Latinoamérica, hasta el norte de Argentina, con las
excepciones de Chile y Uruguay. En México, las principales zonas endémicas se
encuentran en: Chiapas, Oaxaca, Campeche, Quintana Roo, Tabasco, Yucatan y

Veracruz. &2

En cuanto a la leishmaniasis mucosa (ML), se estiman alrededor de 35,000 casos

anualmente principalmente en Brasil, Per y Bolivia. 1" %



3.4. Tratamiento

Todos los tratamientos convencionales implican un elevado costo, falta de
efectividad en muchos casos, resistencias y diversos efectos secundarios debido a
la alta toxicidad de los medicamentos. En una gran proporcién de casos, el
tratamiento de las leishmaniasis cutanea y mucocutanea considera a los
antimoniales pentavalentes: antimoniato de meglumina (Glucantime) vy
estibogluconato de sodio (Pentostam).?? Otros farmacos sistémicos utilizados son:
Anfotericina B, Anfotericina B liposomal (AmBisome), Anfotericina B desoxicolato,

y pentamidina, esta Ultima de empleo muy restringido debido a su toxicidad. %

Los medicamentos antimoniales pentavalentes se administran por via parenteral
(intramuscular o intravenosa), poseen una tasa rapida de absorcion, su excrecion
se realiza a través de la orina, se distribuyen en altas concentraciones en el bazo,
higado y plasma; en el mercado se encuentran dos presentaciones que son el
estibogluconato de sodio o Pentostam (Pentostam® Glaxo-SmithKline R.U). y el
antimoniato de meglumina o Glucantime (Glucantime® Rhéne-Poulenc Rorer,
Francia). Los efectos adversos son mialgias y artralgias, dolor de cabeza,
anorexia, nauseas, letargo y fiebre; esta contraindicado en mujeres embarazados,

pacientes con problemas hepéticos cardiacos y renales. 2>

En la segunda linea de tratamiento antileishmania, se encuentra principalmente el
farmaco anfotericina B, que se administra por via intravenosa, actia alterando la
permeabilidad y la membrana celular del parésito al unirse a grupos esteroles
como el ergosterol y formando poros en ella, lo cual conduce a un aumento en la
salida de potasio intracelular, aminoacidos y purinas, ademas, potencia la cascada
de iones del oxigeno del macréfago, aumentando el efecto leishmanicida. A pesar
de que es un medicamento efectivo, posee varios efectos adversos y secundarios
como anorexia, tromboflebotomia local, nauseas, vémito, fiebre, hipocalemia

refractaria, nefropatias, miocarditis y en casos severos la muerte.?’

Otros farmacos se han probado como drogas alternativas al tratamiento de las
Leishmaniasis, entre los que se encuentran la paromomicina, miltefosina,

azitromicina, dapsone, rifampicina y doxiciclina, los cuales han mostrado
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resultados controvertidos, dando buenos resultados en algunos lugares y siendo

insuficientes en otros. 2°

4. RESPUESTA INMUNE

La respuesta inmune ante la infeccion por Leishmania inicia desde el momento de
la picadura del vector. Inmediatamente, el sistema inmune innato interviene
mediante la activacion del complemento, la liberacion de citocinas que producen
vasoconstriccién en los vasos sanguineos lacerados por la picadura del insecto, y
la llegada de macréfagos residentes y de neutrofilos sanguineos al sitio de la
lesi6n.*® Esto podria limitar la capacidad del insecto para alimentarse y para
transmitir la leishmaniasis. Sin embargo, la saliva del insecto contiene sustancias
vasodilatadoras: maxadilan  (Lutzomyia) o adenosina (Phlebotomus),
antiagregantes plaquetarios, y sustancias estimuladoras de la produccién de
prostaglandina E2 (PGE2), lo cual reduce la inflamacion y facilita la transmision del
parasito. De hecho, en un estudio se demostré6 que las lesiones de ratones
inoculados con promastigotes de L. major y saliva de fleb6tomo crecieron mas
grandes y mas rapido que las lesiones de ratones inoculados exclusivamente con

promastigotes de L. major. °

Una vez inoculados los promastigotes en el hospedero, se da la activacién de la
cascada del complemento que lisa aproximadamente al 90 % de los promastigotes
metaciclicos inyectados; sin embargo, hay un 10 % que sobrevive. El parasito
contiene cinasas que fosforilan a C3, C5 y C9 provocando su inactivacion.
Moléculas de superficie del parasito como el lipofosfoglicano (LPG) y una
glicoproteina de 63kDa (gp63) o leishmanolisina, favorecen la unién de C3bi a la
superficie del parasito y de esta manera, su propia opsonizacion y posterior
fagocitosis mediada por los receptores de complemento (CR) por los macrofagos.
A su vez, la activacion de complemento ha favorecido la liberacion de las
anafilotoxinas C3a y C5a que son potentes agentes quimiotacticos para neutrofilos
(PMN) y monocitos. In vitro se ha demostrado que L. major secreta un factor que
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es quimiotactico para PMN denominado factor quimiotactico de Leishmania
(LCF) 28, 29, 31

Los macrofagos residentes en el sitio de inoculacion de los parasitos son las
primeras células del huésped en infectarse. Estos fagocitan los parasitos que
resistieron la lisis por complemento mediante el receptor CD11b/CD18 y mediante
el receptor de manosafucosa que se une a los residuos de manosa del LPG.3* %
El LPG también puede interactuar con la proteina C reactiva y favorecer la
fagocitosis a través del receptor de dicha proteina, sin embargo, este mecanismo
no provoca la activacién del macréfago.®* Una vez en el interior del macréfago, los
parasitos se transforman en amastigotes, inhiben ademés la produccién de IL-12

por el macréfago y se dividen activamente.

Después de unas horas, los PMN llegan al sitio de la infeccion. Normalmente, los
PMN tienen un periodo de vida corto y mueren rapidamente por apoptosis; sin
embargo, el parasito es capaz de retrasar la apoptosis incluso hasta varios dias lo

que favorece la invasién y la persistencia del parasito en las células infectadas. **

La llegada de las células dendriticas al sitio de inflamacion marca el inicio de la
respuesta adaptativa a la infeccion por Leishmania. Este evento se ha relacionado
con el aumento de las concentraciones de IL-12, la migracién de los linfocitos T
CD4+ y T CD8+ al compartimiento cutaneo, la muerte del parasito y la involucién
de la lesion clinica.®®* * Las células dendriticas fagocitan los parasitos llevandose
a cabo la presentacion antigénica. Esta fagocitosis favorece la activacion de las
células dendriticas y aumenta la expresién de las moléculas del complejo mayor
de histocompatibilidad clase | (MHC-1) y clase Il (MHC-II) y de moléculas
coestimuladoras. Las células dendriticas son las Unicas células con capacidad de
procesar el antigeno tanto por la via del MHC-I como por la via del MHC-Il y por lo
tanto, al migrar a los ganglios linfaticos pueden activar a los linfocitos T CD4+ y a
los linfocitos T CD8+. En contraste, los macrofagos infectados s6lo expresan bajas

concentraciones de MHC-I1 y de moléculas coestimuladoras. *°
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El progreso de la infeccion, demostrado en el modelo Leishmania-ratén, depende
de la dicotomia en el desarrollo de las células T CD4+ hacia las vias Thl o Th2.
Una vez en el ganglio, las células dendriticas maduras activan a los linfocitos T y
los estimulan para generar una respuesta tipo Thl mediante la secrecion de
grandes cantidades de IL-12. Ademas, la IL-1, IL-23 e IL-27 también contribuyen al
desarrollo de la respuesta tipo 1. Los linfocitos Thl activados migran de regreso a
la piel y alli interactian con los macréfagos infectados. La secrecion de IFN-y por
los LTh1 activa a los macréfagos parasitados y los estimula a producir 6xido nitrico
(NO) mediante la induccion de la sintetasa inducible del NO (iNOS), favoreciendo
la muerte de los parasitos intracelulares. Esta activacion parece ser dependiente
de la interaccion entre CD40 y su ligando (CD154). Ademas, el TNF-a y la IL-12

sinergizan con el IFN-y para activar a la iNOS.3 %’

Por el contrario, si se induce una respuesta tipo Th2, las citocinas secretadas por
los linfocitos Th2 (IL-4, IL-10) activan a la arginasa 1 en los macrofagos con la
consecuente degradacién de la L-arginina en L-ornitina y urea.>® La L-ornitina es
transformada por la ornitina descarboxilasa en putrescina, una poliamina,
reduciendo la disponibilidad de arginina para la sintesis de NO y aumento de la
concentracion de poliaminas, nutrientes esenciales para el crecimiento intracelular
del parasito. Esto quiere decir que la respuesta Th2 no sélo esta evitando la

muerte del parasito sino que le asegura nutrientes para favorecer su crecimiento.*

5. VACUNAS

Diversos antigenos de Leishmania se han explorado como candidato a vacuna
para la leishmaniasis. Estos antigenos incluyen parasitos vivos 0 muertos,
parasitos atenuados (primera generacion), proteinas recombinantes de
Leishmania (segunda generacién), el ADN que codifica proteinas de Leishmania

(tercera generacién), e inmunomoduladores. *°*

Actualmente no hay vacuna
disponible para el ser humano contra la leishmaniasis, sin embargo, muchos

cientificos continuan en la busqueda de una posible vacuna contra la
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leishmaniasis. “*** Los principales desafios en el desarrollo de la vacuna contra la
leishmaniasis son la complejidad asociada con la antigenicidad, la respuesta
inmune del hospedero, el costo y la eficiencia. *2

5.1. Vacunas de primera generacion

Los parasitos Leishmania muertos y atenuados constituyen la vacuna contra
leishmania primera generacion. Parasitos atenuados por irradiacion con rayos
gama, promastigotes knock out para BT1 (biopterin transporter), amastigotes
deficientes de SIR2 (silent information regulator 2), parasitos autoclavados
administrados con o sin adyuvante, son algunos ejemplos de candidatos a vacuna
de primera generacion. Aunque las vacunas de primera generacion proporcionan
un cierto nivel de proteccién contra la leishmaniasis, desarrollan una respuesta
inmune muy variable, asi como una toxicidad intolerable. Con el fin de combatir
estas limitaciones, se han examinado diversas proteinas de Leishmania como

antigenos para dilucidar una respuesta inmunolégica. ***°

5.2.  Vacunas de segunda generacion

Las vacunas de segunda generacion incluyen proteinas del parasito purificadas,
asi como proteinas recombinantes de Leishmania. Leishmune® es una vacuna de
segunda generacion, que ha mostrado resultados prometedores en la
leishmaniasis visceral canina. Esta vacuna ha sido autorizada en Brasil para
proteger perros y de esta manera bloquear la transmision de la enfermedad a
partir de perros a los seres humanos a través de la picadura del mosquito vector.
Leishmune® es un ligando fucosa -manosa (FML) —saponina, contiene la fraccion
purificada FML de promastigotes de L. donovani y saponinas como adyuvantes.
Se observaron respuestas inmunoldgicas selectivas en los perros inmunizados
con Leishmune® incluyendo cambios fenotipicos tempranos en los neutrofilos y
los monocitos, la estimulacion selectiva de células T CD8 + con la induccion de

respuesta proinflamatoria especifica mediada por el interferén-y. 3

Una proteina recombinante de L. donovani, rLDp45, también se encontro capaz de

evocar la respuesta inmune Th1l protectora, confirmado por aumento del nivel de
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expresion de ARNm para IFN-y, IL-12, TNF-a e IL-12 con una disminucion
simultanea de la IL-4 y TGF-B, para proteger a los hamsteres de la leishmaniasis

visceral inducida experimentalmente. *°

Varias proteinas excretadas/secretadas de Leishmania se han identificado y
estudiado como potentes moléculas inmunogénicas. Estas proteinas juegan un
papel importante en la virulencia de Leishmania debido a su participacion activa en
la infeccidbn y supresién del sistema inmune del huésped. Dado que estas
proteinas son importantes en la patogénesis de la leishmaniasis, se espera que
podrian ser explotados para la induccion de inmunidad de larga duracién contra la

leishmaniasis. *" 48

Aparte de la identificacién de antigeno adecuado, otros parametros importantes en
el disefio de vacunas contra Leishmania son la entrega apropiada del antigeno e
induccion de fuertes respuesta inmune tipo Thl especifica contra Leishmania. Las
vacunas de segunda generacion muestran una mejor respuesta en comparacion
con las vacunas de primera generacion. Sin embargo, para aumentar aun mas la
especificidad y la potencia de la vacunacion, estan siendo desarrolladas vacunas

de tercera generacion, DNA que codifica las proteinas del parasito.

5.3. Vacunas de tercera generacioén
Las vacunas de DNA son las vacunas de tercera generacion basadas en
preparaciones de plasmidos purificados que contienen transgenes que codifican
proteinas antigénicas o péptidos capaces de desencadenar una respuesta inmune
contra una amplia gama de enfermedades. Estas vacunas presentan
caracteristicas que confieren ventajas sobre otras tecnologias de vacunas en

términos de seguridad, facilidad de fabricacién y estabilidad.*®*°

Las vacunas de DNA se basan en la administracion directa en el huésped de DNA
plasmidico que codifica para un antigeno de un patégeno. Estos plasmidos
funcionan como un sistema de transporte para el gen, resultando en la produccion
in situ del antigeno. La expresion enddgena del antigeno dentro de las células del

huésped puede inducir una respuesta inmune completa y duradera. Esta
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respuesta incluye anticuerpos, aunque es frecuentemente mas débil que la que se
puede obtener con vacunas de proteinas recombinantes, asi como una activacion

fuerte y duradera de células T cooperadoras y citotoxicas. >3

Las vacunas de DNA pueden inducir la presentacion de antigenos a través de las
vias tanto del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) de clase | como del
CMH clase I, lo que lleva a la activacion de células T cooperadoras CD4+ y
citotoxicas CD8+. °> Algunos ejemplos de antigenos de Leishmania probados

como candidatos a vacunas de DNA se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Antigenos de Leishmania probados como candidatos a vacunas de
DNA.

Candidate Moadeals Disease Species

antigen

LACK Dog, mice VL, CL L. donovani, L. chagasi,
L. major, L. infantum

gpo3 Mice, dogs CL, VL L. major, L. infantum

KMP11 Mice CL, VL L. major L. donovani

CPBE Dogs, mice VL, CL L. infantum, L. major

ORFF Mice VL L. donovani

NH 36 Mice VL, CL L. chagasi, L. maxicana

TRYP Dogs VL L. infantum

PSA-2 Mice CL L. major

Abbreviations: CPB, cysteine proteinase B; CL, cutaneous leishmaniasis; gp63, glycoprotein
63; KMPLL, kinetoplastid membrane protein-11; LACK, Leishimaniz-activated C kinase; NH3 6,
nucleoside hydrolase 36; ORFF, open reading frame F; PSA-2, promastigote surface antigen 2;
TRYF tryparedoxin peroxidase; VL, visceral leishmaniasis.

La vacuna de DNA basada en la proteina de membrana Kinetoplastid -11 (KMP11)
de L. donovani confiri6 inmunidad contra cepas de Leishmania tanto sensibles
como resistentes a antimonio en hamsteres dorados. Este estudio confirmé que el
antigeno KMP11, podria servir como prometedor candidato a vacuna contra la
leishmaniasis por el procesamiento y presentacion de antigeno a través de la via
de MHC-1. ®* %
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5.4. Antigenos reversos
Consiste en un abordaje inmunolégico que considera costo y eficiencia:
e Andlisis de datos mediante algoritmos bioinforméaticos
e Meétodos moleculares para la identificacion de transcritos especificos (del
patégeno de interés)
e Prediccion y determinacién de los sitios de corte por el proteosoma
e Prediccion de péptidos con capacidad de unién a las moléculas del
complejo MHC
e Validacién experimental
o Ensayos in vitro e in vivo del potencia inmunogénico de los péptidos
antigénicos seleccionados
o Seleccion de clonas de linfocitos T citoliticos especificos de antigeno

o Ensayos funcionales de reconocimiento del patégeno

El nUmero creciente de bases de datos gendmicos, proteémicos, transcriptbmicos
y de gendmica comparativa, proporciona la base para estudios encaminados a la
identificacion de genes que codifican antigenos protectores putativos como nuevos
blancos para el disefio de vacunas contra bacterias, hongos y parasitos. Esto
podria transformar la disciplina puramente experimental de descubrir antigenos,

en una predominantemente tedrica y predictiva.

Los avances computacionales y de bioinformatica han mediado la transicion del
estudio de un solo gene (proteina) al estudio del genoma completo permitiendo
seleccionar proteinas de interés bajo los criterios que se consideren necesarios e
importantes para desencadenar una respuesta inmune protectora frente a
determinada enfermedad. ®" La vacunologia reversa iniciada por Rappuoli
comprende el analisis in silico del genoma para identificar los genes que codifican
proteinas con caracteristicas asociadas con induccion de inmunidad, y la
evaluacion sistemética de estas proteinas con respecto a su inmunogenicidad.®®

Empleando el enfoque de vacunologia reversa, en el laboratorio se han

seleccionado tres proteinas membranales para su posterior caracterizacibn como
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antigenos vacunales: LmxEXR, (receptor putativo), LmxMBA (fosfatasa acida) y

LmxHIP (proteina hipotética).

En el presente proyecto se seleccion6 el gen que codifica a la proteina LmxMBA,
con el fin de evaluar el efecto terapéutico de la vacunacion de ratones BALB/c

despues de una infeccion experimental con L. mexicana.

6. PROCESAMIENTO DE ANTIGENOS

Las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) clase |
presentan péptidos derivados de la degradacion de proteinas enddgenas, ya sea
bacterianas, virales, parasitarias o propias. La degradacién de las proteinas
intracelulares es iniciada por protedlisis de proteinas ubiquitinadas en el
citoplasma, estas interactian con la unidad 19S del proteosoma, la cual se
encarga de disociarlas de la ubiquitina, desdoblarlas e insertarlas en la unidad
20S, donde las proteinas propias de la célula o antigénicas son degradadas en

fragmentos peptidicos de 4 a 9 o hasta 11 aminoacidos.>* >°

Los péptidos producidos en el citosol son transportados al lumen del reticulo
endoplasmico (RE), donde se ensamblan a las moléculas CMH clase |. El
transporte de los péptidos a través de la membrana exterior del RE involucra un
transportador de péptidos (TAP), donde los componentes TAP1 y TAP2 forman un
canal que permite la importacion del péptido dentro del RE en un proceso
dependiente de ATP.*®

Dentro del RE, la cadena alfa de MHC clase | recién sintetizada por los ribosomas
se asocia con la calnexina. La calnexina es substituida por calreticulina al unirse la
cadena alfa con la b2-microglobulina. Este complejo se asocia con otras proteinas
chaperonas, ERp57 y tapasina. Las moléculas MHC clase | son cargadas con
péptidos de 8 a 11 aminoacidos de longitud derivados de proteinas intracelulares

hidrolizadas por proteosomas. La molécula de clase | con el péptido cargado pasa
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entonces del RE al complejo de Golgi y es transferido a la superficie celular donde

interacciona con el linfocito T CD8+.>+°°

Por otra parte, el heterodimero MHC clase Il recientemente formado es
acompafiado por la proteina invariante y previene una asociacion prematura por
cualquier péptido antigénico a través del CLIP (péptido de la cadena invariante
asociado a clase Il) en el sitio de union. Después que li es degradado, CLIP es
removido por la molécula HLA-DM y un péptido de 25 amino&cidos es colocado en
las molecula MHC clase II. Finalmente, en la superficie de células presentadoras
de antigenos, las moléculas MHC clase Il exhiben péptidos antigénicos a células T
CD4+, >

6.1. Proteosoma

Los proteosomas son proteasas complejas que desempefian un papel critico en la
protedlisis intracelular. Representan la principal maquinaria proteolitica no
lisosomal de las células eucariotas y son responsables de la degradacion de
muchas proteinas reguladoras de vida corta y de proteinas asociada con el
reticulo endoplasmico. También participan en la generacion de péptidos para la

presentacion de antigenos por la via de MHC de clase I. *°

El proteosoma consiste en una unidad proteolitica central, conocido como
proteosoma 20S, y dos subcomplejos moleculares que se encuentran en los
extremos, llamados reguladores 19S, y juntos forman una estructura cilindrica
268 56, 57

El proteosoma 20S posee cuatro anillos heteroheptaméricos (cada anillo lo forman
siete subunidades), dos internos y dos externos. Los anillos externos estan
compuestos por 7 subunidades estructurales tipo a, los anillos internos estan
compuestos por 7 subunidades estructurales y proteoliticas tipo 3. La actividad
proteolitica del proteosoma esta mediada por las subunidades 31, B2 y B5 (Figura
2). La subunidad B1 corta las proteinas después de residuos acidos; la subunidad
B2 corta después de residuos basicos; y la subunidad (5 corta después de

residuos hidrofébicos. En el humano, las moléculas del MHC clase | acomodan
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péptidos con residuos hidrofébicos (productos del corte mediado por B5) y
ocasionalmente residuos basicos (productos del corte mediado por 32) en su
extremo C-terminal. En ratones, las moléculas del MHC clase |, solo acomodan
péptidos con residuos hidrofébicos en C-terminal. Los péptidos con residuos
acidos en C-terminal (productos del corte por 1) no funcionan como ligandos para

las moléculas del MHC clase I, ni en ratones ni en humanos. °°

6.2. Inmunoproteosoma en toda la seccion anterior utilizaste el término

proteosoma.

Cuando las células son estimuladas con citocinas pro-inflamatorias, los
proteosomas  expresados  constitutivamente  son  reemplazados  con
inmunoproteosomas, los cuales incrementan la produccién de péptidos para

presentacion en moléculas del MHC clase I. "8

El inmunoproteosoma esta conformado por subunidades B1i, B2i, B5i (Figura 2).
La expresion de las subunidades B1i y 5i son fuerte y sinérgicamente inducidas
por citocinas pro-inflamatorias como el IFN-y y el factor de necrosis tumoral
(TNFa). Dos de las subunidades inducibles, LMP2 y LMP7, estan codificadas
dentro de la region de genes MHC de clase Il cerca de la TAP (transportador
asociado con el procesamiento de antigenos) que son necesarios para el
transporte de péptidos hacia el lumen del ER, donde se unen a moléculas del
MHC de clase I. >

Los ligandos para unirse a moléculas del MHC clase | generados por el
inmunoproteosoma son distintos y mas eficientes en la activacién de linfocitos T
en comparacion a los ligandos generados por el proteosoma constitutivo. Esto se
debe en parte, a los cortes generados por las subunidades del inmunoproteosoma,
debido a que el reemplazo de B1 por B1i, resulta en la eliminacién de la actividad
tipo caspasa (corte después de residuos acidos) de B1y potencia la actividad tipo
quimiotripsina de B1i, favoreciendo la generacion de péptidos con residuos

hidrofébicos en el extremo c-terminal. °">8
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Constitutive proteasome Immunoproteasome

pl{PSMEBS, Y, &) fli [PSRABS, LMF2)
p2 [PSMET, Z MCI4) p2i [PSMETD, LMAPID, MECLI)
p5 [PSMBS, X, MB1, £) pSi (PSMBS, LMFT)

Figura 2. Estructura del proteosoma constitutivo e inmunoproteosoma. >’

7. ANTECEDENTES

La localizacion del inmunoproteosoma se ha investigado usando anticuerpos
monoclonales para LMP2 y LMP7. Brooks y cols. (2000) encontraron
inmunoproteasomas fuertemente enriquecidos en todo el reticulo endoplasmico a
juzgar por los experimentos de doble immunofluorescencia con anticuerpos anti-
calreticulina. En este estudio, también se evalu¢ el efecto del interferébn sobre los
inmunoproteosomas, observandose un incremento de éstos, pero ningun efecto
sobre su distribucién. De esta manera, estos resultados proporcionan la evidencia
directa de que los inmunoproteasomas estan fuertemente enriquecidos en el
reticulo endoplasmético, donde pueden estar ubicados cerca del transportador
TAP para proporcionar eficiente transporte de péptidos en el lumen del reticulo

endoplasmico para la asociacién con moléculas MHC de clase 1.%°

Los linfocitos T citotoxicos juegan un papel muy importante en la respuesta
inmune contra patdégenos intracelulares (virus, bacterias y parasitos) y contra
células tumorales. Para activarlos es necesaria la correcta presentacion de
antigenos por medio de la via MHC clase |, sin embargo este proceso es poco
eficiente ya que se ha reportado que por cada 10* proteinas citoplasmaticas que
son degradadas por el proteosoma solo entra 1 péptido al reticulo endoplasmico

(RE) para ser ensamblado en el MHC de clase 1.%2
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En afios recientes, se han desarrollado varias estrategias que superan esta
limitacion y potencian la respuesta inmune. Una de estas estrategias se basa en el
envio de antigenos directamente al RE, esto mediante la fusibn a una proteina
residente del RE como la calreticulina (CRT). Cuando se fusiono la proteina E7 del
virus de papiloma humano a CRT, se observo un incremento en la respuesta de
linfocitos T CD8+ especificos para E7 y un efecto antitumoral contra tumores que
expresan E7 cuando ratones se inmunizaron con DNA-CRT/E7 comparado con
aquéllos que se inmunizaron con DNA-CRT 6 DNA-E7.°® Estos resultados
sugieren que la fusion de CRT a un antigeno candidato puede incrementar la

respuesta de linfocitos T CD8+ cuando se inmuniza con DNA.

La via por la cual se generan oligopéptidos que se pudieran utilizar como ligandos
para moléculas de MHC de clase |, es el Sistema de Degradacion asociado al
Reticulo Endoplasmico (0 ERAD, por sus siglas en inglés, Endoplasmic Reticulum
Associated Degradation). Este sistema se encarga de la degradacion de proteinas
aberrantes en el reticulo endoplasmico. En este sistema, las proteinas mal
plegadas son translocadas al citoplasma y posteriormente son degradadas por el
sistema ubiqutina-proteosoma. A este respecto se han identificado varias
proteinas transmembranales nativas del RE que sirven como sustrato para el
ERAD. Estas proteinas incluyen al citocromo P450 CYP3A4, la reductasa de
HMG-CoA v la ciclooxigenasa 2 (COX-2), entre otras.®

Mbonye y col. (2006), identificaron una secuencia de 19 aminoacidos en el
extremo C-terminal de la proteina COX-2, la cual puede orientar una proteina al
sistema ERAD. En este estudio, se observdo que COX-2 es degradada con una
vida media de 2 horas y tal degradacion es retardada por inhibidores del
proteosoma 26S. A diferencia de COX-2, otra isoforma de la proteina, COX-1 no
posee dicha secuencia y su expresion es estable (vida media >12 horas). Una
delecién de 18 aminoacidos en COX-2 y una insercion de los 19 aminoacidos en
COX-1 (ins 594-612 COX-1), invierte la estabilidad de estas proteinas mutadas,
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resultando en una vida media de ~3 horas para COX-1 y ~24 horas para COX-2.
Sin embargo, una mutacién de Asn-594, sitio de N-glicosilacion estabiliza tanto
COX-2 como la ins 594-612 a COX-1. Asi, se demostré que para la degradacion
de COX-2 fue necesaria tanto la presencia de la secuencia de 19 aminoacidos,

como el sitio N-glicosilacién en su extremo amino terminal.>
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8. JUSTIFICACION

La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria de amplia distribucién geografica,
afecta a 98 paises a nivel mundial, mas de 12 millones de personas estan
infectados y 350 millones estan en riesgo de adquirir la infeccion. A la fecha, se
han caracterizado varias moléculas del parasito que inducen respuestas inmunes
protectoras contra la infeccion por Leishmania, sin embargo, la eficacia de estas

vacunas en ningun caso llega al 100%.

Se ha logrado determinar que una respuesta inmune Thl y activacién de linfocitos
T CD8" juegan un papel importante en el control de la infeccion contra Leishmania
spp. Para activar los linfocitos T CD8" es necesaria la correcta presentacion de
antigenos por medio de la via MHC clase I, sin embargo este proceso de
generacion de péptidos es poco eficiente, pues se ha reportado que por cada
10* proteinas  citoplasmaticas que son degradadas por el proteosoma
solo un péptido generado entra a reticulo endoplasmico (RE) para ser ensamblado

en el MHC de clase I.

Basados en los resultados previamente obtenidos con el enfoque de vacunologia
reversa, se seleccion6 el gen LmxMBA como posible candidato a vacuna. Por lo
anterior, es de interés evaluar y comparar el efecto terapeutico generado por la
vacunaciéon con la proteina recombinante rLmxMBA y con el gen que la codifica
posterior a una infeccion experimental de leishmaniasis cutdnea lozalizada en un

modelo murino.
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9. OBJETIVOS
Objetivo general

Evaluar y comparar el efecto terapeutico generado por la vacunacion con la
proteina recombinante rLmxMBA y con el gen que la codifica posterior a la

infeccion experimental de leishmaniasis cutanea lozalizada en un modelo murino.
Objetivos especificos

1. Obtener el plasmido recombinante que codifica para el antigeno LmxMBA.

2. Demostrar la expresion de la proteina LmxMBA en una linea de células
eucariotas.

3. Expresar y purificar la proteina rLmxMBA.
4. Determinar la expresion estadio especifica de la proteina LmxMBA nativa.

6. Evaluar el efecto terapéutico de la vacuna de DNA y proteina en ratones
infectados con L. mexicana.
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10. MATERIALES Y METODOS
10.1. Material biolégico.

10.1.1. Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento: Se usé la cepa de
Escherichia coli DH5a (Invitrogen™) para clonacién del gen en el vector pCR®4-
TOPO vy el vector pVAX1. La cepa bacteriana de Escherichia coli BL21 se usoé
para la clonacion del gen en el vector pRSETA (contiene un Tag de histidinas para
fusionar y obtener proteinas recombinantes y es inducible con IPTG). Las cepas
bacterianas se cultivaron de forma rutinaria en medio Luria-Bertani (LB). Cuando
se requirio, el medio se suplementd con kanamicina (40 pug/ml), ampicilina (100

Mg/ml), o cloranfenicol (25 pg/ml).

10.1.2. Vectores: Los vectores pCR®4-TOPO, pVAX1l, pRSETA objeto de

clonacion y subclonacion, fueron adquiridos de Invitrogen.

Figura 3. Mapa del vector pVAX1. El vector posee un sitio promotor de
citomegalovirus (PCMV), un origen de replicacion pUC, una regidon génica
codificante de resistencia a la kanamicina, un sitio de poliadenilacion conferido por
la secuencia proveniente de la hormona de crecimiento bovina (BGH pA), ademas

de un sitio de clonacion mdltiple.
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10.1.3 Parésitos: Se utilizdé una cepa de Leishmania mexicana aislada de las

lesiones de un paciente con leishmaniasis cutanea.

Cultivo de parasitos: Los promastigotes de L. mexicana se cultivaron
axenicamente a 28°C en cajas de cultivo de 25 cm?, con 10 ml de Medio RPMI-
1640 (GIBCO BRL NY USA), pH 7.4, suplementado con suero fetal bovino al 10%
y antibidticos (100 pl penicilina y 50 mg/ml estreptomicina). Cada 8 dias se
renovaron los cultivos dependiendo del crecimiento del parasito. Estos fueron
cultivados y mantenidos a 28 °C hasta que alcanzaron la fase estacionaria de

crecimiento.

10.1.4 Animales de laboratorio: Se utilizaron ratones BALB/c hembras de 4-6
semanas de edad, obtenidos de la Unidad de Produccién de Animales de
Laboratorio (UPEAL) del CINVESTAV-IPN (México).

10.2. Amplificaciéon y clonacién del gen LmxMBA a partir de DNA gendmico

de Leishmania mexicana en el plasmido pVAXL1.

Todas las manipulaciones de DNA (PCR, restricciones, ligaciones, clonaciones y
subclonaciones) se realizaron mediante técnicas convencionales de biologia
molecular (Ausubel et al., 1997; Sambrook y Rusell, 2002).

10.2.1. Extraccion de DNA de Leishmania mexicana:

Se partié de un cultivo de Leishmania mexicana aproximadamente de 120 ml, se
centrifugd a 4.000 rpm por 20 min a 4 °C, y se deseché el sobrenadante; la pastilla
se resuspendié en 2 ml de PBS 1 X, se centrifugé a 4.000 rpm por 5 min, este
paso se realiz0 dos veces. La pastilla se resuspendié suavemente en 2 ml de
buffer de lisis (10 mM Tris-HCI pH 8,3, 50 mM EDTA pH 8.0, SDS 1%), se agrego
50 pug/ml de RNasa A y se incub6 a 37°C por 4 h. Posteriormente se agregd 100
mg/ml de proteinasa K, y se incubé a 42°C durante toda la noche. A la solucién
anterior se adicionaron voliumenes iguales de Tris-HCI y fenol saturado pH 8.0, se
mezclé por inversidon suavemente, se centrifugd a 14.000 rpm por 10 min y se

removidé la fase acuosa, posteriormente se agregaron volimenes iguales de
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fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (PCI) a la fase acuosa, se mezclo por inversion
suavemente y centrifugd a 14.000 rpm por 10 min. A la fase acuosa se agregaron
volumenes iguales de cloroformo/isopropanol, se mezcld6 suavemente y se
centrifugd a 14.000 rpm por 10 min. A la fase acuosa de la ultima extraccion se le
agrego 0,1 volumenes de acetato de sodio 3 M pH 5.2 y 2,0 volumenes de etanol
absoluto y se mezclaron suavemente, se centrifugd a 14.000 rpm por 30 min y la
pastilla se lavé 2 veces con etanol al 70% y se dejé secar a 40°C. Finalmente, la
pastilla se resuspendi6 en 50 pl de agua estéril y se almacendé a 4°C. La
concentracion de DNA se cuantific6 mediante espectrofotometria a una D.O. de
260 nm.

10.2.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Mediante la técnica de PCR se amplificaron los fragmentos correspondientes a los

antigenos seleccionados a partir de DNA genémico de Leishmania mexicana.

Se disefaron primers especificos que amplifican la regién codificadora del gen
LmxMBA de Leishmania mexicana y fueron sintetizados por Sigma- Aldrich.
(Tabla 2.)

Tabla 2. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacion de LmxMBA

PRIMER SECUENCIA (5*- 3) Tamafio
(pb)
LmxMBAF (Forward) | AAGCTTTCGCCACCATGGACAAGGTGGAGCTGGTGCAG 1337

LmxMBAR (Reverse) | CACGAATTCTTACCCGCCGCTGGACATGGGCGAC

La reacciéon de amplificacién (PCR) se preparé a partir de 1 pl de DNA gendémico
de L. mexicana. La mezcla de reaccion consistié en 2.5 pyl de amortiguador 10X
Tag contiene 2.0 mM MgCI2 (Biolabs), 1ul de la mezcla de dGTP, dTTP, dATP,
dCTP, 10 pmoles de cada uno de los oligonucleotidos especificos y 0.5ul de Taq
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polimerasa (Biolabs). Las condiciones de la amplificacion en un equipo PCR Sprint

IP20 (Thermo Scientific) fueron los siguientes:

Tabla 3. Condiciones de PCR para la amplificacion del fragmento LmxMBA

Procedimiento Temperatura | Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion 94 °C 5 minutos 1

inicial

Desnaturalizacion 94 °C 1 minuto 35
Alineamiento 65 °C 30 segundos 35
Elongacion 72 °C 1 minuto 35
Elongacion final 72°C 7 minutos 1

Los productos de la reaccion de PCR se analizaron en geles de agarosa 1%, se
visualizaron con bromuro de etidio (BIO-RAD) vy fotografiaron en un
transiluminador de luz UV. Se utilizaron como marcadores de PCR, fragmentos de
100-1,000 pb Bio-ladder (Bio-Synthesis).

10.2.3 Clonacion del gen LmxMBA a partir de ADN gendmico de Leishmania

mexicana.

Se realiz6 la purificacion de los fragmentos de DNA amplificados, utilizando el kit
QIAEX® Il. Consiste en pesar el fragmento de agarosa con la banda deseada,
agregar 3 veces el volumen de buffer Qx1, agregar aproximadamente 10 pl de
perlas en suspension QIAEX®, y mezclar y dejar a 55 °C por 10 min. Centrifugar a
14 000 rpm, desechar sobrenadante, lavar con 500 ul de buffer Qx1, centrifugar a
14 000 rpm, desechar sobrenadante, resuspender en buffer PE 500 pl, lavar una
segunda vez con buffer PE 500 pl. Empastillar, secar y resuspender en 20 pl de
agua estéril a 50°C durante 5 min, centrifugar a 14 000 rpm durante 4 minutos y

agregar el sobrenadante a un tubo eppendorf nuevo.
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Posteriormente se realizo la clonacion del amplicon en el vector pCR®4-TOPO
(Invitrogen). Se mezcld 4 pl del producto de interés amplificado y purificado, 1 pl
de solucion salina y 1 ul del vector pCR4-TOPO. Se incub6 a 22°C durante 30
min. Una vez realizada la reaccion de ligacion pCR4-TOPO::.LmxMBA, se realizé
el protocolo de transformacion en células E. coli DH5a con el plasmido. Para ello,
a la reaccion de ligacion pCR4-TOPO::.LmxMBA se le adicion6 100 pl de las
células E. coli DH5a competentes, se incubd en hielo durante 20 min y después se
incubaron por 2 min a 42°C 6 por 5 min a 37°C. Los tubos se colocaron
nuevamente en hielo durante 2 min, se agregé 1 ml de medio LB sin antibiotico y
se incub6 a 37°C por 35 min. Los tubos se centrifugaron durante 3 min a 2500
rpm, el sobrenadante resultante se desechd por decantacion, las células se
resuspendieron en aproximadamente 100 pl de medio sobrante. Las células fueron
espatuladas en placas LB/Amp (100 pg/ml de ampicilina), se incubaron a 37°C

durante toda la noche.

Se observé crecimiento de colonias transformantes y se realiz6 PCR colony a
partir de las colonias obtenidas. Los productos amplificados se analizaron en un

gel 1% de agarosa.
10.2.4. Purificacién de ADN plasmidico

Posteriormente se realizd la purificacion de DNA plasmidico por el método de
Maxiprep. Para esto, se centrifug6 el cultivo bacteriano durante 10 min a 14 000
rpom; la pastilla se resuspendié en 1.5 ml de STE (Tris-HCI 25 mM pH 8, EDTA 10
mM pH 8 y sacarosa 50 mM), posteriormente se adicionaron 3 ml de la solucién |l
(NaOH 2N y SDS al 1% preparada al momento), se mezclé la muestra por
inversion y se incub6 en hielo 15 min. Se adicionaron 150 pul de acetato de potasio
3 M pH 4.8, se mezclé por inversion y se incubo en hielo otros 15 min, la solucién
fue centrifugada a 14 000 rpm por 3 min para separar el debris y el DNA
cromosomal, se transfiri6 el sobrenadante a un tubo limpio y se adiciond un
volumen igual de una mezcla fenol-cloroformo (1:1), se mezcl6 con vortex 1 min 'y
se centrifugd 14 000 rpm durante 3 min. El sobrenadante se transfirié a un tubo
limpio y el DNA se incubd con 20 pl de RNAsa AT1 a 37°C durante 1 h. Se
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agregaron 2 volumenes de etanol al 95 %, se incubé 15 min a temperatura
ambiente, se centrifugd a 14 000 rpm durante 5 min para precipitar los &cidos
nucleicos. Se removié el sobrenadante y la pastilla se lavé con 1 ml de etanol al
70%; la pastilla se dejé secar y se resuspendio en 20 ul de agua estéril. EI DNA
plasmidico obtenido, se analizd por restriccidbn enzimatica utilizando la enzima
EcoRlI, permitiendo comprobar que el fragmento liberado corresponde al gen de
interés ya que el vector de clonacion pCR4-TOPO ya esta linearizado con esta

enzima.

Una vez obtenido este material se procedi6 a realizar un ensayo de restriccidon con
las enzimas Hindlll y BamHI (New England Biolabs) para liberar el gen LmxMBA
clonado en el vector pCR®4-TOPO. Para verificar la restriccion enzimética se
visualiz6 en un gel de agarosa 1% con bromuro de etidio, se observé en el
transiluminador de luz u.v y se cort6 la banda correspondiente al inserto;
posteriormente se realizd la extraccion en gel con kit QIAEX® I, segun

indicaciones anteriormente mencionadas.
10.2.5. Subclonacién del gen LmxMBA en el plasmido pVAX1

Para realizar la ligaciébn se hizo una mezcla de 6 pl del plasmido pVAX1
linearizado con las enzimas Hindlll y BamHI, 2 ul del inserto de interés purificado
por QIAEX® Il y 2 ul de Buffer ligasa T4 (Invitrogen), 1 pl de ligasa T4 y 9 ul de

agua estéril para un volumen final de 20 pl, se incubé por 3 horas a 22°C.

Una vez realizada la reaccién de ligacion pVAX1::LmxMBA, se realizé el protocolo
de transformacion en células E. coliDH5a con el plasmido, anteriormente
mencionado. Las células fueron espatuladas en placas LB con Kanamicina (40

pg/ml), se incubaron a 37°C durante toda la noche.

Se observo crecimiento de colonias transformantes y se realizo PCR colony a
partir de las colonias obtenidas para seleccionar las clonas positivas. Se corrié un
gel de agarosa 1% para observar las reacciones que amplificaron el fragmento
deseado. Posteriormente se realiz6 purificacion de ADN plasmidico por el método

de Maxiprep. Para esto, se inoculd una de las colonias positivas en 50 ml de

31



medio LB — Kanamicina (40 pg/ml), y se incubo toda la noche a 37°c en agitacion

constante.

Una vez obtenido este material se procedio a realizar un ensayo de restriccion con
las enzimas Hindlll y BamHI (New England Biolabs) para liberar el gene LmxMBA
clonado en el vector pVAX1. Para verificar la restriccion enzimatica se visualizo en
un gel de agarosa 1% con bromuro de etidio, se observé en el transiluminador de

luz u.v.
10.2.6. Reaccidon de secuenciacion.

Se utilizaron tubos de PCR estériles donde se colocaron 1000-500 ng de DNA
plasmidico, 8 ul de MIX y 10 pmoles de oligonucleétido T7 para una reaccién y el
oligonucledtido T3 para la otra, se llevé a 20 pl con agua estéril. Se sometieron al
programa: 96 °C por 30 segundos, seguido de 30 ciclos de 96 °C por 20 s, 53 °C
durante 20 seg y 60°C por 4 min. Posteriormente las columnas se hidrataron para
la purificacion, se colocaron las muestras y centrifugaron a 3000 rpm durante 2
min, en ellas se colocan 20 pl de la reaccion de PCR, las columnas se
centrifugaron a 3000 rpm 2 min, se colectaron y secé la muestra en “speed vac”.
Se guardaron a -20 °C y se secuenciaron de forma automatizada utilizando el kit
Tag Fluorescence-Based Dye Terminator Cycle Sequencing. Las lecturas de la
reaccion de secuenciacion se obtuvieron con el equipo Perkin Elmer/Applied
Biosystems 377-18EIn DNA Sequencer, del Departamento de Genética y Biologia
Molecular del Cinvestav-México a cargo de la QFB. Maria Guadalupe Aguilar

Gonzélez.

10.3. Expresidén de la proteina LmxMBA en células transfectadas

Células Hela fueron sembradas en cajas de 25 cm’ y al llegar al 70% de
confluencia fueron transfectadas con 1ug de DNA plasmidico purificado a traves
de columnas de intercambio anionico (Invitrogen). Células HelLa se transfectaron
con pVAX1 o pVAX1::.LmxMBA utilizando el producto comercial X-tremeGENE HP
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DNA Transfection Reagent, cuya formulacién es de lipidos no liposomales y se

sigui6 el protocolo de manufactura.

Las células HeLa se recogieron 48 h pos-transfeccion y se lavaron con solucion
salina tamponada con fosfato tres veces. El RNA total se extrajo con el reactivo
Trizol (Invitrogen). EIl ADN complementario (cDNA) se obtuvo a partir de RNA con
el First-Strand Super Script™ Sistema de Sintesis de (Invitrogen). LmxMBA cDNA
se amplificé por PCR utilizando los “primers” mencionados anteriormente. Los

productos amplificados se analizaron en un gel al 1% de agarosa.

Adicionalmente se realizaron extractos totales de las células HelLa transfectadas y
no transfectadas para hacer ensayos de inmunotransferencia. Los extractos
proteicos se separaron en geles de poliacrilamida al 12% en condiciones

desnaturalizantes, y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa.

10.3.1. Determinacion de LmxMBA en células transfectadas por RT-PCR
10.3.1.1. Purificacién de RNA

El RNA total de las células HelLa transfectadas y sin transfectar fue obtenido con el
sistema TRIzol, de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Brevemente, a las
células lavadas con PBS, se les adicion6 1000 pl de TRIzol y se dio vortex por 1
min, se incub6 durante 2-3 min a temperatura ambiente, los tubos fueron
centrifugados a 10000 g durante 15 min a 4°C. Posteriormente, las fases acuosas
se separaron y fueron transferidas a tubos eppendorf estériles, se adicionaron 250
ul de isopropanol para precipitar y se incubaron durante 10 min a temperatura
ambiente. Los tubos se centrifugaron nuevamente a 10 000 g durante 10 min a
4°C, se retiré el sobrenadante y se adicionaron 500 pl de etanol al 70-75%. Los
tubos se centrifugaron a 8000 g durante 10 min a 4°C, la pastilla se sec6 en
esterilidad y se resuspendi6é en 5 ul de agua-DEPC. Finalmente, los tubos con el
RNA se incubaron a 55°C-60°C.
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10.3.1.1. Obtencion de cDNA

Aproximadamente 1 pg de RNA se transcribio a cDNA con un oligonucleétido poli
(dT), utilizando la enzima transcriptasa reversa SuperScript Il. A un tubo limpio se
le adiciond 1 pl de oligo dT y aproximadamente 3 pl de RNA total, las muestras se
llevaron a 12 pl con agua-DEPC estéril. Los tubos se calentaron durante 10 min a
70°C y posteriormente se colocaron en hielo rapidamente durante 2 min. Se
adicionaron 4 ul del amortiguador de primera cadena 5X, y luego se adicioné 2 pl
de DTT 0.1 My 1 pl de la mezcla de dNTP's (10Mm). Los tubos se incubaron
durante 2 min a 42°C. Finalmente, se adicion6 1 ul de la enzima (SuperScript 1l) y
se incubd durante 50 min a 42°C. La reaccién fue inactivada por 15 min a 70°C. El

cDNA se usé como templado para la reaccion de PCR.

10.4. Clonacién y purificacién de la proteina recombinante

Se disefiaron primers especificos que amplifican la region codificadora del gen
LmxMBA, sintetizados por Sigma-Aldrich. Mediante la técnica de PCR se
amplificaron los fragmentos correspondientes al antigeno LmxMBA a partir de
DNA gendmico de Leishmania mexicana.

Posteriormente el fragmento LmxMBA obtenido por restriccion fue subclonado en
el vector pRSETA, mediante un Kit de ligacion rapida, en el cual se uso la enzima
T4 DNA ligasa (Fermentas), la cual lleva a cabo la ligacién entre el inserto y el
vector; obteniendo asi la construccion del pladsmido recombinante

PRSETA:LmxMBA. Luego se transformaron bacterias E. coli BL21.

Una colonia de bacterias E. coli BL21 transformada con el plasmido, se inocul6 en
50 ml de medio Luria Bertani (LB) conteniendo 50 ug/ml de cloranfenicol y se
incub6 toda la noche a 37°C. Al dia siguiente se inoculé en 300 ml de
LB/cloranfenicol con 25 ml del cultivo de toda la noche y se incub6 a 37°C durante
2 h en agitacion constante hasta obtener una densidad éptica de 0.4 a 600 nm.

Una vez alcanzada la densidad Optica deseada se indujo la expresion de la
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proteina con una concentracion final de 0.3 mM de isopropil-1-tio-p-D-galactésido
(IPTG) incubandose durante 2 h a 37°C en agitacion constante. Las bacterias se
recuperaron por centrifugacién a 4000 rpm por 20 min, llevandose a cabo lavados
con 20 ml de PBS 1X. Las células se resuspendieron en 20 ml de Tris-HCI 30
mM, Sacarosa 20%, EDTA 1 mM, pH 8.0, y se incubaron 10 min a temperatura
ambiente (T.A.) en agitacion constante. Posterior a la incubacion, las bacterias se
centrifugaron a 8,000 rpm por 20 min a 4 °C, descartandose el sobrenadante. Las
células obtenidas se resuspendieran en 5 ml de una solucion Tris-HCI 20 mM, 0.5
% de NP-40, pH 7.4, junto con ello se adicionaran inhibidores, TLCK 5 mM, IAA 3
mM, NEM 5 mM, leupeptina 1 mM y PMSF 1 mM, 1 mg/ml de lisozima y la
muestra se incub6 10 min en hielo. Las muestras se sonicaron 3 veces por 1 min
con intervalos de 1 min en hielo y después se centrifugaron a 10 000 rpm en el
rotor JA20 por 10 min, se colectd el sobrenadante y se paso a través de filtros de
0.45 pm, posteriormente se pasd a una columna Ni-agarosa (Novagen 69670-3)
previamente equilibrada con Buffer A (Tris-HCI 20 mM pH 8.5, KCI 100 mM,
Imidazol 20 mM, glicerol al 10 %, BMe 10 mM), después de pasar la muestra por la
columna, se lavd de forma secuencial con buffer A, buffer B (Tris-HCI 20 mM pH
8.5 con 0.1 % de Triton X-100), buffer C (Tris-HCI 20 mM pH 8.5, KCI 1 M, glicerol
al 10 %, BMe 10 mM), Las proteinas unidas a la columna fueron eluidas en buffer
D (500 mM de Imidazol).

Para comprobar la pureza de forma cualitativa las proteinas recombinantes se
analizan en geles de poliacrilamida al 12% en condiciones reductoras visualizadas

con tinciéon de Coomassie.

10.5. Electroforesis e inmunotransferecia

Las electroforesis se llevaron a cabo en geles de poliacrilamida al 12% y se
corrieron a 200 volts en amortiguador de corrida. Al finalizar la electroforesis, los
geles de poliacrilamida-SDS (PAGE-SDS) se tifieron con azul brillante de

coomassie R-250. Después de la tincion los geles se incubaron en solucion
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destefidora (acido acético glacial al 20% y metanol al 80%) hasta que las bandas

se vieron claramente.

Para las inmunotransferencias los geles se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa a 80 Volts por 2 horas con amortiguador de transferencia. La
membrana se bloqued con TBST- leche 2% (Tris 10Mm, NaCl 150 mM, tween 20
al 0.05%) y se incubd con el primer anticuerpo 2 horas en agitacion a temperatura
ambiente o toda la noche a 4°C. la membrana se lavé 3 veces con TBST (cada
lavado de 15 min) y se incub6 con el segundo anticuerpo acoplado a fosfatasa
alcalina durante una hora a temperatura ambiente. Enseguida se lavé con TBST 3
veces Yy se agrego el sustrato de la fosfatasa alcalina: BCIP y NBT. La membrana
se incub6 hasta que las bandas fueron visibles (10 -30 min). Finalmente la

membrana se lavo con agua para detener la reaccién de la enzima.

10.6. Determinacion de anticuerpos por ELISA

Los anticuerpos anti-MBA fueron detectados por ELISA usando placas cubiertas
con 5 pg/ml de la proteina recombinante rLmxMBA. Cada pozo fue incubado toda
la noche a 4°C, con 50 pl de la proteina disuelta en NaHCO3 0.1 M pH 8.5. El
antigeno no unido fue removido por lavados con PBS - Tween 20 al %0.05%. Los
pozos fueron bloqueados con PBS que contenia leche al 5% durante una hora a
temperatura ambiente. Los sueros de los ratones inmunizados con la proteina
rLmxMBA y con el pldsmido pVAX1::MBA y sueros preinmunes se incubaron a
una dilucién de 1:50 y 1:200 a 4°C toda la noche. Después de 8 lavados con
PBS-Tween los pozos fueron incubados con un anticuerpo peroxidado anti-ratén
IgG 1 hora a 37°C. Los pozos se lavaron y se agrego el sustrato: 2,2 azino bis (3-
ethylbenzothiazoline 6 sulfuric acid). Se mantuvo en oscuridad y las lecturas se

efectuaron 10 minutos después a 405 nm.
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10.7. Esquema de inmunizacién
10.7.1 Inmunizacién con DNA

Ratones hembras BALB/c (6-8 semanas de edad) fueron divididos en 2 grupos.
Se sangraron para obtener suero preinmune y posteriormente fueron inmunizados
con el vector pVAX1 (grupo I) o con el plasmido pVAXZ1::LmxMBA (grupo Il). Los
ratones se inmunizaron un total de 3 veces por via intramuscular (una
inmunizacion cada 15 dias), con una concentracion de 100 pg del plasmido
diluidos en 50 pl de PBS (Davis et al.,, 1993). Al término del esquema de

inmunizacion los animales se sangraron para la obtencion de sueros inmunes.
10.7.2 Inmunizacioén con la proteina recombinante

Ratones hembras BALB/c (6-8 semanas de edad) se inmunizaron con dos dosis
de 10 ug de la proteina recombinante rLmxMBA por via intraperitoneal, utilizando
el adyuvante comercial Titer-max en relacion 1:1. Los ratones se inmunizaron un
total de 2 veces (una inmunizacion cada 15 dias), y un mes después de la ultima

inmunizacidn se sangraron para obtener sueros inmunes.

10.8. Proteccion de la vacuna de DNA y proteina en ratones BALB/c.

Reto de ratones BALB/c con promastigotes de Leishmania mexicana

Ratones BALB/c inmunizados con la con la proteina recombinante o con el
plasmido pVAX:LmxMBA, se inocularon en el cojinete plantar con 5x10°
promastigotes de L. mexicana en la fase estacionaria resuspendidos en PBS

estéril.

El seguimiento de la evolucion de la lesién en los ratones se realiz6 cada 8 dias,
permitiendo determinar el establecimiento de manifestaciones fisicas y el grado de
inflamacion el cual se determind mediante la medicion de la lesion en el cojinete

plantar utilizando un calibrador vernier.
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10.9. Efecto terapéutico de la vacuna de DNA en ratones infectados con L.
mexicana.

Ratones hembras BALB/c (6-8 semanas de edad) fueron divididos en 5 grupos.
Se sangraron para obtener suero preinmune y posteriormente se inocularon en el
cojinete plantar con 5x10° promastigotes de L. mexicana en la fase estacionaria
resuspendidos en PBS estéril. Se realizd seguimiento de la evolucién de la lesion
cada 8 dias, haciendo medicion de la lesion en el cojinete plantar utilizando
calibrador vernier. Dos meses después de la infeccion los ratones fueron tratados:
Grupo 1, con el plasmido pVAX1::.LmxMBA; Grupo 2, con el vector pVAX1; Grupo
3, con la proteina rLmxMBA+ titer max; Grupo 4, con titer max; Grupo 5, sin

tratamiento.

10.10. Localizacion subcelular de la proteina nativa

Para la determinacion de la expresion estadio especifico de la proteina nativa, los
anticuerpos obtenidos se probaron en ensayos de inmunotransferencia contra
extractos de promastigotes y amastigotes, y en ensayos de inmunofluorescencia.
Extractos totales de Leishmania mexicana. Para la preparacion de los extractos
totales de promastigotes se partié de cultivos en crecimiento exponencial, estos
fueron lavados dos veces con buffer de fosfatos salinos (PBS) por centrifugacion
(2000 rpm por 3 minutos). La pastilla obtenida se resuspendié en 50 ul de
amortiguador de muestra (Glicerol 2%, SDS 4 %, Tris-HCI 50 mM pH 7.4, azul de
bromofenol 0.2 %) y B-mercapto 200 mM y se hirvieron por 5 min en bafio maria.
Los extractos proteicos se separaron en geles de poliacrilamida al 12 % en
condiciones desnaturalizantes, y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa.
Para la obtencién de los amastigotes se siguié el siguiente protocolo: 5 X10°
promastigotes de L.mexicana contenidos en medio RMPI 1640, pH 7.2, SFB 10%
se lavaron con PBS vy se transfirieron a medio RMPI 1640, pH 5.5, SFB al 25%. Se
mantuvieron de 3 a 4 dias a 37°C en incubadora de CO2 y se monitoreo la

aparicion de amastigotes mediante microscopia optica.
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Inmunofluorescencia indirecta. Promastigotes en fase exponencial de
crecimiento y amastigotes obtenidos de acuerdo al protocolo anterior fueron
recuperados por centrifugacion (4000 rpm durante 5 minutos) y fijados a laminillas

para su uso en inmunofluorescencias.

Para comprobar la localizacion subcelular de las proteinas nativas en los
diferentes estadios de L. mexicana, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia
indirecta en los 2 estadios del parasito usando los anticuerpos policlonales
producidos por la inmunizacién con la proteina recombinante y por la inmunizacién
con el plasmido pVAX:LmxMBA. Para ello los paréasitos (amastigotes y
promastigotes) obtenidos por centrifugacion, como se explicO anteriormente,
fueron fijados en cubreobjetos de cristal. Para ello, la pastilla de parasitos
recuperados se resuspendié en 1ml de PBS, se tom6 50 pl y se colocé la gota
sobre cubreobjetos de vidrio, se dejé secar a temperatura ambiente por 30 min o
hasta que estaba completamente seca la superficie. Los parasitos ya fijados de
cada estadio se separaron en dos grupos esto para manejar dos condiciones, una
sin permeabilizar y otra en la que se llevd un proceso de permeabilizacién, para
este Gltimo las preparaciones se incubaron con metanol por 5 minutos y se lavaron
dos veces con PBS. Posteriormente los parasitos permeabilizados y no
permeabilizados fueron incubados con suero fetal bovino 10% en PBS por 1 hora
a 37°C en cadmara humeda. Los parasitos se lavaron con PBS y se incubaron con
los sueros preinmunes (control negativo), anticuerpos policlonales anti-LmxMBA
(sueros de ratones obtenidos después de 2 inmunizaciones con la proteinas
recombinante o con el plasmido pVAX:LmxMBA) y sueros de ratones no
inmunizados y retados con el parasito (control positivo) a una dilucion de 1:50 en
PBS durante 2 horas a 37°C. Posteriormente se lavaron 6 veces con PBS y se
incubaron con un anticuerpo de chivo anti-lgG de raton acoplado a FITC por 1:30
hora a 37°C, los parasitos se lavaron con PBS, las preparaciones se montaron con

VectaShield acoplado a DAPI y se observaron mediante microscopia confocal.
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11.RESULTADOS

Con la finalidad de encontrar un antigeno capaz de desencadenar una respuesta
inmune protectora contra la leishmaniasis, se decidio evaluar si la vacunacion con
la proteina recombinante LmxMBA (seleccionada mediante vacunologia reversa) y
el gen que la codifica, genera un efecto terapéutico contra la infeccion por

Leishmania mexicana en un modelo murino.

Mediante analisis bioinformatico del genoma de L. mexicana, se seleccionaron las
proteinas que poseian hélices transmembranales con el programa TMHMM 2.0,
este servidor en linea predice con un 97-98% de efectividad, la localizacion y
orientacion de alfa hélices transmembranales en secuencias de proteinas. Este
programa se utilizd para hacer una clasificacion de las proteinas en membranales
y no membranales. Las proteinas membranales se analizaron mediante el
programa CELLO2GO, este servidor utiliza BLAST para buscar secuencias
homologas que estan en una base de datos interna derivada de la base de datos
UniProt. Al mismo tiempo, CELLO predice al menos una localizacion subcelular
sobre la base de datos de las especies en las que se encuentra la proteina. Este
sistema de clasificacion utiliza los siguientes criterios para hacer la clasificacion: la
composicién de aminoacidos, la composicidén de di-péptido y la composicion de la
secuencia basada en las propiedades fisico-quimicas de aminoacidos. De esta
manera, se seleccionaron las proteinas membranales ubicadas en membrana
plasmatica de las cuales se escogié una expresada en cada estadio del parasito y

una compartida en los dos estadios.

La proteina finalmente seleccionada, corresponde a una fosfatasa éacida de
membrana plasmatica de promastigotes de L. mexicana. Esta proteina consta de
516 aa, posee dos regiones transmembranales y una region extramembranal que

comprende 450 aa (Fig. 4).
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Figura 4. Prediccién de hélices transmembranales. Se observa la localizacion
de las regiones transmembranales en rojo, porciones citoplasmaticas en azul y
porciones extramembranales en rosa. La proteina LmxMBA seleccionada posee
dos regiones transmembranales que comprenden del aminoéacido 7 al 29 y del 478

al 500; la regién extramembranal incluye del aminoacido 30 al 477.

A partir de la region extramembranal de la proteina, se hizo la prediccion de
epitopos para linfocitos B y linfocitos T citotoxicos, mediante los programas LEPS
Y CTLPred respectivamente. La region extramembranal usada para la prediccion y

los epitopos predichos se muestran en la figura 5.

Figura 5. Prediccion de epitopos para linfocitos B y linfocitos T citotoxicos.
En amarillo se resaltan los epitopos para linfocitos T citotoxicos y subrayado los

epitopos para linfocitos B.
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Finalmente para obtener el DNA que codifica para el fragmento seleccionado de
LmxMBA se disefaron oligonucleétidos especificos, incluyendo las secuencias de

reconocimiento para restricciéon enzimatica (Tabla 2).

11.1. Amplificacion y clonacién del gen LmxMBA a partir de ADN gendémico

de Leishmania mexicana en el plasmido pVAX1.

Para obtener el fragmento de ADN (1337 pb) que codifica para la region
extramembranal de la proteina, se disefiaron oligonucleétidos especificos para la
amplificacion del gen incluyendo secuencias de reconocimiento para restriccion
enzimatica, para Hindlll hacia el extremo 5 y EcoRIl hacia el extremo 3". La
secuencia correspondiente al gen LmxMBA se obtuvo mediante reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) a partir de ADN gendémico de L. mexicana (Fig.
6A). El producto amplificado fue clonado en el vector pCR4-TOPO generando el
plasmido pTOPO::LmxMBA. Se obtuvieron colonias transformantes con las cuales
se realiz6 PCR colony para verificar cuales tenian el inserto (Fig. 6B). De las
colonias positivas se seleccion6 una para realizar purificacion de DNA plasmidico
y hacer analisis por restriccibn enzimética para comprobar que se tenia clonado el

gen de interés (Fig. 6C).

El inserto LmxMBA, liberado del plasmido generado(TOPO:.LmxMBA), se
subcloné en el vector de expresion, pVAX1. Las colonias transformantes obtenidas
se analizaron mediante PCR colony para verificar cuales tenian el inserto (Fig.
7A). De este ensayo de subclonacién se obtuvieron 5 colonias positivas, se
selecciond una de éstas, y se hizo extraccion y purificacion de ADN plasmidico; el
ADN se restringid con la enzimas HindIll/EcoRI para comprobar que se tenia
subclonado el gen de interés. El tamafio de los productos esperados era de 2999
pb y 1337 pb aproximadamente (Fig. 7B). Finalmente, se realizé secuenciacion del
plasmido generado, pVAX1::.LmxMBA, para comprobar la correcta orientacion del

inserto dentro del vector.
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Figura 6. Amplificacién y clonacién del gen LmxMBA en el vector pCR4-
TOPO. (A) El gen LmxMBA fue amplificado a partir de ADN gendmico de
L. mexicana, carril 1) MPM, carril 2) producto PCR (1337 pb). (B) PCR colony a
partir de las colonias transformadas con el plasmido TOPO::.LmxMBA. Carril 1)
MPM, carriles 2-6), productos PCR. (C) Andlisis por restriccion enzimatica de la
construccion TOPO::LmxMBA. Carril 1) MPM, carril 2) liberaciéon del inserto

clonado, con Hindlll / EcoRl.
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Figura 7. Subclonacién del fragmento LmxMBA en el vector pVAX1. (A) PCR
colony a partir de las colonias transformadas con el plasmido pVAX1::LmxMBA.
Carril 1) MPM, carriles 2-10), productos PCR. (B) Analisis por restriccion de la

construccion pVAX1l::LmxMBA. Carril 1) MPM, carril 2) liberacién del inserto
clonado con Hindlll / EcoRl.
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11.2. Expresién de la proteina LmxMBA en células transfectadas

Para estudiar la expresion de la proteina LmxMBA en un sistema eucariota, se
llevaron a cabo ensayos de transfeccion de células HelLa con el pladsmido
pVAX1:LmxMBA. La transfeccion se realiz6 como se describié anteriormente en
materiales y métodos. Las células se recogieron 48 h post-transfeccion y se
extrajo el ARN, a partir del cual se obtuvo el ADNc. El ADNc se amplificé por PCR
utilizando los “primers” anteriormente mencionados. Los productos amplificados

se analizaron en un gel al 1% de agarosa (Fig. 8A).

Como se puede ver en la figura 8A, solo hubo amplificacion del gen en células
Hela transfectadas con el plasmido pVAX1::LmxMBA. Como control se utilizaron
primers que amplificaban un de gen de expresion constitutiva, GAPDH, con un

tamafo esperado de 400 pb (Fig. 8B).

La expresion de la proteina LmxMBA se analiz6 por inmunotransferencia de
extractos celulares. Como se puede observar en la figura 8C, solo en extractos de
células HelLa transfectadas con el plasmido pVAX1:LmxMBA se detectd la
proteina (47 kDa) lo cual se determind mediante inmunotransferencia con el
anticuerpo anti-LmxMBA. Por el contrario, en extracto de las células HelLa
transfectadas con el vector pVAX1 o en extracto de células sin transfectar fue
evidente la ausencia de la proteina LmxMBA. De este experimento se concluye
que el fragmento del gen LmxMBA subclonado en el vector pVAX1 es capaz de

expresarse en células eucariotas.
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LmxMBA
Le7e <-49kDa

GAPDH
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Figura 8. RT-PCR e inmunotransferencia de la proteina LmxMBA expresada
en células HelLa transfectadas con el plasmido. (A) RT-PCR (B) como control
se utilizaron primers que amplificaban un de gen de expresion constitutiva,
GAPDH (C) inmunotransferencia (1) Células HelLa sin transfectar. (2) Células
HelLa transfectadas con pVAX1l. (3) Células HelLa transfectadas con
pVAX1::LmxMBA.
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11.3. Expresion y purificacion de la proteina recombinante

Se parti6é del plasmido pRSETA::LmxMBA que previamente habia sido disefiado y
construido en el laboratorio. Con éste se trasformaron bacterias BL21(DE3)pLysE
y se hizo la purificacion de la proteina por columna de afinidad, siguiendo el
protocolo descrito en materiales y métodos. Los eluidos de la purificacion se
analizaron por PAGE-SDS e inmunotransferencia utilizando el anticuerpo anti-His.
La figura 9A, muestra un observar PAGE-SDS al 12%, en donde se corrieron 4
eluidos de la purificaciébn de la proteina, en donde se observa la proteina del
tamafo esperado, sin embargo, también se observaron productos de degradacion,
por lo cual se decidi6 electroeluir la proteina (Fig. 9B). Como se puede ver en la
inmunotransferencia con el anticuerpo anti-His, se logr6 una correcta

electroelusion de la proteina, visualizada en el peso esperado (49kDa) (Fig. 9C).

M 1 2 3 4 M 1
200 200
116
97 116
97 S
66 66 —
Je— 49kDa
45 as —r
31 L —
21
21 .-

Figura 9. Purificacion de la proteina recombinante LmxMBA. Bacterias
BL21(DE3)pLysE se transformaron con el plasmido pRSETA::LmxMBA y se
indujo la expresion de la proteina con 1mM de IPTG. (A) Alicuotas de los eluidos
de la purificacién fueron corridos en PAGE-SDS al 12% vy tifiidos con azul

brillante de Coomassie. (B) PAGE-SDS de la proteina LmxMBA electroeluida. (C)
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Inmunotrasnferencia de la proteina LmxMBA electroeluida incubada con un

anticuerpo anti-His (1:500).

11.4 Determinacion de anticuerpos obtenidos por inmunizacion con DNA y
proteina.

Para obtener anticuerpos necesarios para ensayos posteriores, se inmunizaron
ratones BALB/c con 100 pg del plasmido pVAX1::LmxMBA por via intramuscular
en 3 ocasiones o con 10 ug de la proteina recombinante rLmxMBA/Titer-max por
via intraperitoneal en 2 ocasiones. La produccién de anticuerpo se monitore6

analizando los sueros un mes después de la ultima inmunizacion en ambos casos.

La determinacion de anticuerpos anti-rLmxMBA producidos por ratones
inmunizados con la proteina homologa o con el plasmido pVAX1::LmxMBA fue
llevada a cabo mediante inmunotransferencia (Fig. 10). Los sueros de los ratones
inmunizados con la proteina fueron incubados (1:100) con la proteina
recombinate rLmxMBA transferida a membranas de nitrocelulosa. Como se
observa en la figura 10A, los anticuerpos generados por la inmunizaciéon con

rLmxMBA reconocieron a la proteina homologa a la altura esperada (49 kDa).

En cuanto a la determinacion de anticuerpos generados por la inmunizacién con
plasmido pVAX1l::LmxMBA, hubo menor reconocimiento de la proteina
recombinante rLmxMBA transferida a la membrana de nitrocelulosa (Fig. 10B), por
lo cual se decidi6 realizar ensayos de ELISA (Fig. 11) con la proteina rLmxMBA

para analizar en nivel de anticuerpos generados por los dos tipos de inmunizacién.
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Figura 10. Determinacion de anticuerpos anti-LmxMB en ratones
inmunizados. (A) ratones BALB/c fueron inmunizados en 2 ocasiones via i.p. con
10 pg de la proteina recombinante LmxMBA. (B) ratones BALB/c fueron
inmunizados en 3 ocasiones via i.m. con 100 pg del plasmido pVAX1::LmxMBA.
Los sueros de los ratones fueron incubados 1:100 con la proteina recombinante
rLmxMBA transferida a membranas de nitrocelulosa. Pool de sueros preinmunes
(carril A2 y B2); sueros inmunes (carriles A3-A6 y B3-B7). Como control se us6 un

anticuerpo anti-His (carril Al y B1)

Para la determinacién de anticuerpos anti-LmxMBA por ELISA se recubrieron las
placas con 5 pg/ml de la proteina rLmxMBA y se siguié el procedimiento
mencionado anteriormente en materiales y métodos. Los sueros de los ratones
inmunizados con la proteina rLmxMBA y con el plasmido pVAX1::MBA se

incubaron a una dilucion de 1:50 y 1:200. Los pozos fueron incubados con un
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anticuerpo peroxidado anti-ratén IgG, luego se agrego el sustrato: 2,2 azino bis (3-

ethylbenzothiazoline 6 sulfuric acid) y las lecturas se efectuaron a 405 nm.

En ambos casos, sueros de ratones inmunizados con la proteina recombinante o
con ADN, se observé un aumento en el nivel de anticuerpos, en comparacion con
el pool de sueros de ratones pre-inmunes (Fig.11). Al comparar el nivel de
anticuerpos generados por los dos tipos de inmunizacion fue evidente un mayor
nivel de anticuerpos en los ratones inmunizados con la proteina recombinante, y

un nivel ligeramente menor en ratones inmunizados con ADN (Fig.11).

Estos resultados indican que ambos métodos de inmunizacién, asi como las dosis
administradas resultaron adecuados para la generacién de anticuerpos contra
LmxMBA; tanto la inmunizacion con ADN (Fig. 11B) como con la proteina

recombinante (Fig. 11A), estaban siendo efectivas.

50



1,200 e

1,000 -

0,800 g

0,600 m1:200

D. O.a 405 nm

0400 4 m1:50

0,200

0,000
p 1 2 3 4
Condiciones

0,800

N

0,700 -

0,600 +

0,500 4

0400 - E1:200

4
0,300 m1:50

D. O. A 405 nm

0,200 -

0,100 +

0,000

p 1 2 3 4 5

Condiciones

Figura 11. Determinacién de anticuerpos anti-LmxMBA por ELISA. (A) suero
de ratones BALB/c inmunizados en 2 ocasiones via i.p. con 10 ug de la proteina
recombinante LmxMBA, y recolectados 30 dias después de la Gltima inmunizacion
(A1-A4). (B) suero de ratones BALB/c inmunizados en 3 ocasiones via i.m. con
100 pg del plasmido pVAX1::LmxMBA, recolectados 30 dias después de la ultima
inmunizacién (B1-B5). Suero preinmune (p). Las muestras fueron ensayadas por

triplicado.
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11.5. Localizacién subcelular de las proteinas nativas.

Con la finalidad de analizar la distribucién subcelular de la proteina nativa en el
parasito, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia como se describe en
materiales y métodos, usando los anticuerpos policlonales producidos por la
inmunizaciéon con ADN y con la proteina recombinante. Como controles se utilizd
el suero de ratones infectados con promastigotes de L. mexicana y suero
preinmune de cada grupo experimental, estos sueros se ensayaron con
amastigotes (Fig. 12) y promastigotes (Fig 13).

Los resultados mostraron que el suero de ratones infectados contiene anticuerpos
gue reconocen a los dos estadios (Fig. 12-2 y 13-2), mientras que los sueros
preinmunes no presentan reconocimiento alguno (Fig. 12-1 y 13-1). Con respecto
a los anticuerpos policlonales producidos por la inmunizacién con la proteina,
éstos presentan reactividad con componentes de la membrana plasmatica en los
dos estadios (Fig.12-4 y 13-4), mas no asi en el citoplasma de los mismos (Fig. 14
y 15). En cuanto al reconocimiento de los anticuerpos policlonales producidos por
la inmunizacion con el plasmido pVAX1l.:.LmxMBA fue mas intenso el
reconocimiento de la proteina nativa tanto en membrana plasmatica tanto de
amastigotes(Fig. 12-3) como de promastigotes (Fig. 13-3) . En ninguno de los

casos hubo reconocimiento en el citoplasma de ambos parasito (Fig. 14 y 15).
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Campo claro DAPI FITC MERGE

Figura 12. Inmunofluorescencia indirecta de promastigotes de L. mexicana

2 pm

no permeabilizados. Se prepararon laminillas con promastigotes de L. mexicana,
los parasitos fueron incubados con los sueros como se describié en materiales y
métodos. (1) Control negativo: suero preinmune (2) control positivo: anticuerpo a-
Leishmania (3) suero proveniente de ratones inmunizados con el plasmido
pVAX1::LmxMBA (4) suero proveniente de ratones inmunizados con la proteina

recombinante LmxMBA.
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Figura 13. Inmunofluorescencia indirecta de amastigotes de L. mexicana no
permeabilizados. Se prepararon laminillas con amastigotes de L. mexicana, los
parasitos fueron incubados con los sueros como se describié en materiales y
meétodos. (1) Control negativo: suero preinmune (2) control positivo: anticuerpo a-
Leishmania (3) suero proveniente de ratones inmunizados con el plasmido
pVAX1::LmxMBA (4) suero proveniente de ratones inmunizados con la proteina

recombinante LmxMBA.
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Figura 14. Inmunofluorescencia indirecta de promastigotes de L. mexicana
permeabilizados. Se prepararon laminillas con promastigotes permeabilizados de
L. mexicana, los parasitos fueron incubados con los sueros como se describid en
materiales y métodos. (1) Control negativo: suero preinmune (2) control positivo:
anticuerpo a-Leishmania (3) suero proveniente de ratones inmunizados con el
plasmido pVAX1:LmxMBA (4) suero proveniente de ratones inmunizados con la

proteina recombinante LmxMBA.
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Figura 15. Inmunofluorescencia indirecta de amastigotes de L. mexicana
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permeabilizados. Se prepararon laminillas con amastigotes permeabilizados de L.
mexicana, los parasitos fueron incubados con los sueros como se describid en
materiales y métodos. (1) Control negativo: suero preinmune (2) control positivo:
anticuerpo a-Leishmania (3) suero proveniente de ratones inmunizados con el
plasmido pVAX1:LmxMBA (4) suero proveniente de ratones inmunizados con la

proteina recombinante LmxMBA.
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11.6. Efecto terapéutico de la vacuna de ADN y proteina en ratones

infectados con L. mexicana.

Para evaluar el efecto terapéutico de la vacunacion con ADN o proteina, ratones
BALB/c se inocularon en el cojinete plantar con 5 x 10° promastigotes de
L. mexicana y dos meses después de la infeccion los ratones fueron vacunados:
Grupo 1, con el plasmido pVAX1::LmxMBA; Grupo 2, con el vector pVAX1; Grupo
3, sin vacunar. Para la vacunacion con la proteina recombinante, de igual manera
se manejaron tres grupos de ratones: Grupo 1, r(LmxMBA+ titer max; Grupo 2, con
titer max; Grupo 3, sin vacunar. Las vias de administracion y dosis fueron
descritas en materiales y métodos. El proceso de infeccion se evalu6 mediante la
medida del tamafio del cojinete plantar (mm) y la evolucion de la enfermedad con

y sin vacunacion.

En la figura 16, se puede observar una linea de tendencia para los diferentes
grupos de ratones. En el caso del grupo de ratones sin vacunar se presentd un
aumento progresivo del tamafio del cojinete plantar desde el dia 15 post-infeccién
hasta el ultimo dia de la medicion (135 dias post-infeccién); no asi con los ratones
vacunados con el vector vacio, pVAX1, o con plasmido pVAX1l::LmxMBA. En el
grupo de ratones vacunado con pVAX1 se observd, aparentemente, un mejor
efecto, aunque sigue presentdndose aumento en el tamafio del cojinete plantar,
este es menor en comparacion con el grupo de ratones sin vacunar. En contraste,
el tamafio del cojinete plantar del grupo de ratones vacunados con
pVAX1l::LmxMBA se mantuvo estable hasta el dia 30 post-vacunacion, después
del cual se observé una ligera disminucion que se conservé hasta el dia 75 post-
vacunacion. En la figura 17, se observa el desarrollo macroscopico de la lesion

después de 15, 45 y 75 dias post-vacunaciéon con ADN.

En cuanto a la vacunacion con la proteina recombinante (Fig. 18), tanto los
ratones vacunados con titer max, como los ratones sin vacunar presentaron el
mismo comportamiento en el aumento de tamafo del cojinete plantar. Por otro

lado, en los ratones vacunados con la proteina rLmxMBA, desarrollaron una
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menor inflamacion del cojinete plantar en comparaciéon con los dos grupos
anteriores. En la figura 19, se observa el desarrollo macroscopico de la lesion
después de 15 y 30 dias post-vacunacion con la proteina recombinante.

Al comparar el efecto terapéutico generado por los dos tipos de vacunacion, se
evidencio mayor control de la infeccion en los ratones vacunados con ADN, ya que
después de la primera vacunacion no hay aumento en el tamafio de la lesion, a
diferencia de los ratones vacunados con la proteina, en los que sigue
presentandose un ligero aumento en el tamafio del cojinete plantar hasta el dltimo
dia evaluado (dia 30 post-vacunacion). Sin embargo, se continuara dando
seguimiento a la vacunacion con la proteina recombinante hasta el dia 75 post-
vacunacioén, con el fin de comparar la evolucion de la lesién durante el mismo

periodo de tiempo en los dos tipos de vacunacion.
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Figura 16. Efecto terapéutico de la vacuna de ADN en ratones infectados con
L. mexicana. Ratones BALB/c se inocularon en el cojinete plantar derecho con 5
x 10° promastigotes de L. mexicana y 60 dias post-infeccién se vacunaron: Grupo
1, con el plasmido pVAX1::LmxMBA; Grupo 2, con el vector pVAX1; Grupo 3, sin
vacunar. Se realizé seguimiento de la lesién durante 60 dias post-infeccion y 75
dias después de la primera vacunacion mediante la medicion del tamafio del
cojinete plantar cada 15 dias. Como control, se realizé medicion del cojinete
plantar izquierdo (sin infectar) durante el mismo periodo. Las graficas son

representativas de al menos 3 animales por grupo.
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Sin vacunar pVAX1 pVAX1::MBA

LB

Figura 17. Desarrollo macroscopico de la lesion después de la vacunacion
con DNA. Cojinete plantar de ratones infectados con promastigotes de L.
mexicana y posteriormente vacunados. 15 dias (A), 45 dias (B) y 75 dias (C)

después de la primera vacunacion con ADN.
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Figura 18. Efecto terapéutico de la vacuna de proteina recombinante en
ratones infectados con L. mexicana. Ratones BALB/c se inocularon en el
cojinete plantar derecho con 5 x 10° promastigotes de L. mexicana y 60 dias post-
infeccion se vacunaron: Grupo 1, con la proteina rLmxMBA/Titer max; Grupo 2,
con Titer-max; Grupo 3, sin vacunar. Se realiz6 seguimiento de la lesién durante
60 dias post-infeccion y 30 dias después de la primera vacunaciéon. Como control,
se realizé medicion del cojinete plantar izquierdo (sin infectar) durante el mismo

periodo. Las graficas son representativas de al menos 4 animales por grupo.

61



Sin vacunar Titer max rLmxMBA/Titer max

Figura 19. Desarrollo macroscépico de la lesion después de la vacunacion
con la proteina recombinante. Cojinete plantar de ratones infectados con
promastigotes de L. mexicana y posteriormente vacunados. 15 dias (A) y 30 dias

después de la primera vacunacion con rLmxMBA.
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12. DISCUSION

En la actualidad, el tratamiento de la leishmaniasis depende de la quimioterapia. El
mas frecuentemente utilizado consiste en farmacos derivados del antimonio
pentavalente, anfotericina B, anfotericina B liposomal y paramomicina, entre otros.
Un problema importante es que estos medicamentos estan asociados con
problemas de costo, alta toxicidad, larga duracion del tratamiento y el desarrollo de
resistencia al farmaco por parte del parasito. A pesar de los avances en las
opciones de quimioterapia, es poco probable que la quimioterapia sola permita la
eliminacién de la enfermedad, y por lo tanto existe una necesidad de una vacuna

eficaz.

A la fecha se han desarrollado diversas vacunas contra la leishmaniasis, éstas
incluyen parasitos atenuados por irradiacion con rayos gama, parasitos auto
clavados, proteinas del parasito purificadas, proteinas recombinantes y en los
altimos afios, vacunas génicas que codifiquen para un antigeno del parasito. Sin
embargo, aln no se cuenta con una vacuna 100% efectiva contra esta

enfermedad.®*

Las vacunas de ADN se han probado contra un numero creciente de

enfermedades. Algunos ejemplos incluyen enfermedades como tuberculosis 7°,

malaria™, o el SIDA™™, enfermedades infecciosas como influenza™",

7.78 g tripanosomiasis’*®°. Ademas de su uso para

papillomavirus’®, leishmaniasis
la prevencién de la infeccidn, se demostré que las vacunas de ADN tienen también
un importante potencial para el tratamiento terapéutico de una infeccion por virus,
bacterias o parasitos®®?, lo que subray6 la versatilidad de esta estrategia y abri6
nuevas perspectivas. Asi, el uso terapéutico de las vacunas de ADN ha sido
extendido a algunos tipos de cancer, como linfoma, mieloma, cancer de la prostata

83-85 86,87

o de mama™ ", y enfermedades autoinmunes como la diabetes

Por tal razén se decidi6 emplear este método de inmunizacion para inducir una
respuesta inmune especifica contra L. mexicana en ratones BALB/c y probar su

eficacia terapéutica contra la infeccion experimental con el parasito. Para ello se
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selecciond el antigeno LmxMBA mediante el uso de un enfoque conocido como
vacunologia reversa, como se describio anteriormente, el cual se basa en el
andlisis de bases de datos del genoma del patégeno mediante herramientas

bioinformaticas para identificar candidatos potenciales como vacuna.®

El plasmido pVAX1::LmxMBA fue construido para dirigir la expresion del producto
LmxMBA, bajo el control del promotor procariota lacZ o del promotor eucariota
CMV. Inicialmente, el plasmido pVAX1::LmxMBA se expreso in vitro en una linea
celular eucariota. Con ayuda de anticuerpos se detect6 la expresion de la proteina
LmxMBA en extractos de células HelLa transfectadas con el plasmido respectivo,
mientras que, en células HelLa transfectadas con el vector vacio o células sin
transfectar no se detectd ningun producto. Estos resultados sugieren que el disefio

del plasmido fue exitoso.

Segun la prediccion de localizacion subcelular mediante andlisis bioinformaético, el
antigeno LmxMBA corresponde a una proteina de membrana plasmética
expresada en promastigotes de L. mexicana. Sin embargo, se pudo determinar
qgue los anticuerpos producidos por los animales inmunizados con el plasmido
pVAX1:LmxMBA o con la proteina rLmxMBA fueron capaces de reconocer la
superficie tanto de promastigotes, como de amastigotes de L. mexicana. Estos
resultados nos indican que los anticuerpos generados por la inmunizacion con
ADN o proteina fueron capaces de reconocer la proteina nativa presente en la
membrana de los dos estadios del parasito. Al comparar el reconocimiento de los
anticuerpos generados por la inmunizacion con la proteina recombinante, se
observa un menor reconocimiento de la proteina nativa en el parasito, esto debido
a gue el antigeno inmunizado, es previamente generado en ceélulas procariotas
gue no tienen la maquinaria necesaria para producir la proteina recombinante con
la conformacién estructural y las modificaciones post traduccionales que podria
tener la proteina nativa. Por el contrario, la inmunizacion con ADN, genera la
expresion endogena de la proteina en las células del huésped, células eucariotas,
de tal manera que el antigeno producido posee las modificaciones post

traduccionales, conformacion y oligomerizacion que induce anticuerpos de
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especificidad 6ptima. Por lo cual, aunque se obtuvo un mayor titulo de anticuerpos
con la inmunizacion con la proteina recombinante, los anticuerpos generados por
la inmunizacion con ADN presentaron un reconocimiento mas fuerte de la proteina

nativa en los dos estadios del parasito.

En cuanto al efecto terapéutico generado por la vacunacion con ADN en ratones
previamente infectados con L. mexicana, se evidencio un control de la infeccion
en los ratones vacunados con ADN, ya que después de la primera vacunacién no
hubo aumento en el tamafio de la lesién plantar y 45 dias post-vacunacion se
logré una disminucion de la lesion, mientras que los ratones vacunados con la
proteina recombinante, el tamafio del cojinete plantar continu6 aumentando
ligeramente hasta el Gltimo dia evaluado (dia 30 post-vacunacion). Por otra parte,
se observo que los ratones vacunados con el vector vacio, pVAX1, también
presentaron una mejoria, en comparacion con el grupo de ratones sin vacunatr,
esto debido a que el ADN plasmidico produce en las bacterias y por lo tanto
contiene motivos CpG no metilados y estos tienen un efecto adyuvante por si
mismos a través de la estimulacion del sistema inmune innato a través del
receptor Toll-like 9 (TLR-9).%

La vacunacion con ADN ha demostrado capacidad para inducir respuesta inmune
tanto humoral como celular. Se piensa que las vacunas de ADN pueden inducir la
presentacion de antigenos a través de las vias tanto del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH) de clase | como del CMH clase I, lo que lleva a la
activacion de células T cooperadoras CD4+ y citotoxicas CD8+.%* Las células Thl
pueden activar macrofagos para destruir microorganismos intracelulares de
manera mas eficiente y también activar las células B para producir anticuerpos

fuertemente opsonizantes tales como 1gG2a e IgG2b en ratones.>*

En la leishmaniasis, se ha demostrado que la respuesta celular Thl es protectora,
y al contrario, cuando se genera una respuesta celular Th2 la infeccion no es
controlada. % La infeccién con L.major o L. mexicana en ratones resistentes,
conduce a la induccion preferencial de linfocitos Thl secretores de IL-2, INF-y y

TNF-a. Estas citocinas activan a los macrofagos para la eliminacion de los
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parasitos via sintesis de Oxido nitrico; asi mismo, se conoce que estas citocinas
regulan la produccion de isotipos 1gG3 e IgG2a. Por el contrario, la infeccion de
ratones susceptibles, conduce a la activacion de linfocitos Th2 productores de IL-
4 e IL-10 que regulan de forma negativa la activacion de macrofagos y la

produccién de anticuerpos de los isotipos Ig1G1 e IgG2b.%

En conclusion, los resultados aqui presentados apoyan la inmunizacion con ADN
como estrategia para el disefio de vacunas anti-L. mexicana. Usando el gen
LmxMBA se demostré que este tipo de inmunizacion fue eficiente en la induccién
de anticuerpos antigeno especificos. La vacunacién con ADN confirié cierto efecto

terapéutico contra la infeccion experimental con L. mexicana en ratones BALBI/c.

Dicha informacion puede proveer un apoyo para el desarrollo de vacunas basadas
en ADN que no solamente protejan a los seres humanos del riesgo de infeccion,
sino que también pueden aliviar o prevenir las respuestas patoldgicas
caracteristicas de la LCL al reducir o eliminar los parasitos en los tejidos de

pacientes infectados.
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13. CONCLUSIONES

1. Las bacterias transformadas con el plasmido pRSETA:LmxMBA e
inducidas, expresan la proteina respectiva.

2. Las células HelLa transfectadas con el plasmido pVAX1:LmxMBA
expresan la proteina homéloga 48 h postransfeccion.

3. Los ratones inmunizados con el plasmido pVAX1l:LmxMBA o con la
proteina recombinante rLmxMBA produjeron anticuerpos.

4. Los anticuerpos anti-rLmxMBA reconocen a la proteina nativa y a la
proteina recombinante rLmxMBA.

5. La proteina nativa se expresa en la superficie de amastigotes y
promastigotes de L. mexicana

6. La vacunacion con el plasmido pVAX1:.LmxMBA posterior a la infeccion
experimental de ratones BALB/c con promastigotes de L. mexicana redujo
el tamafio de la lesion (inflamacion del cojinete plantar), no asi, con la

vacunacioén con la proteina recombinante.
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14. PERSPECTIVAS

e Analizar el isotipo de anticuerpos obtenidos por la inmunizacion con ADN y

proteina.

e Determinar las citocinas séricas producidas por inmunizacion con ADN

plasmidico y por inmunizacién con la proteina recombinante.

e Analizar la presencia del parasito en el cojinete plantar de ratones
vacunados mediante ensayos de PCR.

e Evaluar el efecto terapéutico de la vacunacibn con DNA en ratones
previamente infectados con L. mexicana, durante mayor tiempo y con

diferentes dosis del plasmido y del parasito.

e Realizar ensayos de proteccion en los que se inmunicen ratones con ADN

plasmidico y posteriormente hacer el reto parasitario.
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