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RESUMEN

La loishmaniasis incluye una multitud de enfermedades infecciosas Jroducida por
diferentes especies de protazoarios del glnero Leishmania, pertenecientes a la
famiia Tnpanosomadidae, y transmitida por la picadura de insactos dipteros
hematétagos. Detas formas clinicas de a enfermedad, la leishmaniasis cutinea es
la forma mas comin. La vacunacion sigue siendo la oponunidad mas apropiada
para la prevencion y tratamiento seguro de todas las formas de la enfermedad, por
10 que ¢l desarolio de una vacuna segura, eficaz y asequble contra Lelshmania es
una de las prncipales proridades mundiales de salud pGbica. La secuencacdn del
geroma y la traduccién de su proteoma condujeron al advenimierto de la
vacunciogla reversa.

En nuestro laboralorio, basados en el enfoque de vacumologia reversa, se
seleccond el gen MBA de L. mexicana como posbie candidato a vacuna, Burgos-
Reyes en su tesis de maestria, evidencid Bl efecio terapbutico y profiactico
generado por la vacunacién con ADN en animales de experimentacidn infectados
con L. mexicana. Ya que este gen esta altamente conservaco entre |as especies de
Laisthymania, s6 evalud el efecio terapéutico y profilactico inducido por la vacuna de
ADN gue codéica para la proteina LmadMBA en ralones hembras BALB/c,

Como resultados tenemos que ka vacunaciin con el ADN recombinante del gen
LmxMBA, no protegid contra la infeccidn de L. major en ratones inmunizados
previamenie y 60 dias después de la infeccidn los animales desarrollaron ka lesidn
en el cojnete plantar, es decir, no se obluvo un efecto profilictico. Al evaluar of
ofecto terapéutico, la Inmunzacion con ol ADN recombinante del gen LmaxMBA en
s ratones infectados con L. major no retasd el desarrolio de la lesidon en
comparacikhn con los animales control, Al realzar los ensayos de ELISA, se
evidencid que s thulos de anticuerpos generados contra la proteina rLmadMBA
codificada por el pldsmido no son os mismos que s generados por la infeccion
natural con los pardsitos de L. major. Con es%0s resultados podemos concluir que la
proteccidn contra la leishmaniasis esta dada por anticuerpos antigencs especificos
los antigenos de cada especie son nmunoldgicamente diferentes.
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ABSTRACT

R eishmaniasis includes a multude of infectious diseases caused by Giferent
species of protozoa of the genus Laishmania, belonging 10 the Trypanosomandae
famiy, and transmitied by the bite of hematophagous diptera Insects. Of the cinical
forms of the dsease, culaneous leishmaniasis is the most common form,
®accination remains the most appropriate opportunity for the prevention and safe
treatment of all forms of the disease, 50 the development of a safe, effective and
alfordable vaccineé against Levshmania is one of the workd's 1op public health
pricrities. Genome sequencing and transiation of its proteome led to the advent of
reverse vaccoinology.

In our laboratory, based on the reverse vaccinology approach, the MBA gene of L
mexicana was selectad as a possible vaccine candidate. Burgos-Reyes, evidenced
the therapeutic and prophylactic effect generated by vaccinaion with DNA in
experimental animals infected with L. mexicana. Since this gene is highly conserved
among Leishmanva species, the therapeutic and prophytacsic effect induced by a
DNA vaccine encoding the LmxdMBA protein in female BALB/c mice was evaluated.

As resuits we have that vaccination with the recombinant DNA of the LmxdMBA gene,
did not protect against infection L. maior in mica previously immunized and 60 days
after infection the animals developed the plantar bearing lesion, that is, it was not
obtained a propiwlactic effect When evaluating the therapeutic effect, the
immunization of L major infected mice with the recombinant DNA of the LmaxMBA
gene did not delay the development of the lesion compared %0 the control animals.
When performing an ELISA assay, it was evident that the ansbody titers generated
against the rLmaMBA protein encoded by the plasmid were not the same as those
generated by the natural infection by L. major parasites.

With these results we can condlude that protection aganst leshmaniasis is given by
specific antigen ambodies as results of immunciogically dferent antgens of each
species.
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1. INTRODUCCION

La loishmaniasis incluye una multitud de enfermedades infecciosas Producida por
diferentes especies de protozoarios del género Lelshmania pertenecientes a la
famiia Trypanosomalidae y transmiida por la picadura de insectos dipteros
hematddagos que corresponden a diferentes espedes de flebdtomos en el viejo
mundo y Lutzomylas en @l nuevo mundo que plantean serocs problemas de salud
pibica en las regiones endémicas de 98 paises. De las dos formas principales de
tales indecciones, conoddas como leishmaniasis visceral (LV) y leishmaniasis
cutdnea (LC), esta (tima es la forma mas comin. Las leishmaniass son
enfermedades multfacioriales cuyos resultados estdn influencados por las
inleracciones dndmicas del parisito, su resenvono (s), su vector y, finaimente, of
sistema inmune de su hospedero humano'~,

Actuaimente esta enfermadad no tiene cura y ol tratamiento existente se basa en la
quimicterapia que depande de la administracion de medicamenios con un ako coslo
y efecios secundarnios graves, como taxicidad, cumplimiento defickente e induccidn
rapiia de resistencia en adreas endémicas. La vacunacitn sigue sendo una
allernativa viable para la prevencidn y tratamiento de lodas las formas de la
enfermedad, por 10 que el desarrolio de una vacuna contra Laishmania segura,
eficaz y asequible es una de las principales prioridades y sigue siendo el enfoque
més prometedor.
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2. GENERALIDADES DEL PARASITO

2.1, Clasificacion taxonomica

Q) género de Laishmania spp pertenece al filo Mastigosphora, orden Kinetoplastda
y tamidia Trpanosomatidse. Comprende unas 30 especies morfoldgicamente
simiares, de las cuales 20 son responsables de las enfermedades en humanos. B
género Laishmania Sene Bos subgénercs: Lelshmania (en el Nuevo y Viejo mundo)
y Laishmania o Viannia (sclo en ol viejo mundo)’.

%m..m»wm&dmmmm
compiejos: L braziensis y L guyanensis. En el complejo de L. brasilenses, se
encuentran las sigulentes especies: L. braalensis, L. peruviana, L. colombiensés, L.
lainsory, L. shawi y L. naii. En of complejo de L. guyanansis se encuentran: L
guyanensis y L. panamensis. En este subgénero existen dos especies hibridas: L
brazVensisl. panamensis y L. brazWensisl. guyanensis. En of subgénero
Leishmania se encuentran cinco complejos: L. major, L. ropica, L aethiopica, L.
donovaniy L. mexicana. Los complejos de L. major, L. tropica y L. aethiopica estan
formados por una sola especie que ke da el nombre a su respectivo complejo. B
compio L donovary estl formado por 3 especies: L.donovany, L infanfum y L
chagasi. El complejo L. mexicana est formado por L. mexicana, L. venexvelensis
L. garnham, L. amazonensis y L. pfancd 4.

z.z.%nuom

Leishmania s un proto2oo intracelular obligado dmdrfico; en los hospedercs
mamifercs se localiza en macrttagos y células dencriticas (células de Langerhans
en la ped)®, Este par&sito presenta dos estadios celulares; e promastigote, es

extracelular, se desarrolla y se multiplica en el tracto digestivo de los
insecios twansmisores, perlenecentes al  género Lutzomyilaen  Aménca
y Phiebotomus en el Viesjo Mundo. Mide entre 0-20 um, sin contar la longitud de un
Gnico fagelo, cuyo tamafo oscila entre 158-25 um; presenta un gran nideo central,
ribosomas, reticulo endoplasmico, aparato de Golgl, vesiculas y una mitocondria. €
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Cineloplasto aparece como una banda granular electrodensa dentro de la extension
de la mitocondria, localizado a 1-2 pm del extremo amenor del parasto, de donde
emerge o flagelo. El axonema que se origna en ¢l cuerpo basal esta contenido
dentro del bolsilio Nlagelar®,

El amastigote es la forma replicativa, redondo u oval, intracelular, reside y se
mudtiplica en los fagolsosomas de los fagociios moncnucieares de los hospederos,
aunque se ha documentado la presencia de amastigoles en neutrdfilos y fbroblasios
en lesiones de pisl. Mide de3-4 um: con la tincidn de Giemsa se aprecian un gran
nicieo y un dnetoplasto pequefio, ambos de color pdrpura, y un filamento deigado
que s& une el cineloplasto y el cuerpo basal, éste (itimo es apenas un punto visible,
El cinetoplasto es una subestructura de la gran mitocondria, con ADN Gnico y se
encuentra asociado estrechamente al bolsdlo fagelar y al cuerpo basal del fagelo.
La presenca del aneloplasto da el nombre al grupo de protozoos inciuidos en &l
orden kineloplastida®.

2.3. Ciclo de vida

Los pardsiios de Leishmania tienen un dclo de vida complejo que involucra
hospedadores vertebrados @ invertebrados y dos etapas de desamolio: los
promastigotes son la forma proliferativa y se encuentran en el lumen del intestino
de la mosca hembrea y los amastigotes, son la forma prolderativa que 5 encuentra
dentro de varios tipos de cilulas hospederas de los mamiferos®.

La infeccion comienza cuando un Phlsboloming pica a un ser humano u otro
hospedero mamilero para alimentarse de la sangre. Durante ka picadura, el insecio
inyecta en la saliva sustancias que evitan la coaguiacion de la sangre®. Después de
la ingestion sanguinea, 1os promastigotes metaciclicos se liberan y antran en la pel
del hospedero a través de la regurgitacidn’. Una picadura simple libera sustancias
que Inducen la infiltracon rapida de neutrGlios y of reciutamiento sustancial de
macrolagos en la piel’. Los parasitos primero invaden a los neutrdlilos, que se
rechustan rapidamente en ol stio de la picadura, y después a los macrdlagos. Sin
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embargo, otros tipes de células, como kas chlilas de Langerhans y los fbroblasios,
1ambién pueden ser infectados®.

Se cree que los neulrdlios juegan un papel mportanie actuando como un “Caballo
de Troya™, mientras que los macréfagos son importantes para of establecimiento y
diseminacion de la Infeccitn, El parasto se adhiere a la superficie de la céiula del
hospedero a través del Nagelo © del cuerpo celular. Esta adhesion implica o
reconccimiento de moléculas expuestas en la superfice del parfsito, como los
Spotosiogicanos (GLP) o la gicoproteina de 63 KDa (GP63)". Estas moléculas s
unen a diferentes receplones que S& encuentran en la superficie de los macrofagos,
incuidos los receplores del complemento (CR1 y CR3), los receptores de manosa
(MR) y los recepiores de fibronectina (FnR)'®, El proceso de fagochosis comenza
con la formacdn de pseuddpodos. Por lo 1amo, of pardsilo s& adhiere a la superficie
de los macrdfagos y luego se internaliza en una vacuola conodida como vacuola
parasittfora (VP).En la VP, el promasigole metaciclico se transiorma en
amastigote; a es10 le sigue la fusidn de los lisosomas de la célula hospedera con la
PV, Alguncs de los amastigotes se adhieren a la membrana de la vacuola,
mientras que otros permanecen lbres y comienzan a replicarse dentro de la
VP. Luego de una inlensa mulliphicacion, la membrana del macrifago se rompe,
iberando los amastigotes on ol W)do; @508 amastigotes pueden Invads NUEVOS
macrolagos O ser ingeridos por ol insecto durante su alimentacidn sanguinea
sangre.

3.1. Vector

Entre mds de 900 especies de moscas de arena registradas, solo 58 son veciores
probados de la leishmaniasis humana, 42 especies de Phisbofomus en el Viejo
Mundo y 56 especies de Lutzomyia en el Nuevo Mundo. Jioy se conocen 46
especies de Lutzomyia en México, de las cuales se han identificado 11 especies
antropofilicas, pero sdio Lu. odmeca v Lu. dabdidca ha sido demostrados como
transmisoras del pardsilo Leishmania. E1 tamano de eslos dipteros oscia entre 1,5
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y 4 mm; poseen un cuerpo de color gris amaniiento o amaniio palido cubwerto de
pelos que recuerda al de una polila sus alas son erectas en forma de “V", y la
probéscide o trompa es mis karga que la cabeza. Presentan mandibulas y plezas
bucales adaplacdas para absorber sangre, lienan antenas formacos por 6
segmentos, el radio del ala presenta 5 ramas y las hembras tienen dos
espermatecas'?,

En México se han reportado 39 especies de Phlabofominae, de las cuales solo
cuatro estan incluidas dentro de las especies confirmadas © bajo sospecha de ser

veciores. Lu. longipales, Lu. oimeca, Lu. panamensis y Lu. ylephialor. Ademas, se
logré el aislamiento de L. mexicana en el flebdlomo L. anthophora™.

3.2. Formas clinicas de la Leishmaniasis

3.2.1. Leishmaniasis visceral (LV) 6 kala-azar

u%wmmu(w.mmnmodummmmau
infeccidn de fagocilos dentro del sistema reticuloendolelial debido a la metastasis
de macrdfagos infectados por los pardsilos desde o siSo inicial de la infeccidn
cutdnea. En el Viejo Mundo, la LV es causada por Le'shmania donovany (en las
regiones de India, Pakistan, China y Alvica) y Leishmania infantum (en la region del
Mednerraneo)En of Nuevo Mundo, la LV también es causada por L
infantum (también conocida como Lelshmania chagasi o L. infantum chagasl), que
se encuentra principaiments en Brasil. La profferacion deparasiios en el higado, ef
bazo y la médula ésea de pacientes con LV da lugar a una hepatoesplenomegalia
progresiva y supresion de la médula Osea. A mends que sean talados, los
pacientes desarrollan panGlopenia @ INMuNOSUPresion y Son propensos a las
superinfecciones con otros microblos. Sin  ferapla, los pacientes con LV
eventuaimente sucumbiran a su enfermedad. Las personas coinfectadas con VIH
tienen una susceplibiidad particular al desarrollo de presentaciones atipicas, y ol
aumento de la gravedad de la LV y ol desarrolio de LV en pacientes con VIH es una
enfermedad definitona del SIDA', Esto probablemente se deba a los electos de

desregulacidn de ambos agentes en el sisterna inmunoldgico del hospedero™.

https://cinvestav.turnitin.com/viewer/submissions/oid:13679:48166876/print?locale=es

30/07/20 13:45

Pagina 36 de 159



Ramos Ldépez Dayana.pdf 30/07/20 13:45

16

https://cinvestav.turnitin.com/viewer/submissions/oid:13679:48166876/print?locale=es Pagina 37 de 159



Ramos Lépez Dayana.pdf

3.2.2. Leishmaniasis dérmica post-kala-azar (LDPK)

En un subgrupo de pacientes tratados exitosamente por VL, y que permanecen
Mmm“mommmpﬂmﬂn@tﬁ“y
progresiva 0@ parasitos en la pil que dan lugar a lesiones maculares, maculo-
papulares 0 nodulares difusas. La leshmaniasis dérmica post-kala-azar (LDPK)
ocurre principaimente en la Indla y Suddn en paclentes Infectados con L
donovani®, En Sudén, la LOPK puede surgr hasta en el 50% de los pacientes y
ocurre antes que, en los pacientes en la India, donde Siene una incidencia de ~5-
10% en 2 a 3 afos después de la eliminacion de la LV. La patogenia de la LDPK no
se comprende completamente, pero parece estar relacionada con una respuesta
nmune agresiva del haspedero impuisada por interferdn y (IFN-y) generada contra
pardsilos cérmicos persistentes'®,

45.3. Leishmaniasis cutinea (LC)

La leishmaniasis cutanea es 1a forma menos severa de la enfermedad y esRausada
por varias especies como L. major y L. tropica en el Viejo Mundo y L. mexicana, L
amazonensis, L. guyanensis, L. panamensis y L. brazilensis en varas regiones de
América Contral y Sudamérnca'®. La enfermedad cutdnea simple se presenta como
lesiones ulcerativas 0 nodulares singulares en o cerca del sitio de exposicion al
insecio. Por lo general, se encuentran en &eas del cuerpo descublertas, como la
m.%WthMQUMVWM
semanas o0 meses. Existe una variacdn de LC, conocda como Leishmaniass
cutanea difusa causada por L. amazonensis, las lesiones son nodulares, de tamafio
varnable, que aparecen en varios lugares, a8 menudo lejos de la 20na 0 axXpoSsICIOn
a los insecios. La resolucion de las lesiones cutineas a menudo puede ser
mwhmamm.utc%Mmm
como “Ulcera de 08 chiclercs” dedido a que fue encontrada en trabajadores que
extraian ka goma del drbol del chicle y con frecuenda se ocbservaba afectando el
pabelitn auricular, de curso progresivo y mutiants'”.
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3.2.4, Leishmaniasis mucocutinea (LMC)

La LMC es causada por L. braziiensis, que puede deberse a la extension o
metistasis de pardsihos de la enfermedad cutinea local al tejdo mucocutaneo, LMC
S8 puede presentar Meses 0 afos después de la resolucidin de las lesiones
primanas. Estd es a menudo una infeccién que resulta en la destruccion local
crénica de los tejidos de la nariz, la faringe, los parpados de la boca y puede
progresar para alectar la funcion respiratoria. La patogenia subyacente que resulta
manmbﬁmMm%wamm
interaccidn de factores del hospedero y del parisito'®. La enfermedad a menudo os
redractana a la quimicterapia y 0s pacienties generaiments mueran a causa de una
superinfeccién secundaria y desnutricidn. La LMC se encuentra en paises de
América del Sur, con la mayoria de las enfermedades encontradas en Brasd, Perl
y Bolivia, pero también se reportan en menor grado en Colombia, Ecuador,
Paraguay y Venezuela'.

3.3. Epidemiologia

G o mundo, se estima que cada afio se producen entre 0.9 a 1,6 millones de
nuevos casos de lelshmaniasis, y entre 20.000 y 30.000 defunciones. Enhs
Américas, actualimente se registra un promedio de 56.000 casos de LC y LMC y,
3,800 casos de LV al afo Qas zonas geograficas situadas por debajo de los 1750
metros sobre el nivel del mar, con cima calido, humedad relativa alta y temperatura
media entre 25-30 °C presentan las mejores condiciones para la transmision de la
enfermedad cuténea y la proliferacidn de focos en bosques tropicales donde adn es
frecuente la presencia de reservorios y vectones, en 1ano que los bosques Secos
tropicales son o hbitat prederido para a LV. Actian como reservorios los
marsupiales, roedores, zorros, animales peridomésticos; los perros Senen gran
importancia por su estrecha relacidn con el humano'?,

LC séagistra en 20 paises, siendo endémica en 18 de ellos (Colombia, Costa Rica,
Brasil, Argentina, Ecuador, Venezuela, Bolivia, Perl, Paraguay, EI Salvador,
Honduras, Nicaragua, Panamé, Guyana, Surinam, Guatemala, Guyana Francesa y
México). En la regidn, 27% de casos de LC se presentan en zonas fromerzas®.
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debido a la inmigracidn. Quintana Roo, Chiapas y Campeche comparnen fronteras
con Guatemnala, donde L. panamensis y L. guyanansis son endémicas’'.

3.4, Tratamiento

Existen varias terapias para las diferentes de formas clinicas de la leishmaniasis y
las preferencias para ¢l ratamienio de primera y segunda inea varian segin el tipo
de enfermedad y, a menudo, estan guiadas por la practica regional. El antmonio
pentavalente ha sido considerado el pilar de la terapia en la leishmaniasis durante
décadas; sin embargo, este agente tiene miltiple toxicidad y esta aumentando su
inelicacia cebido al desarrolio de resistencia por pare de los parasnos ™.

Un agente de eleccidin para la mayoria de las formas de leishmaniasis es of uso
sistémico de animonio pentavalente (Sb), que esta presents en & antimonialo de
meglumina (nombre comercial '‘Glucantime’) o estbogluconato de sodio (nombre
comarcial ‘Pentostamy). El mecanismo de accion preciso del Sb en a leishmaniasss
No 8& conoce bien, pero es probablementa multifactornial y actia directamente sobre
los procesos moleculares del par&sito, ademdés de influir en la actividad microbicida
de los macrdlagos. Para uso Sislémico, estos COMPUesios puaden administrarse por
via intravenosa (iv) o intramuscularmente (im), y también se pueden usar por via
intralesional (il). Los efectos secundarios son comunes on la terapia sistémica de
ansmonio, el mas grave es la cardoloxicicad (arritmias, prolongacion del intervalo
QT y muerie sibita), pero se producen otras miltiples (elevacidn de las enzimas
hepiticas y de las enzZmas pancredticas, panciiopenia y anomallas en los
electrolios), que requiernan un control cuidadoso de ks pacientes curante el curso

de la terapia®.

La anfolericina B es un eficaz ans leshmansal que lunciona medanie ka uridn a la
membrana de ergostercl en los hongos generando la inestabilidad de misma®. La
anfolericina B iposomal 50 usa tipicamente en una dosis de 2.5 a 5 mgkgdia y
esla formuliacion reduce la duracion total del tratamiento a la mitad de la forma no
fposomal, estas deben administrarse para todas las formas dinicas de las
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leishmaniasis. Los efecios secundanos comunes de la anfotericina B son la
insuficiencia renal y las anomalias electroliticas, que son menocs frecuentes con la
forma lipcsomal; sin embargo, esta formulacion es mis costosa, o gue Iimita su uso
generakzaco™,

Existen otros medicamentos para ¢l ratamiento de las leishmaniasis como lo son;
la paromomicina ol cual 8s un antibiético aminoglucésido que actia bloqueando la
sintesis de proteinas mediante la unidn al ARN ribosomal 16S. En la LV, se usa
mediante administracién sistémica (15 mgkg) por 21 dias en la LV en la India o en
combinacidn con anfotericina B liposomal en la India o Alrica orental. La
pentamidna (nombres comerciales Pentacarinat' y Pentam’) interfiere con la
blosintesis de macromoldculas como of ADN, ARN, fosfolipidos y proteinas y la
alquil-fostocolina-millelosing (nombres comerciales ‘Impavido’ y Willex') es el Grico
agente oral que se usa para ka LV de la India y Africa Oriental tanto en nifos como
on adultos donde la dosis 5@ basa en el peso™ ™,

Aunque, los azoles (inhibidores de la sinlesis de ergostercl) tenen actividad
parasitistitica in witro contra una variedad de especies leishmaniales, no se ha
justificado que sean tan efectivos como olros agenles para uso clinico. Se ha
demostrado que ol ketoconazol oral (nombre comercial ‘Nezoral) (600 mg por via
oral diaramente duante 28 a 30 dias) y Nuconazol (nombre comercial Diucan’)
(una dosis diaria de 200 mg por via oral durante 6 semanas) aceleran la curacion
de las lesiones LC causadas por L. mexicana™ y L. major™ respectvamente.

sShesPUESTA INMUNE

La respuesta inmune ante la infeccitn por Laishynania inicia con la respuesta innata.
Los receptores TLR2 (Tod-ike receplor 2), presentes en macrifagos, células
dendriscas (CD) y células asesinas naturales (NK) reconocen molkdculas en la
superficie del pardsito, tales como el LPG o la GPE3 e inducen la produccitn de
ctocnas proinflamatonas, asl como de mokoulas coestimuiadoras. &) macrétago
cubre un papel tiple eén la enlermedad es una oblula hospedera, célula

presentadora de antigenos que activan kas células T especificas, y cblula efeciora
cuya edcacia lesshmaniciia depende de la activacidn por pane de las ctocinas™,
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Protlege a Levshmania al inhibir la maduracion del lagosoma, mediante el secuestro

de anlones superdxido y radicales hicroodios y a inhibicién de la sefalizacdn eficaz
de la proleina cinasa-C, necasaria para ol estalido respiratorio. Esto le permite al
parisito sobrevivir dentro de la VP hasta su diferenciacion en amastigotes, quienes
pueden subsistir y dividirse en comparsmentos &cidos™. Los LPGs también estin
molcrados en la sobrevivencia de los promastigotes en o vecior. La
mwamc.oomdam%mom
permite que ¢l promastigote resista la lisis mediada por el complemento y favorece
su ingreso al macrdtago. Dentro de esta célula hospedera, GPES es responsable de
la actvacién de las trosina-fosfatasas que dan lugar a la aleracdn de las vias de
cnasa JAK, MAP, @ IRAK-1%, En el nOcieo, estd involucrada en la inactivacikn de
factores de transcripcion tales como AP-1 y NF-xB. La respuesta celular es
importanie en el control de la infeccién, dado que of desarrollo de una respuesta
especifica de Th1, basada en la produccidn de chocinas, puede proteger a los
hospederos mamiferos de la infectdn por los parfisitos, mientras que
una respuesta Th2 , cobada por la producditn deSL-4, IL-S, IL-10, IL-13, factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B), entre otros, apoya la persistencia de
pardsilos y puede causar una enfermedad activa™ *,

Para la diferenciacidn de 108 Iinfocitos T CD4+ en los fenotipos tano Th1 como Th2,
los antigenos se presentan a células T CD4* virgenes por las DC. La interaccidn de
moléculas coestimuladoras con sus respectivos ligandos (CD40-CO40L, OX40-
OX40L y'o CDBO-CTLA4CD28), junto con el enlomo de cocinas local, promueve
la diferenciacion de las células T naive en células Th1 secretando IFN-y o
células Th2 secretando IL-4, En el desarrolio de tipo Thi, cleros patdgenos o
pavones moleculares asociados a paldgencs (PAMP) desencadenan céiulas
presentadoras de antigeno, a través de TLR, para secretar IL-12, que promueve la
diferenciacion de céiulas T naive en células Th1 secretando IFN-y. El transductor
de sefial y el activador de ranscripcion 4 (STATY) y STAT se activan por IL-12 e
IFNwy, respectivamente. La seflalizacikin de IFN.y en macréfagos infectados
promueve la expresidn de dxido nitrico (NO) sintasa inducible (NOS, NOS2) v la
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produccitn de NO que, junto con especies de oxigeno reactivo (ROS) generadas
durarte la fagoditlosis, son esenciales para matar parasilos inracelulares. Sin
embargo, algunas especies de Leishmania como L. amazonensis son resistentes
a la muene medada por IFN-y, y &l control de s pardstos durante las primeras
elapas de la infeccion en ratones es independiente de esta citocina. Ademas del
IFN-y, otras ctocinas inflamatorias, como @l TNF, pueden activar los macrifagoes
infectados de forma autocrina para producir NO™ y generar la muerte de los

parisitos dentro del macrofago™ .

Por el contrano, en el desarrolio de céiulas de 1po Th2 Levshmania tiene la
capacidad de inhibir la produccaién de IL-12 en las células infectadas, ko que da como
resulado una via predeterminada de diferenciacion de Enfockos T en Th2 que
secreta L4, IL-10, IL-13 entre otras. Durante la infeccidn, estas clocinas estan
involucradas en impedir la proliferacidn de los fagoditos al sitio de infeccién y en of
bloqueo de vias de sefalizackdn para la actvacion del macrdlago y la consecuente
eliminacion de los pardsios intracelulares, lo que favorece la supervivencia del
parisito en el interior de los macréfagos y a un fenotipo no curativo™,

Debido a estos hechos, se han desarroliado estudios para identicar nuevos
candidalos para ser utilzados on la prevencitn de la leishmaniasis.”' Sin embargo,
& pesar de la amplia gama de trabajos llevados a cabo durante un periodo bastanie
largo, no existe una vacuna confiable disponible para preveni esta enfermedad.

5. VACUNAS

La vacuna se considera und de los logros mas imporianies de la medicna. La
Racunacion es la administracon de maserial antigénico para estimular el sistema
nmune de un iIndividuo para desarrollar inmunidad adaptativa a un paldbgeno.
Actuaimente, existen Fes 1ipos principales de vacunas: vacunas convencionales o
de primera generacin, vacunas recombinanies o de segunda generaciin, y ADN
de plasmido (PADN) 0 vacunas de tercera generacon®,
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s’ﬁ.vmummon

Las vacunas compuestas de pardsiios muenos 5@ han administrado en ensayos
dlinicos aleatorizadgos con fines profilacticos™ ¥, Las vacunas convencionales se
basan en microorganismos Inactivados, microorganismos atenuados y en
subunidades de  patdgenos como  foxinas,  polsacaridos
glicoconjugados™ . Investigadores iranies en ol instituto Razi indagaron la eficacia
de L. major tratada en autociave en su formulacidn (ALM). Las investigaciones
mencionadas confimaron que ALM no promueve la inmunidad por s
sola®. Estudios posteriores realizados con la ayuda de adyuvanies evidenciaron
una mejor respuesta iInmunitaria.

5.2. Vacunas de segunda generacion

La mayoria de los estudios de vacunas se enfocan en subunidades que comprenden
proteinas recombinantes o poll-proteinas producidas por clonadén de ADN. La
segunda generacidn de vacunas refinadas, lales como proleinas recombinanies
asociadas con adyuvanies 0 expresadas en o¥ros vectores microbianos, mostrd una
aplicacidn més factible para la vacunaciin masiva*® *', La natwraleza recombinante
de las vacunas implica que faciitan su accesbiidad a gran escala y una produccion
rentable. Ademds, las respuestas derivadas de lkas vacunas de segunda generacion
pueden fortalecerse y refinarse mediante &l empieo de un adyuvanie pertinente®',

Contra Leishvnania se han desarrollado vacunas de segunda generacidn basadas
en proteinas recombinantes como la GPE3, la cual leva a cabo una actividad
cataliica como metaloproleinasa que puede proleger a Leishmania en los
macrdfagos™ “. También, se ha evaluado un homéiogo en Leishmania para
receptores de cinasa C activada (LACK), este gen tiene un papel inmunopatdgeno
en la infecadn murina por L mayor, se evidendid que &l antigeno LACK potenciakza
la produccién de IL-10, pero regula negativamente ka produccion de IFNy*,

Aunque las vacunas recombinantes basadas en proteinas han logrado algunos

grados de proteccion en ratones y peros, s han enfrentado a problemas
compicados en el proceseo de oblendr autorizacidn de comercalizacion
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particularmente en medicina humana deb:do a la necesiklad indispensable de un
adyuvanie™. La vacunacidn con ADN requiere una expeesion transgénica exiosa,
que depende de su administraciin al nicleo de ka céiula. Esto no @5 un logro smple,
ya que las nucieasas extracelulares y séricas degradan la gran mayoria del ADN
inyectado, dejando S0l una pequefia fraccidn de constructos intactos disponibles
para la captaciin de ADN. De hecho, la captacidn celular no garantiza la
transfeccion, ya que menas del 109 del ADN transieriio alguna vez llega al nOckeo,
mientras que la mayor parte se degrada O se asocia con componenies
citoplasmicos. **

5.3. Vacunas de tercera generacion

La vacunacin con ADN es &a introduccidn directa de matenal gendtico en un
hospedero vivo. Se lleva a cabo con un plasmido (que consiene ADN inmundgeno
de interés) empleando alguna via de administracdn ya sea intramuscular,
intradéemica, por via oral 0 bombardeo de particulas, El enfoque de la vacuna de
ADN es simiar a los mecanismos de ataque viral dentro del cuerpo. Las vacunas
de ADN desnudo son extremadamenie seguras, ya que no contienen ningln
organismo patdgeno que pueda revertir en virulencia y también han logrado un éxito
considerable, especiaimente con pistola Qénica en roedores. Los ensayos
empleando este tipo de vacunas contra Laishmania fueron usando ol antigeno
LACK cuyas inmunzaciones lograron un grado de defensa en ratones, sin embargo,
S0k confirieron una proteccidn moderada en perros. Por el contrario, la vacunacion
con refuerzo primano que usa cisieina proteinasa A y antigenos de cisteina
proteinasa B fue altamente protectora en ralones y Perros, COMO UNa vacuna de
ADN exitosa en modelos no murinos, sin embargo, en ensayos clinicos de fase |II
no preving de ka infeccidn al medelo caning -,

5.4, Vacunologia reversa

Gracias a la disponbiidad de datos de secuencia para genomas completos, y al uso
de enfoques bioinformascos, la vacunoiogia reversa (RV) selecciona proteinas que

podrian ser candidatas potenciales para vacunas. Las ventajas de este enfoque
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darlan como resultado una formulacion de vacuna répida, Kentficar vacunas
candidalas de MICroOrganismos que no s& podrian cultivar, y 10d0 a coslos
reducidos en comparacidn con los enfoques convencionales. Hasta hace poco, of
desarmolio de@ vacunas Se asocaba con mélodos convencionales, como los
enfoques bioquimicos, inmunoldgicos y microbioldgicos que utilizan la totalidad o
parte de los patégencs. Con el advenimientio de las téonicas post-gendmicas y la
inmuncinformética para of analisis de datos del sistema inmune, la vacuncicgia
inversa se esth conviriendo en una heramienta (il para disefiar y desarroliar
vacunas*,

Por medio de esta lecnologia se han logrado identificar en el genoma de Laishmania

antigenos que tienan potencial INMmuNcganico y que podrian ser candidalos para
una vacuna. El primero es el enfoque in silico que nomalmeante se centra en la
prediccidn de epitopos de céiulas T y B, andiisis filogenético para la identificacion
de epitopos leishmanales conservacos de especies de Lashmania o la prediccidn
de localizacion de profeinasipéptidos en el pardsito. Muchos algoritmos se ulizan
para predecr la afinidad de unidn de epilopos peptidicos a moléculas MHC de clase
Iy Il, y epitopos peptidicos ineales o discontinuos para células B. Basicamente, la
vacunologia inversa usa la inmunoinformética para &l mapeo de epilopos en todo &
genoma de un patdgeno aplicando algorimos predictivos que son capaces de
pronosticar 108 epilopos peptidicos de las chiulas T y B. Esta estralegia Sene
muchas ventajas, a més importanie es la disminucion del Sempo y of coslo
nocesarios para identficar candidatos potenciales para la vacuna®4*,
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7. ANTECEDENTES

La inmunizacion exitosa que induce proteccion contra la leshmaniasis depende en
gran medida de los adyuvantes gue estimulan preferentemente o fenotipo Thi de
la respuesta inmune. Las vacunas de ADN inducen un especiro complelo de
respuestas inmunitarias que incluyen oélulas T cioliticas, células T audliares y
anscuerpos, La capacidad del ADN plasmidico que codifica ol antigend especifico
para inducir las células T tanto CD4 + como CD8 + sugiere que este enfoque serd
de particular utiicad para &a proteccidn contra enfermedades que requieren
inmunidad mediada por chlulas, como la leishmaniasis.

En un estudio realzado por Rafat, ¢l potencial protector de un gen Inmunogénico,
CONOCIco como SPase (sefial pepticasa tipo I) de L. major, se evalud utilizando es
estrategias de vacunacidn diferentes (ADN/ADN, proteina/proteina y ADN/proteina)
contra la infeccion por L. magor'®, Los resultados sugirieron que una estrategia de
ADN/ADN indujo una mayor peoteccitn que 1os otros dos enfoques™, La proteasa
de membrana GP63 esth presente en los promastigotes de todas las especies y s
uno de los receplores parasitos para los anticuerpos monocionales del
hospedero. Los mulanies par&sitos que carecen de la proteina son avirulentos e
indujeron respuestas inmunitanas de tipo Th1 cuando se usaron Como vacuna en
modelos humanos® BCG recombinante que expresa el antigano de superficie
de Levshmania GPE3 indujo una respuesta inmunitaria protectora conltra ka infeccion
por L. major en ratones BALB/A=. De hecho, la GPS3 o leishmaniolisina fue of
primer antigeno recombinanie UNizado para vacunar contra la leishmaniasis. Por
otra parte, Gurunathan e! &/, han demostrado que ol ADN que codifica para ol
antigeno LACK eferce proteccion en ratones BALB/C y que dicha proteccién parece
eslar asociada con la produccion de IL-12%,

El antigeno TSA @5 una proteina de 22.1 kDa que 5@ conserva en 10das las especies
«LmynmmMymm.W@omm
de 36 kD que estd altamente conservada entre déerentes especies del género y
1ambibn 56 expresa 1anio en promastigotes como en amastigotes del prolozoano,
En un estudio realizado por Maspi el al, en el afo 2017 s& demosird que la
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Inmunizacion con proteina 0 ADN del antigeno TSA-LACK confind una proteccion
en ratones BALB/c infectados con L. major y reduio ka progresidn de la enfermedad
yumamamamauw«mym
en la produccion de L4

Por otra parte, Campos y colaboradores demostraron que un coctel gue coniene
dos antigenos recombinantes leishmaniales (LmSTI1 y TSA) y la interleucina-12 (IL-
12) como adyuvante induce una proleccidn sblida en un modelo de leishmaniasis
cutanea™, Ya sea como genes individuales 0 en una construccion de varos ganes
mMWmomMWc“mt%wL
major en ratones BALB/c susceptibles inducida por células T del fenctipo Th1. Las
respuestas de CD8, medidas por la actividad de los linfocitos T citosdxicos, se
generaron despubs de la inmunizacidn con ADN de TSA, pero no con ADN
de LmSTI. Curicsamente, R  vacunacdn  de ralones  con ADN
de TSA consistentemente indujo profeccidn en un grado mucho mayor que el ADN
de LmSTH, apoyando asi la idea de que las respuestas de CD8+ podrian ser un
brazo accesoro importante de la respuesta inmune para la resistencia adquirida
contra la leishmaniasis™,

En nuestro laboralorio, basacdos en el enfoque de vacunoiogia reversa, s
seleccond ol gen MEBA como posible candidalo a vacuna evaluando o efecio
terapéutico generado por la vacunacion con ADN y con la proteina recombinante en
ratones hembras BALB/C. Burgos-Reyes en su tesis de maestria, evidencid ol electo
terapdutico genarado por la vacunacidn de ADN en los ratones previamente
infectados en el cojinete plantar con L. mexicana; al ser vacunados con el ADN
plasmidico e observd una disminucion de 1a lesion a los 45 dias post-vacunacidon™,
Ya que este gen esti alamente conservado enlre las especies de Laishmania, se
decidié comparar el efecio generado por ese mismo antigeno contra L. major debido
a que &s%a también es el agente causal de LC en el vieo mundo.
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8. JUSTIFICACION

La leishmaniasis se considera una enfermedad tropical desatendida que tiene una
ampla distrbucidn mundial, El tratamiento de estas patlogias se basa en una
selecGon de compuestos terapéuticos, pero los larmacos disponibles son thxicos y
presentan graves efectos secundarios en los pacenies.

Con la ayuda de un andlisis in silico se han podido identificar diversos antigencs
cancdalos a vacunas con un alto potencial inmuncgénico, En nuestro laboratorio
s0 identificd al gan MBA de Leishmania presente én los amastigotes y promastigotes
del parisito y que esta altamente conservado entre las especies de Levshmania y
$0 pudo comprobar que inmunizando ratones con el ADN plasmidico recombinante
después de un reto con Laishmania mexicana 8 réevierten signos y sintomas
dlinicos de la LC.

Dado que L major también en un agenie causal de LC, se propone evaluar la
respuesta inmune que se genera por @l suministro de una vacuna de DNA que
codifica para ol gen LmxMBA en ralones BALB/C después de ser infectacos con L
major.

8.1. HIPOTESIS

La vacunacion con el ADN plasmidico que codfica para gen LmxMBA en ralones s
ejerce un efecto contra la infeccidn por  Laishmania major.
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9. OBJETIVOS

9.1, Objetivo general
Evaluar el edecto terapbutico y profilictico contra Lelshmania major Inducido por una
vacuna de ADN en ralones.

9.2. Objetivos especificos

1. Determinar la dosis infectiva de L major en el cojinete plantar de ratones.

2. Evaluar ol efecio terapbutico y profilactico que Sene la vacuna de ADN
(LmxMBA) en ratonesRontra la infeccion por L major

3. Analzar I produccion de anticuernpos que induce la vacuna de ADN
(LmxMBA) en ralones,
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10. MATERIALES Y METODOS

10. 1, Material bioldgico

1aﬁ.mmymmamm:somum«
Eschevichia cof DHSa (Imvitrogen™) para la clonacién del gen en los veciores
pCRE&4.-TOPO, pRSETA y pVAX1. Los cultvos bacteriancs se mantuvieron de
manera ruinaria en medio Luria-8ertani (LB). Cuando se requiera, of medo se
suplementa con kanamicia (40pg'mL) 6 ampiciina (100w/mL).

10.1.2 Pardsitos: Se utiizd una cepa de Leshmana maor MHOMILS1/Friecin
aigiada de las lesionas de un padciente con leishmaniasis cuines.

10.1.2.1. Cultivo de pardsitos: Los promastigotes de L. maor se cultivaron
axénicamente a 28°C en cajas de cultivo de 25 am?, con 10 mL de medio RPMI-
1640 (GIBCO BRL NY USA), pH 7.4, suplementado con suero fetal bovino al 10%
y ansbisticos (100 uL de peniciina y 50 moimL de estreplomicina). Cada & 0ias se
renovaron 10s cultivos dependiendo del crecimiento del pardsito. Estos fueron
cultivados y mantenidos a 28°C hasta que alcanzaron la fase estacionara de
cracimienio.

10.1.3 Animales de laboratorio: 5o uliizaron ratones hembras BALBC de 4-6
semanas de edad, oblenidos de Unidad De Produccitn De Animales De Laboratorio
(UPEAL) dol CINVESTAV-IPN (Méaico),.

10.2. Amplificacién y clonacién del gen MBA a partir de ADN genémico de
Leishmania major en ol plésmido pVAX1,

Todas las manipulaciones de ADN (PCR, restricciones, ligaciones, donaciones y
subclonadones) se realizaron mediante 1écnicas convencionales de biclogia
molecular,

10.2.1. Extraccién de ADN de Leishmania major

Se partd de un cultvo de L. malor aproximadamente de 120ml.q'mmooa
4,000 rpm poe 20 min a 4°C y se desachd ol sobrenadante: la pastilla se resuspendid
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en 2 ml de PBS 1X, se contrifugd a 4.000 rpm por 5 min, oste paso 56 realzd dos
veces. La pastiia 6 resuspendid susvements en 27 de bufter de isis (10mM Tris-
HCL pH 8.3; 50mM EDTA pH 8.8; SDS 1%), se le agregaron 50 pg/ml de RNAsa A
y 5@ incubd a 37°C por 4 h. Posteriormente se le agregaron 100 mg/ml de
proleinasa K y se incubd a 42°C %oda la noche. A la solucidn anterior se le
adicionaron volimenes iguales de Tris-HCI y fencl saturado pH 8.0, se mezdd por
mmonwcmm.n%lumau.m'pmpawmhyumum
acucsa, posteriormente se le  agregaron  volimenes  iguales  de
fenolidoroformodaicohol isoamiico (PCI) a la fase acuosa, 5@ mezcid por Inversion
wamyuw.umomwiom. A la fase acuosa so le
adicioné cloroformafisopropanol, se mezckd suavemente yqo centrifugd
nuevamente a 14.000 rpm por 10 min. A la fase acuosa de esta Gitima extracckdn
56 le adicionaron, 1 vokimenes de acetato de sodio 3 M pH 5.2y 2,0 volimenes
de etanol absoluto y se mezdd suavemente, se centrifugd a 14.000 rpm por 30 min
yhmﬂaM?m%WdMyuMwom.m.
la pastilla se resuspendid en 50 ul de agua estévil y se aimacend a 4°C. La
concentracén de ADN se cuantificd mediante espectrofotometria a una D.O. de
260nm.

10.2.2.%6000““' de la polimerasa (PCR)

Mediante la técnica de PCR se amplificd & gen comespondiente al antigeno
selecconado a partr de ADN gendmico de Laishmania major.

Se disefaron primers especificos que amplifican la regidn codiicadora del gen MBA
de Leishmania major y fueron simetizados por Sigma-Aldrich.

Tabla 1. Olgonuciedtidos utilizados para la amplicacion de MBA

Primer Secuencia (5-3')s Tamaho
KMBAF AAGCTTTCGCCACCATGGACAAGGTGGAGCTGGTGCAG 1336 (pb)
KMBA R CACGAATTCTTACCCGCOGCTGGACATGGGCGAC
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La reaccion de amplficacion se prepard a parte de 1 44 de ADN gendmico de L
major. La mezcia de reaccon consistio en 2.5u4 de amontiguador 10X que contiene
1mM de MgCl: (Biolabs), 0.5 pi de la mezcla de dGTP, dTTP, dATP y dCTP, 10
mm%wammmmyo.smauqm
(Bickabs). Las condiciones de ampificacion en el equipo PCR Sprint IP20 (Thermo
Scientific) fueron las sigulentes:

Tabla 2. Condiciones de PCR para la amplificacion de los fragmentos MBA.

Procedimiento Temperatura Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalzacion inical MC 5 min 1
Desnaturakzacion 4°C 1 min 35
Alncamiento 85°C 30 seg a5
Elongacion 72°C 1 min 35
Elongacion final 72°C 7 min 1

Los productos de la reaccion de Pcaumahsmm%oowm. e
visuaizaron con bromuro de etidio (BIO-LAB) y fotografiaron en un ransluminador
de luz UV, Se utilzaron como marcadores de PCR, fragmentos de 5000-500 pb Bio-
ladder (Bio-Synthess).

10.2.3. Clonacién del gen MBA a partir de ADN genémico de Lelshmania
major.

Se realizd la purficacidn de los fragmenios de ADN ampificados, utiizando el kit
QIAEXEIL. Consistid en pesar el fragmenio de agarosa con la banda deseada,
agregar 3 veces el volumen de buffer Qx1, agregar aproximadamente 10 i de las
perias en suspensiin QIAEXS®, mezciar y dejar secar a 55°C por 10 min. Centrifugar
% 14 000 rpen, desechar ef sobrenadante, lavar con 500 uL de buller Qx1, centritugar
a 14.000 rpm, desechar el scbrenadante, resuspender en bufler PE 500 i
emuw.mnwymmmzomammuo%ms
min, centrifugar a 14 000 rpm durante 14 min y agregar el sobrenadanie a un twbo
Eppendorf nuevo.
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Posteriormente se realizd la clonaciin del amplicdn en ol vecior pCRE4-TOPO
(Invitrogen). Se mezcid 4 Pl del producto de interds amplificado y purificado, 1y de
solucidn salna y 144 del vector pCRB4-TOPO. Se incubd a 22°C durante 30 min.
Una vez realzada la reaccidn de ligacitn pCRB4-TOPOMBA, se realzd of
protocolo de transformacin en células £, coll DHSa competentes con el piismido.
Para elo, a la reaccién de la ligacion pCRE4-TOPO:MBA se le adiciond 1003L de
las células E. coll DHSa competentes, se incubd en helo durante 20 min y después
de incubd por 2 min a 42°C o por 5 min a 37°C por 35 min. Los tubos s& colocaron
nuevamenie en hielo por 2 min, se le agregd 1 miL de medio LB sin antibidtico y se
incuba a 37°C por 35 min, Los tubos se centrfugaron durante 3 min a 2.500 rpm, of
sobrenadante resulante se desechd por decantacion, las céiulas se resuspendienon
en aproximadamente 100 pL de medio sobrante. Las células serdn espatuladas en
placas Le/Amp T 00 pgiml de ampiciina) y 5o Incubaron a 37°C durante toda la
noche. Al observar crecmiento de colonias wransiormanies, se realizd una PCR
m-mammmﬂmmwum
en un gel do agarosa al 1%.

10.2.4. Purificacién de ADN plasmidico

Posteriormente se realzd la purificacon del ADN plasmidico por & mélodo de
Maxiprep. Para esto, se centrifugd el cultivo bacterano durante 10 min a 14.000
m;umummma.smaste‘ﬂmmmmemn
10mM pH 8.8 y sacarosa SOmM), posteriomente se ke adicionaron 3 mi de la
solucidn Il (NaOH 2N y SDS al 1% preparada al momento), se mezcld la muestra
por Inversidn y 50 Incubd en hislo por 15 minuos. Se e adidonaron 350 4t de
acetao de potasio IM pH 4.8, se mezcld por inversidn y 88 incubd en hedo por 15
min, esta suspension se Bentrifugd a 14.000 rpm por 3 min para separar of debris y
@l ADN cromosomal, 56 transfind el sobrenadanie a un tubo limpio y se le adiciond
un volumen igual de una mezcia fenol-clorotormo (1), se mezci con vortex 1 min
y se centrifugd a 14.000 rpm durante 3 min. EI sobrenadante se transfind a un tubo
impio y ol ADN 56 incubd con 20 pl de RNAsa AT1a 37°C durante 1 hora. Se
agregaron dos volimenes de elanol al 95%, se incubd por 15 min a temperatura
ambients, se centritugd@l 14 000 rpm por 5 min para procipitar tos 4cidos nucleicos.
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sommummmnmuwmtma%ummm
S0 dejd secar y se resuspendid en 20 pl de agua estévil. El ADN plasmidico
obtenido, se analzd por restriccion enzimitica utilizando la enzima EcoRl,
permitiendo compeobar que el fragmento kberado corresponde al gen de inleréds ya
que el vecior de clonacion pCRE4-TOPO ya estl insarizado con esta enzima.

Una vez oblenido este malerial se precadid a realzar un ensayo de restriccidn con
las erzimas EcoRUHNdIN (pVAX) y BamMHiHindlll (pRSETA) para liberar of gen
MBA clonado con @l vector pCR&4-TOPO, Para verificar la restriccién enzimitica,
unPel de agarosa &l 1% teflido con bromuro de eidio se visualzd en el
transfuminador de luz UV. y la banda comrespondiente al inserto se cord;
posteriormente s realizd la extraccion en gel con el kit QIAEX® I, siguendo las
indicaciones mencionadas antenormente.

10.2.5. Subclonacion del gen MBA en el pldsmido pVAX1

Para realizar la ligacidn se prepard una mezxcla de Bul del plasmido pVAX1
ineanzado con las enzimas EcoRly Mindill, 2 pl del inserto de interés purificado
povonsxouyzpuumfmumn).wuoloaauyo?uo
agua estéril para un volumen final de 20 pL, se incubd por 3 horas a 22°C.

Una vez realzada ka ligacion de pVAX1: LmiMBA, se realzd el protocolo de
transiormacion en céiulas £. coll DHSa con of plasmido anteriormente mencionado,
Las ciiulas fueron espatulacas en placas LB con kanamicna (40 pg'mlL), se
incubarori 37°C durante 1oda la noche.

Se observd crecimiento de colonias transformantes y se realizd PCR colonia a part
de las colonias oblenidas para seleccionar las clonas positivas. Se corrid un gel de
agarcsa al 1% para observar las reacciones que ampificaron of fragmento deseado,
posteriormente se realizd la punficacidon del ADN plasmidco por ol mélodo de
Maxiprep. Para esto, se inoculd una de fas colonias positivas en 50ShL de medio
LBXanamicina (40 pg/mL) y 5¢ incubd 1oda ka noche a 37°C en agitacion constante.

Una vez cblenido este material se realizd un ensayo de restricadn con kas enzimas
EcoRly Hindlli para Mberar @l gen MEBA clonado en el vecior pVAX1, Para verficar
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la restriccién enzimatica 56 visuakzo Bn un gel de agarosa al 1% con bromuro de
etidio en el ransiluminador 88 luz ULV,

10.2.6. Reaccion de secuenciacion

Se utikzaron tubos de PCR estéries donde se colocaron 500-1000 ng de ADN
plasmidico, 8 4. de MIX y 10 pmoles de oligonuciedtido T7 para una reaccion y ol
oligonuciedtido T3 para la otra, se Bevd a 20 LA con agua estévil. Se sometid al
programaBE*C por 30 seg, seguido de 30 cidlos de 96°C por 20 seg, 53°C por 20
$0g y 60°C por 4 min. Posteriormente las columnas se hidratan para la purificacion,
S0 ColOCaron las muesiras y se cantrifugaron a 3000 rpe durante 2 min, en ellas se
adiciono 20 pl de la reaccién de PCR, las columnas se centrifugaron a 3000 rpm
POr 2 min, 58 COMCIanon y $6 dejd secar la muestra en “speed vac”™, Se almacenaron
a -20°C y se secuencid de forma automatizada utiizando el kit Taq Fluorescence-
Based Dye Terminator Cycle Sequencing. Las lecturas de la reaccidn de
secuenciacion se oblvieron con & equipo Perkin Eimer/Appled Biosystems 377-
18Ein DNA Sequencer, del Departamento de Gendtica y Biclogia Molecular del
CINVESTAV-México a cargo de la QFB. Maria Guadalupe Aguilar Gonzilez.

10.3. Clonaclén y purificacién de la proteina recombinante

Se disedaron primers especificos (FMBA y AMBA) que amplfican &a regidn
codificadora del gen MBA sintetzados por Sigma-Aldrich, Mediante la técnica PCR
se amplificaron los fragmentos correspondientes al antigeno MBA a partir de ADN
gendmico de Leishmania major.

Tabla 3. Oligonuciedtidos utilizados para la ampliicacion de MBA para la proteina
recombinanta.

Primer Secuencia (5'-3')s Tamaho
PMBA F CGGATCCTACAAGGTGGAGCTGGTGCAGGTG 1336 (pb)
PMBA R GAMTATAAGCTTACCCGCCGCTGGACATGGGCGAC

Posteriormente el fragmento P MBA oblenido por restriccidn con las enzimas Bamill
y Hind I fue subclonado en el vector pRSETA tratado con las mismas enzimas,
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mediante o kit de Igacon rapida, en la que 5@ usd la enzima T4 ADN ligasa
(Fermentas), la cual leva a cabo la ligacion entre el inserto y el vector; obleniendo
asi la construccdn del plasmido recombinanie pRSETA:MBA. Luego se
transiormaron bacteras £, col BL21,

Una colonia de bacterias £, coll BL21 transformada con ol plasmido Se inoculd en
50 mi de medio LB contenendo 50 pg'ml de cloranfenicol y 6 incubd 1oda ka noche
a 37°C. A dia siguiente se inoculd en 300 mL de LBidoranfenicol con 25 mL del
m«mumcrnyn%nrcmmzmmmmm
hasta obtener una densidad dptica de 0.4 a 600 rmn. Una vez alcanzada la densidad
Opica deseada se indujo la expresion de &a proteina a una concentracidn final de
1mM de isopropi-1-4i0-$-D-galactisido (IPTG) incubandose durante 2 horas a 37°C
an agracidn constanie. Las baclerias sa recuperaron por centrifugacon a 4.000 rpm
por 20 min, llevindose a cabo lavados con 20 mL PBS 1X. Las oblulas se
mmmmuurwmuaom%meormmma.o
y s& incubd 10 min a lemperatura ambiente en agitacion constante. Posterior a la
incubacitn, las bacterias se centrifugaron a 8.000 Fom por 20 min a 4°C,
descartandose ol sobrenadante. Las células oblendas se resuspendieron en Sml
de una solucidn Tris-HCL 20mM, 0.5% de NP-40, pH 7.4, junio con ellos se
adicionaron inhibidores, TLCK SmM, |AA 3 mM, NEM 5 mM, leupepting 1 mM y
PMSF 1 mM, 1 mg/mL de lisozima y la muestra se incubd 1 min en hielo. Las
muestras se sonicaron 3 veces por 1 min y después se centrifugaron a 10.000 pm
en ol rotor JA20 por 10 min, $@ colectd ¢l sobrenadante y 5@ paso a traves de fitros
de 0.45 um, postarormente s pasd a un columna de Ni-agarcsa (Novagen 69670-
3) previamente equilibrada con Butfer A Tris-HCL 20 mM pH 8.5; KCL 1 M; Imidazol
20 mM; gicercl al 10%:; fMe 10 mM), después de pasar la muestra por la columna,
50 lavd de forma sacuencial con butler A, buffer B (Tis-HCL 20 mM pH 8.5 con 0.1%
de Tritén X-100), butter C Thris-HCL 20 mM pH 8.5: KCL 1 M: glicero! al 10%; fMe
10 mM), las proteinas unidas a la columna fueron eludidas en butler D (500 mM de
Imidazol).
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Para comprobar la pureza de forma cualtativa las proteinas recombinantes se
anakzaron en geles de poliacrilamida al 10% en condiciones reductoras visualizadas
por tincidn con Azul de Coomassie,

10.4. Electroforesis ¢ Inmunotransferencia

Las electroloresis se llevaron a cabo en geles de poliacriamida al 12% y se corrieron
a 200 volts en amortiguador de comida. Al finalizar la electroforesss, los geles de
poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) sa tifieron con azul brllante de Coomassie R-250.
Después de ka tincidn, los geles se incubaron en solucidn destedidora (&cido acésco
glacial al 20% y metanol al 80%) hasta que las bandas $e visualzaron con clandad.

Para las inmunotransferencia los geles se transfrieron a una membrana de
nitrocelulosa a 80 voits por 2 horas con amortiguador de translerencia. La
membrana se bloqued con TBST-leche al 2% (Tris 10 mM; NaCl 150 mM; Tween
muo.w%)yuMmolmmzmmew
ambiente o loda la noche a 4°C, la membrana 88 lavd 3 veces con TBST (cada
lavado por 15 min) y se incubd con el segundo anSicuerpo acoplado a fosfatasa
mm@m.mm&mumﬂnma
Veces y 6 agrego el sustralo de la fosfatasa alcalina: BICP y NBT. La membrana
se incubd hasta que las bandas fuercn visbles (10-30 min). Finaimente, la
membrana se lavd con agua para oblenar la reaccidn de la enzima

10.5. Determinacion de anticuerpos por ELISA

Los anticverpos anti-MBA fueron detectados por ELISA usando placas cubleras
con 5 pg'mL de la proleina recombinanie MBA de L. major 0 L mexicana y con 5
pop'mlL de extracios de promastigotes en cultivo de L major 0 L. mexicana. Cada
pozOo 56 Incubd 10da la noche a 4 °C, con 50 pl del antigano disuelto en NaHCO3
0.11 M pH 9.6. El antigeno no unido fue removido por lavados con PBS-Tween
0.05% un wtal de 3 veces. Enseguida se afadieron los suercs de 0s ratones
Inmunizados con of pldsmido pVAX1 ::LmaMBA y l0s SUeros controles a una clucion
1:100 por 2 h a 37 *C. Después de 3Wvados con PBS-Tween 0.05% y un Gitimo

lavado con PBS, los pozos s Incubaron con un SeguNdo anicuerpo percaddado
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wuonlgepocmasrc.mm@msmmmrmo.m
y se les agregd o sustrato: 2,2 azino bis (3-ethylbenothiazoline 6 sullurc acid). Se
mantuvieron en oscuridad y las lecturas se edectuaron 10 min después a 405 nm,

10.6. Esquema de inmunizacién

10.6.1. Inmunizacién con ADN

Ratones hembras BLABK (4-6 semanas de edad) fueron dvididos en 3 grupos. Se
SANGraron para oblener SLErD pre INMUNE y POoSteriomMente S INMUNIZAron con
PBS, con el vector pVAX1 0 con of plasmido pVAX1:LrudMBA. Los ratones se
Inmunizaron 3 veces por via inramuscular (una Inmunizacidn cada 15 dias), con
una concentracion de 100 g del ADN plasmidico diuido en 50 pl de PBS como
vehiculo. Al término del esquema de inmunizacidn los animales se sangraron para
la obtencidon e s SUerDs INMuNes.,

10.7. Efecto profildctico de la vacuna de ADN en ratones infectados con L,
major.

Ratones hembras BALB/ (4-6 semanas de edad) fueron divididos en 3 grupos. Se
sangraron para obtener suero pre Inmune y posteriormente se inmunizaron con
PBS, con el vector pVAX1 0 con el plasmido pVAX1:LmxMBA. Los ralones se
nmunizaron 3 veces por via inramuscular (una inmunizacidn cada 15 dias), con
una concentracién de 100 pg del ADN plasmidico. Treinta dias después de la Gitima
mm.mmumwuwmmm@ww
de L major en la fase eslacionarna resuspendidos en PBS estérd Se realizd o
segumiento de & evolucion de la lesidn cada B dias durante 60 dias, hadendo
mediciin de la lesion en el cojinete plantar Utiizando un calibrador Vermier,

10.8. Efecto terapéutico de la vacuna de ADN en ratones infectados con L.
major
Ratones hembras BALBC (4-6 semanas de edad) se dividieron en 3 grupos. Se

sangraron para obtener el suero pre Inmune y posteriormente se infectaron en ol
cojnete plantar con 1@ 10* promastigotes de L. major cosechado en la fase
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estacionaria de crecmiento y se resuspendieron en PBS esténl, Se realizd el
seguimienio de ka evolucion de la lesitn cada B dias, haciendo medicidn de la lesidn
en ¢l cojinete plantar utilzando un callbrador Vernier. Treinta y cinco dias después
de la infeccidn los ratones se trataron de la siguiente manera: grupol, con PBS;
grupo 2, con el ADN plasmidico del vector pVAX1; grupo 3, con el ADN plasmidico
pVAX T :LraMBA.

https://cinvestav.turnitin.com/viewer/submissions/oid:13679:48166876/print?locale=es Péagina 82 de 159



Ramos Ldépez Dayana.pdf 30/07/20 13:45

39

https://cinvestav.turnitin.com/viewer/submissions/oid:13679:48166876/print?locale=es Pagina 83 de 159



Ramos Lépez Dayana.pdf

11. RESULTADOS

11 Seleccion del gen MBA por andlisis bioinformaético

En nuestro laboratorio, mediante un andlisis bloinformético ded genoma de L
mexicana, s& seleccionaron res proleinas que poseian hélices transmembranales
con el programa TMHMM2.0, este servidor en linea predice con un 97-98% de
electividad, la localzacion y orentacidn de alla hélices transmembranales en
secuencias de proteinas. Esle sistemna hace clasificacidn empleando los siguientes
criterios: la composicion de los aminodcidos, la composicion de dipéptido y la
composicion de la secvencia basada en las propledades fisicoquimicas de
aminofcidos. De esta manera se seleccionaron las proleinas membranales
ubicadas on membrana plasmatca de las cuales s eSCOgRIoN, por una pare,
proleinas expresadas en forma Onica en cada estadio del parasino y por otra,
proleinas con una expresion compartida en los dos estadios. La proteina finalmente
seleccionada, coresponde a una fosfatasa &cda de membrana plasmatica de los
promastigoles la cual por microscopia confocal también se localizd en los

amastigotes de L. mexicana (Burgos-Reyes, 2016).

Se realizd un alineamiento de las secuencias de los aminodcidos de ka proleina
codificada por el gen MBA entre las especies de L majory L. mexicana. La similitud
enre ambas secuencias fue del 87% sin cambios de aminoacidos en & sitio
catalitico en ambas proteinas (Fig. 1).
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Figura 1. Alineamiento miitiple con el programa CLUSTALW. La secuencia
XP_003874608.1 coresponde a L. mexicana cuyo tamaho es de 516 amnoacidos
y la secuencia XP_001686834.1 corresponde a L. major cuya secuencia es de 514
aminodcidos. Recuadro en oo indica of sito catalitico correspondiente a una
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fosfatasa dependiente de histdnas.
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Se realizd un modelamiento de la estructura terciaria de a protena gue codifica

para MBA entre ambas especies en el programa PyMol y la simiitud fue del 94%
(Fig. 2)

A Fosfatasa acida de L mayor B Foslatasa acca ce L mexicana C. Empaime

Figura 2. Modedamiento de Ia estructura terclaria de la proteina MBA. Se usaron
as secuencias (A) XP 0016868341 de L maor v la secvenca (8)
XP_003874608.1 de L. mexicana para ¢l modeiamieno de las estructuras leccianas
de las proteinas. (C) coresponde al empaime de las estructuras oblenidas
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Con el in de conocer 105 epitopos Que comparnen amMdas especios, a parr do la
region extrameenbranal de |a proteina MBA de L mexicanay L majov, seTeaizd Ia
prediccion de estos para los linfocios B y linfocitos T dtotdxicos empelando los
sernvidores CBTOPE y NetCTL 1.2 respectivamenta,

Los resultados de este andliss Indican que ambas proteinas companien algunos
OpROpOos, y an olros 56 observan algunas dferencias (amaniio), a pesar de lener
dilerencias en las secuencias de aminohcidos (Tabla 4).

Tabia 4. Prediccitn de epitopos para Infocios T y linfocitos B de las especies de
Leishmania mexicana y Levstynania major.
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Con 1a fnalidad de enconrar un antigend Capaz de Jdesancadenar una respuesta
inmune proteciona contra ka leishmaniasis, se decidid evaluar si la vacunacion con
el ADN plasmicico recombinante que codifica para ol gen LruMBA (sefeccionado
mediants vacunologia réversa), genera un alecto contra la infeccion por Laishmania
major en un modelo muring.
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11.2. Amplificacién y clonacion del gen LmxMBA a partir del ADN gendémico
de Leishmania mexicana en el pldsmido pVAX1.

La amplficacion y clonacion de gen LmxMBA en el vector pCR4-TOPO y la posterior
sublocacitn en el plasmido para vacunas de ADN pVAX1 ya se habia realizado en
nuestro laboratorio. Por ko tanto, a partr de la construcaén del plésmido
PVAX1: LmaxMBA se realizd la extraccidn y purificaciin del ADN plasmidico por of
método de lisis alcalina. Posteriormente se hizo la restriccion con las enzimas
HindlIEcoRI para comprobar que sl se tenia subdionado of gen de Interds (Fig. 3
B8)

De igual forma, se realizd la ampificacin y clonadon del gen LmMBA para su
postenor uso. Para cbtener & fragmento de ADN (1336 pb) que codifica para la
regidn extramembranal de la proteina, se habian disefiado oligonudiedtidos
especificos para la ampificacin del gen LmaMBA Incluyendo secuencias de
reconocimientio para restriccion enzimatca, para Hindlll haca el extremo 5"y EcoRl
en el extremo 3. La secuencia correspondiente a LmMBA se obtuvo mediante la

qwﬂmaummm.mwmma L. major

{Fig. 3 A). El producto ampificado fue clonado en el vector pCRA:TOPO generando
el plasmido pTOPO:LmMBA. Se obtuvieron colonias transformantes con las cuales
$0 realizd PCR colonia para verificar cuales tenian el insero. Se selecciond una de
las colonias positivas para reakzar la purificacion de ADN plasmidico y hacer la
restricodn enzimdtica para comprobar que se tenia clonado el gen de interés (Fig.
4B)

El inserio LmMBA, Iiberado de la construccion pTOPOLm{MBA se subclond en of
vecior de expresion pVAX1. De igual forma, las colonias wransiormanies se
anakzaron mediante PCR colonia para verificar cuales tenian el inserto (Fig. 5 A).
De este ensayo, se cbiuvieron 5 colonias postivas, a una de &stas 5o o realizd la
axtraction y purificacion de ADN plasmidico y postenormente s hizo la restriccidn
con las enzimas HindlIVEcoR| para comprobar que sl se tenia subclonado ol gen de
inerés. El tamafio de los producios esperados era de 3000 pb y 1336 pb
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aproximadamente (Fig. 5 B) vy se realizd la secuenciaciin de la construcciin
PVAX1::LmMBA para corroborar la correcta onentacion dentro del vecior (datos no
mosracdos).

PVAX1 3000 pb
LMgVEBA 1337p0

Figura 3. Purificacién del ADN plasmidico pVAX1:LmxMBA. Liberacion del
inserto clonado con MindlIEcoRL
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Figura 4. Amplificacion y clonacidn del gen LmMBA en el vector pCR4-TOPO.
(A) El gen LmMBA fue amplificados a partr de ADN gendmico de L major. (1)
MPM, (2) producto ce PCR (1336 pb). (B) Restriccion enzimatica de la construccion
TOPO::LmMBA. (1) Liberacitn del inserto con las enzimas HindlIVEcoRI

12 3 &4 5 68 7 8 %

pVAX

LeMBA
13060

Figura 5. Subclonacién del fragmento LmMBA en el vector pVAX1. (A) PCR
colonia a panr de las colonias transformantes con @l plasmico pVAX 1 LmMBA 1)
control postvo LmMBA ampiificado a parte de ADN gendmico carriles 2-10)
productos de PCR a partir de colonias transformantes. (B) Purificacion del ADN
plasmidico  pVAX1LmMBA, 1) Liberacidn del inserio con las enzimas
HindlI/EcoRI, 2) MPM.
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11.3. Evaluacién de la evolucién de la lesién ocasionada L. major en el
cojinete plantar de ratones

Inicialmente 5o evalud la evolucion de la lesion en ol cojinete plantar de los ratones
debido a que en nuestro laboralono NO S8 lenia estandarizada una dosis de
infeccidn en empo y forma de la lesion causada por esta especie. Por o tanlo, se
infectaron ralones con dosis bajas de promastigoles en cultivo de L. major (5 x 10*
y 1 x 10% y dosis akas (5 x 10% 1 x 10% 2 x 10° y § x 10%). Se midi6 el crecimientio
de la lesidn durante 50 dias para conocer la infecciin por esta especke on tempo y
forma con cada una de las dosis empleadas,

A los 23 dias después de la Infeccion con dferentes dosis, los ratones que fueron
infectados con dosis alas (5 x 10* y 2 x 10) mostraron una inflamacidn en el cojinete
plantar més progresiva en comparacion con ratones infectados con dosis bajas (5
X 10* y 1 x 107), Con la dosis infectiva de 1 x 10° de promastigotes de L. major &
dia 23 el cojinete plantar de 108 ratones Mostrd una nflamacidn de curso progresiva
pero mencs uiceratva, por 10 que para s sigulentes se utilzd esta dosis de
infeccidn ylo desatio.
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Figura 6. Crecimiento del cojinete plantar en ratones Infectados por L. major.
Se hzo un analisis estadistico con la prueba de Friedman (para K muestras
dependenies). Significancia estadistica si p<0.05. Se enconlraron diferencias
significativas entre las dosis de 5 x 10* y 1 x 10* siendo ol valor de p=0.007 y
Pp=0.0001 respectivamente. E8108 resuitados son representativos de 2 experimenics
indepondientios ned.
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11.4. Efecto profildctico de la vacuna de ADN que codifica para el gen MBA
de Leishmania mexicana contra la infeccion por Leishmania major.

Para evaluar of efecio profilactico de la vacunacion con ADN, 5@ usaron 4 por grupo
ratonés BALB/C s& inmunizaron un 1otal de 3 veces con el ADN plasmidico
pVAX1:LmaMBA. Como control se vacunaron ratones con el vecior pVAX! y
ratones solo con PBS, Las vias de administracidn y dosis fueron descritas en
materidles y mélodos. Pasados 30 dias después de la Gma inmunizacion, los
ratones fueron infectados en el cojinete plantar con 1 x 10* promastigotes de L
major. El procaso de infeccidon se evalud medianie la medicidn del tamafo del
cojnete plantar (mm) por 60 dias y la evolucidn de la lesidn con y sin vacunacin
{9rupo Inmunizado con PBS).

En las figuras 78 y 7C, se puede cbservar una lendendcia para los diferentes grupos
de ratones. En el caso del grupo de ralones inmunizados con PBS se presentd un
SUMENO Progresivo y uicaratvo del cojinete plantar desde & dia 20 hasta &l Gimo
dia de la medicidn (60 dias post-infeccén). En el grupo vacunado con pVAX1 y con
el plasmido de ADN pVAX1:LrMBA ol crecimienio de la lesidn fue igual que of
grupo de animales control, observandose una lesidn de mayor tamano tanto en el
ancho como en el grueso del cojinete plantar en los ratones que fueron nmunizades
con pVAX1:LmMBA. En la figura 7A, se muestra ol desamolio macroscopico de la
lesion después de 20, 40 y 60 dias de infeccion.

Eslos resullados indican que la inmunizacidn previa con & ADN plasmidico
pVAX1::LmaMBA no impidié ol desarrolio de una lesién cutinea después de un reto

con promastigotes de L. major en el cojnete plantar de los ratones.
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Figura 7. Efecto profiléctico de la vacunacién con el ADN que codifica para el
gen LmxMBA contra la Infeccién por Leishmania major. A, Desarolo
MacroscOHpco de fa lesidn despuss de a infeccion con 1 x 10* promastigotes de L
major (30, 40 y 60 dias) en ratones previamente vacunados con ADN. B y C,
Seguimiento del tamafio de la lesitn. Se midid & grueso y &l ancho por 60 dias del
copnete de la pata infectada (derecha) y como control, se reakzd la medicidn del
copnete plantar no Infectado (Izquierdo) durante este mismo periodo. Las fotos y las
graficas son represantativas de dos expenmentos independientes con al menos 3
animales por grupo.
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11.5. Efecto terapéutico de la vacuna de ADN que codifica para el gen MBA
de Leishmania mexicana en ratones infectados con Leishmania major.

Para evaluar ol efecto terapéutico de la vacunacion con ADN, ratones BALB/C se
inocularon en el cojinete plantar con 1 x 10* promastigotes de L. major y 35 dias
después de la infeccion los ratones fueron vacunados con el plasmido
pVAX1:LmaMBA. Como conltrol se vacunaron ralones con el vector pVAX! y
ratones vacunados solo con PBS. Las vias de administracikn y dosis fueron
descritas en materiales y mélodos. El proceso de infeccidn se evalud mediante la
medicién del tamafio del cojinete plantar (mm) y la evolucidn de la lesidn con y sin
vacunacitn (grupo Inmunizado con PBS),

Los grupos de ralones inmunizados con PBS y con el plasmido vacio pVAX1
desarroliaron un crecimiento progresivo y uicerativo de la lesiin en el cojinete
plantar tanto en el ancho como en el grueso desde los 23 dias post-infeccidn hasta
el (timo dia de medickdn (70 dias postnfeccidn). En cuanio al grupo de animales
infoctados que posteriormente fuercon vacunados con @l ADN (35 dias post-
infeccidn), mantuvieron el desarollo de la lesion en Sempo y forma similar al grupo
control, es decir, la vacunacién con del ADN plasmidico de pVAX1:: LmaMBA no
pudo revertr los signos y sintomas clinicos de la LCL en los ratones infectados con
promastigotes L. major.
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Figura 8, Efecto terapéutico de la vacuna de ADN que codifica para ¢l gen
LmxMBA contra la infeccion de Leishmania major. A, Evoluciin macroscopica
de la lesidn en ratones infectados previamenie con 1 x 10 promassigotes de L. major
¢ inmunizados 35 dias post-infeccdn con el ADN plasmidico pVAX1=LmdMBA. B y
C, saguimiento del tamafo de 1a lesion 5, 15 y 35 dias post-vacunacidn. Se micio of
grueso y el ancho por 35 dias del cojinete de la pata infectada (derecha) y como
control, $e realizd la medicidn del cognete plantar no infectado (Izqueerdo) durante
asle mismo penodo. Las 0los y las gralicas son représantativas de 4 anmales por

grupo.
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11.6. Expresion y purificacién de la proteina recombinante,

11.61. Purificacién de Ia proteina recombinante MBA de L. mexicana

Se puricd la proteing recomdinante MBA tanto de L. major como de L. mexicana.
Para purificar la proteina recombinante MBA de L. mexicana, se partid del plasmido
PRSETALmoMBA que proviamente se habla dsef\ado y construido en of
laboratono. Con este se transiormaron bacterias BL21 (DE3) plysS y se hizo la
purtficacdn de la proteina por columna de afinidad siguiendo ef prolocolo descrito
en maleriales y métodos. Los elukios de la punficacion se analizaron por PAGE-
SDS 10%. En la figura 9, se muestra un gel PAGE-SDS AL 10%, en donde se
comeron 8 eluidos de la puriicacidn de la proteina recombinante rlmdMBA en
donde se observa una banda del peso molecular esperado (49 kDa),

Figura 9. Purificacién de la proteina recombinante rlmxMBA. Bacleras BL21
(DES)anSanmdmmEm:Mynmh
expresidn de la proteina con 1mM de IPTG. Se muestra en MPM y en los carrles
del 1.8 alicuotas de los eluidos de la purificacon por afinidad que fueron comdos en
PAGE-SDS al 107 y teflicos con axul brillante de Coomasie
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11.6.2. Expresion y Burificacién de Ia proteina recombinante MBA de L.
major

Para purificar ka proteina recombinante MBA de L. major, se realizd ka ampificacion
del fragmento de ADN (1336 pb) que codfica para ka region extramembranal de la
proleina, se habian disefiado oligonuciedtidos especificos para ka ampificacion del
gen rLraMBA incluyendo secuencias de reconccimienio para restriccidn
enzimatica, para BamH| hacia & eatremo 5 y Hindlll en el extremo 3. La secuencia
Wa:MnoﬂmMahMmmah
polimerasa (PCR) a partir del ADN gendmico de L. major. El producto amplificado
fue cionado en el vector pCR4:: TOPO generando el plasmico pTOPOLMMBA, Se
obtuvieron colonias transformantes con las cuales se realizd PCR colonia para
verificar cuales tenlan el inserto. Se selecciond una de kas colonias positivas para
reakzar la puriicacion de ADN plasmidico y hacer la resiriccion enzimasica para
comprobar que se lenia donado ol gen de interds. El inserto LmMBA, iberado de
la construccion pTOPOrLmMBA se subciond en o vecior de expresion pRSETA,
De igual forma, las colonias transformantes se anakzaron mediante PCR colonia
para verificar cuales tenian of inserto (Fig., 10A). De este ensayo, se cbtuvieron 5
colonias positivas, a una de 0stas 5 e realzd la extraccion y punficacion de ADN
plasmidico y posteriormente se hizo la restriccion con las enzimas BamHUHNdIN
para comprobar que sl se tenla subdonado el gen de interés. El tamafio de los

producios esperados era de 2897 pb y 1336 pb aproximadamente (Fig. 10B8).

Con esta construccién (PRSETA-rLmMBA) se transformaron bacterias BL21 (DE3)
plLysS y se hizo la purificacion de la proteina por columna de afinidad siguendo o
protocolo descrito®n materiales y métodos. En la figura 11, se muestra un gel
PAGE-SDS AL 10% de las muestras en donde s@ realizd la inducckdn para la
expresidon de la proteina recombinante a partir de diferentes colonias rLmMBA en
donde se observa una banda del peso esperado (49 kDa). De igual forma en la
figura 12, se muestra un PAGE-SDS AL 10%, en donde se commeron 8 eluidos de la
purificacion de la proleina recombinanie rLmMBA.
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Figura 10. Subclonacion del fragmento rLmMBA en el vector pRSETA. (A)
PCR colonia a partir de las colonias transformantes con o plasmido
PpRSETArLmMBA camil 7) control positivo tLmMBA amplificado a partr de ADN
gendmico carriles 1-8) producios de PCR a partr de colonias transformantes. (B)
Purficacién del ADN plasmidico pRSETA:xLmMBA, Cami 1) MPM, camil 2)
Aberacion del inseno con las enzimas BamHIHIndlIL

Figura 11. Expresion de la proteina recombinante MBA de L. major. Bacterias
BL21 (DE3) pLysSRe transformaron con el plismido pRSETA::LmMBA y se indujo
2 oxpresion de a proteina con 1 mM de IPTG. Se muestran los MPM y en los
cariies 2, 4, 6, 8, 10 y 12, exiractos baclerdanos sin induci y en los carriles 1, 3, 5,
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7,9, 11 y 13, exracios baclenanos Inducidos cormidos en PAGE-SDS al 10% ¥
1ef5d0s con axul brllante de Coomassie.

1. 2. 3 848 5.6 .78

— —

Figura 12. Purificacién de la proteina recombinante rLmMBA. Bacterias BL21
(DE3) plLysS se %anstormaron con el plismido pRSETA:rLmMBA y se indujo la
expresion de la proteina con 1 mM de PTG, Carmril 1) bacterias no inducidas, carril
2) bacterias inducidas y en los carriles 3-8) alicuotas de los eluidos de la purificacion
que fueron corridos en PAGE-SDS al 10% y tefidos con axul brillante de
Coomassie.
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11.7. Determinacién de anticuerpos obtenidos por inmunizacién con el
ADN plasmidico pVAX1::LmxMBA.

La determinacion de anticuenpos anti-LmaMBA producidos por ratones inmunizados
oon ol plasmido pVAX 1 = LrdABA fue llevada a cabo mediante inmunctransierencia.
Los sueros de los ratones Inmunizados se Incubaron (1:100) con extracios de
promastigotes de L. major transfendos 8 membranas de nitrocalulosa. Como se
puede ver en la figura 15, hubo un mayor reconocimiento on el patron de proteinas
©ON 08 aNicuenpes ganeradas por la vacunacon terapéutica (Fig. 138) que con los
ancuerpos generados por & vacunacion profilactica (Fig. 13A). Por 1o cual, se
decidid realzar ensayos de ELISA con & proteina recombinante MBA de L
maxicana y L. major y usando exiracios de promastigotes an cultivo ce L. mexicana
y L major para analizar el nivel de anticuerpos generados por ks dos tipos de

vacunacion.
A, Vacunacion profildctica B. Vacunacién terapéutica
SPI PBS VAX]  pVAX1:LmuaMBA S™  PBS pVAX1

12

¥
1 2 1 2 SR8

Figura 13. Determinacién de anticuerpos anti-LmxMBA en ratones
inmunizados, (A) Ralones BALB/C fueron Inmunizados via Lm. an tres ocasiones
con 100 ug del plssmido pVAX1-LmwMBA y 30 dias Bespués de 1 Gima
nmunizacion se infectaron con promastigotes de L. major. Linea 1, corresponde a
un pool de Sueros de ratones INMuNiZacdos v linea 2, comesponde a pool 0 SUeros
de ratones inmunizacdos e infectados, colectados 60 dias despuwés de indeccion. (B)
Ratones BALB/C se infectaron con promastigotes de L. major y después de 35 dias
s Inmunizaron 3 veces con 100 pg del plasmicdo pVAXI LmyMBA, Linea 1,
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COMesSpONce a un pool de sweros de ratones iInfectados y linea 2, comesponde a un
pool de suero de ratones INdectados y postenormante inmunizados.

Para la determinacidon de anticuerpos anti-LmxMBA por ELISA, s& cubrieron las
placas con 5 pg/mL de los extractos de promastigotes (L. major o L. mexicana) o
con 5 pg/ml. de la proteina recombinante MBA (L. major 0 L. mexicana). Los suercs
de los ratones nmunizados con el plasmido pPVAX1:LmyMBA tanto de la
vacunacion lerapéutica como de ka profidctica se incubaron a una dilucion de 1:100.
Los pozos fueron incubados con un anticuerpo peroxiiado anti-ratdn IgG, lwego se
agregd el sustralo: 2,2 azino bis (ethlyibenzothiazoline 6 sulfuric acid) y despubs de
10 minutos de incubacion las lecturas se efectuaron a 405 nm,

Usando extractos de promastigotes de L. mexicana o de L. major en los ensayos de
ELISA, no hubo diferencias en los titulos de los anticuerpos producidos durante la
vacunacidn profilactica usando el ADN plasmidico pVAX 1 LmxMBA después del
ret0 con prosastigotes de L. major (Fig. 14A y 14B). En contraste, en la vacunacidn
terapéutica ademis de aumentar la produccidn de anticuerpos, usando extracios de
promastigotes de L. mexicana o de L. major en los ensayos de ELISA si se obluvo
un nivel mayor en los animales que fueron infectados y luego inmunizados con eof
ADN plasmidico (Fig. 15A y 158), sin embargo, en ambos grupas de vacunacion, la
produccitn de anticuerpos no fue MmAs elevada que la de 108 animales controles.

Empleando la proteina recombinante MBA de L. mexicana © de L. major en los
ensayos de ELISA, ka producadn de anticuerpos especificos contra ka proteina MBA
resuld mencr on la vacunackdn proflictica usando el ADN plasmidico
PVAX1:: LmxMBA después del reto con promastigotes de L. major (Fig. 16 Ay 168).
En contraste, en la vacunacin terapéutica ademdés de aumentar ka produccion de
anScuerpos especificos anti-MBA, ésios tuvieron mis especificidad usando la
proleéina recombinante de L. meaxicana que la recombinante MBA de L. major. Se
obtuvieron titulos mayores en los animales que fueron infectados y luego
Inmunizados con el ADN plasmidico (Fig. 17A yB).
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Figura 14, Determinacién de anticuerpos antl-Lmx por ensayos de ELISA en
vacunacion profilactica. (A) Ensayo de ELISA usando como antigano exiracios
de promastigoles de L mexicana (B) Ensayo de ELISA usando como antigeno
extracios de promassgotes de L maor. Las muestras fueron ensayadas por
nphcados.
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Figura 15, Determinacion de anticuerpos antl-Lmx por ensayos de ELISA en
vacunacion terapéutica. (A) Ensayo de ELISA usando como antigeno exiracios
de promastigoles de L mexicana (B) Ensayo de ELISA usando como antigeno
extracios de promassgoles de L mar. Las muestras fueron ensayadas por
riphcados de 4 animales por grupo.
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Figura 16. Determinacién de anticuerpos anti-MBA por ensayos de ELISA en
vacunacién profilictica. (A) Ensayo de ELISA usando como antigeno la proteina
recombinante MBA de L major (B) Ensayo de ELISA usando como antigeno la
proteina recombinante MBA de L. mexicana. Las muestras fueron ensayadas por

tnplicado de 4 anmales por grupo.
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Figura 17. Determinacién de anticuerpos anti-MBA por ensayos de ELISA en
vacunacion terapéutica. (A Ensayo de ELISA usando como amigend la proteina
recombinante MBA de L. major (B) Ensayo de ELISA usando como antigeno la
proteina recombinante MBA de L. mexicana. Para ambos ensayos se usd un
anScuerpo  ans-rILmxMBA como control. Las muestras fueron ensayadas por

triplicado de 4 anmales por grnupo.
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DISCUSION

Durante muchas décadas, se ha utilizado la estrategia profilsctica tradicional con
respecto al control de vectores con Insecicidas en aercsol, of control de roedores
con cebos envenenados, el manejo ambiental y ef control de resenornos domésscos
contra la leishmaniasis. Sin embargo, ninguna de estas estrategias ha podido
disminuir efectivamente el nOmero de Casos caninos y humanos™ ¥, Aol.?l
desarrollo de nuevas estrategias para la prevencion de la enfermedad se ha
convertido en una aka prioridad. En este contexto, ¢l desarrolio de vacunas para
Lelshmania 56 comviers en una heramienta prometedora para la profiaxds en dreas
endémicas, con un impacio polencial en la epidemiciogia de la enfermedad. Existe
un consenso de que la respuesta inmunitaria Th1 desempeda un papel fundamental
no 50K én la proteccidon contra ka infeccion prmaria, sino también en ka promocidn
«mmwammmathw%Mt
es decir, los infocitos T CD4+, son cruciales en la proteccidn inmune al produci
varnas ctoquinas imporianies asociadas con la inmunidad, como & IFN-y y el TNF-
a. Por lo tanto, una vacuna ideal deberia promover una respuesta Thi fuerte contra
los parisitos de Leishmania®™.

@n of presents trabajo se evalub of efocto de la vacunacién con el ADN del gen
LmaMBA contra la infleccidn por Leishmania major en ralones. Se decihd usar MBA
ampificado del ADN gendmico de Laishmania mexicana porque haciendo un
andisis bloinformédtico se evidencid que el gen MBA esta atamente conservado
entre las especies de Leishmania y que compartian mas del 90% de la secuencia
aminoacidica codficada. Sin embargo, al evaluar el efecto profilictico de la
vacunacitn en ratones BALB/c con el plasmido pVAX1:LmaMBA no hubo
proteccion al infectar con promasigotes de L. malr. De igual forma se evalud o
efecto terapéutico que podria ejercer en ralones infectados previamenie con
promastigotes de L major. Los resultados mostraron que la vacunacion con of ADN
plasmidico pVAX1: LmaMBA no revirtid los signos dinicos de la LC en el copnete
plantar de los ratones.
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Al realizar los ensayos de ELISA para determinar la produccion de anticuerpos
contra los exiracios de promastigoles de L. major y conlra exiracios de
promastigotes de L mexicana, se observd que después de la infeccién en la
vacunaciin profilactica los titulos de anticuerpos 1otales eran kgeramente mas allos
contra los exiracios de promastigotes de L. mexicana Sin embargo, cuando se
realzaron s ensayos de ELISA contra la proteina recombinante MBA de cada
especie para determinar la produccidn de anticuerpos especificos ans-MBA, los
resultados oblenidos sugieren que los anticuerpos anti-MBA generados por la
Inmunizacién con el ADN plasmidico pVAX1 = LmaMBA y los producidos despuds de
la infeccidn no 80N oS MisMos, K que INdica que 108 aniCuerpos Que 58 Crearon
son contra la proteina nativa LmadMBA y no contra la proteina LmMBA, es decir,
estas proteinas son diferentes. Por lo que se puede concluir gue la proteccidn contra
Ia LC esta mediada por una respuesta inmune antigeno especifica. Estos resultados
so corroboran con la predicoidn de epitopos realizada por andlisis bloinformético
para ambas projeinas, en @l que s@ muestran algunos epilopos comparnidos tanio
para infocitos T como para Infocilos B, sin embargo, entre las sacuencias de ambas
especies exisien cambios en algunos aminodcidos. Con esios resultados se
demuestra que I0s epiiopos CONSArvadas No son s responsables de la proteccion.
Ademis, en ensayos de ELISA se probaron sueros anti-rLrodMBA contra las
proteinas recombinartes mmiMBA y LmxMBA, en donde se cbservd un
reconocimiento 10 veces mas bajo con la proteina rLmiMBA comparado con la
proteina rLmxMBA. Esto podria explicar el que &l nivel de anticuerpos posiblemenie
se deba a que después de la infeccidn por L major se es¥én formando
inmunocomplejos con s ans-LmoMBA generados por la vacunacidn proflactica
con la proteina MBA nativa producida por ol pardsito o con el pardsto mismo
después de la infeccion. En el caso de la etapa de amastigotes de Leishmania, se
ha demostrado que los parasinos recublerios con IgG del haspedero podrian unirse
a los receptores Fc (FoyR) en macrdfagos para faciltar la entrada en estas células.
Este compromiso y la entrada subsiguiente activan vias de seflalizackdn
descendentes que impiden la muere y promueven & crecmiento de parasitos
intracelulares™ .,
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Por ora parte, se evalud ol efecto terapbutico que ejerce la vacunaciin con
PVAX1::LmaxMBA contra la infeccidn establecida por promastigotes de L. major. Los
resultados mostraron que los ratones infectades no tuvieron mejoria en la lesidn
causada por la infeccidn previa. Es deck, no @ réevirteron s SigNos y sintomas
clinicos de la LC por L. major y la lesidn evoluciond en tiempo y forma. De igual
manera, 5¢ determind la producciin de anticuerpos en @105 ratones por @l método
de ELISA usando los extractos de promastigotes de L major, en donde 108 niveles
de anticuerpos que se cbiluvieron fueron menores que los cbilenidos con exiracios
de promastigotes de L. mexcana Cuando se emplearon las proteinas
recombinantes MBA de cada una de las especies como antigano para los ensayos
de ELISA, los niveles de anticuerpos contra la proteina recombinante rLmjMBA
fueron mencres en comparacitn con los niveles observados con la proteina
recombinante rLmaMBA en &l grupo de animales inmunizados con el plasmido
pVAX1:LmaMBA, es decir, los anticuerpos que se generan son especificos para
rLmxMBA y estos pueden no estar medando a resolucon de la endermedad.

Una de las razones por las cuales se obtuvieron esios resultados tanto en la
vacunacion profiactica como en la vacunacon lerapdutica, podria ser por a dosis
de infeccidn que se emplad para ambas condiciones. En nuestro laboratonio no se
tenia estandanzado en tlempo y forma la evolucidn de la lesion de ka LC causada
por L. majorFazon por 1a cual nos dimas a la tarea de evaluar 1a evokucion de la
lesitn causada por esta especie infectando a ratones BALBIc con dosis altas de
promastigotes en cultivo de L. major (5 x 10° y 2 x 10%) los cuales OCasionaron una
inflamacién en el cojinete plantar més pronunciada, ulcerativa y necrotica a los 30
dias de infeccdn en comparacidn con ratones infectados con dosis bajas de
promastigotes en cultivo de L. mayor (1 x 10° y § x 10*) cuyo grupo de ralones al
dias de sacrificio (dia S50 post-infeccitn) no presentaron signos clinicos de LC. De
igual forma se infectaron ralones con dosis intermedias de promastigotes en cultivo
de L. major (5 x 10° y 1 x 10°) cuyas lesiones se presentaron entre los dias 23 y 30
post-infeccion y comparando la lesion que al 1érmino de esos dias presentaron los
ralones infectados con dosis mas akas, la lesion habia progresado menas y por allo
habia menos ulceracdn. Decdimos usar la dosis de 1 x 10* de promastigoles en
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cultivos para infectar y'o desafiar a los ratones en s siguentes expernmentos ya
que 108 resultados oblenidos en los dos expenmentos independientes con la dosis
de 5 x 10%, no se replicd la evolucion de la lesidn en los ratones, Sin embargo, se
ha reportado que empleando dosis altas de infeccidn con promastigotes de L. major
el Yo de respuesta que $e genera @s de tipo Th2 y esta conduce a la no elminacion
del parésino y a la diseminaciin de la enfermedad™. Esto dedido a que, duranie la
infeccidn en los macrétagos del hospedero, los amastigotes tienen la capacidad de
inhibir la sefalzactn del IFN-y la cual es una cliocinag crucial para la eliminacion de
s parastos intracellares. Ademas, L. major tiene la capacidad de impedir la
produccion temprana de IL-12 en las células infectadas cuya funcdn es polarzar
una respuesta inmunitana adaptativa de tipo Thi, donde los mecanismos edeciores
estan mediados por células que producen cilocinas capaces de activar a los
macrbfagos y eliminar parisitos intracelulares™. Ademds de esto, L. major puede
inducir la produccidn de IL-4 @ IL-10 en los macritagos infectados akeranco la
sefializacidn que conduce a la activacion de los macrofagos por la nuta alernativa
que se caracteriza por una menor expresitn de la sintasa de duwddo nitrico®’, todo
€510 conduce a la progresidn de la enfermedad.

Estudios han implementado la vacunacion con ADN en ratones BALB/C contra la
leishmaniasis, pero est08 NO han demostrado que & control de la infeccidn se
lograra efectivamente de manera sostenida inmunizando ratones con el ADN
recombinante que codifica para la proteina GPE3*. Sin embargo, la inmunidad
conferda por el ADN de LACK se mantuvo durante al menos 20 samanas después
de la infeccidn y proporciond inmunidad sistémica efectiva en un sitio distante del
punio de vacunacitn, Ademas, estudios previos utilzando la proteina LACK o
antigenos solubles (ASL) combinados con riL-12 mostraron eficacia protectora
cuando los animales se infectaron 2 semanas después de ka GRima vacunackon®™. %,

Se ha demostrado que la inmunizacion con ADN plasmidico induce inmunidad
protectora en una variedad de modelos expenmentales de infeccion como ko ha sido
la vacunacidon con el ADN plasmidico en ratones que codifica la proleéna
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croumsporozoita de Plasmodium yoell cuya iInmunzacion Induo niveles mas altos
de anticuerpos y linfochos T Gtoldxicos™.

La vacunacidn con ADN se ha comvertido en una estrategia efectiva para o
desarrolio de vacunas contra el cancer, incluido el carcinoma cervical (CC). La
formacion de CC o5t asociada conda Infeccion por of virus del papiloma humano
VPH. En este conexio, se informd que la vacunacion terapéutica con el ADN que
codifica para la oncoproteina fruncada E6 del VPH tipo 16, se disminuye la
degradacion de p53, gen reguiador del ciclo celular®™. De igual forma, of ADN
plasmidico, los lposomas y las formulaciones de vesiculas de membrana son
algunos ejempios de tecnologlas utilizadas, con resultados alentadores en la
respuesta protectora contra Mycobacterkum fubercuiosis®™ ¥, Asl, como para otros
microrganismos intracelularesBomo el Virus de la inmuncdeficiencia humana o o
Virus de la hepatitis C se han estado desarroliado vacunas basadas en ADN™,

Otra de las formas clinicas de la leishmaniasis es la Leishmanvasis visceral, contra
esta patologla ya se han aprobado vacunas de primera generacion (tales como
Leishmune @ y CanilLeish ®) las cuales han demostrado una inmunidad proleciora
del 79.3% en perros 12 meses después de la vacunacdn™ y una proteccion del
63%7 respectivamente, Estas y otras vacunas han sido aprobadas en Europa para
la prevencion de la leishmaniasis canina, sin embargo, hasta la fecha no hay una
vacuna disponible gue contenga o0 prevenga ninguna de estas formas clinicas en
humanos.
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13. CONCLUSIONES

1. Se determind que con 1x106 de promastigotes en cultivo de L. major, entre los
dias 23-30 se establece la Infecciton en of cojinete plantar de los ratones hembras
BALB/C no uicerativa.

2. Usando dosis mas alta de parasios se genera una lesidn progresiva, uicerativa y
necrotica a los 30 dias de infeccidn.

3. La vacunacién previa (profilctica) con el DNA plasmidico pVAX 1 ::LrmudBA no
Indujo una proteccion contra L. major @n of modelo animal,

4. 20 dias después de la primera inmunizacién en los ratones previamente
infectados con L. major (vacunacion terapéutica), pVAXT::LmuMBA no retrasd la
evolucion de la lesion en el cojnete plantar de 0s animales,

5. Los niveles de anticuerpos producidos contra la proteina rLmiMBA fueron
menores que s observados contra rLmxMBA, 1anio en la vacunacion profilactica
como en la lerapéutica.
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14, PERSPECTIVAS

1. Evaluar el efecto terapéutico y proflictico usando el ADN plasmidico
pVAX1::LmMBA contra L. major.

2. Analizar por microscopia a presencia y/o localizacidn de la proteina MBA nativa
tanto en los promastigotes como amastigotes de L. major.

3. Analzar la respuesta inmune generada por la infeccidn antes y después de la
vacunacion profldctica y terapéutica por medo de la sotpficacion de los
anScuarpos generados por la vacunacion con el ADN plasmidico.

4. Realizar deteccién de closinas producidas por la infeccién antes y después de la
vacunacion profilactica y terapéutica.

5. Disminuir la dosis de infeccién o desafio en vacunacion profilictica y terapéutica.
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