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RESUMEN

Se construy6 una biblioteca gendmica de Leishmania amazonensis mediante el vector pcDNA3, con promotor de expresion en
células eucariotas, con el objetivo de contribuir a la aplicacion de la tecnologia de inmunizacién con &cidos nucleicos en la
leishmaniosis. Para demostrar la expresion de la genoteca en el musculo de ratones inmunizados con esta, se realiz6 la técnica de
inmunofluorescencia indirecta. Como anticuerpo primario se utilizé una mezcla de sueros con ato titulo antileishmania, de una
zona donde predomina la infeccion con L. braziliensis. Se obtuvo una biblioteca con 80 % de clones recombinantes. Se demostré
la expresion de determinantes antigénicos en el muasculo de ratones BALB/c inmunizados, segun resultados de la

inmunofluorescencia.
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Leishmaniosis es el nombre que seledaaun
conjunto de enfermedades causadas por protozoos
parésitosdd géneroLeishmania y esta clasificada
por la Organizacién Mundia de la Salud (OMS)
como una de las enfermedades tropicales més
importantes.t Leishmania sp. causa un espectro
de enfermedades que van desde la infeccion
cutaneade curaespontanea, hastaladiseminacion
visceral progresiva de esta, que generalmente
causa la muerte23

Existen pocas alternativas para e control de
leishmaniosis. El control devectoresy reservorios
aun no hasido posible dadasu diversidad biol égica.

La terapia de eleccion es toxica, en ocasiones
ineficiente e inasequible para la mayoria, y la
vacunacion, que podriaser un método méas efectivo
parala prevencion de lainfeccion, no ha ofrecido
aln una solucion del todo optima.*s

En los afios 90 surge una nueva estrategia de
vacunacion: la inmunizacion con ADN, también
conocida como vacuna de &cidos nucleicos. Esta
se basaen el poder inmunogénico generado por la
expresion, directamente en células de mamiferos,
de genes de organismos patdégenos en ellas
transfectados. La expresion continua de
determinantes antigénicos y su alta estabilidad
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constituyen las ventajas principalesde estetipo de
vacunas. Esta tecnologia se ha empleado
experimentalmente con la intencidn de prevenir
infeccionesviraescomo lahepatitis B,® influenza’
y lainfeccién producidapor € VIH-1;8 bacterianas
como las producidas por Mycobacterium
tuberculosis y Mycoplasma pulmonis;® asi como
por parésitosintracelulares, entre ellosLeishmania
majori®! y Plasmodium yoeli,'? con lo que se
obtuvo cierta inmunidad protectora celular y
humoral. Se ha reportado la induccién de
respuestas inmunes especificas en €l nivel celular
y humoral en ratones inmunizados con una
genoteca de Mycoplasma pulmonis, asi como un
estado de resistencia frente al reto con el
microorganismo salvgje.® Mas reciente Alberti y
otros,*® reportaron la expresion de antigenos de
Trypanosoma cruzi en el musculo de ratones
BAL B/cinmunizados con unabibliotecagendémica
de expresién del parasito y en el afio 1999,
Piedrafita* encontrd respuestainmune protectora
inducida por la vacunacion con una biblioteca de
expresion de L. major.

Motivados por laimportanciay necesidad de
favorecer el control delaleishmaniosisatravésde
su prevenciony teniendo en cuentaobservaciones
hechas por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMYS) en relacion con los preparados vacunales,
en e sentido de usar méas de un inmunégeno en el
disefio de nuevas vacunas, los autores de este
trabajo se propusieron construir una biblioteca
gendémica de Leishmania amazonensis, clonarla
en un plasmido de expresion en células de
mamiferos, y demostrar la expresién de
determinantes antigénicos en el musculo deratones
BALB/cinmunizados con dichabiblioteca.

METODOS

Se utilizé la cepa MHOM/77/LTB0016 de
Leishmania mexicana amazonensis, gentilmente
cedidapor € Ingtituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro,
Brasil.

Paralaconstruccion delabibliotecagenémica
de expresion se empled la cepa de E. coli XL1-
blue, suministrada por la firma New Englands
BIOLABS, de genotipo F'::Tn10 pro A*B* Lacl9
(lacZz) M15/recAl endAl gyrA96 (Nal’) thi
hsdR17 (r,” m,”) supE44 relAl lac.
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El vector comercial pcDNA3fue suministrado
por la firma Invitrogen, EE.UU. asi como las
enzimasderestriccion Sau3A, BamHI, EcoRV, T4
ligasa y fosfatasa alcalinay el patréon de peso
molecular (PPM) 1V, por la firma Boehringer
Mannheim Biochemica, Germany, todos utilizados
segun lasinstrucciones del fabricante.

Los antibidticos empleados fueron tetraciclina
auna concentracion de 30 mg/mL y ampicillinaa
50 mg/mL, también de procedencia Boehringer
Mannheim Biochemica, Germany.

Se empled un total de 8 ratones machos, de
linea isogénica BALB/c, con un peso entre 16 y
18 g y 6 semanas de edad, suministrados por €l
Centro Nacional de Produccién de Animales de
Laboratorio (CENPALAB, Ciudad de LaHabana,
Cuba).

Preparacion de células competentes™

Partiendo delascélulas XL 1-blueseredizdla
preparacion de las células competentes, por el
meétodo del cloruro de calcio, con la metodologia
descrita por Maniatis segun fue citado.

Purificacion de colonias por el método de lisis
alcalina®®

L as coloniastransformadas fueron purificadas
por este método segiin describe Maniatis.

Electroforesis de ADN

Se prepararon geles con concentracion de
agarosa de 0,8 % disuelto en tampdn de corridas
trisborato-EDTA (TBE) (trisbase 0,004 mal, &cido
bérico 0,001 mol, EDTA 0,5mol) pH 8. Sefundié
laagarosay seleadicionaron 5 uL de bromuro de
etidio por cada 100 mL (0,5 pg/mL). Se degj6 a
temperatura ambiente hasta que alcanzé 60 °C y
se vertié en € molde hasta gdlificar. Se coloco en
la cdmara GNA-200 (Pharmacia) que contenia
buffer TBE y se aplicaron las muestras disueltas
en bromofenol azul 0,25 % en solucién de sacarosa
a40 %. Lacorrienteempleadafueentre1y 5V/cm
de digtancia entre los electrodos por circuito
(100 V).

Purificacion masiva®®

Para realizar la purificacién masiva se
sembraron todas las colonias obtenidas en la
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biblioteca, incluidoslosrestosdelosprecultivosde
lapurificacion delascoloniasanalizadas, en 500 mL
del medio LB con ampicillinay se aplico la
metodol ogia descrita ampliamente por Maniatis.
El botén de ADN obtenido seresuspendio en 1 mL
deaguadestiladay seredizé lalecturaa260 nmy
280 nm de una dilucion 1:500 del ADN
(espectrofotémetro ultrospec |11, Pharmacia,
LKB) paracalcular laconcentraciony el grado de
pureza de este.

Construccion de la biblioteca genémina de
Leishmaniaamazonensis

Los promastigotes del paréasito fueron
cultivados en medio de Schneider con 10 % de
suero fetal bovino y una mezcla de ampicillinay
estreptomicina a 250 pg/mL y 100 Ul
respectivamente, se incub6 a 26 °C.

El ADN gen6émico de Leishmania
amazonensi s se obtuvo por e método de Hookey.
Se tomaron aproximadamente 10° promastigotes
del cultivo quefueron lavados por centrifugaciéna
250 g en tampon PBS (KCI 200 mg, KH,PO,
200 mg, NaCl 8000 mg, Na,HPO, 1150 mg, H,O
csp 1 L). Los promastigotes lavados fueron
resuspendidosentampondelisis(trisHCL 100mmoal,
pH 8, EDTA 100 mmol, pH 8, SDS 2 %, NaCl
150 mmol y proteinasa K 200 ug/mL) e incubados
2 h a56 °C. Seguidamente se procedi6 a hacer la
extraccion del ADN con fenol-cloroformo y a
continuacion se precipitd con etanol aboluto. El
sedimento obtenido fue resuspendido en tampoén
TE y la integridad del ADN obtenido fue
chequeada por electroforesis en gel de agarosa a
0,8 %, en las condiciones ya explicadas. La
concentracion de ADN fue estimada con un
cuantificador automatico de ADN y ARN, gene
qguant (Pharmacia Biotech England).

El ADN genomico de L. amazonensis, a una
concentracién de 1 pg/uL fuedigerido conlaenzima
Sau3A a diferentes intervalos, y diferentes
concentraciones de la enzima, hasta obtener
fragmentos delatalladeseada. Después 1,5 ug de
estos fragmentosy 800 ng del plasmido pcDNAS,
previamente digerido con BamHI y desfosforilado
con la enzima fosfatasa alcalina, se ligaron en
sitioBamHI del vector, con € empleo delaenzima
T4 ligasa a 16 °C toda la noche. A continuacion

las células competentes de lacepa XL 1-blue deE.
coli fueron transformadas por el método de CaCl,
segln se describié. Se tomaron 100 yL y se le
anadieron 10 yL delamezclade ligazdn, después
seincub6 30 minen hieloy luego se mantuvo por 2
min a42 °C. Inmediatamente se afladio 1 mL de
medio (LB) estéril, se mezclo con gentilezay se
colocd a 37 °C por 1 h en zaranda a 150 rpm. Por
ultimo, se tomaron 50 pL que fueron sembrados
en una placa de L B-ampicillina (LB, ) durante 16
ha37 °C.

De las colonias obtenidas se seleccionaron al
azar 20, alas que se lesrealizo la purificacion de
pladsmidospor & método delisisalcalinayadescrito.
El ADN obtenido delas colonias fue digerido con
la enzima EcCORV y més tarde se realizé una
electroforesis en gel de agarosa a 0,8 %, con la
utilizacion como control del plésmido pcDNA3
digerido con la misma enzima. El gel fue
fotografiado con una camara Polaroid Kodak. El
resto del precultivo (950 L) y de las colonias
obtenidas se afiadio a500 mL deLB,, parallevar
a cabo la amplificacién de toda la biblioteca
genémica. Después de incubar por 16 h a 37 °C
con agitacién (150 rpm) € cultivo fue centrifugado
a 600 g durante 15 min a 4 °C. Con las células
obtenidas sellevo acabo lapurificacion masivade
plasmidos por el método referido anteriormente.
El materia purificado fuediluido en solucién salina
0,9 % estéril hastaobtener unaconcentracion final
de 250 pg/mL, después de esto fue conservado a
-20 °C hasta el momento de su uso.

Esquema de inmunizacion

Para determinar la expresion de antigenos de
L. amazonensis en el musculo de los ratones
BALB/c inmunizados, los animales se dividieron
en 4 grupos, delaformasiguiente:

B: Grupoinmunizado con labibliotecagenémica
de Leishmania amazonensis (n = 2).

P:  Grupo inmunizado con € plasmido pcDNA3
(n=2).

C: Gruponoinmunizado (n=2).

S Grupo inmunizado con solucién salina
fisiolégica0,9 % (n= 2).

Se administré a cada ratén 50 pg de inéculo,
en todos los casos en un volumen de 0,1 mL en



solucion salinaestéril 0,9 %, por vialM enlaregion
anterior delapatatraseraizquierda, con excepcion
del grupo C gue no recibid ningun tipo de
inmunizacién. El grupo Srecibié enigual volumen,
solucién salinafisiol égicaestéril (SSF).

Inmunofluorescencia indirecta (IFl) para
determinar la expresiéon de antigenos de
Leishmania amazonensis en el musculo de los
animales inmunizados

A los 3 d de la primera inmunizacion se
sacrificaron por dislocacion cervical los animales
de cada grupo, para obtener muestras de tejido
muscular del sitioinoculado y serealizaron cortes
por congelacién de aproximadamente 4 um de
espesor con un criostato (Friostat Leitz). Los
cortes de tejido se depositaron en laminas
portaobjetos y se dejaron secar al aire 60 min.
Posteriormente, se fijaron en acetona fria durante
10 min, se dejaron secar y se afiadieron 50 pL de
una mezcla de sueros con alto titulo anti
Leishmania; procedente de pacientes con
leishmaniosis de area endémica, a una dilucion
1/20 en SSF. Se realiz6 una incubacion durante
30 min atemperaturaambiente en cAmarahimeda;
selavd 3 veces durante 5 min con SSFy sepuso a
secar en aire frio. A continuacion se afadieron
50 pL de un conjugado de inmunoglobulinas de
conejo anti 1g-G humanas marcado con
isotiocianato defluorescencia(sigma), diluido 1/20
en SSF, que contenia azul de Evans (1/1000) y se
incubé nuevamente 30 min a 37 °C en camara
himeda. Se redlizaron 3 lavados similaes a los
anteriores, se depositd una gota de glicerina
fosfatada y se colocé el cubreobjetos. La
evaluacion de la expresion antigénica se realizo
mediante laobservacion delos cortesdetejido en
un microscopio de fluorescencia (Wild-Leitz,
Heerbrugg Switzerland) equipado con lampara
HBO 500 watt CAC y con un lente de 25 x de
inmersion en aceite. Las laminas fueron
fotografiadas con un equipo acoplado al
microscopio.

RESULTADOS

Comoresultado delaextraccion de ADN, seobtu-
vieron 40 uL de ADN genémico deL. amazonensis
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auna concentracion de 1 pg/pL, que se visuaizé
como una fluorescencia amarillo naranja al
observarlo enuntrasiluminador ultravioleta(modelo
Ultra Linker, Kodak). En lafigural (B, C,Dy
E) se muestran los resultados de las digestiones
analiticas realizadas con laenzima Sau3A, donde
pueden observarse |os patrones de bandas que se
obtuvieron adiferentestiemposde digestion (3, 7,
15y 21 min respectivamente). EIl PPM empleado
(linea A) permitio estimar que las talas de los
fragmentos obtenidos se encontraran en un ragno
de8-1,5kb. En corridas €l ectrof oréticas anteriores
(no mostradas) se pudo observar laintegridad total
del genoma sin digerir, lo que indico la ausencia
total de nuecl easasinespecificasen lapreparacion.

Lafigura2 muestralapurificacion del pldsmido
pcDNAS, del cua se obtuvieron 200 pL a una
concentracion final de 14,58 pg/pL y que fue
analizado por electroforesis en gel de agarosa
0,8 %.También se pueden observar las
conformaciones correspondientes al plasmido
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A: patrén de peso molecular; B, C, D y E: tiempos de incubacién
con la enzima, 3, 7, 15y 21 min respectivamente.

Fig. 1. Electroforesis en gel de agarosa 0,8 %. Ensayo de
restriccion del ADN genémico de Leishmania amazonensis Se
empled Sau3A a diferentes tiempos de incubacién a 37 °C.
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nativo, con predominio delaformasuperenrollado
y ausencia de ARN (linea C). Una muestra de las
digestionesredizadascon laenzimaBamHI, durante
la preparacion de los vectores para la construccion
delabiblioteca, puede ser observadatambién (linea
B), donde se muestra la banda correspondiente a
vector linedlizado (5,446 kb) quemigré muy cercade
la linea correspondiente del PPM. A continuacion
(Iinea A) puede observarse el resultado de la
desfosforilacion con la enzima fosfatasa alcaling,
encargada de impedir la recircularizaciéon de los
plasmidos, a diminar sus grupos fosfatos de los
extremos 5, porque este proceso no se produjo, a
incubarlo con la enzima T4 ligasa. A pesar de la
cantidad de ADN digerido aplicado, no se observan
signos de degradacion ni bandas por encima del
vector, loqueindicaunadigestiontotal.
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Linea A: pcDNA3 desfosforilados, B: pcDNA3 digerido con
BamH1, C: pcDNA3 nativo, D: patrén de peso molecular.

Flg. 2. Electroforesis en gel de agarosa 0,8 %.

Enlafigura3 se observael resultado obtenido
del andlisisderestriccion realizado con laenzima
EcoRV, a 10 de las 20 colonias purificadas de
los transformantes obtenidos luego de la
obtencion de la biblioteca gendbmica. Como
resultado de este experimento se observaron
con insertos de ADN de L. amazonensis, 16
de los 20 clones seleccionados al azar (80 %),
algunos de | os cual es se muestran en las lineas,

deizquierdaaderecha(4, 8, 10, 12, 14, 16, 18y 20).
Todoslosclonesrecombinantes analizados en este
caso muestran bandas con tallas mayores y
menores que el vector digerido (linea2) utilizado
como control. El resto de las digestiones se
mantienen en el nivel del vector y parecen
corresponder a plasmidos no recombinantes
(linea6).
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Linea 1: plasmido pcDNA3 integro, Linea 2: plasmido pcDNA3
digerido con EcoRVM; Lineas 4, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20:
plasmido con insertos ADN de L. amazonensis Linea 6: plasmido
sin inserto.

Fig. 3. Andlisis de restriccion con la enzima EcoRV de los
plasmidos purificados de los transformantes obtenidos.

Utilizando latécnica de inmunofluorescencia
indirecta (IFl), se demostro la expresion de
determinantes antigénicos de L. amazonensis en
las muestras de tejido muscular, tomadas de los
animal esinmunizados con labibliotecagenémica
de expresion del microorganismo (fig. 4A). De
otraparte, se observé ausenciade expresion tanto
en los animales inoculados con el plasmido
pcDNA3, como en losinoculados con solucion
salinafisioldgicay en el grupo no inmunizado,
como muestra la negatividad de fluorescencia
enlafigura4B.



Fig.4 Inmunofluorescencia positiva, B: Inmunofluorescencia
negativa.

DISCUSION

Los resultados obtenidos en e andlisis de la
presencia de insertos de ADN del parésito, en los
transformantes provenientes de la biblioteca
gendmica de expresion, ponen de manifiesto un
alto porcentgje (80 %) de pldsmidos recombinantes
en la preparacién, que posteriormente se
administraron alos ratones BALB/c. Se aseguré,
por lo tanto, una elevada representatividad del
genoma del microorganismo en la preparacion
administrada. Las tallas de los fragmentos
seleccionados posibilitan lapresenciade genesque
pudieran codificar productos importantes del
parésito, tal vez relacionados con la proteccion o
con su posible identificacién. Sin embargo, los
autores de este trabajo piensan que este conjunto
de fragmentos es también representativo de los
genes gue €l parasito expresa en una infeccion
natural, esto permite plantear laposible utilizacion
de esta genoteca como preparado vacunal.
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Los resultados obtenidos en la inmuno-
fluorescencia confirman la expresion de
determinantes antigénicos de L. amazonensis en
el musculo de los ratones inmunizados con la
biblioteca. Es posible que unaparte delosantigenos
del parasito se expresaran con una conformacion
similar a la encontrada en el microorganismo
original, porquelamezclade sueros utilizadacomo
anticuerpos primarios en la técnica, provenia de
pacientes infectados con el parésito en su forma
sdvge. Ademés, comolamezclade suerosutilizada
correspondia a pacientes con alto titulo
antileishmania, provenientes de una zona donde
predomina la infeccién por L. brazliensis, se
puede plantear la posibilidad de la existencia de
epitopes comunes entre estas especies.

Estos resultados coinciden con los reportados
por otros autores, tanto para la expresion de
bibliotecas, como para la expresiéon de genes
individual es provenientes de otros microorgani Smos
administrados por via intramuscular,’*'%" Existe
un reporte donde no se realizd el estudio de
expresion antigénica en € tejido muscular, sin
embargo, a detectar respuesta inmune especifica
en los animales inmunizados con la genoteca, se
puso de manifiesto laexpresion de genes posterior
alainmunizacion.!?

Como elemento importante a seflalar esta el
hecho de quelabibliotecafue construidacon ADN
gendmico de Leishmania amazonensis, que es un
organismo eucariotay por o tanto tiene un gran
porcentaj e de sus genes con intrones. El hecho de
haber encontrado expresiéon de antigenos del
microorganismo en el musculo, después de la
administracion delabiblioteca, permite plantear la
posibilidad de quelacéulamuscular hayaredizado
el procesamiento del ARN mensgjero (ARNmM) de
L. amazonensis como lo realiza el propio parasito
0 bien que se hayan expresado genes de
Leishmania sin intrones, |o que debe confirmarse
en trabajos posteriores. De ser asi, este resultado
tendriaimplicacionesdesded punto devistabasico
y aplicado, pues hasta el momento los trabajos
publicados deinmunizacion con ADN de parasitos
sellevaron acabo despuésdelaobtencion de ADN
complementario, a partir de ARN mensajero
maduro de estos microorganismos.i®? De
confirmarsed procesamiento del ARN del parasito
por las células musculares se simplificaria
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sustancialmente la preparacion de ADN a partir
de organismos eucariotas.

En una reciente investigacion de Piedrafita,
yacitada, se describelainmunizacion con distintas
fracciones de una biblioteca, asi como la
caracterizacién in vitro de la respuesta inmune
generadaend nivel celular o humora. Seconsidera
muy conveniente conocer el papel de la
inmunizacién con la biblioteca genémica en la
posible proteccién in vivo de ratones BALBI/c,
susceptibles a la infeccidn con este parésito, por
cuanto abriria nuevas posibilidades en €l camino
hacialainmunoproteccion de este.

Muchos investigadores han argumentado las
ventgjasy desventajas de una posible vacuna con
ADN en seres humanos.’®*° Los autores de este
estudio consideran que lainmunizacion con ADN
ofrece alternativas atractivas y alin explorables
paralavacunacion. Estetrabajo pretende estimular
lablsguedade nuevasvariantesen lainmunizacion
con &cidos nucleicos de organismos eucariotas,
como el parésito que aqui se estudiay consideran
esta tecnologia como una herramienta Util parala
identificacion de antigenos o la preparacion de
vacunas de Ultima generacion.

SUMMARY

A genomic library of Leishaminia amazonensis was built through
a pcDNA3 vector, with expression promoter in eukaryot cells,
to contribute to the application of immunization technology
with nucleic acids in leishmaniasis. To show the expression
genomic library in the muscles of mice immunized with it, the
indirect immunofluoresce technique was used. A mix of sera with
high antileishmania titers from an area where L.braziliensis
infection is predominant was used as primary antibody. A library
of 80% recombinant clones was obtained. Antigen determinant
expression was confirmed in immunized BALB/c mice’s muscles,
according to the results of immunofluorescence testing.

Subject headings: IMMUNIZATION/methods; NUCLEIC
ACIDS/immunology; GENOMIC LIBRARY; FLUORESCENT
ANTIBODY TECHNIQUE, INDIRECT; ANIMALS,
LABORATORY; MICE, INBRED BALBC/immunology;
LEISHMANIA MEXICANA;LEISHMANIASIS/immunology.
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