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Quae medícamenta non sanat, ferrum sanat. Quae ferrum 

non sanat, ígnís sanat. Quae vero ígnís non sanat, 

ínsanabílía reportarí oportet. 

(Lo que los medicamentos fa llan en curar, el escalpelo puede 

curarlo. Lo que el escalpelo falla en sa ar el calor lo puede 

sanar. Si el calor no lo puede curar, debe ser clasificado 

como incurable.) 
-Hipócrates. 
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Las proteínas de choque térmico de patógenos bacterianos y parasitarios son potentes 

inmunógenos. Entre éstos, la Hsp70 de Leishmania y micobacterias demostraron 

estimular una respuesta inmune humoral y celular en contra de antígenos reporteros o 

informadores. En el presente trabajo, se analizaron en un modelo experimental de ratón las 

propiedades inmunoestimuladoras de la proteína de Leishmania infantum de la familia 

HGp83 (LiHGp83) para conferir una respuesta inmune contra el antígeno reportero 

Proteína de Pegado a Maltosa (MBP). RatoneG pertenecientes a la cepa CF1 fueron 

inmunizados con diferentes proteínas recombinantes: MBP, LiHsp83 y MBP fusionada a la 

LiHGp83 (MBP-LiHsp83). Los resultados obtenidos demoGtraron que cuando MBP está 

fusionada a Lihsp83 genera una potente respuesta inmune humoral y celular contra MBP, 

la cual eG mucho más alta que la obtenida en ratones inmunizados con MBP o MBP 

mezclada con LiHsp83. La respuesta humoral obtenida en contra de MBP o L/Hsp83 en 

ratones inmunizadoG con un sistema basado en la proteína de choque térmico, fue 

caracterizada por una secreción dominante del isotipo lgG2a que resultaría de la 

presencia de citoquinas caraterÍGticas de una respuesta inmune celular del tipo Th1. 

También se observó leve secreción de lgG1 ( asociada a citoquinas del perfil Th2). Los 

ratones inmunizados con MBP o MBP mezclada con LiHsp83 mostraron una reactividad 

anti-MBP de iGotipo lgG2a muy debí/. AsimiGmo, los ensayos de estimulación de linfocitos 

con MBP demostraron un incremento en los niveles de proliferación en los esplenocitos 

obtenidos de los ratones inmunizados con MBP-LiHsp83 respecto de aquellos inmunizados 

solo con MBP. Por lo tanto todos estos resultados infieren que LiHsp83 es un 

prometedor candidato para ser usado como "carrier" de antígenos fusionados para 

vacunaciones libres de adjuvante. 
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Las prot eínas de choque t érmico (Hsps) son una famili a de proteínas 

las cuales son expresadas constitutivamente en altas cantidades hecho que 

se ve incrementado cuando una célula está sujeta a cond icio es de estrés 

(16) del tipo físicas (ca lor) o químicas (anoxia, pH áciao). E estas 

condic iones la expresión de algunos genes se apaga, mientras q e a de unos 

pocos se estimula . Estos Últimos justamente son los que cod i icar para las 

HSPs. Las HSPs están altamente conservadas desde bacter·as asta 

mamíferos y están involucradas en algunas funciones celu lares ese c 'a les 

producto de su accionar como chaperoninas molecula res: tras ocació , 

plegam iento de proteínas, y ensamble de péptidos. Además juega "" oaoel 

centra l en tejidos dañados por estresores que afectan a las p oi:.e~ras 

celulares. Todas estas características y su conservación evo ~c ·o ra ia 

dentro de los tres domin ios filogenéticos (Bacteria, Archea y ::_ carya) 

sugieren un rol vita l de las HSPs y otras chaperonas molec a es. _as 

chaperonas evolucionaron sobre la necesidad de dar asistenc ia y o ... o-:.ecció 

externa a las proteínas convirtiéndose en instrumentos de la cé a o;va la 

construcción de s us componentes proteicos en su específica y .:t.. ,.,cio a l 

conformación . Así también esta característica es de importa c·a c a do las 

proteínas pierden su correcta conformación ante situacio es ae es¡;rés ('4,62 

y 39) . Debido a todas su funciones, se espera que las c aperaras ¡;e ·ga la 

capacidad de interactuar intimamente con sus proteínas "target' y reco ocer 
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aquellas proteínas con necesidad de ayuda. Por lo tanto, deben poder 

reconocer sitios de una proteína que no se encuentran expuestos en estados 

nativos y sí lo estan en estados no nativos. Las proteínas de choque térmico 

son calsificadas en familias como HSP (en inglés: Heat S oc Proteins) 

seguidas de un número que indica su peso molecular aparen-te e iloda ltons 

(kDa) determinados por SDS-PAGE. A continuación se det a lla a lgunas 

características de las HSPs. 

• Ea milia_d.tLl.a..J:l..s..µlOQ: la Hsp104 pertenecientes a levaduras es la 

homóloga a la Hsp110 de mamíferos (40). Son esenc ia le s oara la 

supervivencia celular bajo condiciones extremas y en la adq is ic 'ór de 

termotolerancia (62 y 40). Esta Última característica a o--;o ga 

promoviendo la desagregación de las proteínas ante el calor. 

• Familia de la hs_µ.ZQ: miembros importantes de esta famil ia son las sp 2 y 73 

de mamíferos (62 y b7). Ambas parecen estar involucradas en la tras l oca~ :ó ae 

proteínas desde el citosol hasta el retículo endoplásmico o la mitoco ana, y e el 

plegamiento durante y después de la síntesis de la proteína en el ribosoma. _a sp70 

además cumple funciones en el desensamblado de complejos m orot.e'cos o 

polímeros proteicos. La contraparte procariota es la DnaK (13, 14 y 32) q eco sus 

cohortes DnaJ, y GrpE. Dnak y DnaJ, son chaperoninas moleculares que i ¡;eract.Úa 

entre sí, y con GrpE en una variedad de situaciones en las cuales e e sa 1:1lado, la 

desagregación y la oligomerización tienen lugar (13, 14y15). 
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Famila de la HspOGO: Las proteínas deccáta familia son denominadas 

chaperoninas(13 y 63). Son proteinas del citosol eucariótico en forma de 

anillo y compuestas por varias diferentes subunidades codificadas por 

genes separados pero relacionados entre sí. También las hay en Archea 

donde se estudio su accionar en la inducción de termotolerancia. La 

Hsp60 bacterial es GroEL, la cual también es citoplasmática (13 y 14). 

El principal rol de las chaperonas pertenecientes a las familias de la 

Hsp70 y Hsp6O es entonces prevenir la agregación de los péptidos 

recientemente sintetizados y por tanto mediar su plegamiento hasta que 

estos alcancen su estado nativo. Estudios funcionales de estas 

proteínas revelaron que el plegamiento proteico en las células es un 

proceso espontaneo(19). 

e Familia de la Hsp40: Su rol más importante se centra en la 

inducción de termotolerancia, biogénesis de proteínas, y replicación del 

ADN(13, 14 y 15). 

e Familia de la hsp90: esta proteína 5e encuentra en el citosol de las 

células eucariotas y es muy abundante aún en ausencia de estrés 

celular(62 y 57). Sin embargo, su expresión se incrementa bajo 

condiciones de estrés. Es una de las proteínas más abundantes en las 

é £ . . * y 2 : 

células de mamiferos e interacciona con innumerables moléculas, -=. 
Al ú 

ejemplo receptores de hormonas, estabilizando sus formas inactivas (02 
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cond iciones de estrés. Es una de las proteínas más abunda t es e as 
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y 41), y además evitan el agregado de proteínas desnaturalizadas. La 

Hsp83 de levaduras y parásitos pertenece a esta fam ilia . 

Algo importante de indicar es el hecho de que la s Hsps gp96, hsp90, y hsp70 

s e asocian con péptidos antigénicos derivados de proteínas celulares . Todo 

esto llevo a la elaboración de la sigu iente hipótesis : Las Hsps so liberadas de 

células Infectadas con virus o de células tumorales o durante la lis is celular 

en el curso de una infección o por acción de anticuerpos o e.&ec~o es no 

específicos. Así las Hsps ahora acomplejadas con péptidos a ~ i gé cos son 

tomadas por macrófagos u otras células presentadoras espec·a ·zaaas, 

posiblemente por un mecanismo dependiente de receptor. A conti ac ó és~e 

complejo es encaminado dentro de la ruta endógena de pres e . ~ac·ó,., de 

péptidos de la célula presentadora hasta llegar al contexto de l M C se do 

finalmente este ant ígeno reconocido por células T citotóxicas CTLs (56). 

H s p s e o tn o_at:1:kÍg e _ n_a_~ 

Existe suficiente evidencia que las Hsps de patógenos bacu ·a,....os y 

parasitarios son fuertemente inmunogénicas (16, 65, 11, 33 y 23) . ºo'" ,.., ado 

s e sabe que las Hsps son, dentro de los patógenos, proteínas de e levado ·vel 

de expresión cuando éstos son atacados por el hospedador, s ienao de esta 

manera antígenos disponibles en altas cantidades pa ra el procesa ie ~o y 

presentación en los complejos mayores de histocompatibil idad M C 1 y 11 (37). 

Así los mamíferos son capaces de reconocer varios epítopes - y B en una 
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molécula simple de Hsp de los patógenos (26, 49, 1, 52, 44 y 45). Por otro 

lado, se considera que la natura leza conservativa de las Hsps podría ser 

utilizado convenientemente por el sistema inmune para producir una 

respuesta temprana como primera línea de defensa(64). Otra pa rticularidad 

de esta s ituación es que sumada a la presencia de anticuerpos ca tra las 

Hsps del patógeno existe una sobreexpresión de las HSPs de l huésped (debido 

al estrés producido por la propia invasión, por la fiebre y las taxi as). Este 

fenómeno puede derivar en una reactividad cruzada entre las Hsps ex-tra-as y 

las de l huésped. 

Se reportó la presencia de anticuerpos contra miembros de la fam ilia de 

la Hsp83 en el transcurso de enfermedades infecciosas humanas producidas 

por patógenos tales como Gandida albicans(34), Schistosoma mansoni(22), 

Plasmodium falciparum(8), Leishmania donovani(10), L. braziliensis(49),y 

Trypanosoma cruzi(12). En el trabajo de Skeiky et al (49) se observó que en 

pacientes con leishmaniasis cutanea ( LC) y mucocutanea ( LM), pero no en 

individuos con una leishmaniasis resuelta, había altos títulos de lgG contra 

las Hsp83 y 70 recombinantes de L. braziliensis. A pesar del alto nivel de 

conservación existente no se observó anticuerpos contra la proteína de 

choque térmico Hsp70 de origen humano mostrando en este caso la ause c ·a 

de fenómenos autoinmunes. Otra forma clínica de la enfer edaa es a 

leishmaniasis cutánea difusa (DCL) la cual es una forma uy ra a cai..saaa 

predominant emente por L. amazonensis. En est e caso se ide -r.i.&'icó a •a so83 
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de Leishma nia como un antígeno inmu nodom inant e, predominando la respuesta 

de la subclase lgG4 en el suero de estos pacientes, hecho q ue no ocurría e n el 

caso de LC a utocu rativa . Por lo tant o la producción d e lgG4 e n DC L podría 

estar invo lucrada en consecuencias pat ológicas asociada s a un per f i l de 

respuesta Th2( 48 ) . 

La alta frecuenc ia con la c ua l se ha n encontrado l infocitos CD4 - de 

humanos d ir ig idos en contra de la Hsp70 y 60 de Mycobacte rium s ugieren q ue 

estas HSPs son el objetivo más jerárquico de la respuesta ce lular en 

humanos(24). La poderosa natura leza antagónica de las hSPs se ve 

enfatizada por el hecho de que, q ue como ya se comentó, los ma íferos son 

capaces de reconocer múltiples epitopes T y B en estas prot eína s . De esta 

manera s e evidenció que las HSPs de Mycobacterium pueden s er pres entadas 

e n el c ontext o de múltiples haplotipos de MHC, y los epitopes T s e pu eden 

encontrar a lo largo de esas HSPs(38). 

Hsps como carriers de e rz.tic,l o!i..y. 

Las proteínas de choque térmico a islad as de cé lula s cance rosas o de 

c élula s infectadas con viru s pueden conferi r una inm unidad prot ectiva 

med ia nte la estimulación de los linfocitos T cit otóxicos (!J9). Por e l contra io 

HSPs provenientes de tejid os normales no producen t a l t i po oe 

respuesta(59). No serian las HSPs p er se la s inmunogénicas s o o_e ... s:;a 

característica recaería sobre los co mplej os c haperona-a -r.i~e l" o5 --; _ ..... o .. a es o 
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virales generados durante el procesa miento antigénico(55) . La 

inmunogenic idad de las preparaciones de HSP es fuertemente dependie nte de 

la presencia de células fagocít icas en el huésped. La deplec ión de este tipo 

celular hace incapaz al huésped de ser inmun izado por dichas 

preparaciones(55). Se sugirió entonces que la HSPs son tomadas por los 

macrófagos y re-presentadas en el contexto del MHC-1 d e estas mismas 

células a los clones T específicos(60) . En esta línea se demos-r. ó, que 

antígenos exógenos chaperoneados por una HSP pueden ser co d cid os 

dentro del procesamiento endógeno, presentándose así en mol éc las ae C-

l. y reconocidos por linfocitos T CD8. (56). Las HSPs so 

constituyentes más abundantes entre las bacterias, aun cua tto o es-cé 

sujetas a estrés(9). Debido a que las HSPs son fuertes in óge os y 

además las chaperon inas están involucradas en el transporte y e sarro ado 

de péptidos procesados con el M HC, fueron conjugados a la sp60 a la 

Hsp70 de Mycobacterium tuberculosis péptidos sintéticos de ma la ia oara 

inmunizar ratones (2 y 31). Estos complejos produjeron u a esp est.a 

humoral de larga duración contra éstos antígenos en anima les izados. 

Las ya mencionadas propiedades inmunogénicas de la s HSPs ar sido 

demostradas en particular en la Hsp70 de M.tuberculos is la cua l se usó en 

forma exitosa como un "carrier" molecular de proteínas en u a 
. . , 

u 1zac1on 

libre de adjuvante(2), y además se desarrollo también un sistema libre de 

adjuvant e con la misma molécula usándola como proteína de fusió n co n la 
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proteína HIV-p24 (antígeno reportero) para inmunizar ratones, obteniéndose 

un estímu lo incrementado de la respuesta inmune humoral y celular contra la 

p24(58). En la misma línea se estudio si la Hsp70 de L.infantum fusionada a 

una proteína reportera, se comportaba de la misma manera, observándose que 

cuando inmunizaban ratones con la proteína recombinante Hsp70 fusionada 

con la proteína bacteria! de pegado a maltosa (MBP) se producía una 

respuesta inmune humoral y celular contra la MBP un orden mas alto de 

magnitud que cuando lo hacían con la M BP sola o acompañada por la 

Hsp70(46). En esta caso la 
. . . / 
1nmun1zac1on con HSP70-MBP indujo 

preferencialmente una respuesta inmune celular del tipo Th1 en vista del 

patrón de citoquinas e lgG observadas. 

A pesar de que las proteínas de choque térmico gp96, Hsp70 y Hsp90 

asociadas con péptidos antigénicos producen una respuesta inmune contra 

los complejos de péptidos chaperoneados (19 y 66), no existe evide ncia en la 

familia de las Hsp83-90 de inmunizaciones en ausencia de adjuvante para su 

uso como "carrier" de antígenos fusionados. 



Los parásitos, como Leishmania en los cuales su ciclo de vida 

transc urre entre hospedadores vertebrados e i nvertebrados, se ven afectados 

por bruscos cambios de temperatu ra, esto sugiere que las proteínas de 

choque térm ico juegan un rol import ant e en la supervivencia y diferenciac ión 

del parás ito. En el caso de Leishmania, c uando los promastigotes pasan 

desde el insecto vector hacia el hospedador mamífe o experi mentan un rápido 

ascenso de la temperatura desde 22 a 28°C en el j ején, hasta temperaturas 

tan altas como 31-35°C en las lesiones dérmicas, y arriba de 37°C en los 

Órganos del huésped. Estos sensibles cambios de temperatura pod ría daña r 

proteínas y membranas de las células, lleva ndo a la muerte del parásito . Así 

para sobrevivir dentro del hospedador definitivo, Leishmania spp ha adqu irido 

termotolerancia (66). La exposición de promastigotes de L. amazonensis a 

temperaturas como las que hallaría en mamíferos detiene la síntesis de 

muchas proteínas y produce un inmediato incremento en la traducción de 

Hsps(20, 28 y 47). Se demostró también que promastigotes y amastigotes 

contienen transcriptos específicos para las HSPs 70 y 83 (53) . Otros 

estudios mostraron un incremento e n la virulencia después de exponer a 

promastigotes a un choque térmico(50) . No se conoce si las Hsps están 

involucradas en este fenómeno, pero es claro que existe una correlación. 
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Se observó que la proteína Hsp83 es un antígeno inm unodominante 

durante la forma visceral de la leishma niasis en perros(1). La Hsp83 c lonada 

de L. brazíliensis ( rLbHsp83) contiene un potente epitope de cé lulas el cua 1 

estimula la proliferación y la producción de IL-2, INF-y, y TNF-a. po pa r te de 

células sanguíneas periféricas mononucleares (PBMC) en individuos i f ectados 

con L. braziliensis(49). En este mismo estudio se comprobó q ue la sp83 

completa usada para producir dicha acción sobre las PBMC e s-ci la la 

expresión del mRNA de IL-10 pero no el de IL-4, todo lo contrario oc rre con 

una porción e-terminal de 43 kD de la proteína usada para e l is o 

propósito. Así el perfil de citoqu in as en pacientes con LC a u-coc ra tiva 

estimulando en PBMC una respuesta a rLbHsp83 principalment e de t-ipo h1, 

ta l como se deduce de los niveles significativamente mas altos de IL -2 e 1 F-y 

comparados con los de IL-4 e IL-10 pertenecientes al perfi l Th 2 , s g i ié d ose 

así que la Hsp83 en este grupo de pacientes estaría a sociada con la 

inmunidad protectiva(49). En el mismo estudio se ana lizó a forma 

recombinante de L. braziliensis Hsp70 encontrándose que sus pro piedades 

inmunogénicas eran inferiores a LbHsp83. 

La Hsp83 de Leishmania parece ser un Óptimo ca nd idato para su 

estudio como "carrier' inmunomgénico, afirmación basada en las poderosas 

características inmunogénicas de la Hsp83 de L.infantum(1, 49, y 48) y en lo 
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descripto anteriormente para las HSPs. Nuestra pregunta gira entonces en 

torno acerca de las propiedades que tendría la Hsp83 de L.infantum cuando 

esté fusionada a una proteína reportera o informadora para generar una 

respuesta humora l y ce lular contra esa proteína. 
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• El presente trabajo se realizó con el objetivo de conocer si la proteína 

recombinante LiHsp83 es capaz de incrementar la respuesta inmune contra 

un antígeno reportero fusionado, en un sistema de inmunizacíon libre de 

adjuvantes, y caracterizar d icha respuesta. El análisis de la capacidad 

inmunoestimuladora de LiHsp83 aportaría información tanto sobre el valor 

inmunogénico de esta familia de proteínas como su potencial uso en vacunas. 
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roteínas recombinant_c.;¿ 

Todas las proteínas recombinantes utilizadas estan descriptas por 

Angel et a l (1) y esquematizadas en la figura 1 

Brevemente: 

La proteína recombinante LiHsp83 fue obtenida a partir del plásmido 

pQELiHsp83, el cuál es el resultado de l c lo ado del fragmento de ADN 

Li Hsp83 dentro del vector pQE31 (Qiagen) como ya ue descripto(1 ). El 

plásmido pQE31 adiciona 6 histidinas al extremo a i o-t erm ina l de la 

proteína expresada para facilitar su purificac ión. 

El producto de fusión MBP(proteína de pegado a ma ltosa) ligada a 

LiHsp83 fue obtenido a partir del plásmido pMAL-LiHsp83 previa me te 

creado. El fragmento de ADN LiHsp83 proveniente del plásmido pQE LiHsp83 

fue subclonado en marco al extremo carboxi-terminal de la MBP cod if icada e 

I 

el pMAL-cRI. Este producto de expresión es fácilmente purificable debido a 

que la MBP se une a la am ilosa presente en columnas con resina de am ilosa. 

La proteína MBP fue expresada de pMAL-cRI*, un vector derivado del pMAL-

c RI (New Eng land Biolabs) como fue descripto (46). Brevemente pMAL-cRI* se 

c reó por digestión del vector con EcoRI, rellenado con la enz ima ADN 

polimerasa, (fragmento klenow), y re ligado con T4 DNA ligasa. Así este vector 

incluye tres codones "stop' en marco río abajo del sitio de restricción EcoRI 

crea ndo un sitio de terminación. Este vector expresa la proteína MBP so la y 
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no MBP-LacZa, co mo se expresa en el pMAL-c RI original (46). De la misma 

manera q ue MBP-LiHsp83 se obtuvo la proteína recombinante MBP- LiA1, que 

se compone de la proteína MBP fusionada a un subfragmento amino terminal 

de la LiHsp83 denomi nado A1 (1) . LiB1, LIC1, y LiD1 son proteínas 

recombinantes que representan distintas regiones de LiHsp83, y provienen de 

los plásmidos pQELiB1, pQELiC1 y pQELiD1. 

LiHsp83 

MBP-LiHsp83 

MBP 

;::~:::_ .,;: .•. ~; .. ::~:;·n:::~;: 

MBP-LiAl 
~~-:~ . : :~--~:;E~~~~; 

. .; ........ ~--~ 

~:·:!~~i ::::-=--~ ,;- .. ;~::;~-:~? 
:-- . . . .; ........ : 

LiBl 

LiCI 

LiDl 

'igura l. Representación esquemática de las proteínas recombinantes utilizadas en el presente trabajo. La 
roteína LiHsp83 proviene del plásmido pQELiHsp83, MBP-LiHsp83 de pMAL-LiHsp83, MBP de pMAL­
Rl* MBP-LiAl proviene de pMAL-LiAl y LiBl LiCl y LiDl provienen de pQELiBl , pQELiCl , pQELiDl 

~s pectivamente. 
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proteína12 ~nantes. 

Bacterias de Escherichia coli de la cepa M15 (Qiagen) fueron 

transformadas con las construcciones plasmídica s las c ua les fueron 

utilizadas para obtener la expresión de las siguientes proteínas: 

• LiHsp83 

• MBP-LiHsp83 

• MBP 

• MBP-LiA1 

• LiB1 

• LiC1 

• LiD1 

Ésta cepa utilizada presenta una reducida actividad proteolítica y v iene 

transformada con un episoma que contiene el gen de resistencia a kanam ic i a 

y el gen que codifica para el represor Lac. De esta manera se puede elegir e l 

momento de expresión del producto recombi nante por inducción con IPTG. 

Inducción y expresión de proteínas recombinantes. Las bacterias M15 

contenie ndo p lásmidos recombina ntes, fueron crecidas "overnight' en med io 

Luria broth (Bacto-triptona 1%, Extracto de levadura 0 .5%, NaCI 1%, Agua 

desti lada) suplementado con ampicilina (1 00 µ g/ml) y kanamicina (10 µ g/m l) a 
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37ºC con ag itación. A continuación se hizo una di lución 1:40 en el mismo medio 

de c ultivo y se incubó durante 3 horas a 37°C. La expresión de las proteínas 

fue inducida por el agregado de IPTG (isopropil-D-tiogalactopiranósido) a una 

concentra c ión final de 2mM durante 2 horas a 37°C. 

Ext r acción de la s proteínas reco mbi na ntes. Las bacterias provenientes 

de un cultivo ind ucid o d e 100ml fuero n cosechadas por centrifugació a 4°C 

durante 5 minutos. Con el objeto d e pur ificar las proteínas de fus ión 

prove nientes de l sistema pQE (Qiagen) se resuspendió el pellet en 1 mi de 

solución de lisis (NaH2 POA 50 mM, pH 8; Na CI 300 mM, im idazol 10 mM) por 

cada 50 mi d e cultivo y se sonicó a a lta frecuencia tres vec es durante un 

minuto cada vez en hielo. El lisado resulta nte se centrifugó a 12000 rpm en 

microcentrífuga du r ante 5 mi n a 4°C, El sobrenadante conte niendo la proteína 

de fusión , fue guardado -20°C hasta su pur if icación . 

Purificación de la proteína de fusión por cromatograf ía de afinidad de 

metal q ue lado. Por este sistema se obtuvieron las proteinas LiHsp83, LiB1, 

LiC1, LiD1 . Se cargo una colum na con 1 cm' de resina Ni2 •- NTA (Qiagen) . Esta 

resi na contiene un ligando NTA (ácido nitriloacético) con iones de Ni unidos 

fuerte mente, los cuales unen firmemente proteínas suple mentadas con más de 

dos histid inas veci nas. Se cargaron 2 mi de sobrenadante conteniendo la 
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proteína recombi nante; se lavó con 2 mi de solución de lisis y luego se 

aplicaron 10 volúmenes de solución de lavado (soluc ión de lisis suplementa.da 

con imidazol 20mM) con el objeto de elu ir de la co lumna las proteínas 

bacter ia na s . La proteína de fusión LiHsp83 fue eluida de la colu mna con la 

solución de purificación (solución de lisis suplementada con imidazol 200 

mM). Las muestras de proteína purificada fueron dializadas co ua una 

solución salina de buffer fosfato 0,1 x (PBS) y luego fueron liofilizadas. Ver 

figura 2. 

J 2 3 4 5 6 7 8 M 

_ ..... 

- -

Kda 
MBP-Liffst,83 

66 

43 

29 
24 

Figura 2. Purificación de la proteína recombinante LiHsp83 . Calle 1 homogenato total de 
bacterias transformadas con el plásmido recombinante, calle 2 mismas bacterias inducida 
con IPTG. Este homogenato fue pasado por una columna con níquel, observándo e el 
eluido en calle 3, se lavó el material retenido con solución de lisis ( calle 4 con 
olución de lisis (calle 5), eluyéndose la proteína recombinante con olución de li i 

pH 4 (calles 6 7 y 8). El producto de elución fue djaiizado contra PBS 0.1 X. Todas la 
fracciones fueron sometidas a Electroforesis en SDS-PAGE 10% tiñéndose el gel con 
Coomasie blue. M, marcadores de peso molecular. A la izquierda se indican los pe os 
moleculares en Kda. 
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Purificación de las proteínas de fusión del siste ma pMAL-cRI. En el 

s istema pMAL-cRI (New Eng land Biolabs) se obtuvieron las proteínas 

recomb inantes M BP, M BP-LiHsp83, M BP-LiA 1. Brevemente e l sistema de 

vectores MBP permite la expresión de genes de interés c lonados 3 a l gen 

malE que codifica para MBP. 

Las proteínas proven ientes de l sistema pMAL-cRI ( ew E gland 

Biolabs)fueron purificadas de la siguiente manera, los pe ll er.s eron 

resuspend idos en solución de lis is (Tris-HCI 20mM, pH 7,4: aCI 200 

EDTA 1mM). Las bacterias fueron sonicadas y centrifugadas co o ya se 

mencionó en el ítem anterior. Las proteínas de fusión fueron pasadas oo a 

resi na de am ilosa (New England Biolabs), y las proteínas bacteria as .::. e o 

eluidas con la solución de lavado (solución de lisis) . Las proteínas de.::. s ó.- ae 

interés fueron eluidas de la columna con la solución de purificació (so c'ó 

de l is is sup lementada con Sacarosa 100mM). Las muestra s de 
, 

oro-;e ""ª5 

purificadas fueron dial izadas contra una solución salina de bu e 

(PBS) 0,1x ( NaCI 8gr, KC I 0.2gr, P04 HNa 2H2 0 0.92 gr, PO.,,H2 0.2o , d .:O 

litro) y a continuación liofi lizadas. Ver f ig ura 3 . 

La s proteínas fueron cuantificadas por el método de B ad ord 

(4)utilizando sera-albúmina bovina como standard. 
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A 

Kda 

66 

43 

29 

M l 2 3 4 5 6 

B 

Kda 

66 

43 

29 

24 

M123456 7 8 

MDP 

Figura J . Purilica<-i ón de la protdnas rccombinanles MBP-Lillsp83 (\ )y ~IBP (B) (..\)Calle l. homogenato total de bacterias 
transformadas con el plásmido rec mbinante. cal le 2 mismas bacterias inducidas con IPTG. Este homogeoato disuelto en solución 
de lisi. fue pasado por una columna de amilosa. obscrviÍndollC el llluido en calk . e la\'Ó el malerial rdcnido ( proti::ínas 
bactL'l'ianas) con solución de lavado (calle 4). elu óndosc la proteína rccombinantc con olución d lisi con maltosa (ca lles y 
6). (ll) <..'11 la calle 1 pu<.-dc observarse el cluido del homogt.•nato. 1.a calles 2 a 4 corrcspondcri a los [a, d usando e las mismas 
soluciones que en el ca, o anterior). y las calles 5 a 8 a la elución de la proteina con maltosa. El produ o de elución fue diali1..ado 
contra PB 0. 1 X. Todas las fracciones füeron sometidas a ela troforcsis 1..,1 S D -PA JOº o tiñendo el g.d con Coornasie blue. 
M. marcadores de peso molecular. la izc1uicrda se indican lo. pesos moleculares tlll Kda. 

lnmunizacioME2.. 

Se inmunizaron intraperitonea lmente (ip) ratones hembras de la cepa 

CF1 con cada antígeno a los días O y 21 . Las dosis de inmunización y de l 

refu erzo de cada antígeno y co mbi nac iones con r elación a su peso molecular 

fu eron la s s ig uientes : MBP (2,5 µ g) . LiHsp83 (5 µg), y MBP-LiHs p83 (7,5 µg) . 

Como control ad icional se inmunizó con el antígeno MBP emulsificado en 

adjuvante completo de Freund (ACF) di lución 1:1. Los días O(suero preinmune), 
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21, 28, 4 0, 60, 90 y 120 s e colectaron muestras de sangre sangrando a los 

rato nes por sus colas . 

Determinac ión de títulos de lgG e isotiµ..a.a. 

La concentracíon Óptima de proteína recombinante a usar en los 

ensayos de ELISA fue determinada de la siguiente manera : cantidades 

crecientes de proteína recombina nte fueron usadas para sensibilizar la placa 

de ELISA (lmmuno Plate Maxisorp™: Nunc). Se incubó "overn ight' a 4°C y 

luego de tres lavados con PBS 1x, se colocaron 50 µ I en cada pocillo de 

enzima peroxidasa de radicheta tipo VI (SIGMA) (100 µg/m l) en PBS 1X y se 

dejó tres horas. Posteriormente se lavo dos veces en solución de lavado (PBS 

1x, Tween-20 o,25"lo) y una vez con PBS1x. La reacción calorimétrica se realizó 

con OPD (ortofenil diamina: OPD 1mg/ml de citrato de sodio 0,1 M pH5: H ~ P 2 1 

µ l/ml) y se midió absorbancia a 450 nm a los 5 minutos en un lector de EL ISA 

a utomático (Dynatech MR4000) . Se tomó como concentración Óptima aquella 

con la cual se obtiene el valor mas bajo de absorbancia por primera vez, 

cuando estas alcanzan valores bajos en forma constante. Se infiere de esta 

manera que el pocillo alcanza su grado óptimo de sensibilización si n exceso de 

proteína. Cada pocillo de la placa de ELISA (lmmuno Plate Maxisorp™: Nunc) 

fue sensibi lizado " overnight' a 4ºC con 100 µ I de la proteína recombinante 

MBP o LiHsp83 diluidas en buffer carbonato 0,05 M (pH9,6). MBP fue usado 

en su óptima concentración de 5 µ g/ml y LiHsp83 a 3,5 µ g/ml. Después de 
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haber sensibilizado la placa, los pocillos fueron bloqueados con 200 µ I de 

solución de bloqueo (leche descremada en PBS 1x Tween-20 0,25%) durante 2 

horas a temperatura ambiente. Las placas fueron lavados u na vez con 

solución de lavado (PBS 1x, Tween-20 0,25%), y se sembró 100 µ I de s uero a 

testear o control (suero preinmune) en una dilución 1:200 e solución de 

bloqueo. Las placas fueron incubadas durante 2 horas a "toe peratura 

ambiente y luego se lavaron tres veces con solución de lavado. Co o segundo 

anticuerpo, se usó anticuerpo de cabra anti lgG de ratón co j gaoos con 

peroxidasa de radicheta (Jackson lmmunoResearch Laboratories 1 c .) , d 1 idos 

1:2000 en solución de bloqueo. Se incubó una hora a temperatura a be "toe y 

luego se hicieron lavados de igua l manera a como se menc ionó e e oaso 

anterior. Los complejos inmu nes fueron revelados con OPD corro s s~ a-r.o 

cromogénico. Se midió la absorbancia a 450 (A4 0 ). Los resu ltados oe E- S 

fueron determinados para cada suero por duplicado. Al meno s dos ::_ S s 

independientes fueron realizados para cada suero. El punto de cor:.e se 

estableció como el valor medio de la reactividad del grupo co ¡;..-o (s ero 

preinmune) mas tres desviaciones standard. 

El análisis específico de isotipos fue realizado por ELI S sa,-,oo los 

sigu ientes anticuerpos anti-ratón conjugados con peroxidasa tle aa ic eta : 

anti-lgG1 y anti-lgG2a(ICN Biomedica ls, lnc.). Los datos ~ e o gra icados 

como la absorbancia relativa, es decir, el valor med io d e la abso ba cía de 
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cada suero a testear dividido el valor de absorbancia medio del suero 

pre in mu ne. 

zJoit.ing_(lm munablot). 

Los extractos proteicos fueron resueltos por electroforesis en gel de 

poliacrilamida al 10% con sulfato dodec il de sodio (SDS-PAGE) en el sistema 

Mini-Protean (Bio-Rad). Las muestras fuero incubadas con un volumen de 

buffer de s iembra ( ~ -mercaptoetanol 6%, Tris-HCI 6%, g licerol 20%, azul de 

bromofenol 0,6%), hervidas durante 10 minutos y enfriadas en hi elo 5 minutos 

antes de ser sembradas en el gel. Para el anális is en lmmunoblot, las 

proteínas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa (BRL) por 

inmunoe lectrotransferenc ia (0.8 mA/cm 2
) luego de la electroforesis. Las 

membranas se incubaron "overnight" a 4°C con solución de bloqueo (leche 

descremada en PBS 1x Tween-20 0,25%) . Los filtros fueron enfrentados, una 

hora con agitación, con los sueros de ratones inmunizados con las diferentes 

proteínas recombinantes. Se usó un anticuerpo conjugado a peroxidasa 

(Jackson lmmunoResearch Laboratories lnc .) como segundo anticuerpo, y la 

unión específica se reveló con diaminobenzidina 1 mg/1,5 mi como sustrato 

cromogénico y 1 ~ L l/ml de H ~ p 2 . Los lavados entre cada incubac ió d~ 

anticuerpos se realizaron de similar modo al descripto para e l e 5a o ae 

ELISA. 



A_náli5 i5 d__~ _ 1'Lp~~p~_n_dj _ ~ de célula5 de bazo . 

Los en sayoG de proliferación in vitro fueron realizados co med io de 

cultivo RPM I suplementado con suero fetal bovino al 10%, ~ -mercaptoeta ol en 

concentración final de b x 10·- M, penicilina (100 U/mi) y eGtrepto , 'c i a ( 00 

µg/m l) . En el día 120 luego de la primer inmunización, Ge extrajerol'í ba zos de 

cuatro ratone5 por grupo (MBP, M BP-LiH s p83 y LiHsp83). Como col"':.ro se 

extrajeron bazos de 4 ratones CF1 sin inmunizar. Las células via bles oe oazo 

fueron se mbrada5 por triplicado en 200 µ I de medio de manera q ue q et:Jarar 

3 x 10" células por pocillo. El recu ento de células de bazo se realizó en cár"'a,...a 

de Neubauer, proced iendo de la sigu iente manera: se diluyó el preparado oe 

esplenocitos 1:20 con solución salina con azul de metileno para a na l iza r a 

viabilidad ( la s células muerta5 se tiñen de azul). Se procedió a carga a 

cámara con la dilución de 1:20 y se contaron lo s leucocitos conten idos e los 

4 retículos angu lares de la cámara. Se real izó el siguiente calcu lo 

4 

N= cantidad de leucocitos en los 4 cuadrados 

20= título de dilución 

10= correción de profundidad de la cámara para llevar a 

4= núme ro de cuadrados. 

8 
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Y con esto se obtuvo el número de cé lu las por mi. 

Para los ensayos de proliferación se utilizaron placas de microcultivo 

de fondo plano de 96 pocillos (Costar, Cambridge, Mass.). La estimulaclón de 

las células se realizó con 10 µ g/ml de MBP. Como contro l egativo para cada 

grupo se utilizaron pocillos en los cuales sólo había med io de c 1-;·vo. A las 24 

y 48 horas se agregó 1 ~t Ci/pocillo de '.~ H-timidina (5Ci/mmol, A e .. s a.,.. Corp.) . 

La incorporación de 3 H-timidina fue medida a las 48 y 72 o .... as e u 

contador de centelleo. Los resultados fueron expresados media -r;e e ' d ice de 

estimulación (SI) : la media de las cuentas por minuto (cprri ) oe :; ... -r;·vo 

estimulado con MBP dividido la med ia de cpm del cultivo no es-;.,... aao. ::1 

nivel de cpm del grupo control y de las células no estimuladas se ex-r. e""de 

desde 870 cpm hasta 8430 cpm. 

Se consiguió la mayor estimulación en todos los casos a las 2 ,.o .. as. 

En el experimento de linfopro liferación el nivel de sig ca,.,~ a oe as 

diferencias entre grupos inmunizados con MBP-LiHsp83 y t-.ABP, se oe~e ,.., ' Ó 

por el test "t " de Student. 

ExtnLc__cja_n_atL pLOJ<eínas dc_t.umoL..t:!lc:_mamas de ratón . 

El tumor de mamas fue gentilmente cedido por la J .. a. ::o i-r; ordon 

(Academia Nacional de Medicina, Buenos Aires, Arge -r; a ) . as proteínas 
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fueron extractadas por trituración del tejido en mortero con disolución en 

PBS 1X. Esta mezcla fue diluida en buffer de siembra ( P-mercaptoetanol 6%, 

Tris-HCI 6%, Glicerol 20%, Azul de bromofenol 0.6%) pa a s u posterior 

resolución por electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAG E 010. 
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CaJ.iiiatL.d e as p rot cí nas re e o m bina n ~ · """'"' "'--"' Uo<..0<1-'<LI"--"'- --"'- ......_ -'-""-'"--~"'-"" · ~ ~ '1~ 

LrlJn u r:1.iz a_GJó_r¡ . 

Las proteínas recombinates elu idas de las respect ivas co lumnas 

cromatográficas, no contenían material contaminante a lgu o de.o;ectable por 

t inción co n Coomasie Blue del gel de pol iacrilamida (Ver figu ra 4 ) . f'o o "tanto 

est e material se cons ideró apto para los estudios de inmun izac 'ó q e se 

describen a continuación. 

Se inmunizaron intraperitonealmente 4 g r upos de 8 rato es caoa o 

con las dos is y denominación que se detallan a continuación: 

• Grupo MBP, 2,5 µ g de MBP. 

• Grupo LiHsp83, 5 µ g de LiHsp83. 

• Grupo MBP-LiHsp83, 7,5 µ g de MBP-LiHs p83. 

• Grupo MBP-ACF, 2,5 µ g de MBP emu lsificada c o r at:' · - v a,..~e 

completo de Freund (1:1) (control de a ntígeno reportero as aa ' _ a -;e 

convenc ional). 

• Grupo MBP+Hsp83, 2,5 µ g de MBP mezcladas con 5 µg oe _ - sD83. 



Kda 
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66 

43 

29 
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M 1 2 3 

Figura 4. Proteínas de fusión resueltas por gel de acrilamida SDS-P GE 100/o 
y teñido con Cooma ie Blue. Calles: M , marcador de pe o m olecuJar ~ l. 
LiHsp83 · 2 MBP· 3 MBP-LiHsp83 . Los pesos moleculares son indicado a las 
izquierda. 

~ spue..SkU u m.orn 1 cont M !'- . 

Para determinar el valor de LiHsp83 como carrier o lee 1a pa a la 

produción de una potente respuesta inmune humoral en co ~ a oe MBP se 

determinaron los títulos de lgG en muestras de sueros de los disti tos 

grupos de ratones al día 28 (siete días después de la segu da i nizac ión 
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refuerzo). Se determinó el título como la mayor absorbancia del suero a 

analizar que estaba por debajo del cut-off del suero preinmune a esa dilución. 

Como se observa en la figura 5A, en los ra tones inmunizados con el sistema 

de fusión MBP-LiH sp83 se obtiene el título de anticuerpos anti-MBP más alto 

9 x 10' . La proteína recombinante MBP mezclada con LiHsp83 usadas para 

inmunizar a l grupo de ratones respectivo produjo un título muy s imi lar a l que 

se obtuvo en las muestras de suero de ratones inmunizados so lo con MBP, 

0.8 x 103 y 1.2 x 10 respectivamente. Por lo tanto se observa que los raton es 

inmunizados con el sistema de fusión libre de adjuvante MBP fus ionada a 

LiHsp83 obtuvieron una respuesta humoral de 7,'o a 11 veces mas a lta que la 

observada en los ratones inmunizados con MBP sola o sin fus io narla a 

LiHsp83. El grupo de ratones inmunizados con MBP emulsificada con ACF dió 

un ·t;ítulo de va lor intermedio (título: 6 x 10 ). 
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Figura 5 Respuesta hwuoral de los ratones Cfl inmunizados con las distintas proteínas de fusión: MBP. 
MBP-LiHsp83. MBP mezclada con LiHsp83 y MBP cmulsificada con adjm·ante compl to d FreWld ACF). 
Las protcinas usadas en la imuutúzación fueron : 2.5µg (MBP). 5µg (LiHsp -' y . - µg MBP-LiHsp83). Se 
aplicó un refuerzo a los 21 dias post-inmunización. A Las muestras de suero testeadas en el día 28 post­
inmw1izacion se analizaron por ELISA con MBP como antígeno. Los títulos de lgG se detemunaron como 
la máxima dilución de suero que en la cual se obtenía una absorvancia cuatro , ·eces más grande al alar 
obtenido para el suero preinmune. El valor de título medio para acada grupo se alculó. B Se muestra el 
curso temporal del nivel de anticuerpos anti-MBP. Las muestras de suero de lo ratones inmunizados se 
Lomaron periódicamente a lo largo del experimento. 



Curso temporal d.tLJa respuesta cont_r:a_M_I2_E_. 

Con el fin de determinar el curso temporal de la respuesta humoral 

anti-MBP, los ratones pertenecientes a los distintos g rupos bajo estudio 

fueron sangrados periodicamente hasta llegar a los 120 días poster iores a la 

primer inm unización . En la fig ura 5A se puede observa r el perfil de 

seroconversió n de los ratones inmunizados con MBP-LiHsp83, MBP+LiH s p83, 

MBP, o MBP emu lsificada con ACF . A lo largo del período q ue se t. vo en 

cuenta para el análisis cada grupo mostró un ascenso rápido y a gudo de los 

niveles de anticuerpos lgG anti-MBP en los días posteriores a l refu er zo de 

inm unización "booster" (día 28). Justamente en este día se observó el ive l 

más alto. En concordancia a lo observado en el análisis de tít ulos, el ayor 

valor de absorbancia se obtuvo en el grupo de ratones inmunizados co MBP­

LiHsp83. Esto se suma al hecho de solamente las inm unizac io es do de MBP 

esta fusionado recombinantemente a LiHsp83, así como t.ambién el grupo 

control MBP-ACF, mostraron una presencia perdura ble asta 4 meses de 

anticuerpos lgG anti-MBP. M uy por el contra rio , cua ndo las inmun izaciones 

fueron con MBP por sí sola o mezc lada con Li Hsp83 no mostraron un nivel de 

anticuerpos det ect ables po r encima d el día 90, ni en ningú n momento 

alcanzaron los va lore s obtenid os c on la prot eína de fusión. 
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También se procedió al análisis de la reactividad a t i - Li Hsp83 en los 

grupos de ratones inmunizados con las proteinas recombi a tes Li Hsp83, 

MBP- LiHsp83 y MBP+LiHsp83, determinándose el título de a t icuerpos lgG al 

día 28. En todos los casos los títulos obtenidos en las muestras e sayadas 

por lgG-ELISA fueron mayores de 10 (datos no mostrados). 

Con el objeto de comprobar que la reacción inmune contra la proteína 

recombinante LiHsp83 reconoce multiples epítopes de la proteína, se procedió 

a un análisis por lmmunoblot de 4 regiones diferentes de la LiHsp83 (1 ) (ver 

figura 6 A) Los sueros de los grupos inmun izados con las proteínas 

recombinantes MBP- LiHsp83 y LiHsp83 mostraron tener reactividad contra 

las 4 regiones ensayadas demostrando así estimular en ratones multiples 

epítopes de células Ben contra de LiHsp83, (Ver figura 6 B) . 
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6. A , proteínas recombinantes resueltas en gel de poi iacrilamida 10% SDS-PAGE taiJdas coa Coomasie 

t , MBP-LiA 1; 2, LiB l ; 3, LiC I · 4, LiD l ; 5 LiHsp83. B Análisis por Western blot de la reacnvtdad de sueros de 

inmunizados con MBP-LiHsp83 al día 28 post-inmunización . 

Por otro lado, surgió la siguiente pregunt a: ¿ la respues-¡;;.a e 

contra LiHsp83 incluye antic uerpos de reacción cruzada con proteí as del 

huesped? 

Co mo se comentó en la introd ucción existe la posibilidad q ue las SPs 

de l patógeno al estimular una reacción inmune contra ellas puedan inducir una 

reactívidad cruzada contra las HSPs del hués ped en este caso el ratón, 

debido a l a lto grado de conservac ión existente entre la LiHsp83 y la Hsp90 
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de mamíferos (1). Con la intención de analizar esta posibi l idad en los ensayos 

en que la LiHsp83 fue utilizada para inm unizar ratones, se extraj eron 

proteínas de tumor de mamas de ratones, los preparados proteicos se 

resolv ie ron med iante SDS-PAGE y se ana l izaro n por lmmunoblot. 

B 

1 2 3 
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Figura 7. Análisis de la especificidad de los anticuerpos anti-LiHsp83 . A el homogenato 
total de células de tumor de mamas de ratón fue disuelto en PBS 1 X, de esto e obtuvo dos 
fracciones: pellet (calle 1) y sobrenadante (calle 2). En la calle 3 se sembró la proteína 
recombinante LiHsp83 . Todas las fracciones fueron sometidas a electroforesis en SDS­
P AGE 10% y el gel fue entonces teñido con Coomasie blue. B las proteinas observadas en 
el gel (A) se electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se analizaron por 
Western blot con suero de ratones inmunizados con MBP-LiHsp83 . A la izquierda de cada 
figura se indican los pesos moleculares en Kda. 

En la f igura 7 se puede observar que ningún antígeno de rató - -~ 

reconocido por las muestras de s uero de ratones inm unizados co ... a o-o~ ~ .. a 
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recombi na nte MBP-LiHsp83, descartando así la posibilidad de fenómenos de 

reactividad cruzada. 

il'lrnu.nizado~. 

Partiendo de la base q ue la regulación in vivo de los isotipos de 

anticuerpos lgG presentes esta regu laaa po citoquinas (54 y 51), Ge procedió 

al análisis por medio del test de ELISA con e obje~o de detectar isotipos lgG1 

y lgG2a producidos en contra de MBP (figura 8). Los valore s e estos gráficos 

son expresados como la absorbancia media de cada G e o ~est dividido la 

absorbancia media del suero preinmune. En el caso de los ra~o es izados 

con la proteína recombinante de fusión MBP-LiHsp83 se obtuvo a pote te 

respuesta del isotipo lgG2a anti - MBP, mientras que la presencia del isotipo 

lgG1 anti-MBP fue más baja (figura 8A). De hecho en el curso tempora l de l 

estudio se puede observar que la relación de reactividad lgG2a/ lgG1, se 

extiend e desde 4.0 hasta 8.6. El p ico de reactividad se obtuvo en el día 28 

post-i nmunización, y los niveles de lgG2a y lgG1 se mantuvieron a lo largo del 

experimento. Este patrón de isotipos obtenidos sugiere que existe en este 

sistema una estimulación de células del subset Th1 acompañada de una 

estimulación de células Th2 más leve (los isotipos observados son resultado de 

las c itoqu inas secretadas por cada subset de células T). El grupo de ratones 

inmunizados solamente con MBP mostró un perfil isotípico asociado a 
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citoquinas Th1, debido al hecho de que sólo se detectaron anticuerpos anti-

MBP del isotipo lgG2a a lo largo del experimento(fig8B). El nivel de anticuerpos 

anti-MBP lgG1 no sobrepasó el pu nto de corte ("cut off') . 
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Figura 8. Análisis isotípico de lo anticuerpos anti-MBP de los ratone inmunizado . La 
muestras de suero se tomaron a diferentes días luego de la primer inmunización. La 
absorvancia relativa es expresada como la división entre el valor medio de absorvan ia del 
suero test y el valor medio de absorvancia del suero control (preinmune curso temporal 
de los isotipos IgG anti-MBP en ratones inmunizados con MBP-LiH p ~. y B con ~ p 

sola. 

En los ratones inmunizados con M BP mezclada con LiHsp83 os ~es "t-ados 

obtenidos fueron los mismos que para el anterior grupo (daL:.o o osuado) . 



it1.munizados. 

Cuando se analizó el perfil de isotipos anti-Lihsp83 co las estras de 

sueros de ratones inmunizados con MBP-LiHsp83 se obtuvieror resu ltados 

similares a lo observado para MBP (figura9A), es decir hay a resp esta 

predominantemente de isotipo lgG2a anti-LiHsp83 asociada a l s bse~ de 

cé lulasTh1, acompañada de una leve respuesta lgG1. La relación de r ea c~ · 'dad 

oscila en 3.1 llegando el día 28 a 10. En los casos de ratones inmun izados co 

LiHsp83 se observa un pico de reactividad a los 28 días post-inmun izac ió ( a l 

igual que en el caso anterior) de lgG2a segu ida por una caída hasta u ivel 

que se mantuvo a lo largo del experimento, con niveles de lgG1 indetectables 

(figura9B ). 
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Figura 9. Análisis isotípico de los anticuerpos anti-LiHsp83 de los ratones mmuruzados. 
Las muestras de suero se tomaron a diferentes días luego de la primer inmuniz.a ión.. La la 
absorvancia relativa es expresada como la división entre el valor medio de absorvancia del 
suero test y el valor medio de absorvancia del suero control (preinmune curso temporal 
de los isotipos IgG anti-LiHsp83 en ratones inmunizados con MBP-LiHsp 3. B con 
LiHsp83 . 

Aná lisis de linfoproliferación dep~d.cLM12.E. 

Se procedió al estudio de la estimulac ión de cé lulas e ~or a específica 

con MBP a partir de células proven ientes de bazos obte idos ae los ratones 

inm unizados. Se util izaron 4 ratones de cada grupo: BP, BP- Li Hsp83, y 
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grupo control ( sin inmunizar) . La linfoproliferación generada se analizó a las 72 

horas después del agregado de 10µ g/ml de MBP. La medición de la respuesta 

celular pro liferativa se mid ió mediante el agregado de 3 H-timidina 16 horas 

previas a los ensayos de cuantificación. La incorporación de la timidina a las 

cadenas nacientes de ADN se correlaciona directamente co la división celular, 

es decir a la proliferación de los linfocitos T (que se tienen en cult.ivo). Además 

como la timidina se encuentra tritiada dicha incorporación se puede medir, en 

cuanto a sus niveles, mediante un contador de centelleo, de manera que a 

mayor incorporación mayor cpm medidas, y por lo tanto mayor nivel de 

proliferación. Los resultados obtenidos revelaron que los esplenocitos 

provenientes del grupo de ratones inmu nizados con MBP-LiHsp83 pro liferaron 

fuertemente en respuesta a MBP (Figura 10). En el caso de los esplenocitos 

provenient;es de ratones inmun izados con MBP el nivel de proliferación fue 

l;ambién alto pero significativamente mas bajo (p<0,05) que el obten ido con los 

esplenocitos del grupo MBP-LiHsp83. El grupo control para este experimento 

(sin inmunizar), y el inmunizado con Li Hsp83(n=2 dato no mostrado), ambos no 

mostraron un nivel apreciable de proliferación. 
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Figura 10. Ensayo de proliferación in vitro de esplenocito de ratones inmunizados con 
MBP MBP-LiHsp83 y PBS como control. e analizaron cuato ratone por grupo. El ídice 
de estimulación repre enta el cociente entre el nivel medio de cpm del cultivo estimulado 
con MBP y el nivel medio de cpm de los cultivo no e timulado . Los valores 
correspondientes al grupo MBP-LiHsp83 son significativamente diferente p<O 05) con 
respecto a los obtenidos para el grupo MBP. 



 



El haber fusionado MBP a LiHsp83 permitió obtener una fuerte 

respuesta inmune contra MBP en ratones inmunizados con esta proteína de 

fusión. La proteína LiHsp83 se empleó en este caso como un "adjuvante" , 

razón por la cuál con este s iste ma no se requiere el uso de adjuvante 

convencional alguno. Este s is t ema, antígeno reportero(MBP)-LiHsp83 

estimuló en los ratones inmunizados mayores y mas perdurables niveles de 

anticuerpos anti-antígeno reportero, así como también un mayor estímulo 

específico de células T, que la inmunización c o el antígeno reportero solo. 

Para que haya éste tipo de respuesta contra MBP en a usenc ia de adjuvante 

fue necesario que exista un vínculo físico entre LiHsp83 y MBP, ya que la 

mezcla de ambas proteínas generó una respuesta inmune humoral y celular 

similar a la observada para MBP sola. 

Una ventaja del tipo de sistema de fusión utilizado es que se obtiene un 

número y posición de epítopes potenciales idénticos para cada molécula 

admin istrada de MBP-LiHsp83. Ésta situación es imposible en el caso de 

formación de conjugados con la HSP (31, 2 y 41) o cuando se trabaj a cor 

complejos chaperona-antígeno conformados (17) donde ambas s itua c 'or es 

plantean trabajar con "pooles' de moléculas no idénticas y co o e,.. s aaa 

variable de epítopes. De hecho, en éstos Últimos casos se p ede ,...-;,o ... _ .... ·­

variabilidad en las respuesta inmune contra los antíge os sea a 

tasa molar de antígeno y "carrier ·, o en el modo oe i; ... s ·ó ... e;~ -a-- ,. _ a 



"carrier' , factores que inciden en la posición distintiva de epítopes B y T (18, 

30). Así con el sistema de fusión antígeno-LiHsp83, se reducen 

considerablemente las variables asociadas al estudio de las proteínas de 

choque térmico como "carriers" moleculares e inm unogén icos de antígenos 

reporter os. 

Una de las características principales de la respuesta hu mora l contra 

MBP dada por el sistema de fusión MBP-LiHsp83 es que la misma fue de 

altos niveles y de larga duración, exhibiendo una rápida y potente respuesta 

una semana después del refuerzo (día 21). La respuesta inm une humora l en 

este grupo se redujo un 30% el día 40, respecto al día 28, mant en iendose 

cons"tante hasta el día 120, es decir, a lo largo del resto del e perimento. 

Este resultado sugiere q ue la respuesta humoral se extendería por un tiempo 

sustancialmente mas largo que los 120 días. Las capacidades inmunogénicas 

de LiHsp83 eran esperadas en pa rte debido a lo que se conocía para otras 

HSPs (49 y 48) y en parte al aná li sis de datos previos, tales como los que 

mostraban que muestras de suero de perros con leishma niasis v isce ra l (LV) 

tenían una reactividad de anticuerpos contra cua"tro diferentes regiones de 

LiHsp83 que partían desde 35.7% hasta llegar a B8% (1), también en sueros 

de pacientes con LV se obtuvo una reacti vidad contra multiples epítopes de 

células B dentro de la proteína (Angel SO, datos sin publicar). 

La inmunización con MBP-LiHspB3 estimula fuertemente la resp es:.a 

celular, observándose claramente que las respuestas prolifer.ativas oe los 
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esplenocitos de ratones inmunizados con MBP-LiHsp83, fueron mucho más 

alta que la obtenida en las mismas células de ratones inmunizados solamente 

con MBP. In vivo los isotipos de anticuerpos secretados estan regulados por 

citoqui as, observándose que aquel las pertenecientes al perfil de respuesta 

in une Th1 estan asociadas a la presencia de anticuerpos del tipo lgG2a: y 

miennas que las citoquinas relacionadas al perfil Th2 estan asociadas a la 

secreción de anticuerpos del tipo lgG1 (36 y 61). Nuestros resultados 

most.raron, que a pesar de poder observarse en ratones inmunizados con 

BP-LiHsp83 una respuesta anti-MBP del tipo lgG1/lgG2a, el isotipo 

domi ante en esta respuesta fue lgG2a. De estos r esultados se puede inferi r, 

que por un lado se estimuló una potente respuesta inmune del tipo Th1, y que 

por otro se obtuvo también una respuesta del tipo Th2, pero más débi l. Todos 

estos resultados han demostrado ser simi lares a los obtenidos en ratones 

inmun izados con MBP-LiHsp70 (46). 

Algo curioso surge al anal iza r el perfil isotípico obtenido contra la 

proteína recombinante LIHsp83, mientras que por un lado en ratones 

inmunizados con MBP-LiHsp83 se obtuvieron, al igual que contra MBP, a bos 

tipos de anticuerpos lgG1 e lgG2a, en ratones inmunizados con Li sp83 s' o 

se obtuvo el isotipo lgG2a. Se da entonces el caso que la unió 
,., 
- s ca 

LiHsp83 modifica el perfil de isotipos secretados o se .... at:;" ~-

inmunización con sus formas independientes LiHsp83 5-:;; 

lgG2a). Estos resultados sugieren que la fus fv ::;,..._ ... - !!-!! 



inmunogénicas d iferentes a la molécula respecto a sus partes por separado. 

Es de destacar que la reactividad de los sueros de l grupo de ra t ones 

inm unizados con MBP fue sign ificativamente mas débil que la o bservada en 

sueros del grupo inmunizado con la fus ió n . Podría ser que la fusión con 

LiHsp83 no modifique el perfil de i sotipos anti-MBP, y q ue lo que esté 

ocurriendo en verdad es q ue a l aumentarse s ignificativamente la respuesta 

contra MBP los anticuepos de la clase lgG1 se hagan detectables. Es probable 

q ue e l uso de otros antígenos reporteros , aporten datos Útiles para confirmar 

el ro l de LiHsp83 en su papel de dirigir y estimu lar una respuesta del tipo 

Th2/Th1 contra un antígeno reportero y su utilidad como vacuna. 

Recie ntemente se ha demostrado que, péptidos provenientes de l v irus 

de la coriomeningit is linfocítica mezc lados con la proteína recombina te de 

humanos Hsp70 estimulan una respuesta inmune protectiva en los rato es 

inmunizados con esta s preparaciones (7). Ést e sistema de vacu ac ión se 

basa en la evidencia previa de q ue la Hsp90, Hsp70 y la proteína de choque 

t ér mico gp96 pueden acomplejar pept idos y d irigirlos a la ru'ta de 

presentación en el contexto de las moléculas M HC 1 y 11 (10). En dicho modelo 

el uso de la Hsp70 humana como " ca rr ier' para vacuna s de aplicación en 

huma nos evadiría e l estímulo de la respuesta inmune contra la Hsp70 propia, 

debido a la autotolerancia. En nuestro caso, se observó una fuerte respuesta 

humora l contra distintas region es de la proteína recombinante LiHsp83. Esto 

impli ca, la existenc ia de múltiples epítopes de célu las B. Debido a la 
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extremada conservación existente entre HSPs de patógenos y hospedadores, 

y al hecho ' , rec1en enunciado se plantea la pregunta sobre si puede éste 

sistema de fusión estimu la r la producción de anticuerpos co tra HSPs del 

huésped . Es evidente que un "carrier" molecular inmunoestimulador para uso 

en vac unas no debería producir una respuesta cruzada con proteínas del 

huésped. Al analizar la especificidad de la respuesta humora l co tra Li sp83 

se observó que los sueros de ratones inmunizados con MBP- Li sp83 o con 

LiHsp83 no reconocían ninguna proteína extraída de un tumor de a as de 

ratón. Es de destacar que falta un control positivo (un suero o a -;·e e po 

monoclonal anti-Hsp90 de ratón) que confirme la Hsp del éspeo. Si 

embargo. es sabido que la proteína citoplasmática Hsp90 se expresa e a 1;.as 

cantidades aún en ausencia de estrés (53) . Además también es sa\? ao q e 

las células tumorales producen altos niveles de expresión de SPs ' por 

ejemplo Hsp90, gp96, y Hsp70), de las cúales se extrae 

acomplejadas con péptidos para producir inmunidad protectiva (33 i ) . e 

los anticuerpos anti-Hsp83 son dirigidos específicamente co -¡;..-a os ep':.opes 

de LiHsp83, inferirían que la respuesta humora l co -r; a _·-sP83 es-r;á 

parcialmente restringida, tal vez por mecanismos que i vol c e ,,., a ea lación 

de respuestas contra componentes propios (8). Res 1:.aoo s s ilares se 

obtuvieron para el modelo MBP- Hsp70(59). 

Todos nuestros resultados avalan e l va lor oe a L sp83 como 

candidato para su uso como " . ,, carner para es-r;i ula r f ertemente la 
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respuesta inmune contra un antígeno fusionado. Mientras que en animales el 

uso de patógenos atenuados o proteínas purificadas en forma no muy 

exhaustiva está permitido para aplicar como vacunas, en humanos solo se 

permite el uso de péptidos o fracciones de antígenos de alta pureza 

(proteínas recombinantes). Frecuentemente ocurre que, tanto con péptidos 

como con antígenos purificados, no se obtiene una buena respuesta inmune, 

razó n por la cua'I se require el uso de adjuvant es. La elecc ión del adjuvante 

adecuado generalmente no es una tarea fác il. Pa ra tomar sólo algunos 

ejemplos, en humanos el aluminio es un adjuvante de uso pe rmi"ti d o, pero tiene 

la desventaja de polarizar la respuesta inmune hacia la s ecr ec ión de 

citoqu inas pertenecientes al patrón Th2 (29 y 6), con una estimulación de 

linfoci t os T citotóxicos muy baja . Muy por el contrario, el adjuvante completo 

de Fr eund (ACF) estimula una respuesta inmune asociada a Th1 (29). pero 

este adjuvante no es aceptado para su uso en humanos. El sistema planteado 

en este trabajo mostró esti mu lar una respuesta celular y humoral contra un 

antígeno reportero sin necesidad de adjuvante a lguno. 

iCómo es que la Li Hsp83 ejerce su acción como u • ' carrier inmunogé ico 

libre de adjuvante? En primer lugar, los patógenos expresan su s S"'s e ' 

niveles muy elevados como consecuencia del ambiente tota lme t e ros-; a ª-!! 

se deben enfrentar al ser fagocitados por macrófagos 5 . - _ -a ' ~ ~s--;e 

proceso las HSPs han demostrado ser procesadas y o-es~ "" -;a~~s a : s-~ - a 
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inmune. Una gran variedad de tipos de células T se han reportado poder 

r econocer det erminantes de las HSPs (65), entre estas se encuentran, las 

células T 'helper' ( para la asistencia de células B en la producción de 

anticuerpos) y las células T c itotóxicas destructoras de célu las 

infectadas) . Las célu las T y/8 también se describieron como reco ocedoras de 

determ inantes de HSPs. En un trabajo reciente (3) se demostró q e la sp70 

de micobact er ias estimula a prol iferar in vitro cé lulas T y/8 y a / P p ove ie tes 

de ratones que no habían sido previamente expuestos a la proteí a, au q e in 

vivo demostraron que la respuesta es esencialmente vía células - a l ~. E 

seg undo lugar, las HSPs estan a ltamente conservadas entre los 

por lo t anto esta situación puede ser conven iente como objetivo a ~oca iza r 

por parte del sistema inmune. En tercer lugar tal como ya se rrerc·o Ó, la 

Hsp90, Hsp70 y la proteína de choque térmico gp96 puede aco...,p e·ar 

péptidos y d irigirlos a la ru t a de presentación en el contexto de la5 r-o éc las 

MHC (10). Es sabido que las célu las presentadoras de a tíge,.os ( PCs) 

profesionales poseen receptores para a lg unas HSPs q ue cap:.ar'a éstos 

péptidos acomplejados co n las HSPs en forma específica(56). Por o ~a to se 

s ug iere que el s istema de fusió n MBP- LiH sp83 puede se captado por 

c ualquier t ipo de célu la presentadora de antígeno ( cé la B mediante 

anticuerpo, o APC clásica), luego pr esentar peptidos de vados del sistema 

de fusión en el cont exto del MHC, y esto es reconoc ido por cé lulas T reactivas 

63 



a estos sistemas, con la consiguiente estimulac ión de la inmuinidad humoral y 

celular observada en nuestro sistema. 

Suzue y Young (58) demostraron en 1996 por primera vez que la proteína Hsp70 

de M. tuberculosis estimulaba una fuerte respuesta inmune humoral y celular contra un 

antígeno del virus HIV (p24) cuándo ambas moléculas estaban ligadas ñsicamente. Mas 

tarde, Rico y col (46) observaron el mismo fenómeno utilizando como "carrier la Hsp70 de 

L. infantum y como antígeno repor!;ero la proteína MBP. En este trabajo se demuestra que 

una proteína de la familia de las Hsp90, la Hsp83 de L. infantum, también tiene 

propiedades inmunoestimuladoras cuando el antígeno de interés est a fusionado. Es de 

destacar que durante infecciones naturales por Leishmania, tanto en perros como en 

humanos, la pro-l;eÍna Hsp83 del parásito estimula una mayor respuesta humoral y celular 

que la proteína Hsp70 (48y 49, S.0. Angel, datos no publicados). Sin embargo, al ana lizar 

comparativamente los resultados obtenidos en este trabajo con los obtenidos por Rico y 

col ( 46) se observa que ambas proteínas producen una respuesta similar contra MBP. En 

particular, pareciera que LiHsp83 estimula una mayor secreción de lgG1 específicas que 

LiHsp70, aunque en ambos casos el isotipo predominante fue lgG2a. Quizás un análisis de 

la producción de citoquinas específicas pueda arrojar otras diferencias. 

Finalmente, se destaca que la fusión de un antígeno de i terés a la 

proteína LiHsp83 es una buena alternativa frente a otros adjuva t es y Hsps 

para su aplicación como "carrier" de inmunización. Con e l objetivo de analizar 

la utilidad de éste sistema como vacuna, así como ta bi é la confiabilidad de 

la respuesta celular T y B dirigida por la LiHsp83 como carrier", otras 
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proteínas recombinantes como Toxoplasma rRop2(34) o rSAG1 (42) se 

fusionarán a esta HSP, en nuestro laboratorio. 
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