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Quae medicamenta non sanat, ferrum sanat. Quae ferrum
non sanat, ighis sanat. Quae vero ignis non sanat,
insanabilia reportari oportet.

(Lo que los medicamentos fallan en curar, el escalpelo puede
curarlo. Lo que el escalpelo falla en sanar, el calor lo puede
sanar. Si el calor no lo puede curar, debe ser clasificado

como incurable.)

-Hipocrates.






ACF - adjuvante completo de Freund

APCs - células presentadoras de antigenos

Cpm - cuentas por minuto

CTlLs - células T citotéxicas

DCL - leishmaniasis difusa cutanea

ELISA - "Enzyme Linked Immunosorbent Assay"

H.0, - agua oxigenada

HSP - "Heat Shock Protein”

lgG - Inmunoglobulina G

lgG1 - Inmunoglobulina G 1

lgG2a - Inmunoglobulina G 2a

IL - Interleukina

kDa - kilodaltons

LiB1 - fragmento B de la proteina Hep8&3 recombinante de Leihmaniasis
infantum

LbHep70 - proteina HSP70 recombinante de Leishmania braziliensis.
LbHep&3 - proteina HSP83 recombinante de Leishmania braziliensis.

LC - Leishmaniasis cutanea

LiC1 - fragmento C1 de |a proteina Hep&3 recombinante de Leihmaniasis
infantum

LiD1 - fragmento D1 de |a proteina Hep&3 recombinante de Leihmaniasis
infantum

LM - Leishmaniasis mucocutanea

LiHep70 - proteina HSP70 recombinante de Leishmania infantum

LiHep&3 - proteina HSP83 recombinante de Leishmania infantum

MBP - "Maltose Binding Protein" (Proteina de Pegado a Maltosa)
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MBP-LiA1 - fragmento Al de la proteina Hep&3 recombinante de Leihmaniasis

infantum fusionado a MBP
MBP-LiHsp83 - proteina recombinante de fusion de Leihmaniasis infantum
MHC - complejo mayor de histocompatibilidad
mg - miligramo
ml - mililitro
Ni - niquel
NTA - &cido nitroacético
OPD - orto fenilendiamina
PBMC - células periféricas mononucleares
PBS - solucion salina de buffer fosfato
PM - peso molecular
Tht - células T helper 1
Th2 -células T helper 2
Ha - microgramo

ul - microlitro
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Las proteinas de choque térmico de patdgenos bacterianos y parasitarios son potentes
inmunégenos. Entre éstos, la Hsp70 de Leishmania y micobacterias demostraron
estimular una respuesta inmune humoral y celular en contra de antigenos reporteros o
informadores. En el presente trabajo, se analizaron en un modelo experimental de ratén las
propiedades inmunoestimuladoras de la proteina de Leishmania infantum de la familia
Hep83 (LiHepS3) para conferir una respuesta inmune contra el antigeno reportero
Froteina de Pegado a Maltosa (MBF). Ratones pertenecientes a la cepa CF1 fueron
inmunizados con diferentes protet’naé recombinantes: MBF, LiHsp83 y MBF fusionada a la
LiHep83 (MBP-LiHep83). Los resultados obtenidos demostraron que cuando MBF esta
fusionada a Lihep83 genera una potente respuesta inmune humoral y celular contra MBF,
la cual es mucho mas alta que la obtenida en ratones inmunizados con MBFP o MBF
mezclada con LiHep83. La respuesta humoral obtenida en contra de MBFP o LIHep83 en
ratones inmunizados con un sistema basado en la proteina de choque térmico, fue
caracterizada por una secrecion dominante del isotipo IgG2a, que resultaria de la
presencia de citoquinas carateristicas de una respuesta inmune celular del tipo Thl.
También se observé leve secrecién de lgGl ( asociada a citoquinas del perfil Th2). Los
ratones inmunizados con MBF o MBF mezclada con LiHep83 mostraron una reactividad
anti-MBF de isotipo 1gG2a muy debil. Asimismo, los ensayos de estimulacién de linfocitos
con MBFP demostraron un incremento en los niveles de proliferacion en los esplenocitos
obtenidos de los ratones inmunizados con MBFP-LiHep83 respecto de aquellos inmunizados
golo con MBF. Por lo tanto, todos estos resultados infieren que LiHep83 es un
prometedor candidato para ser usado como “carrier” de antigenos fusionados para

vacuhaciones libres de adjuvante.






Las proteinas de choque térmico (Hsps) son una familia de proteinas
las cuales son expresadas constitutivamente en altas cantidades hecho que
se ve incrementado cuando una célula estd sujeta a condiciones de estrés
(16) del tipo fisicas (calor) o quimicas (anoxia, pH é&cido). En estas
condiciones la expresién de algunos genes se apaga, mientras que la de unos
pocos se estimula. Estos (ltimos justamente son los que codifican para las
HSPs. Las HSFPs estan altamente conservadas desde bacterias hasta
mamiferos y estéan involucradas en algunas funciones celulares esenciales
producto de su accionar como chaperoninas moleculares: traslocacion,
plegamiento de proteinas, y ensamble de péptidos. Ademas juegan un papel
central en tejidos dafiados por estresores que afectan a las proteinas
celulares. Todas estas caracteristicas y eu conservacion evolucionaria
dentro de los tres dominios filogenéticos (Bacteria, Archea y Eucarya)
sugieren un rol vital de las HSFs y otras chaperonas moleculares. Lzas
chaperonas evolucionaron sobre la necesidad de dar asistencia y proteccion
externa a las proteinas convirtiéndose en instrumentos de la célula para lz
construccién de sus componentes proteicos en su especifica y funcional
conformacién. Asi también esta caracteristica es de importancia cuando las
proteinas pierden su correcta conformacién ante situaciones de estrés (14,62

y 29). Debido a todas su funciones, se espera que las chaperonas tengan la

capacidad de interactuar intimamente con sus proteinas "target” y reconocer
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aquellas proteinas con necesidad de ayuda. Por lo tanto, deben poder
reconocer sitios de una proteina que no se encuentran expuestos en estados
hativos y si lo estan en estados no nativos. Las proteinas de choque térmico
son calsificadas en familias como HSP (en inglés: Heat Shock Proteins)
seguidas de un nimero que indica su peso molecular aparente en kilodaltons
(kDa) determinados por SDS-PAGE. A continuacién se detallan algunas
caracteristicas de las HSPs.

e Familia de la Hspl0O: la Hspl104 pertenecientes a levaduras es la
homéloga a la Hspl1O de mamiferos (40). Son esenciales para la
supervivencia celular bajo condiciones extremas y en la adquisicion de
termotolerancia (62 y 40). Esta (ltima caracteristica la otorga
promoviendo la desagregacién de las proteinas ante el calor.

e Familia de la hsp70: miembros importantes de esta familia son las Hep72 y 75
de mamiferos (62 y 57). Ambas parecen estar involucradas en la traslocacion de
proteinas desde el citosol hasta el reticulo endoplasmico o la mitoconadria, y en el
plegamiento durante y después de |a sintesis de |a proteina en el ribosoma. La Hsp70
ademas cumple funciones en el desensamblado de complejos multiproteicos o
polimeros proteicos. La contraparte procariota es la DnaK (13, 14 y 32) que con sus
cohortes DnaJ, y GrpE. Dnak y DnaJ, son chaperoninas moleculares gue interactian
entre si, y con GrpE en una variedad de situaciones en las cuales el ensamblado, |a

desagregacion y la oligomerizacién tienen lugar (13, 14 y 19).
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e Famila de la Hep60: Las proteinas de esta familia son denominadas

chaperoninas(13 y 63). Son proteinas del citosol eucariético en forma de
anillo y compuestas por varias diferentes subunidades codificadas por
genes separados pero relacionados entre si. También las hay en Archea
donde se estudio su accionar en la induccién de termotolerancia. La
Hep&O bacterial es GroEL, la cual también es citoplasmatica (13 y 14).
El principal rol de las chaperonas pertenecientes a las familias de la
Hep70 y Hsp6O es entonces prevenir la agregacion de los péptidos
recientemente sintetizados y por tanto mediar su plegamiento hasta que
estos alcancen su estado nativo. Estudios funcionales de estas
proteinas revelaron que el plegamiento proteico en las células es un
proceso espontaneo(19).

e Familia de la Hsp40: Su rol mas importante se centra en la
induccién de termotolerancia, biogénesis de proteinas, y replicacién del
ADN(13, 14 y 15).

e Familia de la hep90: esta proteina se encuentra en el citosol de las
células eucariotas y es muy abundante aln en ausencia de estrés
celular(62 y 57). Sin embargo, su expresién se incrementa bajo
condiciones de estrés. Es una de las proteinas mas abundantes en las
células de mamiferos e interacciona con innumerables moléculas, po

ejemplo receptores de hormonas, estabilizando sus formas inactivas (62
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y 41), y ademas evitan el agregado de proteinas desnaturalizadas. La

Hep83 de levaduras y parasitos pertenece a esta familia.
Algo importante de indicar es el hecho de que las Heps gp26, hsp30, y hsp70
se asocian con péptidos antigénicos derivados de proteinas celulares. Todo
esto llevo a la elaboracién de la siguiente hipétesis: Las Hsps son liberadas de
células infectadas con virus o de células tumorales o durante la lisis celular
en el curso de una infeccibn o por accién de anticuerpos o efectores no
especificos. Asl las Hsps ahora acomplejadas con péptidos antigénicos son
tomadas por macréfagos u otras células presentadoras especializadas,
posiblemente por un mecanismo dependiente de receptor. A continuacion éste
complejo es encaminado dentro de la ruta enddgena de presentacion de
péptidos de la célula presentadora hasta llegar al contexto del MHC |, siendo

finalmente este antigeno reconocido por células T citotéxicas CTLs (56).

Hsps como antigenos

Existe suficiente evidencia que las Heps de patégenocs bacterianos y
parasitarios son fuertemente inmunogénicas (16, 65, 11, 33 y 23). Por un lado
se sabe que las Heps son, dentro de los patdgenos, proteinas de elevado nivel
de expresion cuando éstos son atacados por el hospedador, siendo de esta
manera antigenos disponibles en altas cantidades para el procesamiento y
presentacion en los complejos mayores de histocompatibilidad MHC | y Il (37).

Asl los mamiferos son capaces de reconocer varios epitopes T y B en una
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Iécla smplcc 7 d lo nos» (26 49, 1, 52, 44y 45. P tro
lado, se considera que la naturaleza conservativa de las Hsps podria ser
utilizado convenientemente por el sistema inmune para producir uha
respuesta temprana como primera linea de defensa(64). Otra particularidad
de esta situacién es que sumada a la presencia de anticuerpos contra las
Heps del patbgeno existe una sobreexpresion de las HSPs del huésped (debido
al estrés producido por la propia invasion, por la fiebre y las toxinas). Este
fendmeno puede derivar en una reactividad cruzada entre las Heps extrafias y
las del huésped.

Se reporté la presencia de anticuerpos contra miembros de la familia de
la Hep&3 en el transcurso de enfermedades infecciosas humanas producidas
por patbgenos tales como Candida albicans(34), Schistosoma mansoni(22),
Plasmodium falciparum(&), Leishmania donovani(10), L. braziliensis(49),y
Trypanosoma cruzi(12). En el trabajo de Skeiky et al (49) se observé que en
pacientes con leishmaniasis cutanea (LC) y mucocutanea (LM), pero no en
individuos con una leishmaniasis resuelta, habia altos titulos de 1gG contra
las Hep&3 y 70 recombinantes de L. braziliensis. A pesar del alto nivel de
conservacién existente no se observé anticuerpos contra la proteina de
choque térmico Hsp70 de origen humano mostrando en este caso la ausencia
de fenémenos autoinmunes. Otra forma clinica de la enfermedad es |z

leishmaniasis cutanea difusa (DCL), la cual es una forma muy rara y causada

predominantemente por L. amazonensis. En este caso se identificé a la Hsp83




de Leishmania como un antigeno inmunodominante, predominando la respuesta
de la subclase 1gG4 en el suero de estos pacientes, hecho que no ocurria en el
caso de LC autocurativa. Por lo tanto la produccion de 19gG4 en DCL podria
estar involucrada en consecuencias patolégicas asociadas a un perfil de
respuesta Th2(48).

La alta frecuencia con la cual se han encontrado linfocitos T CD4" de
humanos dirigidos en contra de la Hep70 y 60 de Mycobacterium sugieren que
estas HSPs son el objetivo mas jerarquico de la respuesta celular en
humanos(24). La poderosa haturaleza antagénica de las HSFPs se ve
enfatizada por el hecho de que, que como ya se comentd, los mamiferos son
capaces de reconocer mﬁltiplee epitopes T y B en estas proteinas. De esta
manera se evidencié que las HSPs de Mycobacterium pueden ser presentadas
en el contexto de miltiples haplotipos de MHC, y los epitopes T se pueden

encontrar a lo largo de esas HS5Ps(38).

Heps como carriers de peptidos y polipeptidos

Las proteinas de choque térmico aisladas de células cancerosas o de
células infectadas con virus pueden conferir una inmunidad protectiva
mediante la estimulacién de los linfocitos T citotdxicos (99). Por el contrario

HSFPs provenientes de tejidoe normales no producen tal tipo de

respuesta(59). No serian las HSPs per se las inmunogénicas sino que esta
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virales  generados durante el procesamiento  antigénico(59). La
inmunogenicidad de las preparaciones de HSP es fuertemente dependiente de
la presencia de células fagociticas en el huésped. La deplecién de este tipo
celular hace incapaz al huésped de ser inmunizado por dichas
preparaciones(59). Se sugirié entonces que la HSPs son tomadas por los
macréfagos y re-presentadas en el contexto del MHC-I de estas mismas
células a los clones T especificos(60). En esta linea se demostrd, que
antigenos exdgenos chaperoneados por una HSP pueden ser conducidos
dentro del procesamiento endégeno, presentandose asi en moléculas de MHC-
l, y reconocidos por linfocitos T CD&'(56). Las HSPs son uno de los
constituyentes mas abundantes entre las bacterias, aun cuando no estén
sujetas a estrés(9). Debido a que las HSPs son fuertes inmundgenos y
ademas las chaperoninas estan involucradas en el transporte y ensamblado
de péptidos procesados con el MHC, fueron conjugados a la Hep&O y z la
Hep70 de Mycobacterium tuberculosis péptidos sintéticos de malaria para
inmunizar ratones (2 y 351). Estos complejos produjeron unz respuesta
humoral de larga duracién contra éstos antigenos en animales inmunizados.
Las ya mencionadas propiedades inmunogénicas de las HSPs han sido
demostradas en particular en la Hep70 de M.tuberculosis la cual se usé en
forma exitosa como un "carrier" molecular de proteinas en una inmunizacion
libre de adjuvante(2), y ademés se desarrollo también un sistema libre de

adjuvante con la misma molécula usandola como proteina de fusién con la
e e o S S S P W b T O e e AN TR s e T bR
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proteina HIV-p24 (antigeno reportero) para inmunizar ratones, obteniéndose
un estimulo incrementado de la respuesta inmune humoral y celular contra la
p24(58). En la misma linea se estudio si la Hep70 de L.infantum fusionada a
una protcn’na reportera, ée comportaba de la misma manera, observandose que
cuando inmunizaban ratones con la proteiha recombinante Hep70 fusionada
con la proteiha bacterial de pegado a maltosa (MBFP) se producia una
respuesta inmune humoral y celular contra la MBP un orden mas alto de
maghitud que cuando lo hacian con la MBP sola o acompafiada por la
Hep70(46). En esta caso la inmunizacién con HSP70-MBP indujo
preferencialmente una respuesta inmune celular del tipo Thl en vista del
patron de citoquinas e 1gG observadas.

A pesar de que las proteinas de choque térmico gp96, Hep70 y Hsp90
asociadas con péptidos antigénicos producen una respuesta inmune contra
los complejos de péptidos chaperoneados (19 y 66), no existe evidencia en la
familia de las Hep83-90 de inmunizaciones en ausencia de adjuvante para su

uso como "carrier" de antigenos fusionados.



Heps y Leishmania

Los parasitos, como Leishmania en los cuales su ciclo de vida
transcurre entre hospedadores vertebrados e invertebrados, se ven afectados
por bruscos cambios de temperatura, esto sugiere que las proteinas de
choque térmico juegan un rol importante en la supervivencia y diferenciacion
del parésito. En el caso de Leishmania, cuando los promastigotes pasan
desde el insecto vector hacia el hospedador mamifero experimentan un rapido
ascenso de la temperatura desde 22 a 28°C en el jején, hasta temperaturas

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

brganos del huésped. Estos sensibles cambios de temperatura podrian dafar
proteinas y membranas de las células, llevando a la muerte del pardsito. Asi
para sobrevivir dentro del hospedador definitivo, Leishmania spp ha adquirido
termotolerancia (66). La exposicién de promastigotes de L. amazonensis a
temperaturas como las que hallaria en mamiferos detiene la sintesis de
muchas protefhas y produce un inmediato incremento en la traduccion de
Heps(20, 28 y 47). Se demostré también que promastigotes y amastigotes
contienen transcriptos especificos para las HSPs 70 y 83 (53). Otros
estudios mostraron un incremento en la virulencia después de exponer a
promastigotes a un choque térmico(50). No se conoce si las Hsps estan

involucradas en este fenémeno, pero es claro que existe una correlacion.
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Leishmania Hep83 y respuesta inmune.

Se observé que la proteina Hep83 es un antigeno inmunodominante
durante la forma visceral de la leishmaniasis en perros(1). La Hep83 clonada
de L. braziliensis (rLbHep83) contiene un potente epitope de células T el cual
estimula la proliferacién y la produccién de IL-2, INF-y, y TNF-a por parte de
células sanguineas periféricas mononucleares (PBMC) en individuos infectados
con L. braziliensis(49). En este mismo estudio se comprobé que la Hsp83
completa usada para producir dicha accion sobre las PBMC estimula la
expresion del mRNA de IL-10 pero no el de IL-4, todo lo contrario ocurre con
una porcion C-terminal de 42 kD de la proteina usada para el mismo
propésito. Asi el perfil de citoquinas en pacientes con LC autocurativa
estimulando en PBMC una respuesta a rLbHsp8&3 principalmente del tipo Thi,
tal como se deduce de los niveles significativamente mas altos de |L-2 e INF-y
comparados con los de IL-4 e IL-10 pertenecientes al perfil Th2, sugiriéndose
asl que la Hep83 en este grupo de pacientes estaria asociada con la
inmunidad protectiva(49). En el mismo estudio se analizé una forma
recombinante de L. braziliensis Hsp70 encontrandose que sus propiedades
inmunogénicas eran inferiores a LbHsp83.

La Hep&3 de Leishmania parece ser un bptimo candidato para su
estudio como “carrier” inmunomgénico, afirmacion basada en las poderosas

caracteristicas inmunogénicas de la Hep83 de L.infantum(1, 49, y 48) y en lo
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descripto anteriormente para las HS5FPs. Nuestra prequnta gira entonces en
torno acerca de las propiedades que tendria la Hep8&3 de L.infantum cuando
esté fusionada a una proteina reportera o informadora para generar una

respuesta humoral y celular contra esa proteina.
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e El presente trabajo se realizé con el objetivo de conocer si la proteina
recombinante LiHsp83 es capaz de incrementar la respuesta inmune contra
un antigeno reportero fusionado, en un sistema de inmunizacion libre de
adjuvantes, y caracterizar dicha respuesta. El andlisis de la capacidad
inmunoestimuladora de LiHsp83 aportaria informacion tanto sobre el valor

inmunogénico de esta familia de proteinas como su potencial uso en vacunas.
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Plasmidos y proteinas recombinantes

Todas las proteinas recombinantes utilizadas estan descriptas por
Angel et al (1) y esquematizadas en la figura 1

Brevemente:

La proteina recombinante LiHsp8&3 fue obtenida a partir del plasmido
pQELiHsp8&3, el cual es el resultado del clonado del fragmento de ADN
LiHep&3 dentro del vector pQE31(Qiagen) como ya fue descripto(l). El
pldsmido pQE31 adiciona 6 histidinas al extremo amino-terminal de la
proteina expresada para facilitar su purificacion.

El producto de fusion MBP(proteina de pegado a maltosa) ligada a
LiHep®3 fue obtenido a partir del plasmido pMAL-LiHep&3 previamente
creado. El fragmento de ADN LiHsp8&3 proveniente del plasmido pQELiHsp83
fue subclonado en marco al extremo carboxi-terminal de la MBP codificada en
el pMAL-cRI. Este producto de expresiéon es facilmente purificable debido a
que la MBP se une a la amilosa presente en columnas con resina de amilosa.
La proteina MBP fue expresada de pMAL-cRI*, un vector derivado del pMAL-
cRIl (New England Biolabs) como fue descripto (46). Brevemente pMAL-cRI* se
creb por digestion del vector con EcoRl, rellenado con la enzima ADN
polimerasa, (fragmento klenow), y religado con T4 DNA ligasa. Asi este vector
incluye tres codones “stop” en marco rio abajo del sitio de restriccion EcoRl

creando un sitio de terminacion. Este vector expresa la proteina MBFP sola y

28



nho MBP-LacZa, como se expresa en el pMAL-cRI original (46). De la misma
manera que MBP-LiHsp&3 se obtuvo la proteina recombinante MBP-LiA1, que
se compone de la proteina MBP fusionada a un subfragmento amino terminal
de la LiHep&3 denominado A1 (1). LiB1, LiC1, y LiD1 son proteinas
recombinantes que representan distintas regiones de LiHep83, y provienen de

los plasmidos pQELiB1, pQELIC1 y pQELID1.

LiHsp83

MBP-LiHsp83

MBP-LiAl -
G e

LiCl1

LiD1

igura 1. Representacion esquematica de las proteinas recombinantes utilizadas en el presente trabajo. La
roteina LiHsp83 proviene del plasmido pQELiHsp83, MBP-LiHsp83 de pMAL-LiHsp83, MBP de pMAL-
RI*, MBP-LiAl proviene de pMAL-LiAl, y LiB1, LiCl y LiD1 provienen de pQELiB1, pQELIC1, pQELiD1

2spectivamente.
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Expresion y purificacion de proteinas recombinantes.

Bacterias de Escherichia coli de la cepa MI15 (Qiagen) fueron
transformadas con las construcciones plasmidicas las cuales fueron
utilizadas para obtener la expresién de las siguientes proteinas:

e LiHsp83

e MBFP-LiHep&3

e MBP
e MBP-LiA1
o LiB1
e LiC1
e LiD1

£ . .

Esta cepa utilizada presenta una reducida actividad proteolitica y viene
transformada con un episoma que contiene el gen de resistencia a kanamicina
y el gen que codifica para el represor Lac. De esta manera se puede elegir el

momento de expresién del producto recombinante por induccién con IPTG.

Induccion y expresion de proteinas recombinantes. Las bacterias M15
conteniendo plasmidos recombinantes, fueron crecidas “overnight” en medio
Luria broth (Bacto-triptona 1%, Extracto de levadura 0.5%, NaCl 1%, Agua

destilada) suplementado con ampicilina (100 pug/ml) y kanamicina (10 pg/ml) a
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37°C con agitacion. A continuacion se hizo una dilucién 1:40 en el mismo medio
de cultivo y se incubé durante 3 horas a 37°C. La expresién de las proteinas
fue inducida por el agregado de IPTG (isopropil-D-tiogalactopiranésido) a una

concentraciéon final de 2mM durante 2 horas a 37°C.

Extraccion de las proteinas recombinantes. Las bacterias provenientes
de un cultivo inducido de 100ml| fueron cosechadas por centrifugacion a 4°C
durante 5 minutos. Con el objeto de purificar las proteinas de fusién
provenientes del sistema pQE (Qiagen) se resuspendié el pellet en 1 ml de
solucion de lisis (NaH,PO, 50 mM, pH &; NaCl 300 mM, imidazol 10 mM) por
cada 50 ml de cultivo y se sonicd a alta frecuencia tres veces durante un
minuto cada vez en hielo. El lisado resultante se centrifugd a 12000 rpm en
microcentrifuga durante 5 min a 4°C, El sobrenadante conteniendo la proteina

de fusién, fue guardado -20°C hasta su purificacion.

Purificacién de la proteina de fusién por cromatografia de afinidad de
metal quclado. Por este sistema se obtuvieron las proteinas LiHep®&3, LiB1,
LiC1, LiD1. Se cargo una columna con 1 cm® de resina Ni“"-NTA (Qiagen). Esta
resina contiene un ligando NTA (4cido nitriloacético) con iones de Ni unidos
fuertemente, los cuales unen firmemente proteinas suplementadas con mas de

dos histidinas vecinas. Se cargaron 2 ml de sobrenadante conteniendo la
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proteiha recombinante; se lavé con 2 ml de solucién de lisis y luego se
aplicaron 10 volimenes de solucién de lavado (solucién de lisis suplementada
con imidazol 20mM) con el objeto de eluir de la columna las proteinas
bacterianas. La proteina de fusion LiHep83 fue eluida de la columna con la
solucion de purificacién (solucién de lisis suplementada con imidazol 200
mM). Las muestras de proteina purificada fueron dializadas contra una
solucién salina de buffer fosfato 0,1 x (PBS) y luego fueron liofilizadas. Ver

figura 2.

1 2 3 4 56 7 8 M
- Kda
. Rt 7| MBP-LiHsp83
:{3 : - 66

rak
v
S

% o - 3

A
L SN\

b A ”

Figura 2. Purificacion de la proteina recombinante LiHsp83. Calle 1, homogenato total de
bacterias transformadas con el plasmido recombinante, calle 2 mismas bacterias inducidas
con IPTG. Este homogenato fue pasado por una columna con  niquel, observandose el
eluido en calle 3, se lavo el material retenido con solucion delisis (calle 4), y con
solucion de lisis (calle 5), eluyéndose la proteina recombinante con solucion de lisis
pH 4 (calles 6, 7 y 8). El producto de  elucion fue dializado contra PBS 0.1 X. Todas las
fracciones fueron sometidas a  Electroforesis en SDS-PAGE 10% tifiéndose el gel con
Coomasie blue. M, marcadores de peso molecular. A la izquierda se indican los pesos
moleculares en Kda.
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Purificacion de las proteinas de fusion del sistema pMAL-cRIl. En el
sistema pMAL-cRl (New England Biolabs) se obtuvieron las proteinas
recombinantes MBP, MBFP-LiHep&5, MBP-LiAl. Brevemente el sistema de
vectores MBP permite la expresién de genes de interés clonados 3' al gen
malE que codifica para MBP.

Las proteinas provenientes del sistema pMAL-cRl (New England
Biolabs)fueron purificadas de la siguiente manera, los pellets fueron
resuspendidos en solucion de lisis (Tris-HCI 20mM, pH 7,4; NaCl 200mM:
EDTA 1'mM). Las bacterias fueron sonicadas y centrifugadas como ya se
menciono en el item anterior. Las proteinas de fusién fueron pasadas por una
resina de amilosa (New England Biolabs), y las proteinas bacterianas fueron
eluidas con la solucidon de lavado (solucién de lisis). Las proteinas de fusion de
interés fueron eluidas de la columna con la solucién de purificacién (solucion
de lisis suplementada con Sacarosa 100mM). Las muestras de proteinas
purificadas fueron dializadas contra una solucién salina de buffer fosfato
(PBS) 0,1x ( NaCl &gr, KCI 0.2gr, PO,HNa 2H,0 0.92 gr, PO,H,K O.2gr, d H,0 1
litro) y a continuacion liofilizadas. Ver figura 3.

Las proteinas fueron cuantificadas por el método de Bradford

(4)utilizando sero-alblimina bovina como standard.
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Figura 3. Purificacion de la proteinas recombinantes MBP-LiHsp83 &) v MBP (B). (A)Calle 1, homogenato total de bacterias
transformadas con el plasmido recombinante. calle 2 mismas bacterias inducidas con IPTG. Este homogenato disuelto en solucion
de lisis fue pasado por una columna de amilosa. observandose el eluido en calle 3. se lave ¢l matenal retenido ( proteinas
bacterianas) con solucion de lavado (calle 4). eluyéndose la proteina recombinante con solucion de lisis con maltosa (calles S y
6). (B) en la calle 1 puede observarse ¢l eluido del homogenato. La calles 2 a 4 corresponden a los lavados(usandose las mismas
soluciones que en ¢l caso anterior), y las calles 5 a 8 a la elucion de la proteina con maltosa. El producto de elucion fue dializado
contra PBS 0.1 X. Todas las fracciones fueron sometidas a electroforesis en SDS-PAGE 10% tiiéndose el gel con Coomasie blue.
M. marcadores de peso molecular. A la izquierda se indican los pesos moleculares en Kda.

Inmunizaciones.

Se inmunizaron intraperitonealmente (ip) ratones hembras de la cepa
CF1 con cada antigeno a los dias O y 21. Las dosis de inmunizacién y del
refuerzo de cada antigeno y combinaciones con relacién a su peso molecular
fueron las siguientes: MBF (2,5 pg), LiHsp83 (5 pg), y MBP-LiHsp&3 (7.5 ng).
Como control adicional se inmunizé con el antigeno MBFP emulsificado en

adjuvante completo de Freund (ACF) dilucién 1:1. Los dias O(suero preinmune),
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21, 28, 40, 60, 90 y 120 se colectaron muestras de sangre sangrando a los

ratones por sus colas.

Determinacion de titulos de 1gG e isotipos.

La concentracion éptima de protcfna recombinante a usar en los
ensayos de ELISA fue determinada de la siguiente manera: cantidades
crecientes de protelna recombinante fueron usadas para sensibilizar la placa
de ELISA (Immuno Plate Maxisorp™; Nunc). Se incubé “overnight™ a 4°C y
luego de tres lavados con PBS 1x, se colocaron 50 Ul en cada pocillo de
enzima peroxidasa de radicheta tipo VI (SIGMA) (100 png/ml) en PBS 1X y se
dejbé tres horas. Posteriormente se lavo dos veces en solucion de lavado (FBS
1%, Tween-20 0,25%) y una vez con PBSIx. La reaccibén colorimétrica se realizé
con OFD (ortofenil diamina: OPD 1mg/ml de citrato de sodio 0,1 M pH5; H,0, 1
ul/ml) y se midié absorbancia a 450 nm a los 5 minutos en un lector de ELISA
automatico (Dynatech MR400O0). Se tomé como concentracion éptima 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 bptimo de sensibilizacion sin exceso de
proteina. Cada pocillo de la placa de ELISA (Immuno Plate Maxisorp™; Nunc)

“

fue sensibilizado “ overnight” a 4°C con 100 pl de la proteina recombinante
MBP o LiHep&3 diluidas en buffer carbonato 0,05 M (pH9,6). MBP fue usado

en su bptima concentracion de 5 pg/ml y LiHep®3 a 3,5 pg/ml. Después de

35



haber sensibilizado la placa, los pocillos fueron bloqueados con 200 ul de
solucién de bloqueo (leche descremada en PBS 1x Tween-20 0,25%) durante 2
horas a temperatura ambiente. Las placas fueron lavados una vez con
solucién de lavado (PBS 1x, Tween-20 0,25%), y se sembrd 100 ul de suero a
testear o control (suero preinmune) en una dilucion 1:200 en solucion de
bloqueo. Las placas fueron incubadas durante 2 horas z temperatura
ambiente y luego se lavaron tres veces con solucion de lavado. Como segundo
anticuerpo, se usé anticuerpo de cabra anti 1gG de ratén conjugados con
peroxidasa de radicheta (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.), diluidos
1:2000 en solucién de bloqueo. Se incubd una hora a temperatura ambiente y
luego se hicieron lavados de iqual manera a como se menciono en el paso
anterior. Los complejos inmunes fueron revelados con OPD como sustrato
cromogénico. Se midid la absorbancia a 450 (A..;). Los resultados del ELISA
fueron determinados para cada suero por duplicado. Al menos dos ELISAs
independientes fueron realizados para cada suero. El punto de corte se
estableci6 como el valor medio de la reactividad del grupo control (suero
preinmune) mas tres desviaciones standard.

El analisis especifico de isotipos fue realizado por ELISA usando los
siguientes anticuerpos anti-ratdon conjugados con peroxidasa de radicheta:
anti-lgG1 y anti-lgG2a(ICN Biomedicals, Inc.). Los datos fueron araficados

como la absorbancia relativa, es decir, el valor medio de |a zbsorbancia de
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cada suero a testear dividido el valor de absorbancia medio del suero

preinmune.

Analisis por electroforesis en gel y Western blotting (Immunoblot).

Los extractos proteicos fueron resueltos por electroforesis en gel de
poliacrilamida al 10% con sulfato dodecil de sodio (SDS-PAGE) en el sistema
Mini-Protean (Bio-Rad). Las muestras fueron incubadas con un volumen de
buffer de siembra ( B-mercaptoetanol &%, Tris-HC| 6%, glicerol 20%, azul de
bromofenol 0,6%), hervidas durante 10 minutos y enfriadas en hielo 5 minutos
antes de ser sembradas en el gel. Para el analisis en Immunoblot, las
proteinas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa (BRL) por
inmunoelectrotransferencia (0.& mA/cm®) luego de la electroforesis. Las
membranas se incubaron "overnight" a 4°C con solucién de bloqueo (leche
descremada en PBS 1x Tween-20 0,25%). Los filtros fueron enfrentados, una
hora con agitacién, con los sueros de ratones inmunizados con las diferentes
proteinas recombinantes. Se usd un anticuerpo conjugado a peroxidasa
(Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.) como segundo anticuerpo, y la
unién especifica se revelé con diaminobenzidina 1 mg/1,5 ml como sustrato
cromogénico y 1 ul/ml de H,0,. Los lavados entre cada incubacion de

anticuerpos se realizaron de similar modo al descripto para el ensayo de

ELISA.



Analisis de la proliferacion dependiente de MBF de células de bazo.

Los ensayos de proliferacién in vitro fueron realizados con medio de
cultivo RPMI suplementado con suero fetal bovino al 10%, B-mercaptoetanol en
concentracién final de 5 x 10°M, penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100
ug/ml). En el dia 120 luego de la primer inmunizacion, se extrajeron bazos de
cuatro ratones por grupo (MBP, MBP-LiHep83 y LiHsp83). Como control se
extrajeron bazos de 4 ratones CF1 sin inmunizar. Las células viables de bazo
fueron sembradas por triplicado en 200 |l de medio de manera que quegaran
3 x 10° células por pocillo. El recuento de células de bazo se realizé en camara
de Neubauer, procediendo de la siguiente manera: se diluyo el preparado de
esplenocitos 1:20 con solucion salina con azul de metileno para analizar |z
viabilidad ( las células muertas se tifien de azul). Se procedié a cargar la
camara con la dilucién de 1:20 y se contaron los leucocitos contenidos en los
4 reticulos anqgulares de la camara. Se realizé el siguiente calculo

Nx20 x10 = Nx50
4
N= cantidad de leucocitos en los 4 cuadrados

20= titulo de dilucibn

10= correcién de profundidad de la cadmara para llevar a 1 mm~

4= nimero de cuadrados.
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Y con esto se obtuvo el nimero de células por mi.

Para los ensayos de prolifcracién se utilizaron placas de microcultivo
de fondo plano de 96 pocillos (Costar, Cambridge, Mass.). La estimulacién de
las células se realizdé con 10 pug/ml de MBP. Como control negativo para cada
grupo se utilizaron pocillos en los cuales sblo habia medio de cultivo. A las 24
y 48 horas se agregd 1uCilpocillo de “H-timidina (5Ci/mmol, Amersham Corp.).
La incorporacién de *H-timidina fue medida a las 48 y 72 horas en un
contador de centelleo. Los resultados fueron expresados mediante el indice de
estimulacién (Sl): la media de las cuentas por minuto (cpm) del cultivo
estimulado con MBF dividido la media de cpm del cultivo no estimulado. E
nivel de cpm del grupo control y de las células no estimuladas se extiende
desde 870 cpm hasta 8430 cpm.

Se consiguib la mayor estimulacién en todos los casos a las 72 horas.

Analisis estadistico.
En el experimento de linfoproliferacién el nivel de significancia de las

diferencias entre grupos inmunizados con MBFP-LiHsp83 y MBFP, se determin

L

On

por el test “t” de Student.

Extraccion de proteinas de tumor de mamas de raton.
El tumor de mamas fue gentilmente cedido por |la Dra. Edith Kordon

(Academia Nacional de Medicina, Buenos Aires, Argentinz). Las proteinas
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fueron extractadas por trituracién del tejido en mortero con disolucién en
PBS 1X. Esta mezcla fue diluida en buffer de siembra (B-mercaptoetanol 6%,
Tris-HCl ©%, Glicerol 20%, Azul de bromofenol 0.6%) para su posterior

resolucién por electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE 10%.
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Calidad de las proteinas recombinantes usadas en los ensayos de
inmunizacion.

Las proteinas recombinates eluidas de las respectivas columnas
cromatograficas, no contenfan material contaminante alguno detectable por
tincién con Coomasie Blue del gel de poliacrilamida (Ver figura 4). Por lo tanto
este material se consideré apto para los estudios de inmunizacion que se
describen a continuacién.

Se inmunizaron intraperitonealmente 4 grupos de & ratones cada uno
con las dosis y denominacion que se detallan a continuacion:

e Grupo MBP, 2,5 ng de MBP.

e Grupo LiHep83, 5 ug de LiHsp83.

e Grupo MBP-LiHep&3, 7,5 ng de MBP-LiHsp83.

e Grupo MBFP-ACF, 2,5 pg de MBFP emulsificada con adjuvante

completo de Freund (1:1) (control de antigeno reportero mas adjuvante

convencional).

o Grupo MBP+Hsp83, 2,5 ug de MBP mezcladas con 5 ug gde LiHd

()
9

b
o
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Figura 4. Proteinas de fusion resueltas por gel de acrilamida SDS-PAGE 10%
y tefiido con Coomasie Blue. Calles: M, marcador de peso molecular; 1,
LiHsp83; 2 ,MBP; 3, MBP-LiHsp83. Los pesos moleculares son indicados a las
izquierda.

Analisis de la respuesta humoral contra MBP.

Para determinar el valor de LiHsp83 como carrier molecular para la

=

producién de una potente respuesta inmune humoral en contra de BP se
determinaron los titulos de 1gG en muestras de sueros de los distintos
9

grupos de ratones al dia 28 (siete dias después de la segunda inmunizacion
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refuerzo). Se determiné el titulo como la mayor absorbancia del suero a
analizar que estaba por debajo del cut-off del suero preinmune a esa dilucién.
Como se observa en la figura DA, en los ratones inmunizados con el sistema
de fusion MBP-LiHep8&3 se obtiene el titulo de anticuerpos anti-MBP mas alto
9 x 10°. La protefna recombinante MBP mezclada con LiHep®3 usadas para
inmunizar al grupo de ratones respectivo produjo un titulo muy similar al que
se obtuvo en las muestras de suero de ratones inmunizados solo con MBP,
0.8 x 10* y 1.2 x 10° respectivamente. For lo tanto se observa que los ratones
inmunizados con el sistema de fusién libre de adjuvante MBF fusionada a
LiHep&3 obtuvieron una respuesta humoral de 7,5 a 11 veces mas alta que la
observada en los ratones inmunizados con MBFP sola o sin fusionarla a
LiHep&3. El grupo de ratones inmunizados con MBP emulsificada con ACF dié

un titulo de valor intermedio (titulo: 6 x 10%).
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Figura 5 Respuesta humoral de los ratones CF1 inmunizados con las distintas proteinas de fusion: MBP.
MBP-LiHsp83. MBP mezclada con LiHsp83 y MBP emulsificada con adjuvante completo de Freund (ACF).
Las proteinas usadas en la inmunizacion fueron: 2.5ug (MBP). Sug (LiHsp83) v 7.5 ug (MBP-LiHsp83). Se
aplico un refuerzo a los 21 dias post-inmunizacion. A Las muestras de sucro testcadas en el dia 28 post-
inmunizacion se analizaron por ELISA con MBP como antigeno. Los titulos de 12G se determinaron como
la maxima dilucion de suero que en la cual se obtenia una absorvancia cuatro veces mas grande al valor
obtenido para el suero preinmune. El valor de titulo medio para acada grupo se¢ calculd. B Se muestra el
curso temporal del nivel de anticuerpos anti-MBP. Las muestras de suero de los ratones inmunizados sc
tomaron periddicamente a lo largo del experimento.
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Curso temporal de la respuesta contra MBP.

Con el fin de determinar el curso temporal de la respuesta humoral
anti-MBF, los ratones pertenecientes a los distintos grupos bajo estudio
fueron sangrados periodicamente hasta llegar a los 120 dias posteriores a la
primer inmunizacién. En la figura DA se puede observar el perfil de
seroconversion de los ratones inmunizados con MBP-LiHsp8&3, MBP+LiHsp83,
MBP, o MBP emulsificada con ACF. A lo largo del periodo que se tuvo en
cuenta para el analisis cada grupo mostro un ascenso rapido y agudo de los
niveles de anticuerpos 1gG anti-MBFP en los dias posteriores al refuerzo de
inmunizacién "booster" (dia 28). Justamente en este dia se observé el nivel
mas alto. En concordancia a lo observado en el analisis de titulos, el mayor
valor de absorbancia se obtuvo en el grupo de ratones inmunizados con MBP-
LiHep&3. Esto se suma al hecho de solamente las inmunizaciones donde MBP
esta fusionado recombinantemente a LiHsp®3, asi como también el grupo
control MBP-ACF, mostraron una presencia perdurable hasta 4 meses de
anticuerpos I9G anti-MBP. Muy por el contrario, cuando las inmunizaciones
fueron con MBP por sf sola o mezclada con LiHsp&3 no mostraron un nivel de
anticuerpos detectables por encima del dia 20, ni en ningin momento

alcanzaron los valores obtenidos con la proteina de fusion.




Analisis de la respuesta humoral contra LiHep83.

También se procedié al analisis de la reactividad anti-LiHep®3 en los
grupos de ratones inmunizados con las proteinas recombinantes LiHep&3,
MBP-LiHep&3 y MBP+LiHep8&3, determinandose el titulo de anticuerpos IgG al
dia 28. En todos los casos los titulos obtenidos en las muestras ensayadas
por gG-ELISA fueron mayores de 10°(datos no mostrados).

Con el objeto de comprobar que la reaccién inmune contra la proteina
recombinante LiHep®&3 reconoce multiples epitopes de la proteina, se procedié
a un analisis por Immunoblot de 4 regiones diferentes de la LiHsp83 (1) (ver
figura 6 A) . Los sueros de los grupos inmunizados con las proteinas
recombinantes MBP-LiHsp&2 y LiHsp&3 mostraron tener reactividad contra
las 4 regiones ensayadas demostrando asi estimular en ratones multiples

epitopes de células B en contra de LiHsp83, (Ver figura 6 B).
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6. A , proteinas recombinantes resueltas en gel de poliacrilamida 10% SDS-PAGE vy tefidas con Coomasie
1. MBP-LiAl; 2, LiBl; 3, LiCl; 4, LiDI; 5, LiHsp83. B, Analisis por Wester blot de la reactividad de sueros de
inmunizados con MBP-LiHsp83 al dia 28 post-inmunizacion.

Por otro lado, surgié la siguiente pregunta: ¢ la respuesta inmune
contra LiHep®3 incluye anticuerpos de reaccién cruzada con proteinas del
huesped?

Como se comenté en la introduccion existe la posibilidad que las HSPs
del patbgeno al estimular una reaccidon inmune contra ellas puedan inducir una
reactividad cruzada contra las HS5Ps del huésped en este caso el ratén,

debido al alto grado de conservacion existente entre la LiHep83 y la Hsp90
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de mamiferos (1). Con la intencién de analizar esta posibilidad en los ensayos
p Y

en que la LiHep83 fue utilizada para inmunizar ratones, se extrajeron

proteu’nae de tumor de mamas de ratones, los preparados proteicos se

resolvieron mediante SDS-PAGE y se analizaron por Immunoblot .

'y 120

66 - g

45

Figura 7. Analisis de la especificidad de los anticuerpos anti-LiHsp83. A, el homogenato
total de células de tumor de mamas de raton fue disuelto en PBS 1X, de esto se obtuvo dos
fracciones: pellet (calle 1) y sobrenadante (calle 2). En la calle 3 se sembro la proteina
recombinante LiHsp83. Todas las fracciones fueron sometidas a electroforesis en SDS-
PAGE 10% vy el gel fue entonces tefiido 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 figura 7 se puede observar que ningin antigeno de ratén fue

reconocido por las muestras de suero de ratones inmunizados con |z proteina
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recombinante MBP-LiHep83, descartando asi la posibilidad de fenémenos de

reactividad cruzada.

Analisis isotipico de los anticuerpos anti-MBP de los ratones
inmunizados.

Partiendo de la base que la regulacién in vivo de los isotipos de
anticuerpos 19G presentes esta regulada por citoquinas (54 y 51), se procedié
al analisis por medio del test de ELISA con el objeto de detectar isotipos 1gG1
y 19G2a producidos en contra de MBP (figura &). Los valores en estos graficos
son expresados como la absorbancia media de cada suero test dividido la
absorbancia media del suero preinmune. En el caso de los ratones inmunizados
con la proteina recombinante de fusion MBP-LiHep83 se obtuvo una potente
respuesta del isotipo 19gG2a anti-MBFP, mientras que la presencia del isotipo
lgG1 anti-MBP fue mas baja (figura &A). De hecho en el curso temporal del
estudio se puede observar que la relacién de reactividad 19G2al/lgGl, se
extiende desde 4.0 hasta 8.6. El pico de reactividad se obtuvo en el dia 28
post-inmunizacion, y los niveles de 19G2a y 19gG1 se mantuvieron a lo largo del
experimento. Este patrén de isotipos obtenidos sugiere que existe en este
sistema una estimulaciéon de células del subset Thl acompaflada de una
estimulacion de células Th2 mas leve (los isotipos observados son resultado de
las citoquinas secretadas por cada subset de células T). El grupo de ratones
inmunizados solamente con MBP mostré un perfil isotipico asociado a
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citoquinas Thl, debido al hecho de que sblo se detectaron anticuerpos anti-
MBP del isotipo 1gG2a a lo largo del experimento(fig&B). El nivel de anticuerpos

anti-MBP  1gG1  no sobrepasé el punto de corte (“cut off”).
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Figura 8. Analisis isotipico de los anticuerpos anti-MBP de los ratones inmunizados. Las
muestras de suero se tomaron a diferentes dias luego de la primer inmunizacion La
absorvancia relativa es expresada como la division entre el valor medio de absorvancia del
suero test y el valor medio de absorvancia del suero control (preinmune) A, curso temporal

de los isotipos IgG anti-MBP en ratones inmunizados con MBP-LiHsp83. v B con MBP
sola.

En los ratones inmunizados con MBF mezclada con LiHsp&3

obtenidos fueron los mismos que para el anterior grupo (dato no mostrado).
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Analisis isotipico de los anticuerpos anti-LiHsp83 de los ratones
inmunizados.

Cuando se analizé el perfil de isotipos anti-Lihsp83 con las muestras de
sueros de ratones inmunizados con MBP-LiHsp8&3 se obtuvieron resultados
similares a lo observado para MBFP (figura9A), es decir hay una respuesta
predominantemente de isotipo lgG2a anti-LiHep&3 asociada al subset de
célulasThl, acompafiada de una leve respuesta 1gG1. La relacién de reactividad
oscila en 3.1 llegando el dia 28 a 10. En los casos de ratones inmunizados con
LiHep®3 se observa un pico de reactividad a los 28 dias post-inmunizacion ( 2l
igual que en el caso anterior) de 1gG2a sequida por una caida hasta un nivel

que se mantuvo a lo largo del experimento, con niveles de 1gG1 indetectables

(figura9p).
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Figura 9. Analisis isotipico de los anticuerpos anti-LiHsp83 de los ratones inmunizados.
Las muestras de suero se tomaron a diferentes dias luego de la primer inmunizacion La la
absorvancia relativa es expresada como la division entre el valor medio de absorvancia del
suero test y el valor medio de absorvancia del suero control (preinmune) A, curso temporal
de los isotipos IgG anti-LiHsp83 en ratones inmunizados con MBP-LiHsp83, v B con
LiHsp83.

Analisis de linfoproliferacion dependiente de MBP.

Se procedié al estudio de la estimulacion de células T en forma especifica

con MBF a partir de células provenientes de bazos obtenidos de los ratones

inmunizados. Se utilizaron 4 ratones de cada grupo: MBF, MBP-LiHsp83, y




grupo control ( sin inmunizar). La linfoproliferacién generada se analizé a las 72
horas después del agregado de 10ug/ml de MBP. La medicién de la respuesta
celular proliferativa se midi6 mediante el agregado de “H-timidina 16 horas
previas a los ensayos de cuantificacion. La incorporacién de la timidina a las
cadenas nacientes de ADN se correlaciona directamente con la divisién celular,
es decir a la proliferacion de los linfocitos T (que se tienen en cultive). Ademas
como la timidina se encuentra tritiada dicha incorporacion se puede medir, en
cuanto a sus niveles, mediante un contador de centelleo, de manera que a
mayor incorporacion mayor cpm, medidas, y por lo tanto mayor nivel de
proliferacién. Los resultados obtenidos revelaron que los esplenocitos
provenientes del grupo de ratones inmunizados con MBP-LiHep&3 proliferaron
fuertemente en respuesta a MBFP (Figura 10). En el caso de los esplenocitos
provenientes de ratones inmunizados con MBP el nivel de proliferacion fue
también alto pero significativamente mas bajo (p<0,09) que el obtenido con los
esplenocitos del grupo MBFP-LiHep83. El grupo control para este experimento
(sin inmunizar), y el inmunizado con LiHep&3(n=2 dato no mostrado), ambos no

mostraron un nivel apreciable de proliferacion.
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Figura 10. Ensayo de proliferacion in vitro de esplenocitos de ratones inmunizados con
MBP, MBP-LiHsp83, y PBS como control. Se analizaron cuato ratones por grupo. El idice
de estimulacion representa el cociente entre el nivel medio de cpm del cultivo estimulado
con MBP y el nivel medio de cpm de los cultivos no estimulados. Los valores
correspondientes al grupo MBP-LiHsp83 son significativamente diferentes (p<0,05) con
respecto a los obtenidos para el grupo MBP.






El haber fusionado MBFP a LiHep&3 permitié obtener una fuerte
respuesta inmune contra MBP en ratones inmunizados con esta proteina de
fusion. La proteina LiHsp83 se empleé en este caso como un “adjuvante”,
razén por la cual con este sistema no se requiere el uso de adjuvante
convencional alguno. Este sistema, antigeno reportero(MBP)-LiHsp8&3
estimuldé en los ratones inmunizados mayores y mas perdurables niveles de
anticuerpos anti-antigeno reportero, asi como también un mayor estimulo
especifico de células T, que la inmunizacién con el antigeno reportero solo.
Para que haya éste tipo de respuesta contra MBF en ausencia de adjuvante
fue necesario que exista un vinculo fisico entre LiHep®&3 y MBP, ya que la
mezcla de ambas proteinas generd una respuesta inmune humoral y celular
similar a la observada para MBF sola.

Una ventaja del tipo de sistema de fusién utilizado es que se obtiene un
ndmero y posicién de epitopes potenciales idénticos para cada molécula
administrada de MBFP-LiHsp83. Esta situacién es imposible en el caso de
formacion de conjugados con la HSP (31, 2 y 41) o cuando se trabaja con
complejos chaperona-antigeno conformados (17) donde ambas situaciones
plantean trabajar con “pooles” de moléculas no idénticas y con densidaa
variable de epitopes. De hecho, en éstos lltimos casos se puede in
variabilidad en las respuesta inmune contra los antigenos sez variando iz

tasa molar de antigeno y “carrier”, o en el modo de fusion
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“carrier” , factores que inciden en la posicion distintiva de epitopes B y T (18,
30). Asi con el sistema de fusiébn antigeno-LiHsp®3, se reducen
considerablemente las variables asociadas al estudio de las proteinas de
choque térmico como “carriers” moleculares e inmunogénicos de antigenos
reporteros.

Una de las caracteristicas principales de la respuesta humoral contra
MBP dada por el sistema de fusién MBP-LiHep&3 es que la misma fue de
altos niveles y de larga duracién, exhibiendo una rapida y potente respuesta
una semana después del refuerzo (dia 21). La respuesta inmune humoral en
este grupo se redujo un 30% el dia 40, respecto al dia 28, manteniendose
constante hasta el dia 120, es decir, a lo largo del resto del experimento.
Este resultado sugiere que la respuesta humoral se extenderia por un tiempo
sustancialmente mas largo que los 120 dias. Las capacidades inmunogénicas
de LiHsp®3 eran esperadas en parte debido a lo que se conocia para otras
HSPs (49 y 48) y en parte al anélisis de datos previos, tales como los que
mostraban que muestras de suero de perros con leishmaniasis visceral (LV)
tenian una reactividad de anticuerpos contra cuatro diferentes regiones de
LiHep®3 que partian desde 35.7% hasta llegar a &8% (1), también en sueros
de pacientes con LV se obtuvo una reactividad contra multiples epitopes de
células B dentro de la proteina (Angel S0, datos sin publicar).

La inmunizacién con MBP-LiHsp83 estimula fuertemente la respuesta

celular, observandose claramente que las respuestas proliferativas de lo
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esplenocitos de ratones inmunizados con MBP-LiHsp83, fueron mucho mas

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

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

citoquinas, observandose que aquellas pertenecientes al perfil de respuesta
inmune Th1 estan asociadas a la presencia de anticuerpos del tipo 19G2a; y

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

secrecion de anticuerpos del tipo 1gGl1 (36 y 61). Nuestros resultados

MBP-LiHep&3

mostraron, que a pesar de poder observarse en ratones inmunizados con
una

respuesta anti-MBFP del tipo 19G1/1gG2a, el isotipo
dominante en esta respuesta fue 19gG2a. De estos resultados se puede inferir,

que por un lado se estimuldé una potente respuesta inmune del tipo Thi, y que

por otro se obtuvo también una respuesta del tipo Th2, pero mas débil. Todos

estos resultados han demostrado ser similares a los obtenidos en ratones

inmunizados con MBP-LiHep70 (46).

Algo curioso surge al analizar el perfil isotipico obtenido contra la
g 9 p 4

proteu’na recombinante LIHsp83, mientras que por un lado en ratones
inmunizados con MBP-LiHep&3 se obtuvieron, al igual que contra MBFP, ambos

tipos de anticuerpos 1gG1 e 19gG2a, en ratones inmunizados con LiHsp83 <o

se obtuvo el isotipo 19G2a. Se da entonces el caso que la unién fisica MBP-
LiHep&3 modifica el perfil de isotipos secretados observa e a
inmunizacion con sus formas independientes LiHsp83 y M

lgG2a). Estos

! ( vz
resultados sugieren que la fusidon confiere propiedades
e e TR e S SS e e Ls
9

N



inmunogénicas diferentes a la molécula respecto a sus partes por separado.
Ee de destacar que la reactividad de los sueros del grupo de ratones
inmunizados con MBP fue significativamente mas débil que la observada en
sueros del grupo inmunizado con la fusion. Podria ser que la fusién con
LiHep&3 no modifique el perfil de isotipos anti-MBP, y que lo que esté
ocurriendo en verdad es que al aumentarse significativamente la respuesta
contra MBP los anticuepos de la clase |9G1 se hagan detectables. Es probable
que el uso de otros antigenos reporteros, aporten datos (tiles para confirmar
el rol de LiHep®&3 en su papel de dirigir y estimular una respuesta del tipo
Th2/Th1 contra un antigeno reportero y su utilidad como vacuna.
Recientemente se ha demostrado que, péptidos provenientes del virus
de la coriomeningitis linfocitica mezclados con la proteina recombinante de
humanos Hsp70 estimulan una respuesta inmune protectiva en los ratones
inmunizados con estas preparaciones (7). Este sistema de vacunacién se
basa en la evidencia previa de que la Hsp90, Hsp70 y la proteina de choque
térmico gp96 pueden acomplejar peptidos y dirigirlos a |z ruta de
presentacion en el contexto de las moléculas MHC | y Il (10). En dicho modelo
el uso de la Hep70 humana como “carrier” para vacunas de aplicacion en
humanos evadiria el estimulo de la respuesta inmune contra la Hsp70 propia,
debido a la autotolerancia. En nuestro caso, se observé una fuerte respuesta
humoral contra distintas regiones de la proteina recombinante LiHsp8&3. Esto

implica, la existencia de miltiples epitopes de células B. Debido a la
P N = = e e e e WSS e ]
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extremada conservacion existente entre HS5Ps de patégenos y hospedadores,
y al hecho recién enunciado se plantea la pregunta sobre si puede éste
sistema de fusién estimular la produccién de anticuerpos contra HSPs del
huésped. Es evidente que un “carrier” molecular inmunoestimulador para uso
en vacunas no deberia producir una respuesta cruzada con proteinas del
huésped. Al analizar |la especificidad de |la respuesta humoral contra LiHsp83
se observd que los sueros de ratones inmunizados con MBP-LiHsp83 o con
LiHep&3 no reconocian ninguna proteina extraida de un tumor de mamas de
raton. Es de destacar que falta un control positivo (un suero o anticuerpo
monoclonal anti-Hep90 de ratén) que confirme la Hep del huésped. Sin
embargo, es sabido que la proteina citoplasmatica Hep90 se expresa en altas
cantidades aln en ausencia de estrés (93). Ademas también es sabido que
las células tumorales producen altos hiveles de expresion de HSPs ( por
ejemplo Hep90, gp96, y Hsp70), de las clales se extraen la Hsp90
acomplejadas con péptidos para producir inmunidad protectiva (33 y 17). Que

los anticuerpos anti-Hsp83 son dirigidos especificamente contra los e
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de LiHep83, inferirian que la respuesta humoral contra LiHsFS
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parcialmente restringida, tal vez por mecanismos que involucren la regulacion
de respuestas contra componentes propios (&). Resultados similares se
obtuvieron para el modelo MBP-Hsp70(59).

Todos nuestros resultados avalan el valor de la LiHep&3 como
candidato para su uso como “carrier” para estimular fuertemente la
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respuesta inmune contra un antigeno fusionado. Mientras que en animales el
uso de patdgenos atenuados o proteinas purificadas en forma no muy
exhaustiva esta permitido para aplicar como vacunas, en humanos solo se
permite el uso de péptidos o fracciones de antigenos de alta pureza
(proteinas recombinantes). Frecuentemente ocurre que, tanto con péptidos
como con antigenos purificados, no se obtiene una buena respuesta inmune,
razén por la cua’l se require el uso de adjuvantes. La eleccidén del adjuvante
adecuado generalmente no es una tarea facil. Para tomar sélo algunos
ejemplos, en humanos el aluminio es un adjuvante de uso permitido, pero tiene
la desventaja de polarizar la respuesta inmune hacia la secrecion de
citoquinas pertenecientes al patron Th2 (29 y 6), con una estimulacion de
linfocitos T citotéxicos muy baja. Muy por el contrario, el adjuvante completo
de Freund (ACF) estimula una respuesta inmune asociada a Thl (29), pero
este adjuvante no es aceptado para su uso en humanos. El sistema planteado
en este trabajo mostré estimular una respuesta celular y humoral contra un

antigeno reportero sin necesidad de adjuvante alguno.

¢Cémo es que la LiHsp83 ejerce su accién como “carrier” inmunogénico
libre de adjuvante? En primer lugar, los patdgenos expresan sus HSFs en
niveles muy elevados como consecuencia del ambiente totalmente nostil al gue

se deben enfrentar al ser fagocitados por macréfagos(D). Durante Zst

(
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proceso las HS5Ps han demostrado ser procesadas y preserntagas al 2
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inmune. Una gran variedad de tipos de células T se han reportado poder
reconocer determinantes de las HS5Ps (65), entre estas se encuentran, las
células T “helper” ( para la asistencia de células B en la produccién de
anticuerpos) y las células T citotdxicas ( destructoras de células
infectadas). Las células T y/8 también se describieron como reconocedoras de
determinantes de HS5Ps. En un trabajo reciente (3) se demostré que la Hep70
de micobacterias estimula a proliferar in vitro células T y/8 y a/P provenientes
de ratones que no habian sido previamente expuestos a la proteina, aunque in
vivo demostraron que la respuesta es esencialmente via células T a/B. En
segundo lugar, las HS5Ps estan altamente conservadas entre los patdaenos,
por lo tanto esta situaciéon puede ser conveniente como objetivo a focalizar
por parte del sistema inmune. En tercer lugar tal como ya se menciond, la
Hsp90, Hep70 y la proteina de choque térmico gp96 pueden acomplejar
péptidos y dirigirlos a la ruta de presentacién en el contexto de las moléculas
MHC (10). Es sabido que las células presentadoras de antigenos (AFCs)
profesionales poseen receptores para algunas HSPs que captarian éstos
péptidos acomplejados con las HSPs en forma especifica(56). Por lo tanto se
sugiere que el sistema de fusion MBP-LiHep®3 puede ser captado por
cualquier tipo de célula presentadora de antigeno ( célula B mediante
anticuerpo, o APC clasica), luego presentar peptidos derivados del sistema

de fusion en el contexto del MHC, y esto es reconocido por células T reactivas
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a estos sistemas, con la consiguiente estimulaciéon de la inmuinidad humoral y
celular observada en nuestro sistema.

Suzue y Young (58) demostraron en 1996 por primera vez que la proteina Hep70
de M. tuberculosis estimulaba una fuerte respuesta inmune humoral y celular contra un
antigeno del virus HIV (p24) cuando ambas moléculas estaban ligadas fisicamente. Mas
tarde, Rico y col (48) observaron el mismo fenémeno utilizando como “carrier” la Hep70 de
L. infantum y como antigeno reportero la proteina MBP. En este trabajo se demuestra que
una proteina de la familia de las Hsp90, la Hep®3 de L. infantum, también tiene
propiedades inmunoestimuladoras cuando el antigeno de interés esta fusionado. Es de
destacar que durante infecciones naturales por Leishmania, tanto en perros como en
humanos, la proteina Hep8d del parasito estimula una mayor respuesta humoral y celular
que la proteina Hep70 (48y 49, S.0. Angel, datos no publicados). Sin embargo, al analizar
comparativamente log resultados obtenidos en este trabajo con los obtenidos por Rico y
col (46) se observa que ambas proteinas producen una respuesta similar contra MBP. En
particular, pareciera que LiHsp83 estimula una mayor secrecién de 1gG1 especificas que
LiHep70, aunque en ambos casos el isotipo predominante fue IgG2a. Quizas un analisis de
la produccién de citoquinas especificas pueda arrojar otras diferencias.

Finalmente, se destaca que la fusion de un antigeno de interés a la
proteina LiHsp®3 es una buena alternativa frente a otros adjuvantes y Heps
para su aplicacién como “carrier” de inmunizacién. Con el objetivo de analizar
la utilidad de éste sistema como vacuna, asi como también la confiabilidad de

la respuesta celular T y B dirigida por la LiHsp8&3 como “carrier”, otras
Y e N S0 N e T I R e e e P I R
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proteinas recombinantes como Toxoplasma rRop2(34) o rSAG1 (42) se

fusionaran a esta HSP, en nuestro laboratorio.
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