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. RESUMEN

Introduccion: Las rickettsiosis han sido catalogadas como un problema de salud
publica en México y América Latina mientras las muertes por estas enfermedades
van en aumento cada afio. En la actualidad el desarrollo de vacunas anti-
rickettsia genera la necesidad de plantear nuevas estrategias para la seleccion y
evaluacion de antigenos. La naturaleza de los antigenos de rickettsiales que
generan respuestas de tipo humoral y celular ha sido el sujeto de investigaciones
dirigidas al desarrollo de una vacuna basado en la vacunologia tradicional. Han
sido evaluados antigenos de superficie celular mediando respuestas por linfocitos
T para Rickettsia rickettsii (R. rickettsii), sin embargo, estos se han limitado a
evaluaciones en modelos animales con resultados de proteccion parcial y
memoria inmunoldgica a corto plazo, todo esto apoyado en la vacunologia
tradicional. La estrategia propuesta en este trabajo, permite evaluar un plasmido
que contienen ADN de la bacteria R. rickettsii seleccionado por vacunologia
reversa, en un sistema autologo de células mononucleares de sangre periférica
humanas y estudiar la respuesta celular que este plasmido induce.

Hipétesis: El plasmido rOmpB-24 induce in vitro un efecto proliferativo y estimula
la produccioén de interferéon gamma (IFN-y) en linfocitos CD4 y CD8 provenientes
de pacientes con diagndstico positivo a Rickettsia comparable con linfocitos de
sujetos con diagnostico negativo a Rickettsia.

Objetivo: Analizar la respuesta inmune celular inducida por el plasmido rOmpB-
24 candidato a vacuna contra bacterias del género Rickettsia en células
mononucleares de sangre periférica humanas de pacientes con diagnostico
positivo a Rickettsia y de sujetos con diagndstico negativo

Métodos: A partir de los plasmidos rOmpB-24, pVAX1 y pEGFP-N1 se
sintetizaron los plasmidos pVAX-GFP5 y rOmpB-24GFP los cuales fueron
transfectados en macrofagos, se evalud la expresién de la proteina rickettsial
mediante fluorescencia y reaccion en cadena de la polimerasa retrotranscrita

(RT-PCR, por sus siglas en inglés). A partir de células mononucleares de sangre



periférica se realizaron transfecciones de los plasmidos en macréfagos y co-
cultivos con linfocitos en los cuales se midio la proliferacion linfocitica, activacion
de macrdéfagos y expresion de IFN-y mediante citometria de flujo.

Resultados: Los resultados sugieren que los macrofagos transfectados con el
plasmido rOmpB-24 expresan la proteina rickettsial, la cual es detectable por
microscopia de fluorescencia y RT-PCR.

En los macrofagos transfectados se observo un incremento en la expresion de
moléculas co-estimuladoras y en la proliferacion de linfocitos T CD4+ y CD8+, asi
como la produccién de Interferén gamma en linfocitos tanto T CD4+ como en T
CD8+. Sin embargo, dado el reducido numero de muestras evaluadas, estas
diferencias no alcanzaron a ser significativas. Asi mismo, no fue posible asociar
el tipo de alelo del antigeno leucocitario humano de clase 1 (HLA-I, por sus siglas

en inglés) encontrado con la respuesta inmune obtenida.



Il. INTRODUCCION

En México y América Latina las rickettsiosis se han vuelto un problema de salud
publica, ya que son enfermedades, cuyo diagnostico y tratamiento suele ser
tardio u equivoco por lo que los casos muchas veces culminan en la muerte del
paciente. Ante la creciente necesidad de combatir estas enfermedades, muchos
estudios han surgido para la elaboracion de vacunas que permitan disminuir el
numero de casos por estas infecciones. En la actualidad, plasmidos de ADN
contenedores de genes de proteinas de membrana rickettsial, prometen una
inmunidad efectiva ante las bacterias del género Rickettsia ya que son parasitos
intracelulares por lo cual necesitan combatirse generando una respuesta inmune
de tipo celular. El agente causal de estas enfermedades son las bacterias del
género Rickettsia. Estas bacterias son parasitos obligados que producen
mecanismos de patogenicidad durante la infeccion que pueden culminar con la
muerte del paciente. Es por ello que con el fin de poder tomar medidas
preventivas o terapéuticas contra estas enfermedades se han estudiado a
profundidad los diversos mecanismos de inmunidad que participan en el control
de las rickettsiosis, siendo la mas importante la produccion de INF-y por los
linfocitos T CD8+ necesarios para la destruccion de las células infectadas.
Durante afios se han disefiado y estudiado distintos tipos de vacunas empleando
rickettsias muertas o atenuadas, las cuales han aportado proteccion parcial,
escasa, e inclusive letal a quienes les fue aplicada. Sin embargo, gracias a los
avances en la biotecnologia, se han encontrado algunas proteinas antigénicas
de las bacterias del género Rickettsia como son OMPA y OMPB que prometen
resultados confiables en la defensa contra las rickettsiosis.

Una de las metas preventivas para las rickettsiosis es el desarrollo de vacunas
de ADN, empleando modelos animales para probar su efectividad en una fase
preclinica, lo cual ha dado resultados muy prometedores. Sin embargo, una
alternativa intermedia para evaluar el desarrollo de nuevas vacunas, puede ser
el uso de co-cultivos in vitro de células mononucleares de pacientes para analizar

la inmunogenicidad de proteinas antigénicas, lo cual promete ser una estrategia



de mayor proximidad a los estudios in vivo para comprender la

inmunomodulacion producida en los humanos por candidatos a vacunas.



lll. ANTECEDENTES

Rickettsiosis y sus manifestaciones clinicas.

Las Rickettsiosis son enfermedades zoondticas febriles causadas por
alfaproteobacterias del género Rickettsia y transmitidas por vectores
ectoparasitos hematofagos (garrapatas, piojos, pulgas y acaros). Se caracterizan
por sus manifestaciones clinicas que van desde una simple fiebre a la letalidad
segun la especie bacteriana implicada en la infeccion, la predisposicion del
paciente y la atencion médica oportuna.! Las bacterias del género Rickettsia se
clasifican en cuatro grandes grupos: el grupo ancestral conformado por Rickettsia
belli (R. bell) y R. canadensis, el grupo de las fiebres tificas (R. typhi y R.
prowazekii), el grupo de las fiebres manchadas (R. rickettsii, R. parkerii y R.
conorii) y el grupo transicional (R. akari, R. australis y R. felis). Las fiebres
manchadas comunmente son transmitidas por garrapatas duras de los géneros
Rhipicephalus spp., Amblyomma spp., entre otras.?? La infeccion en humanos
generalmente presenta sintomas caracteristicos que suelen ser cefaleas
acompafadas de mialgias e insomnio, vomitos recurrentes y dolor abdominal.
Entre sus signos estan las temperaturas mayores a los 39°C, edema en el dorso
y las extremidades, exantema y rash maculopapular, distension abdominal,
esplenomegalia, hepatomegalia e hipotension. En ocaciones aparece una escara
en la zona de la picadura de la garrapata. En las pruebas de laboratorio suele
presentarse trombocitopenia (signo similar al de otras patologias comunes como
el dengue), transaminasas elevadas, hipoalbuminemia y un incremento de la
creatinfosfoquinasa (CPK). En el liquido cefalorraquideo aparecen los monocitos
y la pleocitosis asi como un incremento en la concentracion de proteinas. Este
tipo de rickettsiosis se caracteriza por producir una bacteriemia en los pacientes
alterando asi su sistema inmune. Se ha demostrado que, en la mayoria de los
casos, el incremento en la carga bacteriana en el paciente regula de forma
negativa la produccion de citocinas como el interferéon gamma (IFN-y) necesarias
para la depuracion de las bacterias del género Rickettsia, de tal forma que la
enfermedad se desarrolla llevando al paciente a la muerte si no es atendido a



tiempo.3% En una clasificacion mas comun, el tiftus murino es causado por R. typhi
y es transmitido por pulgas de la rata del género Xenopsylla spp. y pulgas del
gato del género Ctenocephalides spp. Estas pulgas se infectan al picar al
reservorio (rata o gato) infectados y pueden transmitirse al patdégeno por via
transovarica. La transmisién al humano se manifiesta posterior a ser picado por
pulgas y rascarse en la zona inoculando asi las heces infectadas depositadas
durante la alimentacion del hematéfago. La incubacién va de una a dos semanas
apareciendo fiebres superiores a los 38°C, escalofrios, cefaleas, nauseas, y en
algunos casos causa estupor, convulsiones y ataxia focalizada. Es muy rara la
aparicion de erupcion cutanea, rash, y es caracteristico el exantema en
extremidades de corta duracion. El paciente puede recuperarse en dos semanas,
pero con terapia antibidtica, en menos de 5 dias. El tifus epidémico es causado
por R. prowazekii y se le considera como la rickettsiosis mas antigua de todas
debido a su transmisién a través de piojos humanos. Ha sido histéricamente
referenciada en epidemias por piojos, lo cual convierte al humano en su
reservorio principal. Esta bacteria, a diferencia de las demas bacterias del género
Rickettsia, no se transmite por via transovarica en los piojos y sus
manifestaciones clinicas son similares a las del tifus murino, sin embargo, difieren
en el tiempo de evolucidén que es de dos a tres semanas. R. prowazekii tiene la
propiedad de almacenarse en tejido adiposo o en algunos érganos como el
higado por lo que puede volver a activarse y proliferar manifestando sintomas

clinicos mas leves (enfermedad de Brill-Zinsser).3°

Epidemiologia de las rickettsiosis.

La letalidad de estas infecciones es considerada multifactorial, destacando su
ineficaz atencion médica y el tratamiento tardio. Los pacientes que padecen
rickettsiosis pueden presentar sintomas similares al dengue como son las fiebres,
dolor de huesos y abdomen, rash, y la plaquetopenia. En la mayoria de los casos,
los pacientes fallecen por una mala atencién médica prestada por los servicios

de salud debido a la deficiente preparacion del personal para tratar la



enfermedad, la carencia de equipos necesarios para su diagnostico clinico
especifico como termocicladores o antigenos para inmunofluorecencia indirecta
(IF1), o inclusive una terapia inadecuada, ya que los pacientes requieren un
tratamiento antibidtico especifico como la doxiciclina o el cloranfenicol debido al
caracter intracelular de las bacterias del género Rickettsia.”

México es uno de los paises en América Latina mas afectados por los frecuentes
casos confirmados y sus casos fatales. De acuerdo a las cifras del Centro
Nacional de Programas Preventivos y control de Enfermedades (CENAPRECE)
existe un registro en México de 9396 casos confirmados en un periodo
comprendido entre el 2005 y el 2014 de los cuales 151 casos fueron defunciones
causadas por fiebres manchadas. Cerca del 90% de los casos confirmados en
ese periodo son infecciones atribuidas a la bacteria R. rickettsii y se focalizan en
el norte del pais, mientras que el resto se asocia a otras especies de bacterias
del género Rickettsia. El incremento de los casos positivos en la region ha
despertado la alarma por lo que desde el 4 de abril del 2015 se declard
“emergencia nacional” y se iniciaron medidas para combatir el nimero de casos.®
Por otro lado, en el sureste del pais, principalmente en Yucatan, un estudio de
caracterizacién clinica de pacientes realizado en el 2014 en el Centro de
Investigaciones Regionales Dr. Hideyo Noguchi de la Universidad Autonoma de
Yucatan, arrojé que 33 de 71 muestras analizadas durante ese mismo afio fueron
positivas en un 94% para fiebres tificas y un 6% para fiebres manchadas
diagnosticadas por serologia y biologia molecular, resultados contrastantes con
el norte del pais donde las infecciones mas recurrentes son las fiebres
manchadas. De este estudio se demostré que la poblacién mas afectada es la
urbana (64%) en relacion con la rural (36%) y las principales manifestaciones
clinicas fueron fiebre, exantemas, mialgias, artralgias y cefalea.’

Patogenia y evasioén de la respuesta inmune.
Las células blanco de estas bacterias son preferentemente las pertenecientes al

endotelio vascular (aunque también infectan monocitos) debido a la presencia de



un receptor celular conocido como Ku70 quien juega un rol importante en la
patogenicidad de las bacterias del género Rickettsia. Las condiciones
intracelulares de la bacteria llevan a la destruccion del endotelio vascular
justificando la vasculitis en pacientes graves y edema a nivel sistémico. Las
bacterias del género Rickettsia estan constituidas por una membrana interna y
una externa que contiene cerca de 17 antigenos de superficie o sca (siglas del
inglés: surface celular antigen) de los cuales sobresalen las proteinas sca0 y scab
conocidas como OmpA (siglas del inglés: outer membran protein A) y OmpB
respectivamente quienes tienen funciones importantes como la adhesion e
invasion a la célula huésped.'°

El mecanismo de invasion a las células huésped es actina-dependiente, inicia
con la interaccion de OmpA, Adr1 (adhesina rickettisal 1) y Adr2 con sus
receptores celulares mientras que OmpB interacciona con la proteina
heterodimérica Ku70 presente en la superficie de la célula huésped. Esta unién
activa a la ubiquitinligasa (c-Cbl) y tirosinquinasas (FAK) para reclutar ubiquitina
y cortactina al dominio intracelular de Ku70."" Simultaneamente, la activacion de
las tirosinquinasas p110 y p85a permitiendo la fosforilacion del fosfatidilinositol
(IP2) a inositoltrifosfato (IP3), la activacion del complejo enzimatico Arp2/3 y un
gradiente de concentracion de cationes intracelulares (Ca*?) lo cual iniciara la
polimerizacién de actina alrededor del sitio ubiquitinizado endocitando a la
bacteria y produciendo el endosoma temprano el cual madura hasta fusionarse
con el lisosoma (figura 1). Dentro de la célula, las bacterias del género Rickettsia
cambian su morfologia dejando atras su forma variante pequefa [small cell
variant (SCV)] para formar un bacilo o variante grande [large cell variant (LCV)].
El cambio en la estructura de la bacteria favorece la produccién de factores de
virulencia mediados por la via de secrecion tipo IV (T4SS) tal es el caso de la
fosfolipasa Az (PLAz), PLD y la hemolisina C que degrada la membrana vesicular
del fagolisosma liberando a la bacteria al citoplasma la cual expresa las proteinas
de superficie RickA que reclutaran polimeros de actina, esto le confiere motilidad



a la bacteria permitiendo su migracion a las células adyacentes (efecto cometa).
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Figura 1. Mecanismo de acoplamiento, entrada e invasion de las bacterias del género Rickettsia a la
célula huésped. La proteina OmpB se acopla al receptor Ku70 de la célula huésped lo que genera una

cascada de sefalizacion que le permite a las bacterias del género Rickettsia la invasién celular.

Respuesta inmune innatay TLR's.
A pesar que las bacterias del género Rickettsia son patdgenos intracelulares de

caracter obligatorio, se tiene conocimiento que la respuesta inmune innata se
encuentra mediada principalmente por la interaccion de los patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMP’s) de la bacteria con los receptores tipo Toll
(TLR’s) de superficie como el TLR2 y el TLR4 en células dendriticas (DC) y
linfocitos “Natural Killer” (NK). Las bacterias del género Rickettsia al ser gram-
negativas, poseen una membrana deficiente en peptidoglicano pero muy rica en
lipopolisacarido (LPS). La presencia del LPS en la bacteria favorece que los
TLR s tipo 2 y 4 activen la produccion de interleucinas inflamatorias e interferones
por la via dependiente de MyD88.'® Los estudios en ratones de la cepa C3H/HeN



han demostrado que la ausencia en la expresion del TLR4 en mayor medida que
el TLR2 en linfocitos NK y DC favorece la infeccion por R. conorii.'® 2° Por otro
lado, la participacién de las células NK y DC en la inmunidad innata no pasa a
segundo plano. La interaccion TLR/LPS estimula a la produccion de interleucinas
(IL) inflamatorias como la IL-1B, IL-8 e IL-6 atrayendo quimiotacticamente a
fagocitos como los macrofagos y los neutrofilos al sitio de infeccion (infiltrados
celulares) favoreciendo la depuracion de la bacteria. De igual manera, la
apoptosis también juega un papel importante y es regulada por las células NK ya
que su activacion mediada por MyD88 en el dominio intracelular del TLR2
favorece en gran medida la produccion de interleucinas apoptéticas como el
factor de necrosis tumoral (TNF-q, por sus siglas en inglés) e IFN-y el cual activa
a los macrofagos en el sitio de infeccion. Mediante la activacion de los fagocitos,
la fagocitosis se hace presente mediante las células dendriticas (DC, por sus
siglas en inglés) y macrofagos. Las bacterias fagocitadas con éxito son degradas
por lisosimas, catepsinas y especies reactivas de oxigeno (RANTES, por sus
siglas en inglés). Los productos de la degradacion son liberados al lumen celular
ocurriendo diversos eventos: por un lado, las proteinas residuales son
degradadas a péptidos en el proteosoma posterior a su ubiquitinizacion y viajan
al reticulo endoplasmico (ER), ahi son acoplados al sitio de union de las
moléculas principales de histocompatibilidad de tipo Il (MHC-II) y viajan a la
membrana celular mediante transporte vesicular regulado por el complejo de
Golgi, lo cual favorece la transicion de la inmunidad innata a la inmunidad
adaptativa (via proteolitica de procesamiento antigénico), por otro lado, el
material genético de las rickettisias puede activar el inflamasoma al ser
reconocido por los receptores intracelulares tipo NOD (NLR’s) induciendo la
produccion de interleucinas inflamatoria, o puede ser transcrito a ARN mensajero
de manera que se expresen peéptidos en los ribosomas del ER (figura 2), estos
péptidos son acoplados al MHC-| y expresados en la membrana celular (via

citosdlica).8-24
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Figura 2. Respuesta inmune innata contra bacterias del género Rickettsia mediada por células
fagociticas y presentadoras profesionales. Las bacterias del género Rickettsia son degradadas por los
fagolisosomas en las células presentadoras de antigeno, esto permite la degradacién de sus proteinas para

su procesamiento en proteosoma y ensamble en los complejos principales de histocompatibilidad.

Respuesta inmune adaptativa.

El papel de la respuesta inmune adaptativa es quiza el mas importante en la
eliminacion de las bacterias del género Rickettsia durante la infeccion. El caracter
intracelular de la bacteria sugiere que la via de presentacion de antigenos mas
comun llevada a cabo por el sistema inmune es la via citosodlica por lo que la
activacion de los linfocitos T CD8 es la mas comun, sin embargo, los estudios
realizados en ratones han revelado que puede existir una activacion de linfocitos
T CD4.%% Otros estudios en ratones han demostrado que la activacion de los
linfocitos es importante en la eliminacién de las bacterias del género Rickettsia
ya que la expresion de moléculas co-estimuladoras solubles como la sCD40

favorece dicha eliminacién.?® La presentacién del antigeno por el MHC-l y la
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interaccion ligando/receptor de las moléculas co-estimuladoras activa a los
linfocitos T CD8 de modo que estos producen citocinas que favore su
autoproliferaciéon (IL-2, IL-6), asi como la activacion de células fagociticas
mediante la produccién de IFN-y regulada por IL-12 e IL-10 (producidas por las
APC) y promueven la apoptosis mediante la produccion de citocinas
inflamatorias (IL-6 y TNF-a).2” Por otro lado, la activacion de los linfocitos T CD4
induce la diferenciacion de linfocitos colaboradores Th1 y Th2 que favorece la
produccion de IFN-y (activacion de fagocitos) y la activacion de linfocitos B
mediada por IL-4. La activacion de los linfocitos B es T-dependiente en la
respuesta inmune contra bacterias del género Rickettsia.?® La fagocitosis
mediada por los linfocitos B induce la presentacion de antigeno a los linfocitos
Th2 quienes al reconocer al antigeno en su receptor (TCR) y la interaccion
ligando/receptor de las moléculas co-estimuladoras activan al linfocito B
induciéndolo a la produccion de inmunoglobulinas (Ig’s) que reconozcan al
antigeno presentado proveniente de las bacterias del género Rickettsia.?® 3° Los
estudios en modelos murinos han demostrado que las inmunoglobulinas no son
de vital importancia en la eliminacion de las bacterias del género Rickettsia
comparadas con la actividad de los LT CD8+ o los LT Th1, sin embargo, se ha
demostrado que su papel es fundamental en la prevencién de la interaccion
OMPB/Ku70 y otros antigenos de adhesion, impidiendo la adhesion de la
rickettsia a la superficie de la célula huésped y por ende la invasion a la misma
(figura 3).3132
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Figura 3. Respuesta inmune adaptativa contra bacterias del género Rickettsia mediada por linfocitos
T, linfocitos B e inmunidad humoral regulada por citocinas y anticuerpos. La fagocitosis de las
bacterias del género Rickettsia y la degradacion de sus antigenos, permiten una respuesta inmune cruzada
tanto del tipo humoral como celular.

Vacunas anti-rickettsia.

Con el paso del tiempo, la busqueda de alternativas para el control y terapia de
las rickettsiosis ha llevado al desarrollo de vacunas que permitan disminuir el
numero de casos positivos. La complejidad de la bacteria en su patogenia y la
respuesta inmune que produce en el hospedero han sido los pilares que han
llevado al disefio de vacunas siendo unas mas efectivas que otras. En algunos
estudios, tanto en humanos como en ratones, se ha demostrado proteccién
parcial contra las fiebres manchadas al emplearse bacterias del género Rickettsia
muertas o atenuadas como estrategia vacunal, sin embargo, su desventaja es
que la carga bacteriana y el compromiso inmune en los pacientes puede producir
infecciones en los sujetos de estudio. En otros estudios empleando ratones se
han probado lisados de bacterias demostrando de igual manera proteccion
parcial, esto debido a que la crudeza de los antigenos orienta la respuesta
inmune hacia la diferenciacién de los linfocitos Th2 en lugar de linfocitos Th1 los
cuales son los ideales para la eliminacion de las bacterias del género Rickettsia
por su naturaleza intracelular.®* 3° De igual manera, los estudios en ratones

empleando proteinas recombinantes de las bacterias han demostrado proteccién
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parcial, limitandose a infecciones producidas por unas cuantas especies de
bacterias del género Rickettsia y en algunos casos los co-adyuvantes han
demostrado toxicidad. Por otro lado, los avances en la tecnologia del ADN
recombinante y la vacunologia reversa, han permitido la seleccion de antigenos
candidatos a vacunas que puedan ser construidos en vectores plasmidicos para
el desarrollo de vacunas de ADN. Las vacunas de ADN han resultado ser las mas
prometedoras pues pueden inducir la expresion del antigeno en un sistema
eucariota de modo que sea presentado por la ruta citosdlica favoreciendo la
diferenciacion de linfocitos Th1. 36-38

OMPA, OMPB como candidatos a vacunas.

Muchos son los antigenos que han sido candidatos para el desarrollo de vacunas
contra Rickettsia, sin embargo, entre los mas importantes destacan las proteinas
OMPA, OMPB. La importancia en el empleo de estas proteinas radica en que son
los antigenos principales de estos patdégenos, es decir, son los antigenos
responsables de la adhesion e invasidon de las bacterias del género Rickettsia a
las células del huésped. Por otro lado, estas proteinas tienen la caracteristica de
ser altamente conservadas entre las diferentes especies de bacterias del género
Rickettsia, esta ventaja permitiria una respuesta inmune cruzada, por lo que las
vacunas desarrolladas a partir de estas proteinas podrian proteger contra una
amplia gama de rickettsiosis. Los estudios en los que se emplearon OMPA
recombinante proveniente de R. rickettsii han demostrado que confiere
proteccién de infecciones contra su homdlogo R. conorii en ratones®® Otros
estudios empleando recombinantes de OMPA provenientes de R.
heilongjiangensis demostraron proteccion de conejillos de indias contra R.
rickettsii incrementando sus niveles de inmunoglobulinas contra la proteina
OMPA, lo cual demuestra la proteccion ante especies homologas y heterélogas.*°
Respecto a OMPB, se sabe que tiene mayor capacidad inmunoestimulante que
OmpA, pues en un estudio realizado en ratones se demostré que los epitopes de

R. conorii provenientes de SCA5 son reconocidos por linfocitos T e inducen la
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produccion de IFN-y cuando son expresados en células NCTC e inoculadas a
ratones previa infeccion.*! Otros estudios empleando proteinas OMPB
recombinantes han demostrado la proteccion de ratones C3H/HeN induciendo
la produccién de anticuerpos y la proliferacion de linfocitos T, asi como la
producciéon de IFN-y necesario para la activacion de macréfagos.#24® De igual
manera, otra recombinante de esta proteina en conjunto con la recombinante de
la proteina Adr2 fue probada en ratones C3H/HeN y ambas demostraron una alta
inmunizacion por separado produciendo activacion de Linfocitos T CD4 vy la
producciéon de IFN-y e 1gG2a.** Finalmente, en 2015 se probaron plasmidos
candidatos a vacunas de ADN con resultados prometedores. Estos plasmidos
contienen regiones de ADN provenientes de OmpA y OmpB de R. rickettsii y
fueron tansfectados en macrofagos provenientes de la linea celular THP-1. Este
estudio demostrd por co-cultivo in vitro de los macrofagos con células polimorfo
nucleares de sangre periférica que los plasmidos transfectados en macréfagos
permiten la expresidon de los péptidos rickettsiales que inducen una respuesta
proliferativa en linfocitos provenientes de pacientes con diagnostico positivo a
rickettsiosis (R. rickettsii, R. felis y R. typhi) en contraste con los linfocitos de
sujetos sanos,, produciendo un incremento en las concentraciones de IFN-y y la
proliferacion de los linfocitos CD4+ y CD8+7. En este estudio no solo se demostré
la eficacia de los plasmidos sino también la propiedad de estimular una respuesta
inmune independientemente de la especie de Rickettsia implicada en la
enfermedad del paciente. 4546

El plasmido rOmpB-24 como candidato a vacuna

El estudio anteriormente mencionado, reporté que el plasmido rOmpB-24
estimula a las células mononucleares de pacientes con rickettsiosis pero no
estimula linfocitos de las de personas que nunca han padecido alguna
rickettsiosis. Dicho plasmido fue construido en el vector plasmidico pVAX1® con
un tamano de 3 kilobases el cual ha sido aprobado por la Administracion de

Alimentos y Medicinas (FDA por sus siglas en inglés de Food and Drug
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Administration) para su uso en la elaboracion de vacunas de ADN debido a que
posee bajo tamafio molecular y toxicidad, permitiendo su expresion en células
eucariotas sin que se integre al ADN gendmico (figura 4). El plasmido contiene
un gen de resistencia a kanamicina que permite su seleccion clonal en células
procariotas, una region promotora del citomegalovirus humano (CMV, por sus
siglas en inglés) que permite la expresidn en células eucariotas, asi como
contiene material cromosdmico para disminuir su acoplamiento al ADN de la
célula huésped. Asi mismo, el plasmido contiene una regién de multiple
acoplamiento que permite el uso de una amplia gama de enzimas de restriccion
para su apertura y acoplamiento de las secuencias de interés cercano al sitio de

origen de replicacion.4”
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Figura 4. Mapa del plasmido rOmpB-24. E| plasmido contiene un gen de la proteina OMPB de R. rickettsii
clonado en el vector pVAX1. Los origenes de replicacién pUC y CMV permiten la expresion en células

procariotas y eucariotas respectivamente. El mapa fue construido mediante el software pDRAW.
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El plasmido contiene una region genética de 1734 pb aislada del genoma de la
bacteria R. rickettsii de la cepa “Sheila Smith”. Esta region codifica para una
seccion proteica de OMPB con numero de acceso ABV76666.1 de 58942
daltones. Dicha region fue seleccionada a partir de previos estudios in silico en
los cuales se analizé la promiscuidad de los péptidos nonameéricos derivados de
su procesamiento en células presentadoras de antigeno en los haplotipos de
HLA-I tipo Ay tipo B, asi mismo, la region antigénica seleccionada no solo posee
los mas altos indices de acoplamiento al HLA-I, sino también posee un alto
porcentaje de conservacion genética entre las principales especies de Rickettsia
(tabla 1) lo cual permite abarcar una amplia gama de rickettsiosis a nivel

mundial.*8

Tabla 1. Porcentajes de homologia del gen de R. rickettsii incluido en rOmpB-24 respecto a los genes

de las principales cepas de Rickettsia a nivel mundial analizados en Blast.

Especie No. De % de
Acceso homologia

Rickettsia rickettsii str. Sheila Smith ABV76666.1 100%
Rickettsia felis str. URRWXCal2 CP000053.1 89.975%
Rickettsia typhi str. Wilmington AEQ017197.1 81.865%
Rickettsia prowazekii str. Madrid E AJ235273.1 81.362%
Rickettsia conorii str. Malish 7 AE006914.1 97.040%
Rickettsia parkeri str. Portsmouth CP003341.1 97.270%
Rickettsia akari str. Hartford CP000847.1 88.791%
Rickettsia slovaca str. D-CWPP CP003375.1 97.792%
Rickettsia japonica str. VR-1363 AP011533.1 95.290%

El plasmido se espera que funcione (figura 5) al en ser endocitado por células
presentadoras de antigeno y aprovechar su maquinaria bioquimica para producir
la proteina OMPB. La presencia de este antigeno activara la via clasica de
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presentacion antigénica a través del HLA-I y en menor proporcion la del HLA-II,
involucrando asi la estimulacion de linfocitos T CD8 generando células de
memoria productoras de Interferon gamma (IFN-y). Los alelos de los haplotipos
Ay B del HLA-I para los cuales fue disefiado el plasmido son HLA-A02:01, HLA-
A24, HLA-B35:01 y HLA-B39:01. Estos alelos fueron elegidos ya que se estima
que estan presentes en el 80 % de la poblacion a nivel mundial, esto beneficiaria
a la mayoria de la poblacion en caso de emplearse para el desarrollo de una

vacuna (figura 6).

Linfocitos T

HLA-B35:01

HLA-I HLA-B39:01

@/ HLA-A02:01
y/ : HLA-A24
HLAII i o

Nticleo +
Reticulo endoplasmico

Plasmido O) -

" Célula
Fagocitica

Liposoma + plasmido

Figura 5. Mecanismo de accion del plasmido rOmpB-24. Su ingreso por endocitosis a las células
presentadoras de antigeno permite su procesamiento y presentacion de antigenos a los linfocitos mediante

la via del HLA-I y en menor proporcion la via del HLA-II.
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Figura 6. Frecuencia de los Alelos de HLA a nivel mundial. El color dorado indica las regiones donde la

poblacion presenta una alta frecuencia alélica de los diferentes haplotipos de HLA-I, el color plata presenta

una frecuencia media y el color bronce una baja frecuencia (tomado de www.allelefrequencies.net).

La seleccion de antigenos vacunales ha presentado un gran reto para el area de
la vacunologia. El empleo de antigenos recombinantes o de proteinas crudas
provenientes de la lisis bacteriana presenta complicaciones al momento de
seleccionar las regiones antigénicas con mayor actividad inmunogeénica. Estos
procesos son tardados y dependen de fases de evaluacion preclinica lo que
conlleva elevados costos y condiciones de estudio inmunogénico en modelos
animales, totalmente ajenos a las que ocurren en los humanos. Por todo lo
anteriormente expuesto resulta de particular importancia el desarrollar métodos
rapidos y confiables para la seleccion de los antigenos que puedan ser utilizados
en el desarrollo de vacuna recombinantes y de ADN para el control de diversas

patologias infecciosas.
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En el presente estudio, se propone una metodologia in vitro que permite evaluar
la respuesta inmune en generada en células mononucleares provenientes de
humano (células autdlogas) sin comprometer la salud de los donadores. Este
método permite evaluar antigenos especificos provenientes de la bacteria R.
rickettsii los cuales se espera que sean procesados por macrofagos a través de
su transfeccidn con un plasmido y presentados a los linfocitos de memoria de
donadores con serologia positiva a Rickeftsia. Esto permitira medir los
porcentajes de activacion, proliferacion de linfocitos y de células productoras de
IFN-y para determinar la eficacia del método como una alternativa viable para la

evaluacion de candidatos a vacunas.4850
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IV. OBJETIVOS

Objetivo general.

Evaluar la capacidad de los macréfagos transfectados con el plasmido rOmpB-

24, para activar a linfocitos de pacientes con diagndéstico positivo a Rickettsia.

Objetivos especificos.

1.

Evaluar in vitro la activacidon de los macrofagos de sangre periférica

humana inducida por la transfeccion con el plasmido rOmpB-24.

. Analizar la presencia de los alelos de HLA (HLA-A02:01, HLA-A24, HLA-

B35:01 y HLA-B39:07) en monocitos de sangre periférica de individuos

incluidos en el estudio.

Caracterizar in vitro la respuesta proliferativa de linfocitos T (CD4 y CD8)
de sangre periférica inducida por el co-cultivo con los macréfagos
autologos transfectados con el plasmido rOmpB-24.

Caracterizar los linfocitos T (CD4 y CD8) productores de IFN-y
estimulados por el co-cultivo con macréfagos autdlogos transfectados con

los plasmidos candidatos a vacunas.
Determinar la relacién entre la respuesta inmune celular estimulada con el

plasmido rOmpB-24 y la presencia de diferentes alelos de HLA en células

mononucleares de sangre periférica humanas.
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V. HIPOTESIS

Los macrofagos transfectados con el plasmido rOmpB-24 son capaces de activar
in vitro a los linfocitos CD4 y CD8 provenientes de pacientes con diagndstico
positivo a Rickettsia, provocando en ellos un efecto proliferativo y la produccién
de IFN-y.
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VI. MATERIALES Y METODOS
a) Tipo y diseiio de Estudio.

e Se trata de un estudio experimental.

b) Universo.
e Pacientes mexicanos con diagnostico positivo a rickettsiosis y sujetos

sanos.

c) Muestra.
e Participaron 4 sujetos mexicanos con diagnostico positivo (Px) a
rickettsiosis y 4 sujetos con diagnostico negativo (Cx).

e Algunos datos clinicos:

Cadigo Edad Sexo Diagnéstico
PX-01 30 H R. typhi
PX-02 33 M R. typhi
PX-03 42 M R. typhi
PX-04 28 H R. typhi
CX-01 33 H -
CX-02 28 M -
CX-03 39 M -
CX-04 22 H -

d) Variables y escalas de medicion.
» indice de linfoproliferacion: Porcentajes.
e Porcentaje de expresion de interleucinas: Porcentajes.
e Porcentaje de expresion de HLA: Intensidad Media de Fluorescencia (MFI,

por sus siglas en inglés) y Porcentajes.
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e indice de activacién de macréfagos: Porcentaje

e Expresion de proteinas de Rickettsia: Presente/ausente

e) Criterios de Inclusién.

e Sujetos con diagnostico positivo a ricketsiosis mediante IFI.

e Sujetos con diagnostico negativo a rickettsiosis mediante IFI pareados por
edad y sexo con los sujetos seropositivos.

e Pacientes mayores de 5 afios del sexo masculino o femenino que deseen
participar con previo consentimiento informado.

e Sujetos sanos mayores de 5 afos del sexo masculino o femenino que
deseen participar con previo consentimiento informado pareados por edad

y sexo con los pacientes.

f) Criterios de Exclusién.
e Sujetos que no deseen participar en el estudio.
e Sujetos con enfermedades de tipo febril 0 enfermedades autoinmunes.

e Pacientes o sujetos sanos con compromiso inmune.

g) Criterios de Eliminacion.
e Sujetos que ya no deseen participar en el estudio.

¢ Integridad de la muestra sanguinea.

h) Fuentes de recoleccion de la informacion.

e Bases de datos de pacientes diagnosticados por el Laboratorio de
Enfermedades Emergentes y Reemergentes del Centro de
Investigaciones Regionales “Dr. Hideyo Noguchi” de la Universidad
Auténoma de Yucatan.

e Banco de plasmidos de ADN elaborado por el Laboratorio de
Enfermedades Emergentes y Reemergentes del Centro de
Investigaciones Regionales “Dr. Hideyo Noguchi” de la Universidad
Auténoma de Yucatan.
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i) Metodologia.

Para cumplir el objetivo 1, fue necesario construir un plasmido (Figura 8) derivado
de pVAX1 que posea una region codificante para la expresion de la proteina
verde fluorescente (GFP) para poder emplear un control de transfeccion.

Obtencion de la secuencia codificante de la proteina verde fluorescente
(GFP).

Se realizo la digestion enzimatica del plasmido pEGFP-N1 para obtener la regidon
GFP. Para ello se prepar6 una reaccion enzimatica empleando el buffer
FastDigest 10X ajustado a 1X (Thermo Scientific, Cat. B64), 1U de la enzima
Hindlll (Thermo Scientific Cat. ER0501), 1U la enzima Notl (Thermo Scientific
Cat. ER0591) y 8 ug del plasmido pEGFP-N1 (Clontech, Cat. #6085-1) en un
volumen de 20 pL. La mezcla se mantuvo en incubacion a 37°C por 2 horas y se
analizé por electroforesis en gel de agarosa al 1% (100 v por 30 minutos) tefiido
con bromuro de etidio. La banda obtenida del producto de digestion (760 pb) fue
cortada del gel y se purificé mediante la metodologia propuesta en el kit comercial
QIAquick Gel Extraction Kit.

Digestion enzimatica del vector pVAX.

Se realiz6 la digestion enzimatica del plasmido vector pVAX1 (Thermo Scientific,
Cat. V26020) para la construccion del plasmido pVAX-GFP5. Para ello se preparo
una reaccion de 20 pyL conteniendo 5 ug del plasmido, 1X del buffer FastDigest
10X, 1U de la enzima Notl y 1U de la enzima Hindlll, dejando en incubacién toda
la noche a 37 °C. Finalmente, los productos de digestion enzimatica de pVAX1
fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al 1 % (30 minutos, 100 v)
tefido con bromuro de etidio. La segunda banda, correspondiente al plasmido
digerido fue cortada y se purificada mediante la metodologia propuesta en el kit
comercial QIAquick Gel Extraction Kit.
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Construccion del plasmido pVAX-GFP5.

Posterior a la digestion enzimatica, se inactivaron las enzimas de restriccion por
5 minutos a 65 °C. En relaciéon 5:1 (inserto/plasmido) se emplearon 47 ng del
inserto digerido, 40 ng del plasmido pVAX1 digeridoy 1 U de la enzima ligasa T4
(Thermo Scientific, EL0O016) para un volumen de 20 pL. Finalmente se incubd por

16 horas a 14 °C para la ligacién del plasmido con el inserto.

Obtencién de células competentes.

Células DH5a (Thermo Scientific, 18265017) se cultivaron en 5 mL de medio LB
broth con agitacion a 250 rpm por 16 horas a 37°. Seguidamente, se cultivaron
las células en 100 mL de medio LB broth libre de antibidticos bajo las mismas
condiciones por 3 horas hasta alcanzar la densidad 6ptica de 550 nm. Las células
se enfriaron en hielo por 5 minutos y se centrifugaron por 10 minutos a 8000 rpm
a 4 °C para descartar el sobrenadante. Inmediatamente, las células se
suspendieron en 250 yL de MgCl2 0.1 M en frio y se repitio la centrifugacion
descartando el sobrenadante. Las células se resuspendieron en 250 pL de CaCly
0.1 M frio y se reservdé a 0 °C por 20 minutos. Finalmente, las células se
resuspendieron en 4.3 mL de CaCl2 0.1 M frio y 1 mL de glicerol preservandolas
a -70 °C hasta su uso.

Transformacion de células competentes.

Una alicuota de 50 L de células competentes congeladas se afiadié 20 uL del
plasmido pVAX-GFP5 recién preparado agitando con suavidad y manteniendo en
hielo por 20 minutos. Seguidamente, las células se colocaron por 90 segundos
a 42 °C e inmediatamente se colocaron en hielo por 10 minutos. Las células
resultantes fueron incubadas en 150 pL de medio LB broth libre de antibiético por
30 minutos en agitacion a 250 rpom y 37 °C. Finalmente, las células se sembraron
en agar LB con una concentracion de 100 pyg/mL de kanamicina y fueron
incubadas por 16 horas a 37 °C.
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Extraccién del plasmido por lisis alcalina.

A partir de 10 colonias obtenidas, se realizé un cultivo en 15 mL de medio LB
broth con 100 ug/mL de kanamicina por 16 horas a 37 °C y agitacion a 250 rpm.
Las células obtenidas fueron centrifugadas a 4°C por 10 minutos a 8000 rpm y
se decanto el sobrenadante. Las células fueron suspendidas en 200 pL de buffer
LA-I (glucosa 50 mM, Tris-Cl pH:8.0 25 mM, EDTA 10 mM), se afiadio 400 pL del
buffer LA-Il (NaOH 0.2 N, SDS 1%) incubando 5 minutos. Seguidamente se
afiadié 300 pL del buffer LA-lll (Acetato de sodio 3 M, Acido Acética Glacial
0.115%), se homogeniz6 cada tubo por inversion y se centrifugd a 8000 rpm por
10 minutos. Los sobrenadantes fueron transferidos a microtubos de 1.5 mL, se
les adicion6é 10 yL de RNAsa (Invitrogen Cat. 12091-021) y se incubaron por 2
horas a 37°C. Concluida la incubacion, se colocé 1 volumen de fenol-cloroformo
1:1 y se centrifugd a 12 000 rpm por 10 minutos recuperando la fase superior
(fase acuosa), el procedimiento se realizé dos veces. Seguido, se obtuvo la fase
acuosa y se le anadioé 1 volumen igual de etanol absoluto incubando a -20°C por
30 minutos y se centrifugé a 13 000 rpm por 30 minutos a 4°C. Se decanto el
sobrenadante y se lavo la pastilla de ADN con 100 pyL de etanol al 70%
centrifugando a 13 000 rpm por 30 minutos. Finalmente, el sobrenadante se
desech6 y posteriormente la pastilla se secdé a temperatura ambiente, se
resuspendio en 100 yL de agua estéril libre de nucleasas. Las construcciones se
analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de
etidio.

Verificacion del Inserto GFP.

Para verificar la presencia del inserto en el plasmido construido, se selecciond
una de las construcciones cuyo tamarfo era de 3.7 kb (pVAX1: 3 kb, GFP: 700
pb) para realizar una digestion enzimatica y su analisis por PCR. La digestion

enzimatica se realiz6 empleando las enzimas Hindlll y Notl como se indica en el
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apartado A del protocolo 1 en el presente documento. La reaccion de PCR se
realiz6 empleando 1.5 mM de MgClz, 200 uM de dNTPs, 1 U de taq polimerasa,
0.4 pM del cebador “T7 promoter’ (5- TAATACGACTCACTATAGGG- 37) y del
cebador “BGH reverse” (5'- TAGAAGGCACAGTCGAGG- 3") mas 100 ng de ADN
en un volumen de 25 pL. La amplificacion se realiz6 con las siguientes
condiciones: 94°C para la desnaturalizacion por 30 segundos, alineamiento a 51
°C por 30 segundos y 2 minutos de extension a 72 °C durante 35 ciclos.
Finalmente, los productos de PCR y de digestion se analizaron por
electrofororesis en gel de poliacrilamida al 8 % a 150V y se visualizaron por

tincion con bromuro de etidio.

Transferencia de la secuencia GFP al plasmido rOmpB-24

Para realizar la transferencia de la secuencia GFP del plasmido pVAX-GFP5 al
plasmido rOmpB-24 mediante subclonacidn, ambos plasmidos fueron digeridos
con la enzima Apal mediante las condiciones antes descritas. Los fragmentos de
interés fueron purificados y ligados con Ligasa T4 y se realizo el proceso de
transformacion, propagacion, extraccion y analisis de plasmido antes descrito. El
nuevo plasmido fue construido con la region GFP ubicada después del marco de
lectura para garantizar que primero se sintetice la proteina OMPB vy al final la

proteina GFP (figura 8).
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Figura 8. Construccion de los plasmidos pVAX-GFP5y rOmpB-24GFP para el analisis de transfeccion
en macrofagos. En la primera clonacion se emplearon las enzimas de restriccion Hindlll y Notl para
transferir la region GFP al vector pVAX1 dando origen al plasmido pVAX-GFP5. En la segunda clonacion se
empled la enzima Apal para transferir la secuencia GFP al plasmido de estudio rOmpB-24. Amabas
construcciones fueron empleadas para localizar a la proteina OMPB en los macréfagos transfectados

detectando a la proteina verde fluorescente.

Para poder detectar la presencia de la proteina rickettsial OMPB, se transfectaron

macrofagos con los plasmidos construidos como se describe a continuacion:

Obtencion de Células Mononucleares de Sangre Periférica Humanas
(CMSP) por gradientes de centrifugacién de Ficoll.

De acuerdo a la metodologia descrita por Dzul y Balam?**46, se realizd lo
siguiente: Se colectaron 20 mL de sangre periférica por puncidén venosa en tubos
con heparina. La sangre fue diluida 1:1 en buffer de sales de fosfato (PBS 1X)
con pH de 7.2 £ 1 frio y se colocaran 10 mL de la sangre diluida en un colchén
de ficoll (Lymphoprep™ 1.077 g/mL, Nycomed Pharma AS, Oslo, Norway) de 3
mL en tubos coénicos cuidando mantener ambas fases y se centrifugaron por 20
minutos a 1800 rpm a 4°C. Seguidamente, el anillo contenedor de CMSP se

colectd en tubos conicos, las células fueron lavadas con PBS 1X frio a 1500 rpm
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por 8 minutos a 4°C por tres veces. Las células colectadas se resuspendieron en
4 mL de medio RPMI-1460 completo RPMI-1640, 10 % de suero fetal bovino, 1
% de estreptomicina/anfotericina B, 1 % de Hepes, 2 mM de L-glutamina).

Aislamiento de monocitos y linfocitos por gradiente de centrifugacién con
Percoll.

Después del aislamiento de CMSP, se procedié a aislar los monocitos como
sigue: La solucién fue colocada sobre dos fases de Percoll® P1644 (Sigma-
Aldrich, 1.130 g/mL, pH: 9.4) ajustadas a 1.062 g/mL y 1.064 g/mL de densidad
y se centrifugaron por 30 minutos a 1700 rpm. El anillo obtenido en la interfase
fue colectado y lavado por centrifugacion con PBS 1X frio a 1500 rpm por 8 min
por dos veces. Finalmente, las células fueron suspendidas en 1 mL de medio
RPMI-1640 completo y se procedid a su recuento en camara de Neubauer por la
técnica de exclusion de azul de Tripano en dilucién 1:100.

Obtencion de macréfagos mediante estimulos con Acetatos de Phorbol.
Los monocitos obtenidos fueron diluidos en medio completo RPMI-1640 y
cultivados a razén de 1 x 108 monocitos por pozo en placas de cultivo celular de
24 pozos y se les adicionara una solucion de Phorbol 12-Miristato 13-Acetato
(PMA 1 ng/pL) para obtener la concentracion de 100 ng/mL. Las placas fueron
cultivadas en incubadora con atmésfera de CO2 al 5%, humedad de 95% y
temperatura de 37 °C durante 24 horas.

Transfeccion de macréfagos con los plasmidos pVAX-GFP5 y rOmpB-
24GFP.

A partir de monocitos diferenciados, cada pozo fue lavado con PBS 1X estéril. En
un tubo de 1.5 mL se colocaron 50 yL de medio Opti-MEM y 16 pL de
Lipofectamina LTX, en un tubo a parte se colocaran 50 yL de Opti-MEM con 1 ug
de plasmido y 5 yL de Reactivo Plus para cada pozo. Finalmente, ambos
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contenidos se mezclaron e incubaron 30 min a temperatura ambiente y se
colocaron 100 yL de la mezcla final a cada pozo. En este experimento se
emplearon 5 condiciones cuyo duplicado fue tratado con Brefeldin A: macrofagos
sin transfectar y transfectados con pVAX1y rOmpB-24 como controles negativos,
pVAX-GFP como control positivo y rOmpB-24GFP. Las placas se incubaron a 37
°C por 12 horas en atmosfera del 5% de CO2 y 95% de humedad y se afadio
Brefeldin A (5 pg/mL) a cada pozo duplicado y se mantuvo en incubacion 12 horas
mas. Las células fueron observadas en microscopio invertido de fluorescencia
mediante el filtro de FITC.

Extraccion de RNA.

Partiendo de 3 pozos con macroéfagos traansfectados con los plasmidos rOmpB-
24 y pVAX1, se realizaron 3 lavados con PBS 1X y se rasparon las células
adheridas colectandolas en 1 mL de PBS. Posterior a una centrifugacion de 14
000 rpm por 5 minutos se realizd la extraccion de ARN mediante TRIzol®
Reagent (Invitrogen, cat. 15596026) y Fenol-Cloroformo 1:1 precipitando el ARN
de la fase acuosa con isopropanol. El ARN extraido fue lavado con etanol al 75%

y resuspendido en agua tratada con DEPC.

Transcripciéon Reversa.

Para la sintesis de ADN complementario (cCADN) se emple6 el kit comercial
ImProm-II™ Reverse Transcription System de la marca Promega (cat. A3800).
Por reaccion se colocaron en un tubo de 200 pyL 0.5 yL de cebador hexamero y
4.5 yL de ARN y se incubaron a 70°C por 5 minutos, seguidamente en hielo por
otros 5 minutos. A la par se adicioné a cada tubo una mezcla de 15 uL que
contenia 1X de ImProm Il 5x Reaction Buffer, 2.5 mM de MgCl,, 500 uM de
dNTP’s, 20 unidades de Recombinant RNasin Ribonuclease Inhibitor y 160
unidades de ImProm Il Reverse Transcriptase. Concluida la incubacién en hielo,

se unieron ambas mezclas para un volumen final de 20 pL y se colocaron en el
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termiciclador a 25°C por 5 minutos (alineacién), 42°C por una hora (Elongacion

del cADN) y 70°C por 15 minutos (inactivacidon de la Transcriptasa Reversa).

Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Se prepararon 4 reacciones empleando las concentraciones de 2.5 mM de MgCly,
200 uM de dNTPs, 1 U de taq polimerasa, 0.4 yM de cada cebador (Fw: 5'-
ATGGTCGGTGGACAGCAAGGTAATAAG-3’, Rv: 5-
GGTAACGATAGCTCCAACAAAG-3") y 100 ng de ADN para un volumen de 25
ML por reaccion. La programacidon necesaria para el termociclador fue 5 minutos
a 94°C, 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 62°C, y 3 minutos a
72°C y una temperatura de alineamiento final de 72°C por 10 minutos.
Finalmente, los productos de PCR fueron analizados por electrofororesis en gel
de poliacrilamida al 8 % por 60 minutos a 120 V y visualizados por tincion con
bromuro de etidio.

Para poder conocer el porcentaje de expresion de HLA-I y HLA-Il en los
macroéfagos transfectados, se realizé un analisis por citometria de flujo como se

explica a continuacion:

Co-cultivo de macréfagos transfectados con linfocitos.

A partir de 20 mL de sangre total heparinizada, se aislaron las CMSP de los
pacientes y los sujetos sanos mediante gradientes de centrifugacion con Ficoll.
Las células fueron resuspendidas en medio completo RPMI-1640 y se separaron
los linfocitos de los monocitos mediante centrifugacion con Percoll. Los
monocitos fueron sembrados en placas de cultivo de 24 pozos a razén de 1 x 108
monocitos por pozo mientras que los linfocitos fueron cultivados por separado en
frascos de cultivo de 25 mL. Los pozos con monocitos fueron tratados por 24
horas con PMA (100 mM) para su diferenciacion a macrofagos. Los macrofagos
generados fueron transfectados con el plasmido rOmpB-24 y con el plasmido
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pVAX1 para un analisis de proliferacién basal, empleando Lipofectamina LTX por
24 horas. Los linfocitos fueron lavados con PBS 1X, resuspendidos en medio
fresco RPMI-1640. Finalmente fueron co-cultivados a razén de 3:1 respecto a los
macréfagos en los pozos durante 72 horas.

Marcaje de superficie y Analisis por Citometria de flujo.

Terminado el tiempo de co-cultivo, se colectd el sobrenadante en tubos para
citometria de flujo. Los pozos fueron lavados por triplicado con Versene frio
(Gibco™, cat. 15040033) para despegar todas las células colectando los lavados
en los tubos. Los tubos fueron centrifugados a 1000 rpm por 5 minutos
decantando el sobrenadante y se resuspedieron las células en 500 yL de buffer
de tincion (PBS 1X, Suero Fetal Bovino al 2.5%). Seguido, se afiadieron 3 pL de
los anticuerpos monoclonales antihumano anti-CD40 marcado con PE, anti-CD80
marcado con APC y anti-HLA-I marcado con Alexa Fluor 488 y se incubaron en
frio por 30 minutos realizando el mismo marcaje con el HLA-Il. Finalmente, las
células fueron lavadas por duplicado con PBS 1X frio y se resuspendieron en 500
WL del buffer de tincion. Las células fueron analizadas en un citdmetro de flujo
modelo FACSVerse de BD.

Para cumplir con el objetivo 2 se realizo lo siguiente:

Deteccion de los alelos de HLA mediante reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) de punto final.

A partir de leucocitos aislados se realizé una extraccion de ADN empleando el kit
DNeasy Blood & Tissue Kits (Qiagen ® Cat No./ID: 69504) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Seguidamente, se prepararon las reacciones de
PCR empleando las concentraciones de 1.5 mM de MgClz, 200 uM de dNTPs, 1
U de taq polimerasa, 0.4 uM del cebador de sentido y del cebador antisentido y
100 ng de ADN para un volumen de 25 pL. La programacion necesaria para el
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termociclador fue: 94°C para la desnaturalizacion por 30 segundos, alineamiento
de 64 °C para cualquier alelo y 2 minutos de extensién a 72 °C para 35 ciclos.
Finalmente, los productos de PCR fueron analizados por electrofororesis en gel
de poliacrilamida al 8 % por 30 minutos a 150 V y visualizados por tincion con
bromuro de etidio (tabla 2).

Tabla 2. Secuencias de los cebadores y tamafio en pares de bases (pb) del producto de PCR esperado
para cada alelo del haplotipo HLA-Ay HLA-B.

Alelo Cebadores Tamafio

HLA-A02:01 Fw: 5-GTGGATAGAGCAGGAGG-3’ 489 pb
Rv: 5-CCAAGAGCGCAGGTCCTCT-3

HLA-A24:02 Fw: 5-GGCCGGAGTATTGGGACGA-3' 557 pb
Rv: 5-CCTCCAGGTAGGCTCTCTG-3

HLA-B35:01 Fw: 5-GACCGGAACACACAGATCTT-3' 389 pb
Rv: 5-GAGGAGGCGCCCGTCG-3

HLA-B39:01 Fw: 5-CCGAGAGAGCCTGCGGAA-3’ 507 pb

Rv: 5-CGTGCCCTCCAGGTAGGT-3’

Para llevar a cabo el objetivo 3 referente a la proliferacion linfocitica se procedié

como sigue:

Tincion de Linfocitos y marcaje extracelular.

Previo al co-cultivo, los linfocitos fueron tratados e incubados por 10 minutos a
37 °C en presencia del tinte Ghost Dye™ Violet 450 (Tonbo Biosciences, Cat.No.
13-0863-T100) y lavados nuevamente para retirar los restos del tinte. Los
linfocitos fueron co-cultivados con los macrofagos manteniendo la relacion 3:1
por 72 horas. Concluido el tiempo de cultivo, las células fueron cosechadas,

lavadas y marcadas con los anticuerpos monoclonales antihumano anti-CD3
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marcado con FITC, anti-CD4 marcado con APC y anti CD8 marcado con PerCP.
Las células fueron analizadas por citometria de flujo.
Cumpliendo con el objetivo 4 referente a la produccidén de IFN-y, se realizo la

siguiente metodologia:

Marcaje intracelular y Analisis por Citometria de flujo.

Partiendo de un co-cultivo de linfocitos y células transfectadas, se realizd un
tratamiento con Brefeldin A para detener el trafico vesicular del IFN-y en los
Linfocitos 6 horas antes de despegar las células. Las células fueron lavadas y
permeabilizadas con el buffer de permeabilizacion (PBS 1X, Triton 20 al 0.5%,
Suero Fetal Bovino al 2.5%) por 10 min. Las células se lavaron nuevamente y
fueron marcadas con los anticuerpos antihumano anti-CD4 marcado con APC,
anti-CD8 marcado con PerCP y anti-IFN-y marcado con Alexa 488 y analizadas

en el citometro de flujo.

36



VII. RESULTADOS

Construccion de los plasmidos pVAX-GFP5y rOmpB-24GFP

Se realiz6 la construccion de los plasmidos pVAX-GFP5 y rOmpB-24GFP para
ser empleados como control de transfeccion y para seguimiento de la expresion
de la proteina OMPB respectivamente. En la figura 9 se muestran los respectivos
mapas generados de ambos plasmidos en el software pDRAW32 (AcaClone
Software). Ambos plasmidos fueron analizados y presentaron los tamafios
esperados de 3.7 kb para el plasmido pVAX-GFP5 y de 5.4 kb para rOmpB-
24GFP (Figura 10). Del mismo modo, ambos plasmidos demostraron poseer la
region codificante para la proteina verde fluorescente (Figura 11C), mientras que
el plasmido rOmpB-24GFP demostrd contener también la region codificante de
la proteina OMPB (Figura 11A).
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Figura 9. Mapas genéticos de los plasmidos pVAX-GFP5 y rOmpB-24GFP. A) pVAX-GFP5: construido
en el vector pVAX1, posee una region codificante para la proteina verde fluorescente y una regiéon promotora
de expresion en eucariotas CMV. B) rOmpB-24GFP: Construido en el plasmido rOmpB-24, ademas de
poseer la regién codificante para OMPB posee una region GFP y una region promotora para expresion en

eucariotas.

37



-
5000 pb
4000 pb
3000 pb
2000 pb
1500 pb

1000 pb
517pb

500 pb

Figura 10. Tamano de los plasmidos construidos evaluado mediante electroforesis en agarosa al 1%
tefido con bromuro de etidio. Carril 1: Marcador de tamafio (NEB 1kb). Carril 2: plasmido pVAX7 (3 kb).
Carril 3: plasmido pVAX-GFP5 (3.7 kb). Carril 4: plasmido rOmpB-24GFP (5.4 kb).
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Figura 11. Analisis de PCR y digestiéon por enzimas de restriccion de los plasmidos construidos,
electroforesis en acrilamida al 8% tefiido con bromuro de etidio. A) Productos de PCR del gen OmpB-
24. Carril 1: Mk NEB 1kb. Carril 2: Control negativo. Carril 3: Control positivo (ADN de R. rickettsii, 1.7 kb).
Carril 4: plasmido rOmpB-24GFP. Carril 5: plasmido rOmpB-24GFP digerido con la enzima BamHI. B)
Productos de PCR de control de insertos T7-BGH. Carril 1: Mk NEB 1kb. Carril 2: Control negativo. Carril 3:
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plasmido rOmpB-24GFP (2.8 kb). Carril 4: plasmido pVAX-GFP5 (850 pb). C) Analisis de la region GFP.
Carril 1: : Mk NEB 1kb. Carril 2: pVAX-GFPS5 digerido con Notl y BamHI (760 pb). Carril 3: rOmpB-24GFP
digerido con Apal (760 pb).

Evaluacion del sistema de transfeccion por microscopia de fluorescencia.

Empleando el sistema de aislamiento de monocitos por doble centrifugacién con
gradientes de densidad se obtuvo un promedio de 10 x 108 monocitos en 20 mL
de sangre total. Como se observa en la figura 12 correspondiente a los
macrofagos sin tratamiento con Brefeldin A, no se encontré emisiéon de
fluorescencia al evaluarse en el filtro para FITC a los macrofagos sin transfectar,
los transfectados con pVAX1 y los transfectados con rOmpB-24, mientras que los
macrofagos transfectados con el plasmido de control pVAX-GFP5 y el plasmido
de seguimiento rOmpB-24GFP mostraron una fluorescencia con poca intensidad.

Sin Transfectar pVAX1 rOmpB-24 PVAX-GFP5 (CX+) rOmpB-24GFP

PSR RS ) PR

A) B TR
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Fluorescencia

Figura 12. Imagenes 40X de microscopia de fluorescencia obtenidas de los macréfagos posterior a
24 horas de transfeccion sin tratamiento con Brefeldin A. A) Macréfagos sin transfectar: Luz visible. B)
Macréfagos transfectados con pVAX7: Luz visible. C) Macrofagos transfectados con rOmpB-24: Luz visible.
D) Macrofagos transfectados con pVAX-GFP5: Luz visible. E) Macréfagos transfectados con rOmpB-24GFP:
Luz visible. F) Macrofagos sin transfectar: Filtro FITC. G) Macréfagos transfectados con pVAXT: Filtro FITC.
H) Macrofagos transfectados con rOmpB-24: Filtro FITC. 1) Macréfagos transfectados con pVAX-GFPS5: Filtro
FITC. J) Macrofagos transfectados con rOmpB-24GFP: Filtro FITC.
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En la figura 13 se muestran las imagenes obtenidas de los macrofagos
transfectados bajo las mismas condiciones y mediante tratamiento con Brefeldin
A. Los macréfagos transfectados con los plasmidos que no poseen la region GFP
no mostraron ninguna fluorescencia, sin embargo, los macrofagos transfectados
con los plasmidos que poseen la region GFP mostraron un aumento en la

intensidad de la fluorescencia lo cual sugiere que el sistema de lipofeccion es

funcional.
Sin Transfectar pVAX1 rOmpB-24 pVAX-GFP5 (CX+) rOmpB-24GFP
Fihy LAl s S =
‘A) > D)o - s -.|E)"
S % il : 8-
\ ¥

Luz Visible

Fluorescencia

Figura 13. Imagenes 40X de microscopia de fluorescencia obtenidas de los macréfagos posterior a

24 horas de transfeccion tratados con Brefeldin A. A) Macréfagos sin transfectar: Luz visible. B)
Macrofagos transfectados con pVAXT: Luz visible. C) Macrofagos transfectados con rOmpB-24: Luz visible.
D) Macrofagos transfectados con pVAX-GFP5: Luz visible. E) Macréfagos transfectados con rOmpB-24GFP:
Luz visible. F) Macrofagos sin transfectar: Filtro FITC. G) Macréfagos transfectados con pVAXT: Filtro FITC.
H) Macrofagos transfectados con rOmpB-24: Filtro FITC. 1) Macréfagos transfectados con pVAX-GFP5: Filtro
FITC. J) Macrofagos transfectados con rOmpB-24GFP: Filtro FITC.

En cuanto a la evaluacion de la presencia de ARNm derivado de la sintesis de la
proteina OMPB en los macréfagos transfectados, se obtuvo un producto de RT-
PCR de un tamafo de 1.7 kb correspondiente al gen de estudio. En la figura 14

se muestra un gel representativo de los productos de PCR de las extracciones
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realizadas a los macréfagos transfectados con pVAX7 y con rOmpB-24

comparados con el amplificado derivado del ADN de la bacteria R. rickettsii.

2000 pb

1500 pb

1
-
==
3000ph
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—
1000 pb —
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Figura 14. RT-PCR realizado a las extracciones de ARN de macréfagos transfectados con pVAX1y
con rOmpB-24. El resultado muestra una banda del tamafio del gen de estudio lo cual sugiere la expresion
de la proteina rickettsial en los macrofagos post-transfeccién. Carril 1: Mk NEB 1kb. Caarril 2: Control
negativo. Carril 3: Control positivo (ADN de R. rickettsii, 1.7 kb). Carril 4: producto de PCR de la extraccion
de macréfagos transfectados con pVAX1. Carril 5: producto de PCR de la extraccion de macréfagos

transfectados con rOmpB-24.

Fenotipificacion de las moléculas de HLA clase | y clase Il en macréfagos
CD40+ y CD80+.

El analisis citométrico (figura 15) de los macréfagos transfectados mostro que el
plasmido rOmpB-24 induce un incremento en la MFI de macréfagos con
moléculas co-estimuladoras o presentadoras de antigeno comparado con el
plasmido pVAX1 el cual no posee genes de la bacteria R. rickettsii. La figura 16a
sugiere un incremento en la MFI correspondiente a CD40 en 4 de 4 muestras de
donadores seropositivos mediante el estimulo con rOmpB-24 respecto a pVAX1,
ocurriendo de manera similar con las pruebas para CD80 (figura 16b) y HLA-I
(figura 16¢) mientras que para HLA-Il solo se mostré un incremento de MFl en 3
de 4 muestra bajo las mismas condiciones de estimulo. La figura 17 muestra la
estrategia de evaluacion de las diferentes poblaciones celulares mediante la
delimitacién de células doble negativas (-/-). Las figuras 18a y 18b sugieren un
incremento en el porcentaje de macrofagos CD40+HLA-I+ y CD80+HLA-I+
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respectivamente en 4 de 4 muestras analizadas de donadores seropositivos. Las
figuras 18c, 18d sugieren un incremento en el porcentaje de macrofagos
CD40+HLA-I1+ y CD80+HLA-II+ en 4 de 4 muestras, mientras que solo hubo un
incremento de macréfagos CD40+CD80+ en 3 de 4 muestras (figura 18e). Asi
mismo, las diferencias en los porcentajes de células estimuladas con ambos
plasmidos de los seropositivos fueron mayores comparados con los de los
sujetos con seronegativos. Los resultados sugieren que el fenotipo CD40+HLA-I
es el mas frecuente. El analisis estadistico no mostro diferencias significativas
(figura 19).
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Figura 15. Expresion de moléculas co-estimuladoras (CD40 y CD80) y de presentaciéon de antigeno
(HLA-l y HLA-Il) en macréfagos transfectados con rOmpB-24 y pVAX1. A) Anadlisis dot plot de las
poblaciones celulares por tamafio y granularidad (los macréfagos son mas grandes y mas granulares que
los linfocitos). B) Histograma representativo de la intensidad media de fluorescencia en macréfagos CD40+.
C) Histograma representativo de la intensidad media de fluorescencia en macréfagos CD80+. D) Histograma
representativo de la intensidad media de fluorescencia en macréfagos HLA-I+. E) Histograma representativo
de la intensidad media de fluorescencia en macréfagos HLA-I1+.
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Figura 16. Intensidades medias de fluorescencia en macréfagos de sujetos seropositivos a Rickettsia
transfectados con rOmpB-24 y pVAX1. A) Macréfagos CD40+. B) Macréfagos CD80+. C) Macréfagos
HLA-I+. D) Macrofagos HLA-II+.
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Figura 17. Representacion del analisis citométrico de macréfagos mediante dot plots. A) Seleccion de
los macréfagos mediante tamarfio y granularidad. B) Seleccién de los macrofagos CD40+HLA-I+. C)
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Figura 18. Porcentaje de macréfagos provenientes de muestras de 4 donadores seropositivos a

Rickettsiosis transfectados con rOmpB-24 y pVAX1. A) Porcentaje de macrofagos con fenotipo

CD40+HLA-I+. B) Porcentaje de macrofagos con fenotipo CD80+HLA-I+. C) Porcentaje de macréfagos con

fenotipo CD40+HLA-II+. D) Porcentaje de macréfagos con fenotipo CD80+HLA-II+. E) Porcentaje de

macrofagos con fenotipo CD40+CD80+.
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Figura 19. Comparativo de las diferencias de porcentajes de macrofagos provenientes de donadores
seropositivos (Px) y seronegativos (Cx) a rickettsiosis transfectados con rOmpB-24 y pVAX1. A)
Porcentaje de macréfagos con fenotipo CD40+HLA-I+. B) Porcentaje de macrofagos con fenotipo
CD80+HLA-I+. C) Porcentaje de macréfagos con fenotipo CD40+HLA-II+. D) Porcentaje de macréfagos con
fenotipo CD80+HLA-II+. E) Porcentaje de macréfagos con fenotipo CD40+CD80+. No existen diferencias

significativas para p < 0.05.
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Analisis proliferativo de linfocitos T.

En la figura 20 se muestra el analisis realizado para obtener los porcentajes de
proliferacion de los linfocitos co-cultivados por 72 horas con macrofagos
transfectados con rOmpB-24 y pVAX1. Los resultados obtenidos sugieren un
incremento en el porcentaje de proliferacién de linfocitos CD3+CD4+ cuando son
estimuladas por macrofagos transfectados con rOmpB-24 en 3 de 4 muestras de
donadores seropositivos (figura 21a). De manera similar, se obtuvo un
incremento en los porcentajes de proliferacion de linfocitos CD3+CD8+ bajo las
mismas condiciones de estimulo en 3 de 4 muestras analizadas (figura 21b). El
analisis comparativo entre ambos estimulos mostré ser mayor en linfocitos de
donadores serpositivos en contraste con linfocitos de donadores seronegativos.
Los resultados sugieren que los linfocitos CD3+CD8+ tienen mayores
porcentajes de proliferacion que los linfocitos CD3+CD4+. El analisis estadistico

no mostré diferencias significativas (figura 21c).
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Figura 20. Representacion del analisis citométrico de linfocitos mediante gates, dot plots e
histogramas. A) Seleccién de los linfocitos mediante tamafo y granularidad. B) Seleccion de los linfocitos
vivos CD3+. C) Seleccion de los linfocitos CD3+CD4+. D) Selecciéon de los linfocitos CD3+CD8+. E)
Histograma de los linfocitos CD3+CD4+ proliferantes. E) Histograma de los linfocitos CD3+CD8+

proliferantes.
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Figura 21. Porcentajes de proliferacion de linfocitos estimulados mediante co-cultivo de 72 horas
con macrofagos transfectados con rOmpB-24 y pVAX1. A) Porcentaje de proliferacion de linfocitos
CD3+CD4+. B) Porcentaje de proliferacion de linfocitos CD3+CD8+. C) Andlisis comparativo de las
diferencias de porcentajes de proliferaciéon de llinfocitos provenientes de donadores seropositivos (Px) y

seronegativos (Cx) a rickettsiosis.

Analisis de poblaciones de linfocitos productores de IFN-y.

En la figura 22 se presenta el analisis citométrico realizado a los linfocitos
después de 72 horas de co-cultivo con macrofagos transfectados con los
plasmidos rOmpB-24 y pVAX1. Los resultados mostraron un incremento en el
porcentaje de linfocitos T CD4+ productores de IFN-y estimuladas por
macrofagos transfectados con rOmpB-24 en 4 de 4 muestras provenientes de
donadores seropositivos (figura 23a). Del mismo modo, los resultados mostraron
un incremento en el porcentaje de linfocitos T CD8+ que producen IFN-y
mediante las mismas condiciones de estimulo (figura 23b). El analisis
comparativo de ambas condiciones de estimulo sugiere un mayor porcentaje de
linfocitos T CD4+ y CD8+ que producen interferon gama en muestras de

pacientes seropositivos en contraste con las muestras seronegativas. Los
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resultados sugieren que los linfocitos T del fenotipo CD8+ producen mas IFN-y
que los linfocitos T CD4+. El analisis estadistico no mostré diferencias

significativas (figura 23c).
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Figura 21. Representacion del analisis citométrico de linfocitos mediante dot plots. A) Seleccion de
los linfocitos mediante tamafio y granularidad. B) Seleccion de los linfocitos CD4+IFN-y+. C) Seleccion de

los linfocitos CD4+IFN-y+.
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Figura 22. Porcentajes de linfocitos productores de IFN-y estimulados mediante co-cultivo de 72
horas con macrofagos transfectados con rOmpB-24 y pVAX1. A) Porcentaje de linfocitos CD4+IFN-y+.
B) Porcentaje de proliferacion de linfocitos CD8+IFN-y+. C) Analisis comparativo de las diferencias de
porcentajes de llinfocitos productores de IFN-y provenientes de donadores seropositivos (Px) vy

seronegativos (Cx) a rickettsiosis.
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Caracterizacion de alelos de HLA.

Para la caracterizacion de los alelos de HLA presente en los genes de los
pacientes, se realiz6 un analisis por PCR de punto final. La presencia y ausencia
de los alelos en las muestras fue vaciada en la tabla 3.

Tabla 3. Presencia (+) y ausencia (-) de los diferentes alelos de HLA en las muestras de los sujetos

seropositivos (Px) y seronegativos (Cx) a Rickettsia.

Muestra HLA-A02:01 HLA-A24 HLA-B35:01  HLA-B39:01

Px-01 + - - +
Px-02 + - + +
Px-03 + - - +
Px-04 + - - +
Cx-01 + - + -
Cx-02 - - + -
Cx-03 - - + -
Cx-04 - - + -

Para determinar si la presencia o ausencia de los alelos de HLA se
correlacionaban con la respuesta inmune obtenida en los ensayos empleando el
plasmido rOmpB-24 se realizd una regresion logistica binaria. En la tabla 4 se
muestran los datos obtenidos del analisis los cuales no demostraron una relacién
significativa (95% de confianza) con ninguna de las pruebas realizadas por lo que
se puede inferir que no existe una relacion estadisticamente significativa entre
las variables de la respuesta inmune y la presencia/ausencia de los alelos de
HLA.
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Tabla 4: Analisis de regresion logistica binaria para la correlacion de la presencia/ausencia de los

alelos de HLA con la respuesta inmune obtenida en las muestras transfectadas con el plasmido

rOompB-24. Para un a=0.05 no se mostraron evidencias significativas de una correlacion.

gl Sig. Exp(B) 1.C. 95% para EXP(B)
Inferior ~ Superior
Proliferacion CD4+ 3 424 578 151 2.214
Proliferacion CD8+ 3 677 .620 .066 5.844
INF-y LT CD4+ 3 496 1.427 513 3.966
IFN-y LT CD8+ 3 .650 .803 312 2.070
Constante 3 .865 22.478
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VIIl. DISCUSION

La evaluacion de vacunas de ADN se encuentra limitada a esquemas de
inmunizacion en ratones o en otros animales como los perros, sin embargo, lo
novedoso de la metodologia aqui propuesta permite tener una aproximacion a la
inmunoestimulacion que se obtendria in vivo en humanos.5'®® Estudios de
evaluacion de candidados vacunales de ADN contra Rickettsia mediante técnicas
in vitro emplean esquemas de inmunizacion heterdloga, es decir, se basan en el
uso de lineas celulares como medios de presentacion antigénica.*® La
metodologia aqui propuesta, provee un panorama de evaluaciéon autdlogo
basado en las propias células de los pacientes que permiten observar el
funcionamiento de los candidatos a vacunas con mayor proximidad al modelo in
vivo humano, especialmente en enfermedades causadas por patdgenos
intracelulares, tal es el caso de las bacterias del género Rickettsia.

Los resultados obtenidos demuestran que es posible inducir la expresién de
proteinas y moléculas co-estimuladoras de la respuesta inmune en macrofagos
mediante la transfeccidén de plasmidos, tal es el caso de rOmpB-24. Este método
permite comparar la respuesta inmune obtenida entre dos poblaciones (con
serologia positiva y negativa) y poder observar un incremento en la actividad
inmune de los macrofagos y de los linfocitos.

Este método de evaluacion de candidatos a vacunas contra Rickettsia,
comparado con otros meétodos, permite obtener informacion acerca de las
poblaciones de linfocitos T que proliferan y que producen IFN-y, lo cual ofrece un
panorama para caracterizar mediante citometria de flujo si el tipo de respuesta
inmune inducida por los candidatos a vacunas es de caracter celular (CD8+) o de
caracter humoral (CD4+), ademas, el estudio con un numero representativo de
muestras permite con evaluar si la respuesta inmune esta relacionada con los
alelos de HLA presentes en las células de los sujetos seropositivos y

seronegativos.

53



IX. CONCLUSIONES

1.- Los resultados sugieren que los macréfagos transfectados con el plasmido
rOmpB-24 inducen una mayor expresiéon de moléculas co-estimuladoras (CD40
y CD80) y presentadoras de antigeno (HLA-I y HLA-Il) comparado con el
plasmido pVAX1 sin inserto.

2.- Los resultados mostraron que el co-cultivo de linfocitos con los macrofagos
transfectados con rOmpB-24 induce una respuesta linfoproliferativa y de
produccion de IFN-y mayor comparado con el plasmido pVAX1.

3.- Los resultados no mostraron una relacion estadisticamente significativa entre
la presencia/ausencia de los alelos de HLA en las CMSP de los sujetos
seropositivos con la respuesta inmune generada por el plasmido rOmpB-24.

4.- Los resultados obtenidos muestran la capacidad de esta estrategia utilizada
para para detectar la presencia de linfocitos de memoria antigeno-especificos en
los sujetos seropositivos a Rickettsia lo que sugiere que este plasmido es lo
suficientemente inmunogénico para ser considerado un posible candidato para el
desarrollo de una vacuna contra Rickettsia. Sin embargo, es imprescindible
ampliar estos estudios con un mayor numero de muestras, de modo que nos
permita garantizar que las claras tendencias observadas son realmente

significativas.
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XI. ANEXOS

Anexo 1. Aprobacion del comité de bioética.

COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION

Mérida, Yucatén, México, a 13 de octubre de 2018

B DICTAMEN ‘
i
OFICIAL FECHA: | NUMERO (ID): ‘ PROTOCOLO:
Evaluacion 19/10/2018 CEI-05-2017 INVESTIGACION ‘
& CARACTERIZACION DE LA INMUNOESTIMULACION IN VITRO INDUCIDA POR
TITULO: DOS PLASMIDOS CANDIDATOS A VACUNAS CONTRA RICKETTSIA (ROMPA-
= 49 Y ROMPB-24) EN CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFERICA
| HUMANAS.
RESPONSABLES: ‘ Dra. Karla Rossanet Dzul Rosado
Adscripcion donde se ’ Centro de Investigaciones Regionales Dr. Hideyo Noguchi de Ia
t realizara el estudio: ‘ Universidad Auténoma de Yucatan
‘ ‘ karla.dzul@correo.uady.mx
| 9999245755 ext. ‘

Teléfonos: ‘ 1150 ’
| |

L | \ \ J

Observaciones acerca del protocolo

‘, Correo-e: ‘

Este proyecto fue evaluado de forma colegiada y con apego a las normas y leyes vigentes
internacionales y de nuestro pais.

Se aprueba la solicitud de modificacion de titulo al de Caracterizacion de la inmunoestimulacién in vitro
inducida por el plasmido rOmpB-24 candidato a vacuna contra Rickettsia en células mononucleares de sangre
periférica humanas.
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Anexo 2. Carta de Consentimiento Informado.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

De acuerdo con los principios de la declaracion de Helsinki y con la ley general de salud, titulo segundo. De los aspectos éticos de la investigacion en seres humanos
Capitulo 1 Disposiciones Comunes. Articulo 13 y 14. En toda investigacion en la que el ser humano sea sujeto de estudio, debera prevalecer el criterio del respeto a su
dignidad y la proteccién de sus derechos y bienestar. Debido a que esta investigacién se consideré como riesgo minimo o mayor de acuerdo al articulo 17 y en
cumplimiento con los siguientes aspectos mencionados con el articulo 21

Lugar y Fecha

Por medio de la presente acepto participar en el protocolo de investigacion titulado:

Caracterizacién de la inmunoestimulacién in vitro inducida por dos pldsmidos candidatos a vacunas contra Rickettsia (rOmpA-49 y rOmpB-24) en células
mononucleares de sangre periférica humanas.

Registrado con el numero:

El objetivo del estudio es:

Caracterizar la inmunoestimulacién in vitro inducida por pldsmidos candidatos a vacunas contra Rickettsia (rOmpA-49 y rOmpB-24) en células mononucleares

de sangre periférica humanas.

Se me ha explicado que mi participacion consistira en:

Que se me realice una puncidén venosa para llevar a cabo la identificacion y caracterizacion del patégeno involucrado en el proceso infeccioso, asi mismo
los estudios de estimulacién con los antigenos rickettsiales para medir la produccién de IFN-y y dar cumplimiento a un objetivo particular planteado en el
proyecto.

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes, molestias y beneficios derivados de mi participacion en el estudio,
que son los siguientes:

El Investigador Responsable se ha comprometido a darme informacién oportuna sobre cualquier procedimiento alternativo adecuado que pudiera ser ventajoso para mi
tratamiento, asi como a responder cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que le plantee acerca de los procedimientos que se llevaran a cabo, los riesgos, beneficios
o cualquier otro asunto relacionado con la investigacién o con mi tratamiento. Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que
lo considere conveniente, sin que ello afecte la atencion médica que recibo en el Instituto. El Investigador Responsable me ha dado seguridades de que no se me
identificara en las presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio y de que los datos relacionados con mi privacidad seran manejados en forma confidencial.
También se ha comprometido a proporcionarme la informacién actualizada que se obtenga durante el estudio, aunque esta pudiera cambiar de parecer respecto a mi
permanencia en el mismo.

Nombre y firma del paciente

Nombre, firma y matricula del Investigador Responsable.

Numeros telefénicos a los cuales puede comunicarse en caso de emergencia, dudas o preguntas relacionadas con el estudio:

Testigos
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