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El virws del papiloma humano tipo 16 (VPH-16) a considerado como el principal 

agente etiológko del cáncer cérvico-utermo (CaCu). Por k> tanto es necesario el 

desarrollo de ana vacuna terapéutica y/o profiláctica contra el VPH para combatir el 

CaCo. La oncoproteína viral E7 es constitutivamente producida en neoplasias 

cervicales y es considerada como an potencial candidato para el desarrollo de ana 

vacuna terapéutica contra el CaCu. En este trabajo desarrollamos nn sistema 

inducible para producir la proteína E7 del VPH-16, tanto en citoplasma como 

secretada al medio de cultivo en la bacteria láctica (BL) grado alimenticio, 

Lactococcus lactis. Además, la administración iotrauasal en ratones coa estos 

lactococos recombinantes fueron capaces de despertar nna respuesta inmune 

específica de antígcno. Por otro lado, construimos ana cepa recombinante de L. lactis 

capaz de secretar la Interlencína-12 (IL-12), ana «tociaa fceterodimérica, que juega 

un papel importante en la inmunidad celular contra varias infecciones bacterianas, 

virales y por parásitos, y que, ha mostrado ser un bata adyuvante cuando es 

coadministrada con vacunas de ADN. Los resultados obtenidos muestran que, cuando 

los ratones son inmunizados intrauasalmente con las cepas recombinantes de í . lactis 

expresando la E7 y la IL-12 simultáneamente, la respuesta inmune específica de 

antígeno aumenta significativamente. Esta es la primera vez qne se reporta la 

producción de la oncoproteína E7 del VPH-16 y la IL-12 marina en una BL grado 

alimenticio, lo cual representa un gran avance al desarrollo de una vacuna terapéutica 

de administración oral o nasal contra el CaCu asando sistemas de expresión segaros. 



ABSTRACT 

Human papillomavirus type 16 (HPV-16) is the major cause of cervical cancer (CuCa) 

onset There is thus a need for the development of prophylactic and/or therapeutic 

KPV vaccines against this neoplasia. £7 viral oncoprotein is constitutively produced 

in cervical neoplasia and la considered as a suitable target for the development of 

therapeutic vaccines against CuCa. In this work, we developed an inducible system in 

the food-grade lactic acid bacterinm (LAB) Lactococcus lactis, to target E7 production 

to the cytoplasm or to an extracellular location. Furthermore, after intranasal 

administration of these recombinant lactococci, a HPV-16 E7-speciGc immune 

response was induced. In addition, we constructed a recombinant L. lactis strain to 

secrete the Interlenkin-12 (IL-12)» a heterodimeric cytokine, that plays an important 

role in cellular immunity against several bacterial, viral and parasitic infections and 

that has been shown to be a good adj nvant when co-delivered with DNA vaccines. Our 

results shows« when mice were intra nasally co-immunized with recombinant 

lactococci expressing E7 oncoprotein and that secreting IL-12 cytokine the E7-specific 

immune response increased significantly. This is the first report of E7 and IL-12 

production in a food-grade LAB and represents one mare step towards the 

development for therapeutic nasal and/or oral vaccine against CaCu using safe 

delivery systems. 



1.1. INTRODUCCION GENERAL 

El cáncer cérvico-uteñno (CaCu) representa uno de los problemas más graves de salud 

pública a nivel mundial y, se considera como la segunda causa de muerte por cáncer en la 

mujer alrededor del mundo. Sin embargo, en México se ha presentado como el cáncer más 

frecuente en la población femenina en la ultima década y es considerado como la primera 

causa de muerte por neoplasias en la mujer (Mohar et al., 1997). 

El virus del papiloma humano (VPH) ha sido implicado como el principal agente 

etiológico del CaCu (zur Hausen, 1996). En alrededor del 90% de biopsias de carcinomas 

cervicales se han detectado secuencias del VPH, principalmente de los tipos 16 y 18, razón 

por lo cual son denominados como de alto riesgo (Durst et ai^ 1983; Boshart et al., 1984; 

zur Hausen, 1985; McCance, 1986). Esto sugiere así, una fuerte relación entre el VPH y el 

desarrollo del CaCu. Sin embargo, aún y cuando la detección del VPH anogenital es muy 

común entre la mujer joven sexualmente activa, solamente una pequeña proporción de estas 

desarrolla una neoplasia intraepitelial cervical (NIC). Este fenómeno se debe a que, según 

datos epidemiológicos existe una respuesta inmune protectora contra el desarrollo del CaCu 

una vez que se ha establecido la infección con el VPH y que aquellas mujeres que llegan a 

desarrollar NIC carecen de tal respuesta (Sillman etai., 1984; Caussy et al^ 1990). 

Dada la alta mortalidad y morbilidad causada por el CaCu asociado al VPH y el 

hecho de que la vacunación contra este virus ha mostrado prometedores resultados en 

modelos animales, se ha despertado un considerable interés en el desarrollo de una vacuna 

profiláctica y/o terapéutica para prevenir y combatir la infección con el VPH. No obstante, 

el desarrollo de tales vacunas se ha visto frenado por la falta de propagación del virus en 

cultivos in vitro, por la falta de modelas animales tipo humano y por la baja cantidad de 

viríones en lesiones clínicas lo cual dificulta el estudio y manipulación de este virus. 

En modelos animales, la vacunación contra Las proteínas de la cápaide viral, L1 y/o 

L2 provee una eficiente protección contra la infección mediando la respuesta vía 

anticuerpos neutralizantes. La vacunación contra las proteínas vírales no estructurales El , 

E2, E6 ó E7 no previenen la infección, pero estimulan la regresión del tumor, garantizando 

el diseño de una vacuna terapéutica. Por otro lado, se ha comprobado que el potencial 

transformante del VPH depende esencialmente de la acción de dos de éstas proteínas no 



estructurales (E6 y E7) (Mansur & Androphy, 1993), las cuales son producidas 

constitutivamente en lesiones cervicales malignas y premalignas e inactivan las funciones 

celulares de las proteínas p53 y pRb, respectivamente (Scheffher et ed., 1994). Por esta 

razón, la mayoría de los trabajos actuales sobre el desarrollo de vacunas terapéuticas contra 

el VPH esta basado en las proteínas E6 y E7. 

Estudios previos han demostrado que el transcrito y proteína viral más abundante en 

lesiones cervicales asociadas al VPH es la proteína E7 (Smotkin & Wettstein, 1986), la cual 

tiene la capacidad de estimular linfocito» T citotóxicos (CTL) en ratones, los cuales median 

la regresión del tumor que expiesa dicha proteina (Chea et al., 1991). Por lo tanto, dadas las 

características inmunogénicas de la proteína E7 y tomando en cuenta que gran parte del 

éxito de una vacuna recae en una adecuada inducción de i^munid^H celular especifica de 

tumor (estimulación de CTL), la E7 representa un potencial antigeno tumoral candidato 

para el desarrollo de una vacuna contra la infección por VPH. 

Diversos grupos de investigación han tratado de estimular al sistema inmunológico 

para que reconozca y ataque a las células cancerígenas expresando antígenos tumoral es 

(E7, por ejemplo). Los nuevos sistemas que se han encontrado para este fin, son las 

llamadas vacunas para el cáncer; sin embargo, la efectividad de estas contra el CaCu ha 

sido muy limitada. Por esta razón se están analizando nuevas alternativas para generar 

vacunas eficientes. Un área que ha venido tomando fuerza en los últimos 10 años es el uso 

de bacterias vivas para tratar de despertar una respuesta inmune contra el VPH (Seedorf et 

al., 1987; Sato et al., 1989; tmai et al., 1991; Pahel et al., 1993; Londoño et al., 1996); sin 

embargo no se han obtenido los resultados esperados y algunos de sistemas están basados 

bacterias patógenas atenuadas (por ejemplo, Mycobacterium spp. y Saimonella spp.) lo cual 

no deja de representar un potencial peligro para su uso en humanos. 

Recientemente algunos grupos de investigación han comenzado a utilizar bacterias 

lácticas (BL) como vectores de expresión de proteínas heteró logas (Amau et al., 1997; 

Savijoki et al., 1997; Le Loir et al, 1998; de Vos et al., 1999; Geoffroy et al., 2000). Sin 

duda alguna la BL más estudiada a la fecha es: LaOococeua loctìs, un organismo Gram-

positivo que desempeña un papel importante en la producción de alimentos fermentados, 

razón por la cual es catalogado como un organismo grado alimenticio "generalmente 

seguro" (GRAS). Además, L lactis es considerado como un potencial organismo para la 



producción de proteínas de alto valor comercial y terapéutico dado que es capaz de secretar 

proteínas heterólogas al medio de cultivo y presenta una baja actividad proteolítica 

extracelular. Todas estas características hacen a esta bacteria un atractivo modelo para la 

expresión de proteínas heterólogas in vivo y para el desarrollo de una vacuna terapéutica de 

fácil administración (oral o nasal) y de bajos costos de producción. 

En este trabajo escogimos el sistema inducible (NICE) para construir una cepa 

Decombinante de L. lactis que exprese la oncoproteína E7 del VPH-16. Además, ya que es 

de particular interés dirigir la localización de la proteina heteróloga (de acuerdo al fin para 

el que se requiere) se desarrollaron dos sistemas para la producción de la proteina E7, uno 

para la acumulación de la proteina en citoplasma y otro para secretarla al medio de cultivo. 

Esta última forma presenta la ventaja de permitir un contacto directo entre la proteína y el 

substrato (sistema inmunitario en mucosas, por ejemplo). Además, dado que el uso de 

adyuvantes ha mostrado ser efectivo en el desarrollo de vacunas cuando es co-expresado 

con un antígeno, se construyó una cepa recombinante de L. lactis capaz de secretar la 

Interleucina-12 (IL-12) murina en una forma biológicamente activa. Finalmente, 

analizamos la capacidad de las diferentes cepas construidas para inducir una respuesta 

inmune especifica de antígeno en un modelo murino. 

a 



1.2. ANTECEDENTES 

1.2.1 Cáncer cérvico-uterino 

Del tracto genital femenino, el cáncer cérvico-uterino (CaCu) es considerado la principal 

causa de morbilidad y mortalidad en la mujer y la neoplasia más frecuente en la población 

femenina alrededor del mundo (Thoms et al., 1995; Broker & Botchan, 1986; Shodell et 

u¡., 1986). Principalmente se reconocen dos tipos histológicos de CaCu: el epidermoide, 

espinocelular o de células escamosas y el adenocarcinoma. El primero se origina en el 

epitelio plano estratificado que recubre el ectocérvix y el segundo en el epitelio cilindrico 

que tapiza el canal endocervical; un tercer tipo se origina en la mucosa endometrial y 

constituye el adenocarcinoma del endometrio, sin embargo el 85-90% de los casos del 

CaCu es del tipo epidermoide y usualmente aparece en la unión entre el canal cerv ical y el 

ectocérvix. En esta área el epitelio columnar es reemplazado por el epitelio escamoso (Fig. 

Varios factores de riesgo han sido relacionados con el CaCu; algunos de los cuales 

son, las relaciones sexuales a temprana edad, el hábito de flimar, alimentación y productos 

químicos entre otros; sin embargo a ninguno se le ha podido asociar tan íntimamente como 

el de la presencia del virus del papiloma humano (VPH). 

I). 

'«•Un ni» 
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Fig. 1. Zona de transformación del Cáncer Ccrvico-Uterino 



Generalmente la infección con el VPH es altamente prevalíate en la población 

femenina y aproximadamente el 90% de los casos de CaCu contienen el genoma de este 

virus. La aparición del CaCu esta asociada a una amplio rango de edad; usualmente se 

presenta entre la quinta y sexta década teniendo una media a los 54 años. En contraste, las 

lesiones intracpite líales, las cuales son precursoras del cáncer invasor, ocurren 

frecuentemente en mujeres jóvenes, por abajo de los 40 años de edad. Estas lesiones 

precursoras son conocidas como neoplasia intraepitelial cervical (NIC I, II y DI) y se 

caracterizan por cambios displásticos confinados al epitelio cervical los cuales presentan 

diversos grados de maduración desordenada de este epitelio. Los tiempos en que se 

presentan estas alteraciones en el cérvix son consistentes con la noción de que la 

transformación de las células del epitelio escamoso requiere de un largo periodo de 

latericia, entre 10 y 20 años. 

1.2.2 Tratamiento 

La principal herramienta en la actualidad para combatir el CaCu, es la detección temprana 

mediante la prueba Tapanicolaou", con ía cual se identifican lesiones cervicales 

premalignas o malignas que requieren posterior evaluación. Una vez diagnosticada la 

enfermedad, los pacientes con NIC l generalmente no requieren posterior tratamiento, dado 

que la mayoría de las lesiones se resuelven espontáneamente. No así los pacientes con NIC 

n y NIC m los cuales requieren de tratamiento para prevenir el desarrollo a estadios 

invasivos. Existen dos alternativas para erradicar este tipo de lesiones (NIC II y NIC EU), la 

primera incluye el uso de crioterapia, vaporización láser y procedimiento de escisión con 

asa eléctrica. La segunda, llamada conización cervical o biopsia en cono, implica un 

procedimiento quirúrgico coa resección de un área en forma cónica de tejido cervical, 

incluyendo parte del canal endocervicai. 

El CaCu invasor es asintomático, aunque algunas pacientes pueden presentar 

descarga vaginal y sangrado vaginal postcoital. El diagnóstico de enfermedad invasiva es 

normalmente realizado mediante biopsia de una lesión visible en examinación pélvica o por 

biopsia de una lesión observada durante el estudio colposcópico. Los estadios del CaCu son 

clasificados de acuerdo a criterios puramente clínicos y la mayoría de estas etapas es tratada 

con histerectomía sencilla, la cual involucra la eliminación del cuerpo uterino y del cérVix 



(Fig. 2) ó histerectomia radical, la cual implica eliminar el órgano reproductor femenino 

completamente, con la ayuda de quimioterapia y/o radioterapia. 

Fig. 2. Histerectomia sencilla. El cirujano abre la cavidad abdominal, corta a través de las trompas 
de Falopio, y corta el útero en su unión con el cérvix. 
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1.2.3 Virus del papiloma humano 

Los virus del papiloma humano (VPH) son pequeñas partículas de formas icosaédricas, de 

52-55 nm de diámetro, que muestran un fuerte tropismo por las células epiteliales. Su 

genoma consiste de una molécula de ADN de doble cadena de aproximadamente 8000 

pares de bases (pb) (Fig. 3). A la fecha se conocen más de 70 tipos diferentes de VPH's 

presentando todos un tropismo por células epiteliales de diferentes partes del cuerpo, sin 

embargo se desconocen los posibles receptores. Unos 40 genotipos se han encontrado en 

áreas urogenitales, pero solo la mitad se han relacionado con procesos neoplásicos. Entre 

los más importantes están los genotipos 6 y 11, los cuales se han relacionado con la 

formación de verrugas y condilomas y que son considerados de riesgo moderado, y los 

tipos 16, 18, 33 y 35 los cuales están implicados con el desarrollo de cáncer cervical, y por 

lo que son considerado de alto riesgo. De estos diferentes genotipos, el VPH-16 es el más 

importante, ya que se le ha encontrado en más del 60% de los casos de CaCu, seguido por 

el VPH-18 (Galloway, 1994). Al menos a 12 se les ha determinado su secuencia 



nucleotídica mostrando todos la misma organización genómica. Presentan dos tipos de 

marcos de lectura abiertos, tempranos y tardíos (E y L, respectivamente). La transcripción 

temprana de El y E2 regulan la replicación; E4, E5, E6 y E7 están implicados en la 

transformación de la célula hospedero; E3 y E8 no son conservados y algunos VPH's no los 

presentan y L1 y L2 que codifican para las proteínas de la cápside. Dichos genomas virales 

presentan además una región larga de control (LCR) conteniendo aproximadamente 1000 

pb en la que se han identificado secuencias estimuladoras y represoras de la transcripción 

viral. 

A B 

Fig. 3 Virus del Papiloma Humano. A. Representación esquemática de la organización genómica 
del VPH-16. B. Representación tridimensional del VPH. 

1.2.4 Infección y transformación por el VPH 

El VPH infecta las capas basales del epitelio (piel y mucosas) y tiene acceso a ellas por 

medio de heridas o escoriaciones, produciendo la transformación e inmortalización de sus 

células blanco. El ensamblaje de los nuevos viriones se lleva a cabo a medida que la célula 

migra hacia la superficie (Fig. 4c y 4d) es por ello que las partículas virales son encontradas 

solo en las capas más superficiales del epitelio. Básicamente pueden suceder tres cosas 

cuando el VPH infecta una célula: i) que el genoma viral permanezca en forma episomal 

sin integrarse al genoma del hospedero (Fig. 4b), i i) que induzca la proliferación de 

ES 



epitelios escamosos a tumores benignos como son verrugas y papilomas ó iii) que el 

genoma del VPH se integre al de la célula, dando lugar a la síntesis de oncoproteinas y 

posterior transformación de las células (Fig. 4e y 4f). 

En general en lesiones benignas el ADN del VPH es encontrado de forma episomal 

pero en tumores malignos se encuentra integrado al ADN de la célula hospedera (Boshart et 

al., 1984: McCance, 1986). El proceso de transformación celular es complejo, en él están 

involucrados algunos genes de expresión temprana del virus. El primer evento que se ha 

observado para la transformación de las células es la desrepresión del promotor P97 del 

papilomavirus, el cual dirige la expresión de los oncogenes E6 y E7 (Jeon et al., 1995). Esta 

desregulación transcripcional es producida por la perdida de expresión del gene E2, 

comúnmente interrumpido por la integración del virus al genoma hospedero. Esto provoca 
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la producción de una proteína E2 incompleta la cual falla en su función para regular el 

promotor P97 (Thierry & Yaniv, 1987). 

2.2.5 Función de la oncoproteina E7 

Se ha demostrado que los genes E6 y E7 del VPH-16 son expresados constitutivamente en 

carcinomas cervicales (Smotkin & Wettsíein, 1986) y que son requeridos para el proceso de 

transformación. E6 y E7 causan la inmortalización y transformación de queratinocitos 

humanos y de otro gran número de tipos de células in vitro, interactuando principalmente 

con las proteínas celulares p53 y pRB, respectivamente (Fig. 5) (Hawley et al1989; 

MÜnger et al., 1989). Sin embargo, el gene E7 por si solo es capaz de transformar líneas 

celulares de ratones in vitro y cooperar con el oncogene ras activado para transformar 

células epiteliales de riñon de rata (Storey et al., 1988; Tanakaet al., 1989). La habilidad de 

transformación de E7 además de su interacción con pRB, incluye también unión a las 

ciclinas A y E, inhibidores de ciclina CDK2, p21, p27 y otros componentes celulares 

causando una desregulación del ciclo celular (Fig. 6) (Zerfass et al., 1995; Mclntyre et al., 

1996; Zerfass-Thome et al, 1996; Jones et al., 1997a). 

Fig. 5. Oncoproteíaas E6 y E7. Representación de la interacción de las proteínas E6 y E7 del 
VPH-16 con p53 y pRb. 



Fig. 6. Complejo pRb-E7, Ciclina A-CDK2 y TFIIB-TBP. 

La proteína E7 del VPH-16 es una fosfoproteína nuclear acidica sin actividad 

enzimàtica conocida (Smotkin & Wettstein, 1986). Esta compuesta de 98 aminoácidos (aa) 

con una M,= 11,000 kilodaltones (kDa) según su composición de aa, sin embargo presenta 

un patrón electroforético Mr= 19,000 (Pahel et al., 1993). E7 se une al Zn : - a través de dos 

motivos conservados Cys-X-X-Cys presentes en su extremo carboxilo (Fig. 5) (Barbosa et 

al.. 1989; Rawls et al., 1990). La fosforilación intracelular de E7 se realiza en una serina 

conservada y es mediada aparentemente por una Casein-Kinasa II (Firzlaff et al., 1991 ). 

1.2.6 Respuesta inmune contra el VPH 

En las etapas previas al CaCu invasor (condilomas y NIC), el sistema inmunológico es 

capaz aún, de combatir y promover la regresión tumoral o mantener al tumor localizado. 

Por ejemplo, durante la regresión de las verrugas genitales se presentan infiltrados locales 

muy importantes de células mononucleares, incluyendo CTL, células asesinas naturales 

(NK) y macrófagos que invaden la epidermis y destruyen las células neoplásicas. Durante 

la evolución del tumor, las células tumoralcs adquieren nuevas modificaciones genéticas 



que les confieren ventajas selectivas para evadir cada vez un mayor número de mecanismos 

de control del sistema inmune hasta que éste se hace ineficiente para combatir el tumor. 

La respuesta inmune desarrollada por el organismo en contra de las infecciones 

virales, involucra la respuesta inmune humoral mediada por linfbcitos B para la producción 

de anticuerpos específicos contra antigenos virales o celulares de la célula neoplásica y la 

respuesta inmune celular, la cual es considera como el mecanismo más importante del 

huésped en el reconocimiento y destrucción de células neoplásicas. 

Respuesta inmune humoral 

Las infecciones virales son primariamente intracelulares y los antígenos escapan al 

alcance de los anticuerpos. La respuesta humoral es importante sólo para infecciones 

productivas, en las que las partículas virales salen al espacio extracelular por exocitosis o 

durante la lisis celular. En el espacio extracelular las partículas virales son atrapadas por 

linfocitos B con receptores (anticuerpos de membrana) específicos para algunos epitopes de 

las proteínas virales. Una vez en el receptor, el antigeno es internalizado por endocitosis y 

digerido en el lisosoma para producir pequeños péptidos que se unen a moléculas de clase 

n del complejo principal de histocompatibilidad (MHC, HLA en humanos). 

Posteriormente, los péptidos son presentados en la superficie celular para ser reconocidos 

por linfocitos T cooperadores CD4+ (Thl y Th2). Una vez activados, los linfocitos Th2 

estimulan a los linfocitos B para producir anticuerpos neutralizantes contra las partículas 

virales (Berumen et a/., 1997). 

En las infecciones no productivas, como serían los casos de los NIC de alto grado y 

el CaCu invasor, solamente se producen proteínas tempranas del virus y no proteínas 

tardías, por lo que las partículas virales no se presentan en el espacio extracelular, y no se 

esperaría una respuesta humoral contra los antígenos virales. 

Respuesta inmune celular 

En las etapas iniciales de la enfermedad la respuesta inmune es aún efectiva porque 

las células infectadas por el VPH expresan todavía las moléculas de clase I del HLA. Las 

HLA-I son proteínas de membrana involucradas en la presentación antigénica y juegan un 

papel importante en la respuesta inmune antitumaral. Estas moléculas exponen péptidos 



Fig. 7. Los linfocitos T citotóxicos (CTL) reconocen moléculas de superficie en otras células 
que están marcadas para morir. Aquí, un CTL pequeño (flecha) está atacando y matando a una 
célula mucho más grande infectada por el virus de la influenza. (Mark T. Esser y Vivían Lam 
Braciale. University of Virginia Beirne B. Cárter Center for Immunology Research). 

virales en la superficie celular, permitiendo que las células infectadas sean reconocidas 

como blancos por los CTL CD8+ (Fig. 7). F.n los queratinocitos infectados las proteínas 

virales se encuentran en el citoplasma mezcladas con las proteínas celulares donde ambas 

son degradadas en los proteosomas, de modo que se producen pequeños oligopéptidos de 8 

a 11 aminoácidos que posteriormente son transportados al retículo endoplasmático por las 

proteínas transportadoras TAP1 y TAP2. Ahí se unen a las moléculas HLA-1 para ser 

transportados a la membrana celular y ser presentados a los CTL, los cuales reconocen el 

complejo HLA-péptido viral por medio del receptor de células T (TCR) específico para 

cada epitope (Fig. 8). 

Una vez activados los CTL, proliferan, se diferencian y participan en la lisis de las 

células blanco por tres caminos diferentes: a) secretan perforinas y otras proteínas que 

perforan la membrana celular, b) liberan sustancias que inducen la muerte celular 

programada (apoptosis) y, c) liberan citocinas como INF-y, el TNF y la leucorregulina que 

limitan la actividad viral dentro de las células y atraen macrófagos y otros fagocitos que 

pueden destruir a la célula. Así pues, adicional a la inmunidad específica mediada por los 

linfocitos T, otras poblaciones participan en la inmunidad celular. Sin embargo, toda la 

cascada de eventos inmunológicos esta regulada por moléculas solubles llamadas citocinas 

que principalmente son secretadas por los Th CD4+ (Alcocer, 1997). 



Figura 8. Presentación de antigeno a la célula CD8+. 

1.2.7 PapeI de las citocinas en el CaCu 

Estudios de la respuesta inmune celular sistèmica en pacientes con CaCu indican una 

disminución en la producción de citocinas Thl a nivel de sangre periférica (INF-y e IL-2), 

mientras que la producción de Th2 es elevada (IL-4, IL-10 y TGF-P) (Hernández-Pando et 

al., 1996). Hernández et al. (1996) demostraron que las células productoras de 1L-10 en 

pacientes con CaCu son las células tumorales, sugiriendo que es el virus del VPH quien 

desregula la expresión de esta citocina en sus células blanco. El significado biológico de la 

expresión intratumoral de citocinas Th2 indica un estado de inmunosupresión local 

inducido por el virus como un mecanismo de escape de la respuesta inmune del huésped. 

Esto indica que la producción de citocinas Thl que aumenta la inmunidad celular 

antitumoral esta inhibida o bloqueada en mujeres infectadas con VPH y que la progresión 



de lesiones precursoras de CaCu puede estar asociada a un cambio en la producción de 

citocinas Thl aTh2. 

1.2.8 Estrategias en el desarrollo de vacunas contra el VPH 

Existen dos tipos de vacunas, las profilácticas (preventivas) y las terapéuticas (curativas). 

Toda estrategia en el desarrollo de una vacuna o inmunoterapia específica en cáncer debe 

estar basada en identificar antigenos tumorales específicos que permitan eliminar única y 

exclusivamente las células tumorales e ignorar las células normales. Existen principalmente 

dos tipos importantes de antígenos tumorales que pueden ser seleccionados para combatir el 

cáncer, los oncogenes y antioncogenes celulares, frecuentemente alterados en las células 

neoplásicas y, los oncogenes virales expresados en células transformadas por virus 

oncogénicos. 

Los oncogenes celulares expresan proteínas que pueden ser reconocidas como 

antígenos tumorales por el sistema inmune del huésped y activar sistemas citotóxicos 

antitumorales. Tal es el caso de las proteínas celulares derivadas de los oncogenes ras y 

HER-2/neu que pueden ser reconocidas por' CTL y eliminar células neoplásicas que 

expresen estos oncogenes (Jung & Hermann, 1991; Peace etal., 1994; Yanuck et al., 1994; 

Labrecque et at., 1993; Disisetal., 1994a; Disis et al., 1994b; Nijman et al., 1994). 

Por lo que respecta a los oncogenes virales, estos expresan proteínas exclusivamente 

en células infectadas y/o transformadas y por lo tanto son excelentes candidatos para el 

desarrollo de una vacuna o estrategia de inmunoterapia en neoplasias con una etiología 

viral asociada. Dado que los oncogenes E6 y E7 de VPH-16 son requeridos para el proceso 

de transformación y son altamente expresados en carcinomas cervicales, representan 

blancos potenciales para, enfocar la respuesta inmune específica hacia estas proteínas 

oncogénicas y poder distinguir las células infectadas y/o transformadas de las normales. 

Las proteínas E6 y E7 de VPH-16 han sido reconocidas como antígenos tumorales 

altamente específicos dado que son capaces de inducir la generación de CTL CD8+ y estos 

a su vez pueden eliminar células tumorales expresando estos oncogenes (Chen et al., 1991; 

Chen et al., 1992; Tarpey et al., 1994; Felkamp et al„ 1995). La capacidad de activar 

células CTL y Th con péptidos sintéticos (correspondientes a fragmentos de proteínas 

virales; E7, por ejemplo) ha estimulado la posibilidad de desarrollar vacunas basadas en 



esta proteína, además, la activación de los linfocitos T ofrece la ventaja de producir 

memoria de largo plazo y no requiere la persistencia del antígeno, características 

importantes en una vacuna (Lau et al, 1994; Mullbacher, 1994). 

Vacuna profiláctica contra el VPH 

La infección natural de los papilomavirus ocurre en la superficie de la mucosa 

genital, la cual se caracteriza por ser un área de muy pobre inmunogenicidad para el 

huésped; esto es reflejado en parte por La falta de una infección productiva, las limitaciones 

de los queratinocitos para funcionar como células presentadores de antígeno y la co-

evolución del virus (Tindle, 1996). Una estrategia de vacunación profiláctica debe superar 

estos problemas de inmunogenicidad y establecer una barrera inmuno Lógica en el epitelio 

anogenital dirigida a las proteínas estructurales LI y L2 de la cápside viral del VPH. Dos 

grandes dificultades para producir antígenos de la cápside viral que puedan servir para el 

desarrollo de una vacuna profiláctica radica esencialmente en que los viriones de VPH no 

pueden ser propagados fácilmente in vitro y que tampoco es fácil obtener cantidades 

razonables de viriones de las lesiones. Recientemente se han desarrollado estrategias para 

producir partículas tipo virales (VLP) libres de ADN, así también se han producido las 

proteínas L1 y L2 en levaduras y en otros tipos de células usando como vectores virus 

vaccinia, baculovirus y virus de semliki forest (Lee Cann et al., 1995; Hofmann et al 

1996; Heino et al-, 1995; Ghim et al., 1996). Aunque parecen existir diferencias antigénicas 

entre este tipo de partículas virales y los viriones nativos, datos experimentales muestran 

que las VLP formadas por proteínas de cápside LI y L2 de papilomavirus usadas como 

antigenos vacunales son efectivas en producir una inmunidad sistèmica y en mucosas y 

confieren protección a las lesiones inducidas por papilomavirus infecciosos. En ciertos 

sistemas experimentales animales y humanos es necesario el uso de epitopes 

conformacionales en los antígenos para inducir una respuesta óptima de neutralización 

contra los papilomavirus, lo que apoya el uso de antígenos vacunales con conformaciones 

nativas. Desgraciadamente estos epitopes conformacionales son generalmente específicos 

del genotipo viral (VPH-11, 16 y 18, por ejemplo) lo que obviamente obstaculizará el 

desarrollo de una vacuna mùltiple contra los diferentes genotipos de VPH asociados a 



lesiones anogeoitales de alto riesgo (Cristensen et al., 1996; Breltburd et al., 1995; Suzich 

e/a/., 1995). 

Vacuna terapéutica contra el VPH 

La prevención de la infección es pues una estrategia difícil debido a las complicaciones 

discutidas en la sección anterior. Sin embargo, existe la posibilidad de desarrollar una vacuna 

terapéutica capaz de eliminar las células infectadas por el VPH o causar la regresión del 

tumor. Una vacuna terapéutica eficaz debe de inducir la activación de CTL específicos de 

ephopes derivados de proteínas virales procesadas intraoelularmente y presentadas en el 

contexto de cualquiera de las moléculas óe HLA-I del huésped. Las proteínas Ll, L2 y E4 de 

VPH son expresadas principalmente ea las células diferenciadas de la capa superior del 

epitelio infectado por VPH, dirigir pues la respuesta de los CTL a estas células sería de poco 

beneficio terapéutico, ya que son células terminales y no se dividen. Las proteínas blanco más 

adecuadas serían El y E2 las cuales son expresadas principalmente en las células epiteliales 

suprabasales, sin embargo estas proteínas son expresadas a muy bajos niveles (100-500 

epitopes virales por molécula de clase I) por lo que el nivel de exposición seria insuficiente 

para convertir a estas células en blanco del ataque de los CTL. Como ya se menciono 

anteriormente la expresión de las proteínas E6 y E7 son necesarias para mantener a las células 

en un estado transformado y por lo cual son consideradas específicas de tumor y podrían 

representar blancos potenciales para dirigir una vacuna que controle los tumores inducidos por 

el VPH. 

A la fecha se han desarrollado diferentes métodos para el desarrollo de una vacuna 

terapéutica eficaz contra el VPH, tal es el caso de la vacunación con péptidos sintéticos, las 

vacunas de DNA y las vacunas mediadas por bacterias vivas por citar algunas de ellas. 

Mediante el uso de péptidos sintéticos diferentes laboratorios han fallado en inducir CTL 

contra el E7 de VPH (Jocharas et al^ 1997), esto debido quizás, a que los péptidos utilizados 

en estos trabajos no se presentan o no son reconocidos de forma eficiente, como aquellos 

producidos a partir de la proteína endógena. También se ha demostrado previamente que 

existe una reacción cruzada entre CTL inducidos por péptidos sintéticos y células alogénicas 

(Staerz et aL, 1989), por tanto resulta un problema el uso de péptidos sintéticos como agentes 

inductores de la respuesta inmune en el desarrollo de vacunas contra el VPH. 



La estimulación del sistema imnunológico de mamíferos por administración 

intramuscular de ADN plasmídico (vacunas de ADN) que codifica para antigenos heterólogos, 

representa una nueva forma de vacunación, que ha mostrado en repetidas ocasiones inducir 

una respuesta inmune celular y humoral (Ulmer et al., 1993; Robinson, 1997; Donnelly et al^ 

1998). Sin embargo, una de las principales limitaciones de las vacunas de ADN, es la falta de 

inducción de la respuesta inmunológica en mucosas. Las inmunoglobulinas isotipo A (IgA), 

las cuales se« producidas en Las superficies de las mucosas y en las secreciones de las 

glándulas exocrinas. A pesar de que las mucosas constituyen La primera linea de defensa del 

hospedero, siendo la IgA la más eficiente barrera Inmunológica contra un gran número de 

patógenos mucosotrópícos (VPH por ejemplo), continúan siendo uno de los mayores puntos 

de entradas de virus y patógenos. Considerando que la inducción natural de una respuesta 

inmune hacia un patógeno comienza probablemente a nivel de mucosas, es Lógico pensar que 

para que una vacuna induzca una respuesta similar, ésta debe de tener una ruta similar de 

expresión. Nuevas investigaciones se han enfocado a dirigir las vacunas de ADN directamente 

a sitios inductivos del sistema inmtmológico de mucosas, tal es el caso de la inmunización vía 

vaginal directa, la oral y la nasal (Jones et ai., 1997b; Klavinskis et al, 1997; Wang et aL, 

1997). 

1.2.9 Uso de bacterias en el desarrollo de vacunas 

Mientras que varios sistemas de expresión de antígenos no vivos han sido desarrollados a la 

fecha, vectores vivos pueden representar un mejor sistema de respuesta natural sin la 

necesidad de inmunizar en varías ocasiones para obtener mejores resultados. En la mayoría 

de los casos, estos vectores de expresión de antigenos son bacterias Gram negativas y virus. 

Esto es, debido quizás en parte al gran entendimiento que se tiene de estos organismos (en 

cuanto a manipulación genética se refiere). Sin embargo, dichos organismos generalmente 

son patógenos para el humano y aún y cuando hayan sido manipulados extensamente para 

reducir su patogenicidad, mantienen ciertas cualidades invasoras (Cadoz et al., 1992; 

Tacket et al., 1992; Tartaglia et al., 1992). Para evitar correr riesgos con el uso de estos 

organismos, se han desarrollado sistemas con bacterias Gram positivas no patogénicas 

(Iwaki etai, 1990; Hanssonera/., 1992; Pozzi etal., 1992; Wells et aL, 1993; Piard et al., 

1997; Le Loir et al., 1998), En algunos de estos sistemas el antígeno es expresado en el 



citoplasma de la célula, hospedera, o secretado al medio de cultivo (Iwaki et al., 1990; Wells 

eral., 1993; Le Loir et al., 1998;), mientras que otros han sido desarrollados para presentar 

el antígeno en la superficie celular (Hansson et al,, 1992; Nguyen«ía/., 1993; Pozzi et al, 

1994; Medaglini et aL, 199S; Samuelson et al, 1995; Gunneriusson et al., 1996; Piard et 

al., 1997). En 1998 Le Loir y colaboradores examinaron La capacidad de secreción de 

proteínas heterólogas en Lactococcus lactis. Varías propiedades de esta bacteria la hacen un 

atractivo modelo para la secreción de proteínas biológicamente activas, ya que no secreta 

proteasas ni alguna otra proteína en cantidades significativas, característica que además 

puede simplificar los análisis de las proteínas secretadas. 

Lactococcus lactis como vector de expresión 

Lactococcus lactis es un organismo Gram positivo perteneciente al grupo de 

bacterias lácticas (BL). Generalmente L lactis es clasificado como un microorganismo 

"generalmente seguro" (GRAS), no patógeno y no colonizante, el cual a comenzado a 

utilizarse como vehículo de expresión de proteínas heterólogas para inmunización vía 

mucosa. Además, es un organismo ampliamente conocido dado su largo historial en el uso 

para la producción de productos lácteos fermentados. 

A la fecha numerosas proteínas heterólogas han sido producidas y secretadas 

existosamente en L. lactis usando péptidos señales (SP) nativos ó sintéticos (Perez-

Martinez et al., 1992; Simonen & Palva, 1993; van Asseldonk etaL, 1993; Steidler et aL, 

1995; Norton et ai, 1997; Savijoki et al., 1997; Le Loir et al., 1998). Otra bacteria Gram 

positiva muy relacionada a L lactis en cuanto a funcionalidad, es Streptococcus gordonii 

con el cual comparte la capacidad de servir como vector para expresar antigenos para una 

inmunización de mucosas (Medaglioi etal., 1995). Sin embargo, a diferencia de S. gordonii 

la cual es una bacteria comensal, L lactis carece de cualquier capacidad conocida para 

multiplicarse in vivo (Gruzza et al., 1994). Estudios en animales y humanos voluntarios 

alimentados con lactococos vivos han mostrado que el paso de esta bacteria a través del 

tracto entérico es transitorio, sin evidencia de colonización (Gruzza et al., 1994; Klijn et al., 

1995) y que a pesar de su falta de capacidad para colonizar, L lactis es capaz de expresar 

antigenos heterólogos en forma inmunogénica al sistema inmune (Wells & Schofield, 1996; 

Steidler et al., 1998). Además, otra ventaja que ofrece esta BL para el desarrollo de vacunas 



es que su pared de peptidoglicanos es un adyuvante natural, lo cual puede ser de gran ayuda 

en cuanto a aumento de respuesta inmune se refiere. Todas estas características podrían 

favorecen la aceptación de L. lactis como un vector de inmunización en humanos. 

Dado que L. lactis es un organismo no-comensal (es decir, no colonizante) es 

recomendable el uso de un sistema de expresión in vitro (inducible) que garantice que la 

proteína de interés sea producida antes de la aplicación (inmunización, por ejemplo). En 

1996 de Ruyter y colaboradores desarrollaron un sistema de expresión génica controlada 

(NICE). Dicho sistema esta basado en el uso de una bacteriocina (nisina) como inductor de 

la transcripción de genes situados bajo el control del promotor nisina A (Fig. 9). 

Fig. 9. Sistema de expresión inducible por la Nisina. Gracias a la presencia de un receptor (NisR) 
y de un traductor de señal (NisK) en la cepa NZ9000 (L. ¡aclis) es posible inducir (de forma 
proporcional) la expresión de genes bajo el control del promotor PnisA, por la adición de nisina 
(inductor) en el medio de cultivo. 

1.2.10 Uso de adyuvantes para el desarrollo de vacunas 
Ya que la mayoría de las vacunas administradas parenteralmente son únicamente efectivas 

parcialmente en inducir una inmunidad óptima en mucosas, existe un particular interés en 

desarrollar adyuvantes que aumenten la inmunidad en mucosas y que puedan ser 

administrados de una manera no tóxica y no invasiva. 



loterleuciua-12 

La interleucina-12 (IL-L2), previamente conocida como un factor estimulador de 

células NK y factor de maduración de CTL, fue originalmente aislada de células B 

transformadas con el virus Epstein-Barr. La IL-12 es un heterodímero compuesto de dos 

subunidades (p35 y p40) y es producida por céiulas presentadoras de antígeno (APC), tales 

como macrófagos, células deodríticas y células de Langerhans. La producción de IL-12 es 

inhibida por las interleucinas IL-4 e IL-10. Las actividades biológicas de la IL-12 incluyen 

el aumento de CTL, activación y generación de células NK por linfocinas, aumento de 

cito toxicidad y proliferación celular de NK, proliferación de linfocitos T, inducción de la 

producción de INF-7 por células NK y linfocitos T e inhibición de la síntesis de IgE por IL-

4 estimulada por linfocitos vía mecanismos dependientes e independientes de INF-f (Gately 

et al., 1992; Kiniwa 1992; Scott, 1993). Sin embargo, el efecto estimulador de IL-12 

en el desarrollo de Thl es antagonizado por IL-4, una citocina la cual promueve el 

desarrollo de Th2. Además estudios previos muestran que la IL-12 es también un adyuvante 

efectivo para estimular la inmunidad humoral (Metzger et al., 1996,1997). 

Añilanandam & Metzger (1999) estudiaron los efectos de IL-12 administrada 

intranasalmente (i.rt.) en función, tanto de la inmunidad de mucosas y sistémicas. Su mayor 

descubrimiento fue que IL-12 administrada de ésta forma y de una manera no invasiva, 

conduce a una respuesta en mucosas del sistema inmune hacia un perfil de anticuerpos y 

citocinas tipo Thl. Los aumentos en los niveles de IgC2a e IgG3 son consistentes con la 

habilidad de IL-12 para inducir INF-y, el cual es un potente factor de encendido tanto para 

la respuesta IgG2a e lgG3. Los anticuerpos murinos del isotipo IgG2a son conocidos por 

ser eficientes en la opsooización y complemento de fijación, mecanismos claves para 

aumentar la inmunidad humoral. La IL-12 puede ser por lo tanto administrada Ln. de una 

manera no invasiva para influenciar la respuesta inmune humoral de una manera similar a 

la administración parenteral y servir como un adyuvante efectivo y seguro en el desarrollo 

de vacunas. 



1J. JUSTIFICACION DE LA TESIS 

En la actualidad se considera que el CaCu es una de las neoplasias potencialmente curables. 

La posibilidad de detectar en forma temprana esta neoplasia hace factible reducir la 

mortalidad secundaría al padecimiento. Sin embargo, éste sigue siendo uno de los 

principales tumores en la mujer, y contribuye a un alto número de defunciones a escala 

mundial. Según estadísticas de la Organización Mundial de la Salud (OMS), anualmente se 

registran al menos 450,000 casos de los cuales cerca del 45% fallece. Mientras en países 

desarrollados la incidencia y la mortalidad debidas a este padecimiento han decrecido de 

manera significativa en este siglo, en los países pobres o en vías de desarrollo no se ha 

observado esta descendencia y, en particular, los países de América Latina se han 

caracterizado por notificar las mayores tasas de incidencia en todo el orbe. Tan solo en 

México, esta ha sido la neoplasia más frecuente en la población femenina en la última 

década y ocupa el primer lugar de muertes por cánceres en la mujer. Por lo tanto es de gran 

prioridad que se tomen nuevas medidas para prevenir la infección o modular la enfermedad. 

Así pues, el objetivo de esta tesis es: "Desarrollar nna vacuna probiótica con la bacteria 

grado alimenticio y no patógena Lactococcus lactís para combatir el CaCu". 
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2.1 Producción de la proteína £7 del virus del papiloma humano 

tipo 16 en Lactococcus lactis 

RESUMEN 

En este parte del trabajo se espresó la proteína E7 del viras del papiloma humano 

tipo 16 (VPH-16), una de las principales oocoproteinas virales implicadas en el 

desarrollo del cáncer cérvico-uterino (CaCa) en la bacteria láctica y grado alimenticia 

Lactococcus lactis. Dicha expresión se llevo a cabo bajo un sistema inducible y la 

producción de E7 se dirigió ea dos localizaciones diferentes: en cito plasma (forma 

intracelular) y en medio de cultivo (forma de secreción). Los resaltados obtenidos 

muestran que la cantidad de E7 producida es tres veces mayor ea la forma de 

secreción que en la intracelular. Además, ea cultivos procesados en fase estacionaria, 

la cantidad de E7 en citoplasma se ve drásticamente reducida, mientras que la 

secretada incrementa. Esto sugiere una proteo lis is intra celular dependieate de la fose 

de crecimiento y en la cual, de acuerdo a los resultados obtenidos no están 

involucradas la proteas» ClpP ni la chaperona DnaK. Este estudio proporciona 

nuevas herramientas para la producción del antfgeuo E7 in vivo. Además este trabajo 

puede servir como base para el desarrollo de nuevos sistemas de monitoreo de 

proteínas virales económicos y, para el desarrollo de una nueva vacuna oral y/o nasal 

contra el CaCu. 



2J INTRODUCCION 

La infección con el virus del papiloma humano, especialmente el tipo 16 (VPH-16) es el 

principal factor para el desarrollo del cáncer cérvico-utermo (CaCu) (zur Hausen, 1991). 

Además, se ha demostrado que los genes E6 y E7 son constitutivamente expresados en 

carcinomas cervicales y que, son requeridos para el proceso de transformación, razón por la 

cual representan blancos potenciales para el desarrollo de una vacuna contra el CaCu 

(Smotkin & Wettstein, 1986, Baker et al., 1987). La proteína £7 es capaz de interactuar con 

varios componentes celulares, tales como el oncogen ras activado, la proteína supresora de 

tumor retinoblastoma (pRB), los inhibidoras ciclina/CDk p21 y p27 y las ciclinas A y E, 

causando una desregulación del ciclo celular, y conduciendo así, al proceso de 

transformación (Storey etal., 1988; Dysonefai , 1989; Tanakaeía/., 1989; Zerfass etaL, 

1995, Mclntyre et al., 1996, Zerfass-Thome et al., 1996, Jones et al., 1997). 

E7 es una fosfoproteína nuclear de 98 aminoácidos sin actividad enzimática 

reportada a la fecha (Smotkin & Wettstein, 1986). En células eucariotes la vida media de la 

proteína E7 es muy corta (30 a 40 mía) y su degradación implica la vía ubiquitin-

proteosoma (Reinstein et ai, 2000). 

La producción de la proteína E7 se ha desarrollado tanto en sistemas eucariotes 

como en procariotes. En células de mamíferos transformadas, la expresión del gene E7 

generalmente resulta solo en la detección del ARN mensajero (Bedell et ai, 1987, Kanda et 

al., 1988) lo cual sugiere que la pióteina puede ser degradada después de la traducción. En 

levaduras, la producción de E7 nativa ha sido reportada tanto en una forma fosforilada, de 

localización nuclear y biológicamente activa en Schaosaccharamycej pombe (Tommasino 

et al, 1990) así como de forma secretada en Saccharomyces cerevisiae (Cárter et aL, 

1991). En procariotes, la producción de E7 fue primero reportada en Escherichia colí 

fusionada a otras proteínas (Seedorf et al., 1987, Sato et al., 1989, Barbosa et ai, 1989) y 

posteriormente en su forma nativa (Imai etaL, 1991; Pahel et ai, 1993). 

Desde principios de los 90'a varios trabajos se han enfocado eo el uso de bacterias 

como sistemas de expresión de E7 para tratar de despertar una respuesta inmune contra el 

VPH-16. Así, Lodoño y colaboradores (1996) atenuaron una cepa de la bacteria Gram 

negativa Salmonella typhlmurium para producir epitopes de E7 y, Jabbar et al. (2000), 



desarrollaron una cepa rccombinante de BCG para producir la proteína E7 nativa. Sin 

embargo estudios inmunológicos con estas bacterias mostraron una baja respuesta inmune 

en ratones, por lo que es poco probable el éxito de esta cepas como un simple componente 

para el desarrollo de una vacuna. Así también. Poza et a l (1992), utilizaron la bacteria 

Gram positiva Streptococcus gordonii, un organismo "catalogada generalmente como 

seguro" (GRAS) para presentar la proteína E7 en la superficie celular en fusión con señales 

de exportación. Trabajos posteriores con esta cepa recombinante demostraron que es capaz 

de despertar una respuesta inmune en ratones y monos (Oggioni et oL, 1995; Medaglini et 

ai, 1997). Sin embargo, a pesar de que estos resultados fueron obtenidos en un organismo 

GRAS, 5. gordonii es considerado una bacteria comensal y no grado alimenticio. En 

algunos casos, para evitar inmunoto 1 eracia es preferible una presentación transitoria del 

antígeno al sistema inmune por una bacteria no comensal que una presentación permanente 

por una bacteria comensal. Finalmente todos los resultados obtenidos hasta la fecha no 

proveen ninguna fuente para la producción de la proteína E7 nativa en grandes cantidades 

ya sea para su purificación y/o para propositas de inmunización usando bacterias grado 

alimenticio. En este contexto, es necesario el desarrollo de nuevas estrategias para la 

producción de la proteína E7 nativa. 

La bacteria láctica (BL) Lactococcus lactis, ha sido extensamente estudiada y 

manipulada para la producción de proteínas heterólogas (Amau et al., 1997; Savijoki et al., 

1997; Le Loir et ai, 1998; Steidler et al., 1998; de Vos, 1999; Langella & Le Loir, 1999; 

Gaeng et al., 2000; Geoffroy «tal., 2000; Enouf etal., 2001; Chatel etai., 2001). El uso de 

L. lactis para producir y secretar proteínas presenta varias ventajas comparado a las 

bacterias normalmente usadas para este fin (por ejemplo: £. coli y cepas atenuadas de 

Salmonella y Mycobacterium): i) L. lactis es un organismo no patógeno ampliamente usado 

en la industria alimenticia, asi, al ser una bacteria de ingesta rutinaria, no representa peligro 

alguno al usarse como vector para expresión de antigenos en humanos, ií) L lactis permite 

rutas de vacunación (vaginal, nasal u oral) que hacen a este modelo de fácil administración 

y de bajos costos de producción, y iii) L lactis es un organismo no comensal y su paso por 

el tracto digestivo es transitorio; lo cual representa una ventaja para evitar cualquier tipo de 

respuesta de tolerancia al antígeno expresado. 



En este trabajo escogimos el sistema NICE (Expresión Controlada por Nisina, de 

Ruyter eí al, 199ó, Kuipers et al., 1998) para la expresión inducible del gene E7 en L 

lactis Dado que la de una proteína expresada en. una bacteria puede 

depender de su localización, analizaros la producción de E7 tanto en citoplasma como en 

el medio de cultivo. La localización extracelular permite un contacto directo entre el 

antígeno y la superficie (mucosas, por ejemplo). Los resultados obtenidos muestran que la 

oncoproteina E7 del VPH-16 puede ser producida en su forma nativa bajo condiciones 

csttíctm de crecimiento cuando es expresada en el citoplasma de L. lactis, ya que o í fase 

estacionaria sufre proteolisis independiente de la proteasa ClpP y la chapetona DnaK, y que 

la forma de secreción representa un eficiente método de rescatarla de proteolisis en L 

lactis. 



23 MATERIAL Y METODOS 

2.2.1 Cepas, plismidos, medios de cultivo j antibióticos. Las cepas y plásmidos 

utilizados en este trabajo son listados en la Tabla 1. Lactococcus lactis fue crecido en 

medio M17 (DIFCO, Terzaghi & Sandine, 1975) suplementado con 1% de glucosa (GM17) 

o infusión cerebro corazón (BHt, DIFCO) a 30°C sin agitación. Escherichia coli se creció 

en medio Luria-Bertani (LB, Sambrook et al., 1989) a 37°C con agitación vigorosa. Los 

plásnüdos fueron mantenidos por la adición de los siguientes antibióticos (concentración en 

microgramos por mililitro, ng/mL): para L lactis, cloranfenicol (10), y para K coli, 

ampicilina (100) o cloranfenicol (10). 

13.2. Mauipulacioaca del ADN. Para el aislamiento de ADN plasmidico de K coli se uso 

el método de Birnboim & Doly (1979) y el descrito por Langella et al. (1993) para L. lactis 

con las siguientes modificaciones: se centrifugaron 2 mí. de un cultivo de toda la noche por 

5 min., 14000 r.pjru, 4°C, se descartó el sobrenadante y se adicionaron 200 p-L de buffer 

TES-Lya (25% Sacarosa, 1 mM EDTA, 50mM Tris-HCl pH 8.0; 10 mg/mL Lisozima). 

Una vez resuspendido muy bien el botón se incubó la muestra por 30 min. a 37°C, 

Posteriormente se adicionaron 200 jiL de solución lisia (0.2 M NaOH, 1 % SDS) y después 

de mezclar ligeramente, se adicionaran 200 jlL de acetato de sodio 3 M (pH 4.8). Se 

mezclo bien por vórtex y se centrifugó 15 min. a 14,000 r.pjiL, 4°C. Se recuperó el 

sobrenadante en un tubo de microcentrífuga nuevo y se adicionó l volumen de PCI 

(FenolrClorofonno: Alcohol-IsoamÜico, 25:24:1), se dio vórtex y se centrifugó por 15 min. 

a 14000 r.pjn^ 4 C. Se pasó inmediatamente el sobrenadante a un vial nuevo y se adicionó 

1 jiL de Glucógeno (MBI Fermentas, grado biología molecular), 1/10 de acetato de sodio 3 

M (pH 7.0) y 1 volumen de iaopropanol absoluto, se mezcló muy bien por vórtex y se 

centrifugó 15 min. a 14,000 r . p j iL , 4°C. Se descartó el sobrenadante y se lavó el botón 

(ADN) con 1 mL de etanol 70%, se secó a temperatura ambiente y se resuspendió en 20 (iL 

de buffer TE (50 mM Tris-HCl, 5 mM EDTA pH 15,20 pg/mL RNasa). 

Z 2 3 Enzimas. Todas las enzimas de restricción (New England) y modificación, 

(Stratagene y MBI Fermentes) fueron utilizadas de acuerdo a las especificaciones del 

proveedor. Para la purificación del ADN s e usó el Irit Gene-Clean (BIOIOI) o tubos de 

microcentrifuga con filtros de acetato de celulosa de 0.22 pm (Spín-X, Costar). 



Tabla 1: Cepas y plásmidos usados. 

Cepa Genotipo Referencia 
E. coli TGI supE, hsd, A5, thi. Aflac-proAB), F'(traD36proAB-IacZAMl5) Gibson, 1984. 

L. teto MG 1363 Cepa silvestre. Sin pldsnidos Gasson, 1983. 

L ¡actis MG1363 
clpP 

•Ery1, gene clpP mterrumpido por recombinación simple. Sin plasmidos 
Frees & Ingmer, 

1999. 

L ¿aef»MG1363 
dnaK 

E r / , gene DnaK intemimpido por recombiración simple. Sin plàsmldos Koch et al., 1998. 

L. lactís NZ9000 MG1363 (genes msRKen cromosoma). Sin plàsmldos Kuipers et al., 
1998. 

L lactís NZ9000 
clpP 

Strepa RiP, ET/, Transconjugante MG1363 portando los genes nisRK y el 
gene clpP mterrumpido. Sin plésmidos 

Este trabajo 

L ¡actis NZ9000 
dnaK 

Strepa, Rif , Ery1, Transconjugairte MG1363 portando los genes nisRK y el 

gene DnaK intemimpido. Sin plésmidos 
Este trabajo 

Plásmidos Replicón Características del plásmido y cassettes Referencia 
pBS-SK.-n+ CotEl Stratagene 

pGEM-T CoIEl Ap' Promega 

p G E \ t E 7 ColEt Ap> fragmeato de PCR que codifica para E7 Este trabajo 

pBS£7:TipA CoIEl Ap'; fragmento de PCR que codifica para E7 Este trabajo 

pCYT:Nuc pWVOl Cmr; cassette de expresión de Nuc bajo ef control del 
promotor P ^ 

L. Ribeiro w 

pSEC^Juc pWVOl Cof; cassette de expresión del precursor SPu^siNuc bajo el 
control del promotor P ^ 

L . R í b e i r o w 

pCYT£7 pWVOl Cmf; cassette de expresión de la proteína E7 nativa bajo el 
control del promotor P ^ 

Este trabajo 

pSEC£7 pWVOl Cnf; cassette de expresión del precursor SPusptó^7 bajo el 
control del promotor P ^ 

Este trabajo 

'Genes de resistencia a: Ery*, eritromicina; Strepa estreptomicina; R i f , rr&mpicúta; Aj/ , ampíciGna; Caí, cIoranfenicoL 

URLGA, INRA, Dómame de Vilvert, 78352 Jouy en Josas Cedex, Francia. 

Para la migración y análisis del ADN, se usaron geles de agarosa 1% TBE-BET (45 mM 

Tris-Borato, 1 mM EDTA, 0.2 jig/mL Bromuro de Etidio). Los marcadores de peso 

molecular usados fueron, 1 kb, 123 pb, 100 pb y ADN Supercoiled de GIBCO (BRL), 

GeneRuIer de MBI (Fermentas) y SmartLadder de Eurogenetec. 

2.2.4 Amplificación porPCRde! gene E7 y fusión del terminador transcripcional trpA. 

Las reacciones de PCR fueron hechas en un aparato Perkin-Elmer Cetus (Norwalk, Conn.) 



usando una Vent ADN Polimerasa (Proraega) de acuerdo a las especificaciones del 

proveedor. Para la amplificación del gene E7 se usaron los siguientes oligonucleótidos 

(oligos), £7VPH1 (5 '-GATGCATC ACAACATGGAGATACACCTAC ATTGCAT-3 *) 

para la cadena codificante y E7VPB2 (5 '-GGAGCTGTTATGGTTTCTGAGAACAGAT 

GG-3') para la complementaria. Como templado para el PCR se utilizo el plásmido 

pCDNA3-E7 (gentilmente donado por V Bermúdez, Laboratorio de Inmunología y 

Virología, FCB, UANL, México). El producto de PCR obtenido se clonó en el vector 

pGEM-T (Promega) resultando en pGEM:E7. Posteriormente se fusionó un tenninador 

transcripcional (trpA) al extremo 3' del gene E7 por la inserción de un fragmento SaWApal 

aislado del plásmido pGEM:E7 en el vector pVE8001 (Poquet, et al., 1998). Este plásmido 

final (pBS:E7:TipA) fue usado para las siguientes construcciones (Tabla 1). 

2.2.5 Construcción de vectores para la expresión de E7 en Lactococcus lactís. Se 

construyeron dos cassettes (forma citoplasmática y de secreción) para expresar la proteína 

E7 en L. lactís. Para esto se aisló el cassette E7:trpA del vector pBS:E7:TrpA con las 

enzimas EcoRV/NsiI y se clonó en los vectores pCYT:Nuc y pSEC:Nuc (Tabla 1) digeridos 

con las mismas enzimas resultando en pCYT:E7 y pSEC:E7. 

2.2.6 Caracterización. Todas las construcciones y fusiones a nivel de ADN, fueron 

caracterizadas primero por enzimas de restricción y posteriormente por secuenciación de 

ambas cadenas. La secuenciación se realizo con el kit: "Dye-terminator sequencing" usando 

un aparato Perkin Elmer Cetus (Norwalk, Conn). 

2.2.7 Transformación. A menos que se indique lo contrario todas las construcciones 

plasmídicas fueron primero establecidas en£. coli y después transferidas a L. lactis. Para la 

transformación de E. coli se utilizó la técnica previamente descrita por Sambrook. et al. 

(1989). Para L. lactis se siguió el protocolo de Holo & Ness (1995) con algunas 

modificaciones. Primero se prepararon células electrocompetentes según se describe a 

continuación: se reactivó la cepa NZ9000 de L. lactis (de Ruyter et al, 1996) en 5 mL de 

medio GM17SG (GM17, 0.5 M Sacarosa, 2% Glicina) incubando toda la noche a 30°C sin 

agitación, y se tomaron 4 mL de este cultivo para inocular 200 mL del miaño medio. Se 

incubó a 30°C sin agitación hasta que el cultivo alcanzó una densidad ópticaax) (DO)=* 0.5-

0.8. Se pasó inmediatamente a hielo y se incubó por 15 min. Se centrifugó el cultivo 8 min. 

a 7,000 r.p.m., 4°C y se lavó el botón dos veces con 100 mL de buffer de lavado (0.5M 



Sacarosa, 10% Glicerol). Se realizó un tercer lavado, solo que ahora con 20 mL del buffer. 

El botón obtaiido de este último lavado se resuspendió en 1 mL de PEG 3000 

(Polyethylen-Glycol 3000) y 10% Glicerol y finalmente se hicieron alícuotas de 100 jíL en 

tubos de U mL congelando inmediatamente en nitrógeno liquido y almacenando a -80gC. 

Para la transformación se mezclaron 100 ^L de células electrocompetentes con 1 jiL 

de ADN plasmídico (10 pL en el caso de los productos resultantes de las ligaciones), se 

transfirieron a cuvetas de electroporación (2 mm) previamente enfriadas y se expusieron a 

un pulso eléctrico (Gene-Pulsa, BIORAD Laboratories), 25pFT 200Q, 2.4kV. 

Inmediatamente después de la descarga eléctrica, se adicionaron 900 |iL de medio GM17S 

(GM17, 0.5 M Sacarosa) y se incubó por 1 hr. para expresión- Finalmente se tomo la 

mezcla para sembrar en placas GM17A (GM17,1% agar), más el antibiótico según el caso. 

Se seleccionaron las colonias transformantes después de 48 hrs. de incubación a 30°C. 

2.2.8 Extracción de proteínas. Debido a la fragilidad de E7, se desarrollo un protocolo 

(modificación de Le Loir et al., 1998) para la extracción de proteínas de L. lactis, 

incluyendo inhibidores de proteasas y procedimientos suaves de precipitación. Los 

extractos proteicos fueron preparados a partir de 2 mL de cultivos inducidos. El botón 

celular y sobrenadante fueron procesados por separado. Primero se centrifugo por 5 min. 2 

mL de cultivo a 14000 r.p.m. 4°C. Después se filtro el sobrenadante (0.22 \im MILLEX-

GV, Millipore) y se separaron 1.4 mL en un vial nuevo, se adicionó 100 pL de ácido 

tricoloacético (TCA) 100%, 1 mM PMSF (Phenyl-Methyl-Sulfonyl-Fluoride) y 10 mM 

DTT (Dithiothreitol), y se incubo 10 min. en hielo. Se centrifugo 10 min. a 14000 r.p.m., 

4°C, se retiro el sobrenadante y se resuspendió el botón en Vi volumen de 50 mM NaOH y 

14 volumen de DTT-LB (50 mM Tris-HCl P H 6.8, 100 mM DTT, 2% SDS, 0.1% Azul de 

Bromo fenol, 10% Glicerol) según la DO. Para la fracción celular, el pellet obtenido de la 

centrifugación de los 2 mL de cultiva se resuspendió en 2/6 (según DO) de buffer TES-Lys, 

1 mM PMSF, 10 mM DTT, se incubó por 15 min. a 37°C y después se agregó 1/6 de una 

solucióa de SDS (20%) y se dio vórtex vigorosamente. Finalmente se adicionaron 3/6 de 

DTT-LB. Ambas muestras (sobrenadante y fracción celular) fueron incubadas 3 min. a 

98®C antes de ser analizadas en gel de poliacrilamida. 

2.2.9 Western Blot Las proteínas fueron separadas por SDS-Page 12% (Laemmli, 1970). 

Después de la migración el gel se incubo por 15 min. en una solución de transferencia (50 



mM Tris pH 7.0, 380 mM Glicina, 0.01% SDS, 20% Metanol) y a continuación se 

transfirió por espacio de 1 hr. a una membrana de PVDF {NEN, Life Science Products) 

previamente lavada con metanol absoluto y agua destilada. Una vez transferidas las 

proteínas a la membrana, se incubó ésta por 1 hr. en una solución de bloqueo TBS-T (20 

mM Tris pH 7.5, 5.5 mM NaCl, 5% Tween-20, 10% leche en polvo), se lavó una vez con 

TBS-T y se incubó 1 hr. con el primer anticuerpo (anti-E7: HPV-16-E7, TVG710Y, ED17, 

N-21 ó C-20, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) usando TBS-T (2% leche en polvo) para su 

dilución. Después se hizo un lavado con TBS-T y se incubó por 1 hr. con el segundo 

anticuerpo (proteína G, HRP, BIORAD). Finalmente se hicieron 3 lavados con TBS-T y Be 

reveló la membrana con el Kit ECL (Enhanced ChemiLuminescence, DuPont NEN) y 

exposición en un film autoradiográfico. 



23 RESULTADOS 

2.3.1 Caracterización y clonación del gene E7. La amplificación del gene E7 por PCR fue 

diseñada para contener un sitio Nsi\ en su extremo 5' el cual servirá más adelante para 

propósitos de fusión. 

El producto de PCR obtenido a partir del plásmido pCDNA3-E7 (Fig. la), se 

subclonó en el vector pGEM-T (ver material y métodos) y se aisló posteriormente por 

digestión con Saft¡Apa\. Este fragmento (gene E7: 313 pares de bases, pb, Fig. la) fue 

digerido con la enzima PvuW. Dado que este sitio se encuentra en la posición 121 de la 

secuencia nucleotídica, del gene El, se obtuvieron dos bandas, una de 191 y otra de 120 pb 

(Fig. Ib) corroborando que este fragmento de ADN contiene este sitio y genera los 

productos esperados. 

a) b) 

5000 pb 

300 pb 

1 2 3 4 

pCDNA3-E7 

E7 

313 pb 
190 pb 
122 pb 

Fig. 1. Amplificación y caracterización del gene E7. a) Vector pCDNA3-E7 y producto de PCR 
de £7; carril 1. marcador de peso molecular 1 kb; carril 2, pCL)NA3-E7 lincarizado con £coRI; 
carril 3. marcador de peso molecular 100 pb; carril 4. gene E7 obtenido a partir del PCR. b) 
Caracterización del producto de PCR; carril 1, marcador 100 pb, carril 2, producto PCR (gene £7); 
carril 3. digestión de £7 con PvuW. Las bandas esperadas son señaladas con flechas. 



Una vez caracterizado el producto de PCR por digestión, se clonó en el vector pVE8001 

(pBS:E7:TrpA, Fig. 2), en el cual el gene queda fusionado a un terminador transcripcional 

trpA (Tabla 1). Para determinar el éxito de la fusión y que no hay ninguna mutación en el 

gene E7 se obtuvo la secuencia del vector con los oligos universales Forward y Reverse, 

(lnvitrogen) (Fig. 3). 

Bsal 

Í .Nsi •< -•-• EcoRt ? .Sad Notl r- Ncol Ápet Kpnl 

Fig. 2. Plásmido pBS:E7:TrpA. 





2.3.2 Construcción de cassettes para la expresión de £7 en L lactis. Se hicieron 

diferentes fusiones génicas para la expresión de la proteína E7 en L. lactis. (Fig. 4). En 

pSEC:E7 el gene El esta fusionado en marco de lectura con un fragmento de ADN que 

contiene el sitio de unión al ribosoma (RBS) y el péptido señal (SP) de la usp45 (SPusp4s), 

un gene que codifica para la Usp45, la principal proteína secretada por L. lactis (van 

Asseldonk et al., 1990). EnpCYT:E7 no existe el fragmento que codifica para el SPusp45-

trpa Plásm ido/Localización 

pC YT: E7/¡ ntracelu lar 
RBS U»P4S trpA 

SPUAP4S E 7 J 
^ t l ' Ü m m PSEC:E7/secreción 

Fig. 4. Cassettes de expresión para la producción de E7 en L. lactis. Diseños esquemáticos de 
las fusiones génicas de E7 bajo el control del promotor Pw¿s¿ colocadas en los plásmidos indicados. 
Símbolos: fe , promotor lactococal inducible por nisina | , sitio de unión al ribosoma del 
gene usp45; B U . región codificante para E7; > péptido señal del gene usp45; 'y' , 
terminador transcripcional. 

En ambas construcciones, la expresión de El esta controlada por el promotor inducible 

(de Ruyter et al., 1996). Estos plásmidos fueron establecidos por electroporación (Fig. 5) en 

la cepa NZ9000 de L. lactis, la cual porta los genes nisR y nisK necesarios para la 

regulación del promotor nisina (de Ruyter et al., 1996, Kuipers et al., 1998), resultando en 

NZCYT:E7 y NZSEC:E7. 

2.3.3 Producción de E7 en L. lactis. Se analizó la capacidad de L. lactis para producir la 

proteína E7 en dos localizaciones celulares diferentes (intracelular y medio de cultivo). 

Para dicho análisis se utilizaron las cepas NZCYT:E7 y NZSEC:E7. Las muestras de 

cultivos inducidos y no inducidos fueron analizadas inicialmente a una DCK 1 (fase 

exponencial, Fig. 6a). Después de la inducción el análisis por Western blot de la cepa 

NZCYT:E7 utilizando anticuerpos anti-E7 revela una clara banda en la fracción celular del 



a) b) 

Fig. 5. Transformación de la cepa NZ9000 de L. laclis. Se transformó por clcctroporación la cepa 
NZ9000 de L. laclis con los diferentes plásmidos construidos y se plaqueó en GM17A (más el 
antibiótico de interés, cloranfenicol en este caso). Después de 48 hrs. de incubación a 30"C se 
eligieron las colonias recombinantes. a) Cepa N7.9000 sin plásmido, al no tener gene de resistencia 
al antibiótico no hay crecimiento, b) Cepa NZ9000 transformada con el plásmido, el cual le 
confiere resistencia al antibiótico utilizado. 

tamaño esperado para la E7 nativa (19 kDa, Pahel et al., 1993), mientras que no se detecta 

señal en el sobrenadante (Fig. 6a). Análisis similares de la cepa NZSEC:E7 revelan dos 

bandas: i) una banda en la fracción celular y que corresponde al precursor SPusp45-E7 

(preE7, 21 kDa aproximadamente) y ii) otra en el sobrenadante que corresponde a la E7 

madura secretada (Fig. 6a). Calculamos que el porcentaje de producción de la E7 secretada 

es tres veces mayor que el de la forma de citoplasma y la eficiencia de secreción 

(porcentaje de F.7 detectada en el sobrenadante) es alta -95%. En ausencia de nisina no se 

detecta señal de la E7, confirmando el control del sistema NICE. Sorprendentemente, 

análisis de muestras proteicas extraídas los mismos cultivos en fase estacionaria ( O D Í Q O > 1 ) 

revela una marcada diferencia en la producción de E7: la cantidad de E7 de forma 

citoplasmàtica disminuye visiblemente, mientras que la forma de secreción incrementa 

(Fig. 6b). F.stos resultados sugieren que una degradación intracelular en fase estacionaria y 

que la proteína secretada puede escapar al ser exportada fuera de la célula. 
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Fig. 6. Producción de E7 en L. lactis. Se analizó por Westcm blot la producción y secreción de E7 
de cultivos inducidos en fase exponencial (D0-0.5-0.6) ó estacionaria (DO-1.5). La cepa 
NZCYT:E7 codifica para la E7 nativa (forma citoplasmàtica) y la cepa NZSEC:E7 codifica para el 
precursor, preE7. a) Fase exponencial: Cultivos no-inducidos (-) e inducidos (+) de las cepas 
indicadas, b) Fase estacionaria. Las flechas indican las posiciones de la E7 madura y del precursor. 
Hay solamente una ligera diferencia en la migración entre el precursor (preE7. fracción celular) y la 
forma madura (E7, sobrenadante). C, fracción celular; S, sobrenadante. Las posiciones y tamaños 
del marcador de peso molecular son mostrados a la izquierda. 

2.3.4 La proteasa CIpP no esta involucrada en la degradación de E7 en L. lactis. 

Nuestros resultados sugieren que la proteína E7 puede ser blanco de una proteolisis 

intracelular en L. lactis. El complejo CIpP (una proteina dependiente de ATP) es la 

principal proteasa citoplasmàtica en L. lactis (Frees & Ingmer, 1999). Para determinar si 

CIpP esta involucrado en la degradación de E7, introdujimos los plásmidos pCYT:E7 y 

pSEC:E7 en una cepa NZ9000 de L lactis con una mutación en el gene clpP (NZ9000 

clpP, Bermúde/.-Humarán et al., 2002). La figura 7 muestra los análisis de la producción de 

E7 en esta cepa mutante comparada con la cepa silvestre NZ9000 (wr). Las condiciones 

de los cultivos y 
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Fig. 7. CIpP no esta involucrada en la degradación intracelular de E7 en L. lactis. Análisis por 
Western blot muestran que la cepa mulante de L. ¡aclis para la proteasa ClpP no puede rescatar la 
producción de F.7 en citoplasma, a) Muestras de cultivos inducidos de la cepa wt ó clpP 
conteniendo los plásmidos pCYT:E7 ó pSEC:E7 tomadas en fase exponencial, b) Muestras de 
cultivos inducidos de la cepa clpP tomadas en fase estacionaria. C, fracción celular: S, 
sobrenadante. Las posiciones y tamaños del marcador de peso molecular son mostrados a la 
izquierda. 

extracción de proteínas se hicieron tal y como se describió para la cepa wt. En cultivos 

procesados en fase exponencial, no se observa diferencia significativa en los patrones de E7 

entre la cepa wt y la dpP en ambas formas (citoplasma y secreción, Fig. 7a). 

Desafortunadamente, la degradación de la forma E7 de citoplasma observada en la wt y el 

rescate de la forma de secreción en fase estacionaria se observa de igual manera en la clpP, 

sugiriendo que la proteolisis intracelular de E7 es independiente del complejo ClpP (Fig. 

7b). 

2.3.5 La chaperona DnaK no esta involucrada en la presentación de E7 para su 

proteolisis. Los resultados obtenidos muestran que la forma citoplasmática y de secreción 



de E7 son bien sintetizados en L. ¡aclis, aunque la primera sufre proteolisis intracelular. En 

algunos casos, chaperonas, tales como DnaK promueven la proteolisis indirectamente, 

manteniendo a las proteínas mal procesadas en un estado de disgregación (Wild et al., 

1996). Para determinar si DnaK contribuye a la proteolisis de E7, comparamos la 

producción de F7 en la cepa wt y en una cepa dnaK mutante (Bermúdcz-Humarán el al., 

2002). Análisis por inmunorevelación muestran que no hay diferencias en la producción de 

E7, ya sea en fase exponencial o estacionaria entre esta cepa mutante y la wl (Fig. 8). Estos 

resultados muestran pues que la chaperona DnaK no esta involucrada en la proteolisis 

celular de E7 en L. ¡aclis. 

dnaK 
pCYT:E7 pSEC:E7 

e s e s 

Fig. 8. DnaK no esta involucrada en la presentación de E7 para la proteolisis en L ¡aclis. 
Muestras de cultivos inducidos de la cepa dnaK conteniendo los plásmidos pCYT:E7 ó pSEC:E7 
tomadas en fase exponencial. Análisis por inmunorevelación muestran que la cepa mutante de L. 
¡aclis para la chaperona DnaK no previenen o al menos disminuyen la degradación de F.7 en el 
citoplasma. C, fracción celular; S, sobrenadante. Las posiciones y tamaños del marcador de peso 
molecular son mostrados a la izquierda. 



2A DISCUSION 

2.4.1 Producción de E7 en L. fa età. Lactococcus lactis es una bacteria Grani positiva 

grado alimenticio, no comensal y no invasiva que no- produce exoproteínas detectables 

(cepa libre de plásmidos, que no secreta proteasas), por lo tanto un buen candidato para la 

secreción de proteínas- heterólogas para diferentes aplicaciones; desde producción en 

termentador de proteínas de alto valor comercial hasta el uso de este organismo coma unt 

vector paia el desarrollo de vacunas: vivas. En ese contexto desarrollamos y estandarizamos 

un sistema para la producción y localización de la oncoproteina £7 del VPH-16 en L lactis. 

Aunque el porcentaje de producción y localización de una proteína heteró loga son 

críticos, también debe confirmarse la estabilidad y procesamiento adecuado de la proteina 

de interés para asegurar que adquiera su actividad nativa (ya sea un antígenoo una enzima). 

Algunos trabajos se han. enfocado en la proteolisis en la superficie celular de L lactis 

(Poquet et ai, 2000). En este trabajo demostramos que ta proteína E7 del VPH-16 (una 

protema extremadamente lábil) se puede producir de una manera, efidente en L, lactis en 

una forma de secreción yr bajo condiciones estrictas de era:¡miento ngJiilgr en una forma 

citoplasmàtica.. Además, observamos una mayor producción (de forma reproducible) de la 

proteína secretada que la de citoplasma. Este efecto ha sido observado anteriormente en la 

producción de diferentes proteínas hetecólogas en L. lactis, tales como la nucleasa 

Staphyfococcal (Nuc, ranggfl? & Le Loir, 1999), el antígeao nmmmndnm inant*» L7/L12 de 

Bmcella abortus (Ribeiro et al, 2002), la p-Iactogiobufina bovina (BLG, Chatel et al., 

2001) o la proteina no estructural NSP4- del rotavirus bovino (Enouf et al.T 2001). Asi, en 

lactis la secreción parece ser la mejor estrategia para producir altos niveles de proteínas 

heterólogas, ya que este fenómeno se observa, en protemas eucariotes (BLG), procari otes 

(L7/LI2 y Nuc) y virales (NSP4 y E7). Por último la eficiencia de secreción de la E7 nativa 

observada en este trabajo es alta, -95% lo cual es prometedor para la producción, y 

purificación a grandes escalas de esta proteína, ya que a la fecha solo una proteina 

heteróloga, Nuc (usada frecuentemente anno proteína modelo, Le Loir et ai., 1994) ha sido 

exportada en L. lactis a los niveles observados para E7. 

2.4.2 La estabilidad de E7 en el citoplasma depende de la fase de crecimiento del 

cultivo celular. Pare determinar porque se obtiene una mayor producción de E7 con la 



forma de secreción que con la forma citoplasmàtica, analizamos su producción en fase de 

crecimiento celular estacionaria. Sorprendentemente en estos experimentos se observo una 

degradación casi total de E7 en el citoplasma de L lactis (Fig. 6b) sugiriendo que esta 

proteína sufre proteolisis intracelular. Para tratar de estabilizar la producción de E7, 

tratamos de expresar esta proteína en dos cepas mutantes de L lactis (ClpP y DnaK); sin 

embargo, análisis por Western blot mostraron que no hay diferencia entre estas cepas y la 

wt de L lactis. Estos resultados sugieren que La degradación de E7 es independiente del 

complejo ClpP y la chapetona DnaK. 

2.43 Secreción de E7 nativa y perspectivas. Dado que el uso de péptidos sintéticos no 

puede sustituir a la proteína completa. El sistema desarrollado en este estudio para producir 

la oncoproteína E7 del VPH-16 es interesante para el desarrollo de una nueva vacuna 

terapéutica contra el CaCu. Se ha demostrado que la presentación de ephopes de E7 a 

anticuerpos anti-E7 humanos es más eficiente cuando se utiliza una proteina E7 completa y 

nativa (Kindl et al., 1996). La forma secretada de E7 podría representar ventajas para 

purificación y posteriores estudios físicos y químicos de esta proteína, ya que L. lactis 

secreta pocas proteínas y ninguna proteasa. Puesto que es necesario el desarrollo de nuevos 

vectores bacterianos seguros para la expresión de antígenos in vivo, nuestro sistema de 

producción de E7 puede tener interesantes aplicaciones en ensayos de inmunización en 

modelos animales. Esto abriría nuevas perspectivas para el desarrollo de una vacuna viva 

usando L. lactis contra el CaCu. Dado que la proteina E7 es extremadamente lábil, trabajos 

posteriores podrían usar esta proteína para estudios de proteolisis en L lactis. 

Recientemente hemos comenzado a aplicar el sistema aquí reportado para analizar otras 

cepas mulantes (htrA de L lactis por ejemplo, Poquet et al., 2000) para un mejor 

entendimiento de la relación entre la secreción heteróloga y la proteolisis en L. lactis. 
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3.1 Estabilización en la producción de E7 en Lactococcus lactis 

RESUMEN 

En el capítulo anterior demostramos que In proteina E7 del VPH-16 pnede ser 

producida en Lactococcus lactìs-, sin embargo la forma de citoplasma es muy inestable 

y es degradada en fase estacionaria por «na protessa diferente a ClpP. En este 

capitulo describiremos como la producción de la proteína E7 puede ser estabilizada e 

incluso mejorada por medio de ana fusión a ana proteína altamente estable« U 

oucleasa Staphylococcal (Nuc) a so extremos amino (N-) o carboxilo (C-). Así tambiéu 

se probó un propéptido sintético (LEISSTCDA) el cual esta reportado para aumentar 

la eficiencia de secreción de proteina heterólogas en L. lactis. Nuestros resaltados 

sugieren que la fusión de ana proteína estable como Nuc y de nn propéptido sintético 

a la proteina E7 tienen efectos positivos en so estabilidad ea L. lactis. Curiosamente la 

eficiencia de secreción de E7 observada en el capitulo anterior (-95%) en vez de verse 

mejorada disminuyó de forma drástica, no así la de la proteína híbrida Nuc-E7, la 

cual se mejoró ea un 10% (5% versus 15%). Este trabajo representa ua útil sistema 

para la expresión y estabilización de otras proteínas frágiles de interés médico (como 

E7) en L. lactis. 



3 J INTRODUCCION 

Las bacterias lácticas (BL) son un diverso grupo de bacterias usadas en la industria 

alimenticia desde tiempos inmemorables que incluye miembros de los géneros 

Lactococcus, Lucio badil us, Leuconostoc, Pediococuus y Streptococcus. En los últimos 

años muchos laboratorios se han enfocado en la producción de proteínas heterólogas en 

estos organismos GRAS (generalmente seguros) para fines comerciales (Robinson et al., 

1997; LangeUa & Le Loir, 1999; Drouault et al., 2000; Gaeng et ed., 2000; Steidler et al., 

2000; Chatel et al., 2001; Enouf et ai, 2001; Gii et al., 2001). A la fecha, la mejor BL 

caracterizada es Lactococcus lactis para la cual se han desarrollado eficientes herramientas 

genéticas y más aún, se conoce su genoma completo (Bolotin et al, 1999). Lactococcus 

lactis como describimos en el capitulo anterior es una bacteria grado alimenticio, no 

patógena y no colonizante que representa un buen organismo para la producción de 

proteínas heterólogas. Una de las propiedades que hace a L. lactis un buen candidato para 

producir proteínas es que, esta bacteria es ampliamente utilizada en la industria alimenticia 

(especialmente en productos lácteos), característica que puede ser explotada para producir 

enzimas, metabolitos y antigenos de interés médico en productos como yogurt, quesos, etc. 

Además algunos laboratorios han comenzado recientemente a usar a L. lactis como una 

vacuna viva (para revisión consultar Mielcarek et al, 2001). Finalmente L. lactis puede ser 

facilmente manipulada en el laboratorio. 

Hoy en día, existe un verdadero interés en la sobreproducción de proteínas 

heterólogas en L. lactis. Para dicho propósito se han desarrollado varias estrategias usando 

sistemas de expresión gènica induci bles y constitutivos (van Rooijen, 1992; Wells et ai, 

1993; van Asseldonk, 1994). En 1996 de Ruyter y colaboradores desarrollaron el sistema 

NICE (ver capitulo 1 y 2). En dicho sistema se hace uso un bacteriocina grado alimenticio 

(la nisina) como inductor de genes localizados bajo el control transcripcional del promotor 

A del operon de la nisina (P«^)- Nosotros elegimos este sistema para expresar la 

oncoproteína E7 del virus del papiloma humano tipo 16 (VPH-16, capitulo 2). Los 

resultados obtenidos mostraron que la E7 es una proteína muy lábil que se degrada en el 

citoplasma de L. lactis y que la proteasa ClpP y la chapetona DnaK no están involucradas 



en dicha degradación. Por lo tanto creemos que la proteína E7 puede representar un buen 

modelo para ensayos de estabilización de proteínas heterólogas en£. lactis. 

Existen varios reportes sobre el uso de la nucleasa Staphylococcal (Nuc) en L, lactis 

como proteína reportera, la cual es de gran ayuda, ya que facilita detectar la localización de 

la proteina de interés (citoplasma, anclada o secretada, Piard et al., 1997; Le Loir et al., 

1998; Poquet et al., 1998) con una simple prueba colorimétríca (Shortle, 1983; Le Loir et 

al, 1994). Dicha proteina también ha demostrado proteger a proteicas frágiles (Ribeiro et 

al., 2002). Por lo tanto en esta parte del trabajo nos enfocamos en realizar fusiones génicas 

entre la proteína E7 del VPH-I6 y la Nuc, para determinar si esta proteína compacta y 

resistente, puede proteger a la E7 de pioteolisis en L. lactis. Además, para mejorar la 

producción de E7 en L. lactis, se analizaron y modificaron una serie de parámetros como: i) 

cinética en función a la cantidad de nisina usada para una buena inducción en L. lactis y ii) 

aumentar la eficiencia de secreción (ES) de la proteína de interés mediante la fusión de un 

propéptido sintético, LEISSTCDA (LEISS). Los resultados obtenidos muestran que la 

producción de E7 en citoplasma puede ser rescatada cuando la Nuc se fusiona a su extremo 

N- ó C-. Sin embargo, la ES es muy baja, alrededor de 5%. Así también, se determinó que 

el pro-péptido sintético LEISS puede mejorar la ES de una proteína híbrida Nuc-E7 (5% 

versus 15%) pero no la de la proteína E7 nativa, la cual se ve drásticamente disminuida 

(95% a un 5%, aproximadamente). Por otro lado se observó que la producción de\proteínas 

bajo el sistema NICE y la ES es dependiente de la concentración de nisina usada. Este 

trabajo provee herramientas para la producción y estabilización del antigeno E7 por medio 

de la fusión a una proteína altamente estable (Nuc) y puede servir como base para la 

producción y estabilización de otras proteínas frágiles en L lactis. 



3.3 MATERIAL Y METODOS 

3.3.1 Cepas, plásmidos, medios de cultivo y antibióticos. Las cepas y plásmidos 

utilizados en este trabajo soa listados en la Tabla 1. Lactococcus lactis fue crecido en 

medio GM17 ó BHI a 30°C sin agitación. Escherichia coli se creció en medio LB 37*C con 

agitación vigorosa. Los plásmidos fueron mantenidos por la adición de los siguientes 

antibióticos (concentración en micrognunos por mililitro, ng/rnL): para L. lactis, 

cloranfenicol (10), y para.fi. coli, ampicilina (100) o cloranfenicol (10). 

Tabla 1: Cepas y plásmidos usados. 

Cepa Genotipo Referencia 

£. cali TG ] supE, hsd, Ú5, tfú, ¿(¡ac-praAB). F'(traD36 praAS-lacZáMlS) Gibson, 1984. 
L. herís MG13Ô3 Cepa silvestre. Sin plásmidos Casaoo. 1983. 

L ¡acià NZ9000 MG136J (genes nisRK en cromosoma) Sin plásmidos Kuipers et <¿„ 
1998. 

Plásmidos Replicón Características del plismido y cassettes Referencia 

pBS-E7:TcpA CotEl Ap1; fragmento de PCR que codifica para E7 Capitulo 2 

pCYT:Nuc pwva i Cmc; cassette de expresión de Nuc madura bajo el control del 
promotor p«m 

L. Ribeiro w 

pSEC:Nuc pwvoi Cn r; cassette de expresión del precursor SP^^is-Nuc bajo el 
contnsl del promotor P ^ L. Ribeiro 

pCYT-£7 pWVOl Cmc; cassette de expresión de la profeta E7 nativa b^o el 
control del promotor P ^ Capitulo 2 

pSEC:E7 pWVOl Caí'; cassette de expresión del pcecuregr SPur>»j;E7 bajo el 
control del promotor P«* Capitulo 2 

pCYT:Nuc-E7 pWVOl Cmr; cauette de expresión de la fusión Nuef 7 tajo el 
control del promotor P ^ Este trabajo 

pSEC:Nuc-E7 pWVOl Crar; cassette de expresión del precursor di la fusión 
SPihMi:Nuc£7 bajo el control del promotor P«.« Este trabajo 

pCR-TOPO ColEl Ap' Invitroge» 

pCR:Nsil:E7 ColEl Ap', fragmento de PCR que codifica para E7 oon sidos iVjfl 
en sus extremos Este trabajo 

pLElSS:Nuc pWVOl Cm1; cassette de expresión del precursor SPu^Mrleissmuc 
bajo el control del promotor L. Ribeiro w 

pLEISS£7 pWVOl Cm'; cassette de expresión del precursor <)e la fusión 
SPuM):leiss:E7 bajo el control del promotor P ^ Este trabajo 

pLElSS:Nuc-E7 pWVOl Cm1; cassette de expresión del prceureor de la fusión 
SPUlp<i:leiss:Nuc:£7 bajo el control del promotor F m Este trabajo 

pLEISSf 7-Nuc pWVOl Cm1; cassette de expresión del precursor de la fusión 
SPi_|^5 .kiss;E7-nuc bajo el control del promotor P ^ Este trabajo 

'Genes de resistencia a: Ap', ampicilira; Cmr, cloranfenicol. 

URLOA, INRA. Domairte de Vüvert, 78353 Jouy en Josas Cedex, Pmcía. 



3-3.2 Manipulaciones del ADN. Para el aislamiento de ADN plasmídico y las 

manipulaciones en general del ADN se usaron los métodos descritos en el capitulo anterior. 

El PCR (Perkin Elmer Cetus apparatus, Norwalk, Cotm.) se llevó a cabo con la enzima 

Vent ADN Poümerasa (Promega) y las secuencias fueron confirmadas por caracterización 

con yitnflg de restricción y usando el kir de secuenciación Dye-terminator (ABIPRISM® 

BigDye™ Termin atore, AppL Biosystems). 

3.3.3 Fusión del propéptido s u té tico LEISSTCDA a E7. Para obtener la fusión de E7 

con un propéptido que aumente la ES en L lactís (leiss:E7), donde leiss codifica para el 

propéptido sintético LEISSTCDA; se purificó un cassette E7:trpA del vector pBS£7;TrpA 

digerido con las enzimas NsWEcoRW y se clonó en el vector pLEISS:Nuc digerido con 

EcoRI-Klenow/Afal (eliminando la nucleasa) resultando en pLEISS:E7. Este vector se 

introdujo en la cepa NZ900Q (ver capitulo 2) resultando en: NZLEISS:E7. 

3.3.4 Fnsión de la nucleasa Sthapylococcal (Nuc) al extremo N- de E7. Para analizar el 

efecto de la fusión de Nuc al extremo amino (N-) de la proteína E7 (Nuc-E7) tanto en la 

forma citoplasmática como en la de secreción, se purificó un cassette rote con sitios Nsñ a 

ambos extremos del vector pBS:NsiI:nuc (gentilmente donado por S. Nouaille, URLGA, 

tNRA, Jouy en Josas, Francia) y se clono en los vectores pSEC:E7 y pCYT:E7 digeridos 

con Nsíl para damos pCYT:Nuc:E7 y pSEC:Nuc:E7 (Tabla 1). Estos plásmidos se 

establecieron en la cepa NZ9000 y se nombraron: NZCYT:Nuc-E7 y NZSEC:Nuc-E7-

33JS Fusión del propéptido sintético LEISSTCDA a b proteína híbrida Nuc-E7. Para 

analizar el efecto del propéptido LEISSTCDA fusionado a una proteína híbrida Nuc-E7, 

aislamos un cassette nuc (tal y como se acaba de describir) y se clonó en el vector 

pLEISS£7 digerido con Nsñ.. El plásmido se nombro pLEISS:Nuc-E7 y se introdujo en la 

cepa NZ9000 (NZLEISS:Nuc-E7). 

3.3,6 Fusión de la nucleasa al extremo N- ó C- de E7. En esta sección nos enfocamos en 

observar el efecto de la nucleasa fusionada al extremo carboxilo (C-) de E7 (E7-Nuc). Por 

cuestiones de factibilidad en las clonaciones se eligió la forma LEISS :E7 para comparar la 

fusión de Nuc a ambos extremos y se construyeron dos cassettes: SP^:leiss:nuc-E7 y 

SPuíp:!eiss:E7-rtuc. Para la construcción SPM9:leiss:nuc-E7 se obtuvo el cassette nuc como 

se describió anteriormente (pBS:NsiI:nuc digerido con Nsil) y se clonó en el vector 

pLEISS:E7 digerido con la misma enzima para obtener pLEISS:Nuc-E7. Por otro lado para 



la construcción del cassette SP^' leiss:E 7-nuc, primero se amplificò el gene E7 por PCR 

con un par de oligos diseñados para adicionar sitios Nsft a ambos lados (5' y 3') del gene 

E7. La secuencia de los oligos usados fue: S'Nsíl-E7 (5'-GATGCATCACAACATGGAGA 

TACACCTACATTGCAT-3') para la cadena complementaria y 3WsíI-£7 (5'-GGATGCAT 

GTGGTITCTGAGAACAGAT-3') para la complementaria. El producto de PCR fue 

clonado en el vector pCR-TOPO, resultando en pCR:NsiI:E7 ( l abia 1). Después se aisló el 

gene £ 7 de este vector con Nsil y se clono en el vector pLEISS:Nuc digerido con la misma 

enzima resultando en pLElSS:E7-Nuc. Estos dos vectores se introdujeron en la cepa 

NZ9000: NZLEISS:Nuc-E7 y NZLEISS:E7-Nuc. 

3.3.7 Condiciones para la inducción con la nisina basándose en su concentración. Para 

la inducción del promotor nisina, se tomo una dilución 1:250 de un cultivo ON de la cepa 

de interés, se inoculo en medio nuevo y se dejo crecer hasta una DO= 0,4-0.6, una vez 

alcanzada esta densidad se indujo con las siguientes concentraciones de nisina (en 

nanogramos por mililitro, ng/mL): 0, 0.05, 0.1, 1, 5, 10 y 15. Una vez determinada la 

concentración óptima para nuestro sistema, se utilizó ésta para todas los ensayos de 

inducción. 

3-3.8 Prueba de la nucleasa. Para la detección de la actividad nucleolítica de la nucleasa 

Staphylococal (Nuc) en L. lactis, se utilizó el protocolo desarrollado por Le Lo ir y 

colaboradores (1994, modificación hecha después de Lachica et a¡„ 1971), Primero se 

cultivaron toda la noche las cepas de L. lactis manipuladas para producir la proteína de 

fusión Nuc-E7 (tanto en la forma citoplasmàtica como la de secreción). Una vez crecidas, 

se hizo una dilución 1:250 en medio de cultivo nuevo, se crecieron hasta una OD= 0.5-0.6 y 

se indujeron con 10 ng/mL de nisina por 1 hr. Después de la inducción se hicieron 

diluciones y se plaquearon los cultivos sobre medio sólido (BHI en lugar de GM17) más el 

antibiótico requerido y se incubo toda la noche. Una vez que las colonias estuvieron bien 

formadas se vertió una capa de TBD-Agar (0.05 M Tris pH 9.0, 1% NaCl, 0.1 mM CaClj. 

0.3% ADN de Esperma de Salmón, 0.01% Azul de Toluidina O, 1% Agar). La actividad 

nucleolítica se visualizó generalmente después de 2-3 hrs. de incubación a 37°C por la 

aparición de un halo rosa alrededor de la colonia (fenotipo Nuc+). 

3.3,9 Preparación de muestras proteicas e inmuuodetecdón. La extracción de las 

proteínas de los cultivos de los lactococos «combinantes, SDS-Page e inmunoievelación 



con anti-Nue (dilución l :250, gentilmente donado por Miller ó 1:250 para anti-E7) fueron 

llevados a cabo tal y como se describió en el capitulo anterior. 



3.4 RESULTADOS 

3.4.1 El propéptido sintético LEISSTCDA no mejora la ES de la proteína E7 nativa en 

L. ¡aclis. En el capitulo anterior observamos que la proteína E7 del VPH-16 puede ser 

producida y secretada eficientemente en L. lactis-, sin embargo, aunque la ES fue muy alta 

(~95%) no fue total. En este capitulo nos enfocamos en modificar las cargas en el extremo 

N- de la proteína E7 para ver si se puede alcanzar un 100% en la ES. Para este propósito se 

construyó el vector pLEISS:E7 (Fig. 1), donde el gene El esta fusionado en marco de 

lectura (ORF) con un fragmento de ADN que contiene el RBS y el SP de la usp45 (capitulo 

2), más un propéptido sintético, LEISSTCDA (LEISS) el cual ha demostrado en trabajos 

RBS«»« 

trpA 

i 
RBSu»« 

trpA 

SPi«« Nuc E7 i 
RBS»»« LEISS 

trpA 
P— 

SPU K« E7 Nuc 
1 

Plásmido/Localización 

pLEISS:E7/secreción 

pCYT:Nuc-E7/intracolular 

pSEC:Nuc-E7/secreción 

pLEISS:Nuc-E7/secreción 

pLEISS:E7-Nuc/secreción 

Fig. 1. Cassettes de expresión para la producción de E7 en ¡~ lactis. Diseños esquemáticos de 
las fusiones génicas de E7 bajo el control del promotor P«^ colocadas en los plásmidos indicados. 
Símbolos: promotor lactococal inducible por nisina | , sitio de unión al ribosoma del 
gene usp45\ . región codificante para E7: ^ , péptido señal del gene usp45; | |, región 
codificante para NucB; I . región codificante para LEISS; f , terminador transcripcional. 



previos aumentar la ES de proteínas heterólogas en L. lactis (Le Loir el al., 1998; Langella 

& Le Loir, 1999; Ribeiro el al., 2002). Para comparar la ES de la proteína E7 entre la cepa 

NZSEC:E7 y la NZLEISS:E7, se obtuvieron muestras proteicas de cultivos inducidos con 

10 ng/mL (ver más adelante) de nisina y se analizaron por Westem blot revelando con anti-

E7 (Fig. 2). Los resultados obtenidos muestran que la ES de la proteína E7 más el 

propéptido sintético al contrario de lo que se esperaba es drásticamente reducida ( -95% a 

tan solo un ~5%, Fig. 2). 

N Z S E C : E 7 N Z L E I S S : E 7 

C S C S C S C S 

Fig. 2. Producción y secreción de E7 en L Iaclis. Se analizó por Western blot la producción y 
secreción de E7 de cultivos inducidos (+) y no inducidos (-) en fase exponencial de las cepas 
NZSEC:E7 la cual codifica para el precursor. preF.7 y NZLEISS:E7 que codifica para el precursor 
prcLEISS:E7. C, fracción celular. S, sobrenadante. Las flechas indican las posiciones de la F.7 
madura y de los precursores. 

3.4.2 La fusión Nuc al extremo N- de E7 rescata su producción en L. lactis. Estudios 

recientes han mostrado que es posible rescatar y/o aumentar la producción de proteínas 

heterólogas en L. lactis si estas son fusionadas a la proteína Nuc (Ribeiro et al., 2002). 

Nosotros examinamos el efecto de la fusión Nuc al extremo N- de la proteina E7 para 

determinar si es posible rescatar su producción en L. lactis. Nuc es una proteína estable y 

bien caracterizada, que es resistente a la desnaturalización y que es fácilmente detectable 

por una simple prueba colorimétrica (ver material y métodos). Además, Nuc ha sido 

utilizada exitosamente en fusión con otras proteínas (Píard et a!., 1997; Poquct et al., 1998; 

Langella & Le Loir, 1999). Así, para analizar el efecto de la fusión de Nuc a E7, se 

construyeron los plásmidos pCYT:Nuc-E7 y pSEC:Nuc-E7. Ambos plásmidos fueron 

establecidos en la cepa NZ9000 de L. lactis y la producción de la proteína fue analizada por 

medio de la prueba de la nucleasa (ver material y métodos). El azul de toluidina es un 



colorante metacromático que presenta mayor afinidad por el ADN que por el agar 

presentando un color azul intenso cuando esta asociado al primero (Michaelis & Granick, 

1945). Así pues, la hidrólisis del ADN por una actividad nucleolítica provoca que el 

complejo ADN-Toluidina se libere cambiando de azul intenso a un color rosa. Cultivos 

inducidos de la cepa NZSEC:Nuc-E7 presentaron un claro fenotipo Nuc+ (Fig. 3), tal y 

como se esperaba si la proteína híbrida Nuc-E7 esta siendo secretada. La cepa 

NZCYT:Nuc-E7 presentó un ligero desarrollo de color rosa (Nuc+/-, Fig. 3), sugiriendo 

que la proteína intracelular Nuc-E7 esta siendo producida y que probablemente ocurrió 

alguna lisis que liberó la proteína en el ensayo. En esta prueba se usó como negativo la cepa 

NZ9000 portando un plásmido, el cual contiene únicamente el promotor Pnji* (pVE3655, 

Ribeiroeta/. , 2002). 

Una vez detectada la actividad de Nuc sobre cajas Petri se analizó la producción de 

las proteínas híbridas por Western blot usando anticuerpos anti-Nuc (Fig. 4a) ó anti-E7 

(Fig. 4b). Los extractos proteicos Fueron obtenidos de cultivos en fase estacionaria, ya que 

Nuc+/-

Fig. 3. Actividad de la nucleasa en clonas de L /aclis expresando la proteína híbrida Nuc-E7. 
Análisis de la actividad enzímática de la nucleasa en caja Pelri demuestran que la Forma de 
secreción de la proteína Nuc-E7 da una clara señal (halo rosa, Nuc+). La Forma de citoplasma Nuc-
F,7 da una débil señal (Nuc+/-) debido quizá a lisis de algunas colonias al momento del ensayo. 
Como negativo se uso una cepa de L. iacíis transFormada con un plásmido que contiene únicamenie 
el promotor Pw.4, con la cual no se observa señal (Nuc-). 



en ésta es donde se observa degradación de ia E7 nativa en citoplasma (capitulo anterior). 

Análisis por Western blot con antí-Nuc de la cepa NZCYT:Nuc-E7 después de la 

inducción, revela dos bandas en la fracción celular y ninguna señal en el sobrenadante (Fig. 

4a). La banda superior migra de acuerdo a lo esperado para la fusión Nuc-E7 (40 kDa 

aproximadamente). La otra banda corresponde probablemente a un polipéptido resultante 

de una degradación intracelular de la pro te ¡na híbrida. Inmunodetección de extractos 

proteicos de la cepa NZSEC:Nuc-E7 revelan tres bandas en la fracción celular (Fig. 4a). La 

banda mayor corresponde al precursor SPup:Nuc-E7, las otras dos migran a la misma altura 

que las formas intracelulares observadas en la cepa NZCYT:Nuc-E7 y que corresponden a 

La forma madura Nuc-E7 y al producto de proteolisis. En la inmunodetección del 

sobrenadante de esta cepa se observan dos bandas mayores, las cuales corresponden a la 

forma madura Nuc-E7 secretada y la otra al producto de la degradación observado en 

citoplasma; asi también, se detectan polipéptidos de tamaños más pequeños, los cuales 

pueden ser productos de proteolisis de la proteína Nuc-E7 en el sobrenadante (Fig. 4a). No 

obstante, en este caso a diferencia de la proteína E7 nativa la ES es baja (-5%) lo cual se ha 

observado frecuentemente en sistemas diseñados para la secreción de proteínas beterólogas 

(Bolhuis et ai, 1999; Dieye et al., 2001). Para tratar de aumentar ES de la proteína híbrida 

Nuc-E7 decidimos probar otra construcción, pLEISS:Nuc-E7 (Fig. 1) en la cual al SP se le 

fusionó un propéptido sintético que alimenta la secreción de proteínas beterólogas en L 

lactis, LEISSTCDA (Le Loir et al., 1998). Análisis por Western blot de la cepa con esta 

construcción (NZLEISS:Nuc-E7), revelan al igual que para la cepa NZSEC:Nuc-E7, tres 

bandas principalmente en la fracción celular. En este caso la banda mayor migra más alto 

debido a que el precursor posee la fusión leiss, SP,ap:Leiss;Nuc-E7; las otras dos bandas 

corresponden a la forma Nuc-E7 madura y al producto de degradación. Adicionalmente, se 

observan un gran número de bandas pequeñas resultado de degradaciones secundarias (Fig. 

4a). En el sobrenadante, tal y como se esperaba observamos de manera repetible una mayor 

ES de la proteína Nuc-E7 (-15%), aunque también aumenta el porcentaje de degradación. 

Curiosamente, los extractos de proteínas de las tres cepas sin inducir, revelan ligeras 

señales de producción de las proteínas híbridas (Fig. 4a). Esto puede ser debido a una 

actividad basal del P ^ . . 



(a) anti-Nuc 

Neg. NZCYT:E7 N2SEC:E7 NZLEISS:E7 
+ - + - + - • 

Nue C S C S C S C S C S C S C S 

(b) aníi-E7 

NZCYT.E7 NZSEC:E7 N2LEISS:E7 E. coli 
GST:E7 

c s c s c s c s c s c s GSTE7 

preLEISS Nuc-E7 
45 kDa 

35 kDa 

25 kDa 

18 kDa 

14 kDa 

Fig. 4. La producción de Nuc-E7 es estable en L. ¡aclis. Se analizó la producción de Nuc-E7 por 
Western blot con anticuerpos anti-Nuc (a) ó anti-E7 (b). Los cultivos de las ccpas: NZCYT:Nuc-E7 
(codifica para Nuc-E7); NZSEC:Nuc-E7 (codifica para preNuc-E7) y NZLEISS:Nuc-E7 (codifica 
para preLEISS:Nuc-E7) fueron procesados en fase estacionaria Como negativo se uso una cepa que 
porta únicamente el plásmido con el promotor P ^ (Neg.); y como positivo se uso una proteína 
purificada Nuc (SIüMA) para la inmunodetección con anti-Nuc y una proteína de fusión GST:E7 
(£. coli GST:E7) inducible con IPTG (Isopropyl B-D-thiogalactopyranoside) para la 
inmunodetección con anti-E7. Cultivos no-inducidos (-) e inducidos (+) de las cepas indicadas. Las 
flechas indican las posiciones de las formas preLElSS:Nuc-E7, preNuc-E7, y Nuc-E7, así como 
también el producto de degradación (deg-Nuc:E7) y los controles. Nuc y GST:E7. C, fracción 
celular; S, sobrenadante; Las posiciones y tamaños del marcador de peso molecular son mostrados a 
la izquierda. 



Como control negativo de los cultivos inducidos se usó nuevamente la cepa 

NZ9000(pVE3655) en la cual no se observa ninguna señal. Como control positivo se uso 

una proteina Nuc purificada (SIGMA) (Fig. 4a). Finalmente se realizó una 

inmunodetección usando un anticuerpo anti-E7 sobre el mismo Western blot (previa 

deshibridación) de la figura 4a (Fig. 4b). El perfil de proteínas detectados es similar al 

observado con el anticuerpo anti-Nuc, la única diferencia observada es que las pequeñas 

bandas producto de la degradación no son detectadas o son detectadas en menor cantidad 

con este anticuerpo, sugiriendo que la degradación ocurre en la parte E7. Aquí se usó como 

control una proteína de fusión GST£7 obtenida a partir de una cepa de £ coli. Sin 

embargo, a pesar de que las tres construcciones, pCYT:Nuc-E7, pSEC:Nuc-E7, 

pLEISS:Nuc-E7 tienen el mismo diseño, la cantidad de proteína Nuc-E7 detectada en la 

cepa NZSEC:Nuc-E7 y NZLEISS:Nuc-E7 es significativamente mas alta (dos a tres veces, 

respectivamente) que la de la cepa NZCYT:Nuc-E7. Los altos niveles de las proteínas de 

secreción sugieren que entrando al proceso de transporte fuera de la célula, éstas son sujetas 

a una menor proteo Lis is que la forma de citoplasma. 

Todos estos resultados muestran que ima fusión Nuc, al extremo N- de la proteína 

E7 puede estabilizar la producción de esta en L. lactis en sus dos formas (citoplasmàtica y 

de secreción). Así también se comprueba que la fusión Nuc puede proteger a la proteína E7 

al menos de forma parcial de las proteasas tntracelulares de L lactis. 

3.43 Nuc protege a E7 de una probable degradación cuando es fusionada al extremo 

N- ó al C-. Recientemente se demostró que la proteina E7 puede ser rescatada de una 

degradación intracelular en sistemas eucariotes cuando es protegida en su extremo N- pero 

no el C- (Reinstein et al., 2000). En este contexto, para probar si la proteína E7 puede ser 

rescatada de la degradación intracelular en L. lactis cuando es fusionada a Nuc por su 

extremo C-, nos enfocamos en la forma de secreción LEISS:Nuc-E7. Para dicho propósito 

se construyó un plásmido adicional, pLEISS:E7-Nuc y se estableció en la cepa NZ9000 

para generar, NZLEISS:E7-Nuc. LA producción de esta construcción 9e comparó con la de 

la cepa NZLEISS;Nuc-E7 por Western Mot con anticuerpos aoti-Nuc y snti-E7 (Fig. 5). En 

la inmunodetección con el anticuerpo anti-Nuc (Fig. 5a) de la fracción celular de la cepa 

NZLEISS:Nuc-E7 se puede observar una banda mayor que corresponde a la esperada para 

el precursor LEISS:Nuc-E7 (pre). También se detectan varias bandas de menor peso 



molecular, y que, corresponden a productos de degradación. A pesar de que la migración se 

hizo bajo condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), se observan varías bandas de alto 

peso molecular (arriba de la forma precursora). Estas bandas pueden ser debido a agregados 

que no fueron completamente disociados debido al protocolo de extracción de proteínas 

suave que se utilizó (ver material y métodos, capitulo 2). En la fracción celular de la misma 

muestra pero revelada con un anticuerpo axrti-E7 (Fig. 5b), el perfil de proteínas es diferente 

y es menor que el de la revelación antí-Nuc. En el sobrenadante de la cepa NZ:LEISS:Nuc-

E7, la inmunodetección con anti-Nuc revela una banda mayor del tamaño esperado para la 

proteína LEISS:Nuc-E7, también se pueden observar otras pequeüas bandas, producto de 

degradación (Fig. 5a). La inmunodetección con anti-E7 presenta un perfil similar (Fig. 5b). 

En la cepa NZLE1SS:E7-Nuc el anticuerpo anti-Nuc revela dos bandas mayores en 

la fracción celular (Fig. Sa), las cuales corresponden a la forma precursora y madura. 

Curiosamente estos productos presentan un peso molecular ligeramente más pequeño que 

las formas LEISS:Nuc-E7. Estas extrañas propiedades en la migración de E7 se han 

observado anteriormente Reinstein y colaboradores (2000), sobre todo cuando la E7 es 

protegida por su extremo C-. También se observan algunas bandas de alto peso molecular 

al igual que las formas LEISS:Nuc.E7, y que corresponden probablemente a productos de 

- a g r e g a c i ó n . De forma interesante, se observa un dramático patrón diferente en las bandas 

de bajo peso molecular, que aquel observado en las formas LEISS:Nuc-E7, con un menor 

número de productos degradados y de diferente peso molecular. 

Estos resultados muestran que efectivamente la fusión de la proteína E7 con Nuc a 

ambos extremos, N- ó C- puede efectivamente rescatar a ésta de una degradación. 

3.4.4 Parámetros para la ¡ndacción con la nisina. Dado que los niveles de inducción P ^ 

varían de acuerdo a La cantidad de nisina usada (de Ruyter et al., 1996), se realizó una 

cinética en función de la cantidad de nisina necesaria para la inducción y asi determinar las 

mejores condiciones para la producción de E7 y Nuc-E7 bajo el control del promotor 

nisina. Para dicho propósito se escogió la cepa NZSEC:Nuc-E7 y se probaron las diferentes 

concentraciones de nisina (ver material y métodos) 1 tar. Los resultados de la cinética (Fig. 

6) muestran que es posible producir proteínas bajo el promotor nisina a niveles tan bajos de 

concentración como 0.05-0.1 ng/mL de nisina. Sin embargo ya que la cepa analizada este 

ensayo, es para producir una proteína secretada al medio de cultivo, Nuc-E7, los mejores 
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Fig. 5. La fusión Nuc al extremo N- ó C- de E7 rescata su producción en L. lactis. Se analizó 
por Western blot la producción de LF.ISS:Nuc-E7 y LEISS:E7-Nuc de cultivos inducidos de las 
cepas que portan los plásmidos pLEISS:Nuc-F.7 (carril 1) ó pLEISS:E7-Nuc (carril 2). (a) 
Inmunorevelación con anticuerpos anti-Nuc. (b) Inmunorevelación con anticuerpos anti-E7. Las 
Hechas indican las posiciones de los precursores (pre), la forma madura LEISS:Nuc-E7, LEISS:E7-
Nuc. el control Nuc (SIGMA) y el producto de una posible degradación de la proteína híbrida 
conteniendo la parte E7 (deg:E7-Nuc). Las demás bandas en el sobrenadante y fracción celular 
corresponden a productos que contienen la parte Nuc (a) ó E7 (b) y que son el resultado de 
proteolisis secundarias. C. fracción celular; S. sobrenadante. 

niveles de secreción se alcanzan a 10 ng/mL. Después de esta concentración (15 ng/mL, por 

ejemplo) comienza a haber lisis de las células, ya que se puede observar en el sobrenadante 

la forma precursora de la proteína, preNuc-E7. Así pues, determinamos que para la 

producción de E7 en L. lactis, la cantidad de nisina necesaria para una óptima inducción es 

de 10 ng/mL. Curiosamente en este ensayo de Western blot la proteina usp45 (usp45, 

fracción de sobrenadante) reaccionó con los anticuerpos anti-Nuc. 
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Fig. 6. Producción de Nuc-E7 en L lactis con diferentes concentraciones de nisina. Se realizó 
una cinética con la cepa NZSEC:Nuc-E7 probando diferentes concentraciones de nisina (0.05. 0.1, 
1. 5, 10 y 15 ng/mL) para la inducción del promotor PnBA. El resultado se analizó por Western blot 
con anticuerpos anti-Nuc. Las flechas indican las posiciones de la proteina madura Nuc-F.7 
secretada, el precursor prcNuc-F.7, y la proteína lJsp45. C, fracción celular; S, sobrenadante. 



3.5 DISCUSION 

3.5.1 Estabilización de proteínas heterólogas en L. iactis. Lactococcus Iactis es la BL 

mejor caracterizada a la fecha y es un buen candidato para expresar proteínas de interés 

médico ó tecnológico. Actualmente, existen dos barreras para la producción de proteínas 

heterólogas en L Iactis: bajos niveles de expresión y baja calidad de producción debido a la 

degradación de las proteínas heterólogas expresadas. En el capitulo anterior describimos la 

construcción de dos cepas mulantes de L. Iactis (cIpP y dnafC) las cuales no mejoran la 

producción de E7. Por lo tanto en este trabajo combinamos diferentes fusiones (Nuc y 

LE1SS) con el uso del sistema de expresión inducible, N1CE, para estabilizar y/o mejorar la 

expresión de la proteína E7 del VFH-16 en L Iactis. 

Para analizar el posible efecto protector de una proteína compacta y resistente, la 

nucleasa Staphylococcal (Nuc), fusionamos dicha proteina al extremo ^J- de E7. Los 

resultados obtenidos muestran que efectivamente esta proteina híbrida (Nuc-E7) es más 

estable aún en fase estacionaría (Fig. 4). Trabajos previos en sistemas eucariotes han 

mostrado que la proteina E7 puede ser protegido de proteolisis cuando es protegido en su 

extremo N- pero no en el C- (Reinstein et al., 2000). Aquí, nosotros demostramos que en L. 

iactis la proteina E7 es protegida de una degradación intracelular cuando es protegida por 

cualquiera de sus dos extremos (Fig. 5). También se demostró que fusionando un 

propéptido sintético (LEISS) a la proteína Nuc-E7 podemos mejorar la ES. Curiosamente 

esta misma fusión LEISS a la proteina E7 nativa, disminuye drasticamente su ES (95% a un 

5%), esto debido quizás a las propiedades intrínsecas de E7. 

Estos resultados nos llevan a la conclusión que las cargas del extremo N- de la 

proteina heteróloga a expresar en L Iactis (en este caso E7) influyen de manera directa (ya 

sea negativa o positivamente) con el proceso de translocación. Por otro lado el uso de un 

sistema de expresión genica inducible es ampliamente recomendable, ya que permite la 

expresión de proteínas que pueden ser tóxicas a la bacteria cuando se expresan a altos 

niveles (Wells et ai., 1995). 

3.5.2 Perspectivas en el uso de l . iactis para la producción de proteínas heterólogas. El 

uso de L. Iactis para expresar y exportar proteínas presenta varias ventajas que la hacen un 

modelo atractivo para la producción de proteínas heterólogas: 1) algunas cepas no secretan 



proteasas u otras proteínas a altos niveles, característica que puede simplificar el análisis de 

las proteínas producidas; 2) algunas BL son actualmente usadas en procesos industriales (de 

Vos et ai., 1993) lo cual puede facilitar su aceptación como vectores de producción 

heteróloga; 3) su status GRAS representa una importante ventaja para su potencial uso 

como un vector vivo en el desarrollo de nuevas vacunas, y su ruta de administración (oral, 

nasal o vaginal), la hace un organismo de fácil manipulación y sin la necesidad de personal 

entrenado para su aplicación, además de un bajo costo de producción y 4) algunas cepas 

poseen actividad antitumoral (Kohwi et al., 1978; Kelkar et al., 1988) y sus propiedades 

adyuvantes la hacen un buen candidato para propósitos de vacunación contra enfermedades 

infecciosas. Finalmente, L lactis es una bacteria no comensal y su paso por el tracto 

digestivo es transitorio por lo cual se puede evitar cualquier tipo de intolerancia al antígeno 

expresado por esta cepa. En resumen en esta sección se muestra las ventajas y alternativas 

para mejorar la producción heteróloga en L. lactis. 
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4.1 Producción de la Interleucina-12 marina en Lactococcus lactis 

RESUMEN 

La Interieuciaa-12 (IL-12) es ana citocina hete rod i m erica qne jiega an papel 

importante en la inmunidad celular contra muchos agentes microbianos y qae ha sido 

asada exitosamente en inmunoterapia contra el cáncer. La IL-12 también a mostrado 

ser buen adyuvante cundo es co-expresado con vacunas de ADN. Por lo tanto esta 

citocina es un potencial candidato para sn oso terapéutico en el tratamiento del cáncer 

y en el diseño de vacunas contra enfermedades infecciosas. Desafortunadamente, 

todas las terapias actuales con la IL-12 son sistemáticas, y han sido muy limitadas 

debido a su alta toxicidad. En este trabajo diseñamos una cepa recombinaote de 

Lactococcus lactis, para ana expresión inducible y secreción de la IL-12 marina. Para 

determinar la actividad biológica de la IL-12 producida por dicha bacteria se analizó 

la capacidad de inducir interferón-y (IFN-y) en célalas de bazo de ratón in vitro. 

Además, la administración intranasal (¿n.) en ratones con la cepa recombinante de L 

lactis productora de IL-12 resulta en an aumento en la producción de IFN-7. Este 

trabajo muestra y apoya por primera vez la aplicacióu de ana bacteria láctica y grado 

alimenticio como un nuevo vector para la expresión Ln. segura de la IL-12. 



4 J INTRODUCCION 

La interleucina 12 (IL-12), una citocina multiíuncional, fue conocida originalmente como 

factor {te maduración de linfocito» T citotóxicos (CTL) y un factor de estimulación de 

células asesinas naturales (NK) (Kobayashi et al., 1989; Chan et al., 1991; Gubler et al, 

1991; Wolf et al, 1991). La IL-12 es una glucoproteina heterodimérica de 70 kDa (IL-

12p70) constituida por dos subunidades (p35 y p40) unidas por puentes disulfuro que tiene 

numerosos efectos en las células T y NK, resultando en un aumento de actividad citotóxica 

e inducción de interferón-y (DFN-y). La subunidad p40 es importante para la unión a 

receptores celulares y la p35 es responsable para la especificidad entre especies (Chizzonite 

et al., 1990; Schoenhaut et al., 1992). En modelos animales la IL-12 ofrece protección 

contra varias infecciones bacterianas (Hultgren et al-, 2001). Esta citocina también ha 

demostrado bloquear la angiogenesis (nueva formación de vasos sanguíneos) y sus efectos 

inmunomoduladores son benéficos contra el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) 

(Voest et al., 1995; Okada et al., 1997; Jacobson et al., 2000). Dada las propiedades 

estimuladoras de la IL-12, existe un continua interés s i el uso de esta citocina como un 

adyuvante en el desarrollo de nuevas vacunas (Arulanandam et al, 1999). Además varios 

grupos de investigación han demostrado que la IL-12 estimula una respuesta de anticuerpos 

IgG en suero (Metzger et al., 1996,1997; Arulanandam & Metzger, 1999). 

Aunque la administración local de IL-12 tiene un efecto antitumoral in vivo 

causando la regresión de tumores bien establecidos y reduce la metástasis en modelos 

animales (Brunda et al, 1993; Nastala et al., 1994; Rakhmilevich et al., 1996), la terapia 

sistemica con IL-12 ha mostrado una marcada citotoxicidad (Sarmiento et ai, 1994; Luicf 

al., 2001) y dos pacientes han muerto en ensayos clínicos (Cohen, 15)95). Adicionalmente 

el tratamiento intratumoral de ratones con un virus vaccinia que expresa la IL-12 induce 

una significativa inhibición del crecimiento tumoral pero con claros signos de toxicidad 

(Chen et al. 2001). Es pues de gran interés desarrollar nuevas formas de expresión de la 

IL-12 a niveles controlados de administración locaL 

Las superficies en mucosas representan la primera defensa contra microorganismos 

patogénicos, por lo tanto es interesante el desarrollo de nuevos vectores para expresar la IL-

12 por una ruta en mucosas. Mientras que ei tratamiento sistèmico con la IL-12 ha 



como sistèmica. No obstante, las actuales estrategias para expresar la IL-12 por mucosas 

son muy limitadas debido a una falta de vectores que puedan ser administrados de manera 

segura al humano. El uso de bacterias vivas como vectores para la expresión de proteínas 

heterólogas ha recibido especial interés en el desarrollo de vacunas en la última década. Sin 

embargo la mayoría de estos vectores bacterianos actualmente en uso son derivados de 

microorganismos patógenos e invasivos (por ejemplo, Escherichia coli y cepas atenuadas 

de Mycobacterium y Salmonella). 

La bacterias lácticas (BL) son organismos Gram positivos y no patógenos, 

considerados buenos candidatos para el desarrollo de vacunas vivas orales. Lactococcus 

lactis, es la BL modelo y dado que ha sido extensamente manipulada para la producción de 

proteínas heterólogas (Le Loir et ai., 1998; Steidler et al., 1998; Langella & Le Loir, 1999; 

Enouf et al., 2001; Chatel et al., 2001, Bermúdez-Humaran et al.. 2002; Ribeiro et aL, 

2002), incluyendo algunos antígenos de origen bacteriano o viral (Enouf et al., 2001; Lee et 

al., 2001; Bermúdez-Humarán et al., 2002; Ribeiro et al., 2002), es de particular interés el 

desarrollo de vacunas orales o nasales usando éste organismo GRAS. Lactococcus lactis no 

sobrevive en el tracto digestivo de modelos animales y humanos. Esto puede representar 

una ventaja comparado al uso de bacterias comensales ya que reduce el riesgo de cualquier 

tolerancia al antigeno expresado. Tanto la inmunidad en mucosas como la tolerancia son 

cruciales para mantener la integridad del organismo. Por un lado la mucosa es la mayor 

puerta de entrada de patógenos, los cuales deben de ser combatidos; por el otro, el sistema 

digestivo contiene una enorme cantidad de antígenos presentes en los alimentos los cuales 

deben de ser tolerados. La inmunidad en mucosas hacia los patógenos previene las 

infecciones mientras que la tolerancia en mucosas a los antígenos presentes en los 

alimentos previene la hipersensibilidad. Entre las numerosas (unciones de la regulación de 

la respuesta inmune, se ha demostrado que la IL-12 previene la tolerancia en mucosas 

(Chen et al., 2000; Claessen et aL, 1996, Van Parijs et aL, 1997). Varias bacterias Gram 

positivas, incluyendo algunas especies de BL han sido reportadas como potentes inductores 

de la IL-12 (Miettinen et al, 1998; Hessle et al., 1999, Hessle et al, 2000). Tomando en 

cuenta todas estas características, resulta de gran interés la construcción de una cepa de L 

lactis productora de la IL-12. Dicha cepa puede servir como un potente adyuvante en el 

desarrollo de vacunas vivas o en el tratamiento de tumores. 



La IL-12 ha sido producida en sistemas eucariotes y expresada por vectores 

retro virales y técnicas de pistolas génicas (Rakhmilevich, et al, 1996; Oleada et aL, 1997; 

Chen et al, 2001; Lui et aL, 2001; Mazzolini et al., 2001). La producción de la IL-12 

requiere el ensamblaje de dos subunidades mediante la formación de puentes di sulfuro. En 

contraste a las bacterias Gram negativas, la formación de puentes disulíuro en las bacterias 

Gram positivas ha sido pobremente documentado. Solamente unas pocas proteínas 

extracitoplasmáticas con puentes disulfuro han sido identificadas en Bacillus svbtilis 

incluyendo proteínas involucradas en la "toma" de ADN por células competentes (Chung et 

al, 1998), y una bacteriocina lantibiótica (Paik et al., 1998). Además, se ha reportado la 

formación de puentes disulfuro en B. subtilus en la producción de proteínas heterólogas 

tales como la TEM {Mactainasa (Bolhuis et al, 1999a) y la PhoA Escherichia coli (Payne 

& Jackson, 1991). De igual forma se ha logrado de forma exitosa la producción de algunas 

bacteriocinas con puentes di sulfuro en BL sugiriendo la habilidad de estos organismos para 

catalizar la formación de dichos enlaces en proteínas extracelulares (Fleury et al., 1996). 

Finalmente, no existen reportes de secreción de proteínas heterólogas con puentes 

disul furos en L loe tú. Este trabajo demuestra la capacidad de L. lactis para producir y 

secretar dos formas de IL-12 biológicamente activas, una citocina compleja compuesta de 

dos subunidades unidas por puentes disul furo: una forma dimérica (expresión de p3S y p40, 

IL-12p70) y una forma monomérica (ambas subunidades fusionadas por un péptido 

flexible, scIL-12). La cepa recombinaote reportada en este trabajo puede representar un 

excelente vector para co-expresar antigenos de interés médico y marcar un nuevo paso en el 

desarrollo de vacunas vivas de administración oral o nasal. 



43 MATERIAL Y METODOS 

4.3.1 Cepa«, plásmidos, medios de cultivo y antibióticos. Las cepas y plásmidos 

utilizados en este trabajo son listados en la Tabla 1. Lactococcus lactis y Escherichia coli se 

crecieron de acuerdo a lo descrito en el capitulo 2. Los plásmidos fueron mantenidos por la 

adición de los siguientes antibióticos (concentración en micro gramos por mililitro, yg/mL): 

para L. lactis, cloranfenicol (5) y para E. coli (10) o ampicilina (100). 

Tabla 1: Cepas y plásmidos usados. 

Cepa Genotipo Referencia 
£. cotí TGl s ipË htd, ó¡. Où. ¿fíae-proAB), F'(traD3ó proAB-locZAM!3) Gibson. 1954. 

L Lxtis MGI363 Cepa silvestre. Sin plásmidos •a&son, 1983. 

L iactit NZ9000 MG1363 (genes msKJCen cnxnosotna). Sin plásmidos Kuipers et al., 1998. 

Plásmidos Replicón Características del plásmido y cassettes Referencia 

PBS-SK-II+ ColEl ApT Sraagene 

pWRG3169 ColEl Apr. derivado de pBS con secuencia codificantes para 
las subumdades p35 j p40 

Rakhmilevich «t aL, 
1996 

pCR-TOPO ColEl Ap* Invitrogen 

pCR-TOPOApí Jcxon l oripUC Ap*, fragmento de PCR que codifica para el primer exón 
de la ^ih»gijt)aH p35 sin su péptido señal. Este trabajo 

pCR-TOPO tj35«wo2 oripUC A ff tegmento de PCR que codifica pera el segundo exón 
de la subunidad p35 Este trabajo 

pCR-TOPCh Ap3i oripUC Ap', cassette de expresión de la subuoidad p35 sin intnia Este trabajo 

pBS:Ap40:trpA ColEl A f f , fragmenta de PCR que codifica pan la 
p40 sin su péptido sefial. Este trabajo 

pBSiSPe^ ColEl Apfragmento de PCR codificante para el péptida sefial 
S P F „ 

Este trabajo 

pBS:SPEw,:p40:üpA ColEl Apcassette de expresivo de 1« subunidad p40: SPy,«: 
pÜh trpA bajo ei control del promotor P ^ Este trabajo 

pSEC£7 pWVOl Cra'; cassette de expresión del precursor S P u ^ E ? bajo 
el control del promotor P ^ Capitulo 2 

pSEC."p35 p w v o i Cto'; cassette de «presida de la subunidalp35: SPy^j -
p3J bajo el control del promotor P ^ 

Este trabaja 

pSEC:p35-p4Q pWVOl Cmc; cassette de expresión de las subunidades p35 y p4Q 
de la IL-12 tejo el control del promotor Es» trabajo 

pCR:TOPO:sctL12 oripUC Af/; fragmento de PCR que codifica pora la IL-12 de 
fiütón; sdL-12. 

Este trabajo 

pSEC:scIL-l2 pWVOl Cm'; cassette de expresión de la jcíL-12 bajo el control 
del promotor ?*u 

Este trabajo 

'Genes de resistencia« Ap1, ampicilina; Cra', clonoftniœL 



43.2 Manipulaciones de ADN y métodos usados. Todos los métodos usados «• este 

capitulo (asilamiento de ADN, transformación, PCR, Western blot, etc.) se realizaron de 

acuerdo a la metodología descrita en el capitulo 2. La concentración: de la IL-12 secretada 

al medio de cultivo se midió usando un Idt de ELISA que reconoce únicamente el 

heterodímero de la IL-12 (IL-12p70) (R&D Systems). 

4.3,3 Mutagénesis dirigida para eliminar el intrón de la subunidad p35. Se aislaron por 

PCR las subunidad es p35 y p40 del vector pWRG1369 el cual ha sido descrito 

anteriormente como funcional en un sistema eucariote (gentilmente donado por A. 

Rakhmilevich, Tabla 1, Rakhmilevich et ai, 1996). Análisis de la secuencia de la 

subunidad p35 revelaron un intrón (ver mas adelante). Aunque este intrón puede ser bien 

procesado en sistemas eucariotes, este no es el caso para nuestro sistema procari ote, ya que 

en dichos organismos no ocurre splicing del ARN. Para eliminar dicho intrón se realizó una 

mutagénesis dirigida por PCR sobre la subunidad p35. Primero, se amplificaron por PCR 

los dos exones de la subunidad p35, se subclonaron en el vector pCR-TOPO (Invitrogen) y 

se ligaron para generar una subunidad p35 sin intrón y sin su péptido señal (SP, Ap35). El 

primer exón fue amplificado con los oligos: 5'-p35 (5-GATGC ATCAGAGAGGGTCATT 

CCAGTCTCTGGA-3') para la cadena codificante y 5'-p35-start (5'-GGGGATCCTCTTG 

TTGTGGAAGAAGTCTCTCT-3') para la cadena complementaria (Fig. 4). Para el 

segundo exón se usaron los oligos: 3'-p3S-stop (5 '-GGGGATCCTGCCTGCCCCCACAG 

AAGACG-3 ) para la cadena codificante y 3'-p35 (5'-GGAA1TCTCAGGCGGAGCTCA 

GATAGCCCA-3") para la cadena complementaria. Los oligos fueron diseñados de tal 

manera que se introdujera un sitio BamHl sin modificar la secuencia de aminoácidos. Los 

dos exones fueron clonados en el vector pCR-TOPO resultando en pCR-TOPO:Ap35exonl 

y pCR-TOPO:p35exon2, respectivamente. Se aisló el fragmento codificante para p35exon2 

con las enzimas £o7«HI/Jtt»aI*Klenow del vector CR-TOPO:p3 5exon2 y se ligó en el vector 

pCR-TOPO: Ap35exonl digerido con BamHUSmal resultando en pCR-TOPO Ap35. 

4J.4 Construcción de ana cepa recombíaante de L. taras qae expresa las sabunidades 

p35 y p40 de la IL-12. Se amplificó por PCR un fragmento de ADN que codifica para la 

región madura de la subunidad p4Q (desprovista de su SP, Ap40) del plásmido pWRG3169 

(Rakhmilevich et ai, 1996) y se subclonó en el vector pVE8001 (Poquet et ai, 1998) 

digerido con fíincü. El vector resultante (pBS:Ap40:trpA) tiene un terminado 



transcripcional (trpA) que ha sido usado exitosamente para expresar proteínas heterólogas 

en L lactis (Poquet et al^ 1998; Capítulo 2 y 3). La secuencia de los oligos usados fue: 5'-

p40 (5 -GATGCATCAGAGATGTGGGAGCTCGAGAAAGAC-3") para la cadena 

codificante y 3'-p40 (5 '-GGAGCTCCTAGGATCGGACCCTGCAGGGAA-3 ^ para la 

complementaria. Posteriormente se realizó una serie de construcciones para fusionar dos SP 

procariotes en las subunidades p35 y p40. Primero se amplificó por PCR un fromento de 

ADN del vector pFUN:Exp4 (Poquet et al., 1998); dicho fragmento contiene el sitio de 

unión al ribosoma (RBS) y el SP de una probable proteína de secreción en L. lactis Exp4 

(SPE*P+, Poquet et aL, 1998). Las secuencias de los oligos usados fue: 5'-Exp4 (5-

GGGTACCTTAAGGAGATATAAAAATGAA-3') para la cadena codificante y 3'-Exp4 

(5 '-GATGCATCATCAGCAAATACAACGGC-3') para la complementaria. Este producto 

de PCR se clonó en el vector pVE8001 digerido con /fi'ncü, resultando en pBS:SPExp». 

Posteriormente, se aisló el cassette bp40:trpA del vector pBS:Ap40rtrpA con las enzimas 

NsñJKprA y se clonó en el plásmido pBS:SPexp4 digerido con las mismas enzimas, 

obteniendo pBS:SP&p4:p40:trpA. Para la fusión del SP a la subunidad p35, se aisló el 

cassette Ap35 del vector pBS:Ap35 con las enzimas NsiUEcoRl y se clonó en el vector 

pSEC:E7 (capitulo 2) digerido con las mismas enzimas, para generar pSEC."p35. En este 

plásmido el gene p35 esta fusionado al RBS y el SPuspts de la Usp45; además, la expresión 

de esta subunidad esta bajo el control del promotor tnducible P ^ . Finalmente para la 

fusión de ambas subunidades en el mismo vector, se obtuvo el cassette SPE*p*:p40:trpA del 

vector pBS:p40:trpA digiriendo con las enzimas Apnl/flawHI-Klenow y se clonó en el 

vector pSEC:p35 digerido con KpnUSmal resultando así en el plásmido pSEC:p35-p40 

(Fig. 5). Este vector, que permite la expresión de las subunidades p3S y p40 a través de un 

salo transcrita fue introducido en la cepa NZ9000 de L. lactis. Esta cepa se nombró 

NZSEC:p35-p40. 

4.3.5 Construcción del cassette de expresión de la IL-12 de fusión. Para, la construcción 

del cassette de expresión de la IL-12 de fusión, se amplificó por PCR el gene scIL-12 

usando como templado el vector pCDNA3:IL12 (gentilmente donado por P. Melby). Los 

oligos usados fueron: 5'-ILl2 (5 '-GATGCATCAGAGATGTGGGAGCTGGAGAAAGA 

C-3') para la cadena codificante y 3-IL12 (5'-GGAATTCTC AGGCGGAGCTCAGATAG 

CCCA-3') para la complementaria. El producto de PCR obtenido se subclonó en el vector 



pCR:TOPO (Invitrogen) resultando en pCR:TOPO:IL 12 (Tabla 1). Posteriormente, se aisló 

el gene scIL-12 de este vector con las enzimas Nsü/Noñ y se clonó en el vector pSEC:E7 

digerido con las mismra enzimas, resultando en pSEC:IL12 (Fig. 5). Este plásmido se 

introdujo en la cepa NZ900Q de L Uxtís para generar la cepa NZSEC:scIL-12 

4.3.6 Animales. Los ratones C57BIV6 se adquirieron en los laboratorios Jackson (Bar, 

Harbor, ME) y fueron mantenidos en el bioterio del Laboratorio de Inmunología y 

Virología de la UANL, México. Todos los experimentos fueron realizados de acuerdo a los 

protocolos aprobados por el comité institucional de estudios animales. 

4.3.7 Ensayos de inducción ¡n vitro de IFN-y. Se obtuvieran células de bazo de 4 ratones 

(6-8 semanas de edad), y se separaron las células mononucleares por un gradiente de 

densidad en Ficoll-Histopaque (SIGMA). Se sembró un total de 2 x 10* células/mL en 

medio AIM-V (GIBCO) en placas de 24 pozos, 37°C 5% CCh. Estas células se incubaron 

con 1 ng de IL-12 recombinante (R&D Systems) o el número de L. lactis recombinantes 

para dar la misma concentración que la del control. Después de 48 hrs. de incubación se 

cosecharon los sobrenadantes y se midió la presencia de IFN-y en. el medio por ELISA 

(RifcD Systems). Todas las muestras se prepararon por triplicado. 

4.3.8 Administración intranasal de los lactococos que expresa« la IL-12. A grupos de 

tres ratones, se les administró intranasalmente (i.n.) los lactococos recombinantes que 

expresan la IL-12, la cepa silvestre (wf) ó P6S estéril (buffer de fosfato salino). Para esto 

los ratones fueron parcialmente anestesiados intraperitonealmeate con una mezcla de 

Xilacina y Ketamina (Cheminova de México, S.A. de C.V.). Un total de 1 x 109 CFU 

(unidades fonnadoras de colonia) se resusp en dieron en 10 jiL de PBS estéril y se 

administraron 5 ¿iL en cada nostrilo del ratón con una micropipeta a los días 1,14 y 28. 

43.9 Ensayo de inducción de tFN-y. Se obtuvieron los bazos de los animales tratados i.n. 

con L lactis ó PBS al día 35, y se aislaron las células mononucleares tal y como se 

describió para el ensayo de inducción m vitro. Se reestimularon las células de bazo con SO 

jiL de Phytohemagglutinin (PHA, M Form, GIBCO). Después de 24 hrs. de incubación se 

recupero el sobrenadante de las células reestimuladas y se midió la presencia de LFN-f. 

43.10 Estadísticas. Los resultados son expresados como la media ± una desviación 

estándar. 



4.4 RESULTADOS 

4.4.1 Las subunidades p35 y p40 son secretadas y procesadas correctamente por L. 

lactis. En este trabajo se desarrollo un cassette biscistrónico para expresar la IL-12, en el 

cual un RBS interno une ambas subunidades (p35 y p40) y bajo el control del promotor 

inducible P««^. Para obtener los genes p35 y p40 de la IL-12 murina, usamos un vector 

descrito anteriormente en un sistema eucariote (pWRG3169, Fig. 1; Rakhmilevich et al, 

1996). Sin embargo, en los productos de PCR mostrados en la figura 2 (700 pb, la 

subunidad p35 y 960 pb la p40), la subunidad p35 presenta un tamaño mayor que el 

esperado de acuerdo a la secuencia de nucleótidos publicada en la base de datos GenBank 

(600 pb, No Acceso. M86672). 

Esto se observó en varios experimentos en geles de agarosa y de acrilamida (mayor 

resolución) y fue consistente aún y cuando el plásmido usado como molde para el PCR 

(pWRG3169) fue enviado dos veces por el Dr. A. Rakhmilevich. Por lo tanto se optó por 

secuenciar este producto de PCR. El resultado de esta secuenciación es que las —70 pb de 

más, encontradas en el PCR, corresponden a un intron (Fig. 3), el cual es seguramente 

procesado en células de mamíferos, pero no en células procariotes (L. lactis). Para eliminar 

este intrón se procedió a hacer una mutagénesis dirigida por PCR (ver material y métodos, 

Fig. 1. Plásmido pWRG3169. 
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Fig. 2. Amplificación de los genes p3S y p40. Carril 1, marcador de peso molecular 1 kb; carril 2; 
genep35\ carril 3, gene p40. Las bandas esperadas son señaladas con flechas. 

Fig. 4), el resultado final es una subunidad p35 con un nuevo sitio, BamWl, el cual no 

modifica la secuencia de aminoácidos. Una vez eliminado el intrón de la subunidad p35, se 

continuó con la construcción del cassette pSEC:p35-p40, tal y como se describe en material 

y métodos. Este vector final tiene el terminador transcripcional, trpA, fusionado al extremo 

3' del gene p40 (Fig. 5). Esta construcción fue establecida en la cepa NZ9000 de L. lactis y 

se analizó su capacidad para secretar las subunidades p35 y p40 (Fig. 6a). 

GATGCATCAGAGAGGGTCATTCCAGTCTCTGGACCTGCCAGGTGTCTTAGCCAGTCCCGA 
AACCTGCTGAAGACCACAGATGACATGGTGAAGACGGCCAGAGAAAAACTGAAACATTAT 
TCCTGCACTGCTGAAGACATCGATCATGAAGACATCACACGGGACCAAACCAGCACATTG 
AAGACCTGTTTACCACTGGAACTACACAAGAACGAGAGTTGCCTGGCTACTAGAGAGACT 
TCTTCCACAACAGTAAGTAGGCACTCTAAGGGTTCCTTCCCCATGACGGATTCATAACAC 
TGATGCCTGGTCATTCTTTCTCTAGAGAGGGAGCTGCCTGCCCCCACAGAAGACGTCTTT 
GATGATGACCCTGTGCCTTGGTAGCATCTATGAGGACTTGAAGATGTACCAGACAGAGTT 
CCAGGCCATCAACGCAGCACTTCAGAATCACAACCATCAGCAGATCATTCTAGACAAGGG 
CATGCTGGTGGCCATCGATGAGCTGATGCAGTCTCTGAATCATAATGGCGAGACTCTGCG 
CCAGAAACCTCCTGTGGGAGAAGCAGACCCTTACAGAGTGAAAATGAAGCTCTGCATCCT 
GCTTCACGCCTTCAGCACCCGCGTCGTGACCATCAACAGGGTGATGGGCTATCTGAGCTC 
CGCCTGAGAATTCC 

Fig. 3. Seeuenciación del producto de PCR de la subunidad p35. Se secucnció el producto de 
PCR de la subunidad p35 obtenido del vector pWRG3169. Como observamos en la secuencia, 
existe un fragmento adicional de 73 nucleótidos (negritas) el cual analizando las secuencias 
consenso del procesamiento de ARN en eucariotes. indican que se trata de un intrón. 



exón 1 intrón exón 2 

Ser Thr Thr Arg Gly Ser Cys Leu Pro 

TCC ACA ACA GT AG AGA GGG AGC TGC CTG CCC 

TCC ACA ACA GT AG AGA GGA TCC 
BamHl 

hacia 3' exónl 
(cadena complementaria) 

Mutagénesis sitio-dirigida 

5' GG GGA TCC TGC CTG CCC CCA CAG AAG 3' 

3' TGT AAC AGA AGG TGT TGT TCT CCTACG GG 5 

BamHl 

hacia 3' exón 2 
(cadena codifícame) 

Fig. 4. Mutagénesis sitio-dirigida en la subunidad p35. Para eliminar el intrón presente en la 
subunidad p35, se realizó una mutagénesis sitio-dirigida con oligos específicos. Para elegir los 
oligos a utilizar se analizaron los codones de los tres aminoácidos adyacentes a ambos lados del 
intrón (cursivas) y se encontró un sitio BamHl (subrayado y negritas). Posteriormente se diseñaron 
dos oligos poseyendo estos sitios (oligo p35 inicio y oligo p35 fin) con los cuales se hicieron dos 
reacciones de PCR, usando como complemento los oligos 5'-p35 y 3'-p35 (ver material y métodos). 
Una vez obtenidos estos dos productos se digirieron con la enzima BamHl y se ligaron, para asi 
obtener la subunidad p35 reparada. 

Las muestras de cultivos inducidos se tomaron en fase exponencial (ODéoo^l). Después de 

la inducción, análisis po r Western blot usando un anticuerpo específico anti-IL12 murino 

(R&D Systems) revela dos bandas en el sobrenadante del tamaño esperado para la p35 y 

p40 silvestres (Fig. 6b), sin embargo la eficiencia de secreción es muy baja ( -5%), y la 

mayoría de la proteína permanece asociada a la fracción celular y/o a la pared celular tal y 

como se ha observado para muchas otras proteínas en organismos Gram positivos (Bolhuis 

el al., 1999b, Dieye el al., 2001; capitulo 2). 
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Fig. S. Cassettes de expresión para la producción de p35, p40 e IL-12 de fusión en L lactis. 
Diseños esquemáticos de las fusiones génicas de p35, p40 e EL-12 bajo el control del promotor 
Pmn colocadas en los plásmidos indicados Símbolos: promotor lactococal inducible por nisina 

| . RBS del gene usp45\ péptido señal del gene usp45; , región codificante 
para p35 ; i , RBS del gene Exp4; 1 I. péptido señal del gene nsp45\ kXN , región codificante 
para p40: | 1 . región codificante la IL-12 de fusión: . terminador transcrincional. 

Para determinar la capacidad de L. lactis para generar la forma heterodimérica (subunidad 

p35 unida a la p40, 0L-12p70) en el medio de cultivo, preparamos muestras proteicas de 

cultivos inducidos de la cepa NZSEC:p35-p40 y las analizamos por Western blot después 

(a) (b) 
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Fig. 6 . Anál isis de la producción de EL-12 por L. lactis. Se analizó por Western blot la producción 
de las subunidades p35 y p40 de la IL-12 de cultivos inducidos del lactococos recombinante, (a) C, 
fracción celular de la cepa NZSEC:p35-p40 expresando las subunidades p35 y p40 (IL-12p70); S, 
muestras de sobrenadante, (b) Muestras de sobrenadante de la cepa NZSEC:p35-p40 (S) 
comparadas contra una IL-12 comercial (STD, R&D Systems). Las posiciones del marcador de 
peso molecular son indicadas a la izquierda. 
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Fig. 7. Análisis de la producción de DL-12p70 producida por L. ¡actis por gel de acrilamida 
bajo condiciones DO desnaturalizantes y por ELISA, (a) Gel de acrilamida bajo condiciones no 
desnaturalizantes y Western blot de la IL-12p70. STD, IL-12 recombinante usada como control 
(R&D Systems); S, muestra de sobrenadante de cultivos inducidos de la cepa NZSEC:p35-p40. (b) 
Cuantificación de la EL-12p70 producida por L ¡aclis por ELISA. STD, 80 pg del control (IL-12 
recombinante R&D Systems); IL-12p70, muestras de cultivos inducidos de la cepa NZSEC:p35-p40; y scIL-
12. muestras de cultivos inducidos de la cepa NZSEC:scIL-12 

de migrar las muestras en un gel de acrilimida bajo condiciones no desnaturalizantes y 

comparándola contra una proteína IL-12 recombinante comercial. Los resultados por 

Western usando anticuerpos anti-IL-12 revelan una proteína de aproximadamente 70 kDa 

(Fig. 7a). Este peso molecular puede corresponder al heterodímero IL-12p70 o a un 

homodímero de la subunidad p40 (p4Ü2). La subunidad p40 puede asociarse con otra 

subunidad p40 para formar un homodímero de aproximadamente 80 kDa y antagonizar con 

la forma IL-12p70 in vitro (Ling et ai, 1995). Para checar que esta forma de alto peso 

molecular observada bajo condiciones no desnaturalizantes realmente corresponde al 

heterodímero IL-12p70, se analizaron muestras de sobrenadantes de los mismos cultivos 

inducidos mediante un ensayo de ELISA (R&D Systems). Usando este ensayo, calculamos 

que la concentración de IL-12p70 en el medio de cultivo de la cepa NZSEC:p35-p40 es de 

25 pg/ml (Fig. 7b). Como control, se incluyó una EL-12 recombinante (80pg/mL) incluida 

en el kit. Estos resultados muestran que: i) L. ¡actis es capaz de secretar las subunidades 

p35 y p40 de la IL-12 y ii) que al menos parte de estas subunidades son adecuadamente 

ensambladas para formar la forma activa de esta citocina, IL-12p70. Esto sugiere que L. 



lactis posee la habilidad de catalizar la formación de puentes disulfuro en su superficie 

celular. 

4.4.2 Producción de una IL-12 de fusión en L. lactis. La secreción de las subunidades 

p35 y p40 como dos unidades por separado puede no representar la mejor manera para 

asegurar un adecuado y óptimo ensamblaje de la IL-12p70, ya que esta estrategia permite la 

formación de homodímeros p4Ü2. Una forma de asegurar el correcto ensamblaje es fusionar 

ambas subunidades mediante un péptido sintético. Esta estrategia ha sido probada 

exitosamente en sistemas eucariotes (Gaucher & Chadee, 2001). 

Para probar la capacidad de L. lactis para expresar una proteína de fusión de la IL-

12 (sclL-12) se uso la cepa NZSEC:scIL-12. Para esto, se prepararon muestras proteicas de 

cultivos inducidos de dicha cepa y se compararon por Western blot contra muestras de la 

cepa NZSEC:p35-p40. Los análisis por inmunorevelación usando anticuerpos anti-IL-12, 

revelan una clara banda del tamaño esperado para la se IL-12 (70 kDa, Fig. 8). La cantidad 

de scIL-12 secretada al medio de cultivo se estimó del mismo modo que para el de las 

subunidades p35 y p40 y se comparo la producción de ambas formas, además de incluir 

como control la IL-12 recombinante (STD, Fig. 7b). La cantidad de scIL-12 se estimó dos 

veces mayor que el de la EL-12p70 (65 pg/mL versus 25 pg/mL; Fig. 7b). Estos resultados 

muestran que L. lactis secreta eficientemente la sclL-12, la cual es procesada en una 

conformación activa comparable al de la proteína nativa. 

IL-12p70 sclL-12 S T D 

* 

•4- sclL-12 

Fig. 8. Producción de la scIL-12 por L lactis. Se analizaron por Western blot muestras de 
sobrenadante de cultivos inducidos de la cepa NZSEC:scIL-12 (scEL-12) y se compararon con 
muestras de cultivos de la cepa NZSEC:p35-p40 (IL-12p70) y con el control (STD). 



4.4 J Caracterización funcional (bioactividad) de la IL-12 producida porL. lactis. Para 

determinar la actividad de la LL-12 producida por las cepas recombinantes de L. lactis (IL-

12p70 y scIL-12), se midió la capacidad de estas proteínas para inducir producción de EFN-

y tal y como se describió en material y métodos. Las células de bazo se cultivaron con 50 

pg/mL de una IL-12 recombinante comercial (rIL-12), además se calculó la cantidad de 

sobrenadante o cultivo celular necesario para obtener iguales cantidades de IL-12 y se 

adicionaron a las células de bazo para el ensayo de inducción de IFN-y. Después de 48 hrs 

de incubación se obtuvo el sobrenadante de las células de bazo y se midió la concentración 

de IFN-y por ELISA (Fig. 9). Estos resultados revelan que 50 pg de la rIL-12 inducen la 

producción de 60 pg/mL de IFN-y mientras que la scIL-12 producida por 5x10* CFU de la 

cepa NZSEC:scIL-12 ó el contenido del sobrenadante correspondiente inducen la 

producción de 33 pg/ml y 26 pg/mL, respectivamente. La cepa NZSEC:p35-p40 productora 

de la forma IL-12p70 muestra resultados similares: 30 pg/mL para 1 x 109 CFU y 28 pg/mL 

para su sobrenadante (Fig. 9). Como control negativo se incubaron células de bazo con la 

g j g rIL-12 (50 pg) 

10 1 X10 9 CFU 
N2SEC:p35-p40 

F 7 1 Sobrenadante de 1 x 10® 
^ NZSEC: p35-p40 

E53 5 x 1 0 * CFU 
NZSEC:sclL-12 

ISSS Sobrenadante de 5 x 108 

NZSEC scIL-12 

Fig. 9. Inducción in vitro de IFN-y en células de bazo de ratón por el L lactis recombinante. Se 
incubaron células de bazo de ratón con los lactococcos recombinantes o con muestras de 
sobrenadante de cultivos para dar aproximadamente la misma concentración que el control: 1 x 10' 
para la cepa NZSEC:p35-p40 y 5 x 10* para NZSEC:IL-12. La concentración de IFN-y fue de 60 
pg/ml para el control (rEL-12), 30 y 28 pg/mL para las células de la cepa NZSEC :p35-p40 y su 
sobrenadante respectivamente y 33 pg/mL y 26 pg/mL para la cepa NZSEC:EL-12. Los valores 
están registrados como la media ± SE de tres diferentes experimentos. 



cepa wt de L lactis o con PBS solo. Como se esperaba, en estas muestras no se detectó 

inducción de IFN-y (datos no mostrados). 

Estos resultados sugieren que la sctL-12 y la IL-12p70 tienen actividad específica 

similares ya que la inducción usando cantidades iguales de cada una resulta en cantidades 

iguales de IFN-y. Sin embargo hay que resaltar que la cantidad usada de la cepa 

NZSEC:p35-p40 para obtener los mismos efectos que la cepa NZSEC:scIL-12 fue dos 

veces mayor (1 x 109 CFU versus 5 x 10* CFU). Esto puede representar un problema para 

propósitos de vacunación, ya que debería administrarse un gran número de células para 

obtener una buena respuesta. 

4.4.4 Administración iatraaasal con L. lactis recombinaate ¡aduce la producción de 

IFN-y en células de bazo ia vivo. Se midió la actividad biológica de la proteína IL-12 

producida por L. lactis in viva después de la administración in. de cultivos inducidos de las 

cepas recombinantes tal y como se describió en material y métodos. 

Dado que el objetivo final de este trabajo es el de construir una cepa para uso en 

terapia, administramos 5 x 10* CFU de cada cepa (NZSEC:p35-p40 ó NZSEC:scIL-12), 

que es la cantidad normalmente reportada para ensayos de inmunización usando L. lactis 

como vector (Steidler et al, 1998; 2000). La respuesta proliferativa de células de bazo 

reestimuladas con PHA (un mitógeno de células T) fue mayor en aquellos animales que 

recibieron las cepas de L lactis expresando la IL-12 (IL-12p70 y scIL-12), que aquellos 

que recibieron únicamente la cepa wt ó PBS solo (Fig- 10). De forma interesante las células 

de bazo de ratones tratados con la cepa NZSEC:scEL-12 (scIL-12) produjeron una mayor 

cantidad de IFN-y en respuesta a la estimulación con PHA que las células de ratones 

tratados con la cepa NZSECrp35-p40 (IL-12p70). Estos resultados muestran que 5 x 10* 

CFU de la cepa NZSEC se IL-12 inducen una mayor producción de IFN-f que la cepa 

NZSEC:p35-p40, Esta diferencia puede ser debido a la cantidad de IL-12 producida y 

observada en las muestras de cultivo de los lactococos recombinantes en los ensayos de 

inmunodetección y ELISA (Fig. 7b y 8). Las células de bazo de los ratones que recibieron 

la cepa wt produjeron muy bajas cantidades de IFN-g, y aquellos que recibieron PBS solo 

no presentaron evidencia de producción de IFN-y (datos no mostrados), 



ed 

PBS 

L. lactis (wt) 

f y l NZSEC:p35-p40 

NZSEC:scIL-12 

Fig. 10. Producción de IFN-j' de células de bazo de ratones tratados con L ¡aclis 
recombinantes. Los niveles de IFN-y fueron analizados después de sacrificar a los ratones 
inmunizados con 5 x 108 CFU de L. lactis recombinantes (dia 35). Note que ambas cepas fueron 
administradas a la misma concentración. Los resultados muestran una mayor producción de IFN-
y en los ratones que recibieron la cepa NZSEC:IL-12 que aquellos que recibieron la NZSEC:p35-
p40. Los ratones que recibieron la cepa wt muestran un bajo incremento de IFN-y y los que fueron 
inmunizados con PBS no muestran evidencia en la inducción de IFN-y. Los valores fueron 
registrados como la media ± SE de «=tres ratones/grupo tratado. 



4 £ DISCUSION 

4.5.1 Lactococcus lactis como un vector para la producción de IL-12. La IL-12 ea única 

entre las interleucinas dado que es una proteina heterodímérica compuesta de dos distintas 

subunidades (p35 y p40) codificadas por genes separados en diferentes cromosomas. Por lo 

tanto la producción de una proteína recombinante IL-12 requiere una coordinación para la 

expresión de ambos genes lo cual puede dificultar su manipulación in vitro e in vivo. 

Además, estudios previos han mostrado un efecto inhibitorio de IL-12 por la 

sobreexpiesión de la subunidad p40 (D' Andrea et al, 1992; Heinzel et al, 1994). Por lo 

tanto en este trabajo se desarrollo primero un cassette bicistrónico para expresar las 

subunidades p35 y p40 (Fig. S). También diseñamos un vector que permite la expresión de 

una IL-12 de fusión (Fig. 5). Este cassette garantiza la estequiomtería de la IL-12, ya que 

ambas subunidades (p35 y p4Q) se encuentran unidas covalentemente por un pépúdo 

sintético; además, presenta la ventaja de ser de fácil manipulación y la capacidad para co-

expresar otro gene con dicha citocina. A pesar de que ambas construcciones tienen un 

diseño similar y que las inducciones fueron iguales, los datos obtenidos por ELISA 

muestran que los niveles de producción de la scIL-12 son de forma significativa mayores 

que los de las dos subunidades (p35 y p4Q). Se ha reportado que la subunidad p40 es capaz 

de formar homodímeros (piO^ Ling et al., 1995). Este fenómeno puede explicar que la 

cantidades de IL-12 activa, sean menor cuando se co-expresan las subunidades p35 y p40 

por separado. Ya que un exceso en la producción de p40 tiene efectos inhibitorios sobre los 

efectos biológicos del heteradimero IL-12 (IL-I2p 70, Ling et al, 1995), es preferible el uso 

de la IL-12 de fusión (scIL-12) para aplicaciones in vivo. 

A la fecha, la mayoría de los reportes en la producción de IL-12 han sido en 

sistemas eucariotes (Gaucher & Chadee, 2001; Takehara et ai., 2000; Kokuho et al., 1999; 

Shen et al., 1998). Recientemente Steidler et al. (2000) demostraron que L lactis es capaz 

de producir y secretar en forma biológicamente activa la EL-10, una interleucina 

monomérica. En contraste, en este trabajo, nosotros demostramos por primera vez que L. 

lactis es capaz de producir, secretar y ensamblar la IL-12, una proteina dimérica, que 

requiere la formación de puentes disulfuro para un apropiado ensamblaje. La formación de 

puentes disulfuro representa un cuello de botella en la producción de proteínas heterólogas 



en sistemas procariotcs, específicamente en organismos Gram positivos, ya que no poseen 

espacio periplásmico (Qiu et al, 1998; Bolhuis et aL, 1999b). Este trabajo demuestra que 

L. ¡actis puede ser usado como un vector para la producción de proteínas que posean 

puentes disulfuro. Seria interesante anal izar la producción en L ¡actis de otras proteínas 

heterólogas que contengan puwtes disulfuro, tales como el activador del plasminógeno, el 

cual contiene 17 puentes disulfuro (Qiu et al, 1998). Estudios previos demuestran que es 

difícil la producción de este activador en una conformación conecta en E. cali, y que dicha 

producción puede optimizarse por la co-expresión de una cisterna oxidoreductasa en el 

periplasma de la bacteria (Qiu et al, 1998). El creciente conocimiento del genoma de L. 

lactis (Bolotin et al, 2001) y la posterior caracterización de la maquinaria de secreción 

podría ea un futuro no muy lejano permitir la construcción de cepas recombinantes de L. 

lactis con capacidad para realizar modificaciones post-traduccionales, incluyendo la 

formación de puentes disulfuro. 

4.5.2 Lactococcus lactis como vector de expresión de IL-12 para el desarrollo de una 

vacuna y para terapia antitnmoraL Dado que un gran número de vacunas son poco 

inmunogénicas, es de particular interés el uso de adyuvantes para el diseño de nuevas 

vacunas contra enfermedades infecciosas. La toxina del cólera (CT) y la entero toxina de E. 

• coli (LT) son dos potentes adyuvantes, sin embargo causan serias diarreas en humanos e 

inducen una respuesta Th2 que pueden pronunciar la patología más que erradicarla 

(Graham et al, 1991, 1993). La IL-12 ha demostrado ser útil cuando es co-expresada con 

un antígeno en el desarrollo de vacunas (Boyaka & McGhee, 2001). La IL-12 previene el 

desarrollo de tolerancia a un antígeno dado (Chen et al, 2001). Esta última característica es 

de gran interés para el desarrollo de vacunas vivas, ya que la persistencia del antígeno en la 

mucosa puede despertar una respuesta no deseada de tolerancia. La producción de la IL-12 

por L ¡actis ofrece diferentes ventajas: i) L lactis no persiste en el organismo en modelos 

animales, y ii) la IL-12 aumenta la respuesta inmune hacia al antígeno de interés y previene 

la tolerancia. Estas características hacen a las cepas recombinantes de L ¡actis descritas en 

este trabajo, de gran interés para usarse como adyuvantes en el desarrollo de vacunas vivas 

o para experimentos de inmunomodulación en estudios de alérgenos en los alimentos. 

Steidler et al. (2000) mostraron que La IL-10 puede ser expresada de forma eficiente 

en ratones mediante la administración oral una cepa recombinante de L. lactis. La 



concentración de interleticina necesaria para obtener una respuesta inmune se calculó: 10 

veces menor que aquella administrada de forma sistemática. La administración local de 

citocinas por la bacteria grado alimenticio L lactis parece por lo tanto ser más efectiva que 

la administración sistemática. Esto es de gran interés en nuestro caso, ya que la IL-12 

administrada sistemáticamente ha presentada efectos negativos. Así, nuestras cepas 

recombinantes representan excelentes vectores para la expresión a nivel mucosas de la IL-

12 en tratamientos donde es preferible la administración local que la sistemática. 

La IL-12 posee también un potente efecto antitumcrral y puede representar un 

atractivo agente en la inmunoterapia contra el cáncer. Sin embargo, a pesar del éxito que ha 

tenido la IL-12 en la terapia contra el cáncer, modelos clínico experimentales (donde esta 

citocina es administrada de forma sistemática) han mostrado una alta toxicidad, relacionada 

a una elevada producción de fFN-y. El IFN-y tiene una variedad de efectos 

inmunoregulatorios, entre los cuales se incluye la inducción de la diferenciación celular 

Thl y activación de células NK. (Boehm et al., 1997). No obstante, aunque una respuesta 

inflamatoria mediada por citocinas, puede ser protectiva, una producción elevada de estas 

citocinas (IFN-y, por ejemplo) puede resultar en un efecto tóxico (Cowdery et al., 1996). 

Por esto y ya que la inducción de IFN-y por la IL-12 representa la más clara función 

' biológica de esta citocina, en este trabajo se determinó si la IL-12 producida por L lactis 

induce IFN-y con o sin efectos co-laterales. Los resultados obtenidos muestran que la 

administración i-rt. de L lactis que expresa la IL-12 induce la producción de bajos niveles 

de IFN-y sin aparente toxicidad. Además nuestra cepa recombinante de L. lactis carece de 

cualquier capacidad para multiplicarse in vivo, lo cual aunado al hecho de que el sistema de 

expresión de IL-12 es inducible (por la nisina), garantiza que la cantidad de citocina 

administrada es única y la respuesta inmune dependerá de la capacidad de L. lactis para 

expresar la proteína a través de su paso por las mucosas. Segundo, la ruta de administración 

i.n. puede despertar una respuesta de anticuerpos local en la entrada de la mayoría de los 

patógenos. Tercero, varios antigenos expresados en L lactis son poco inmunogénicos (Lee 

et al., 2001; L. Ribeiro et al., comunicación personal, y nuestras observaciones). Por lo 

tanto el uso de las cepas recombinantes de L lactis productoras de IL-12 co-expresando 

antigenos, podría ser de particular interés en el desarrollo de vacunas. Cuarto, L lactis, al 

igual que otras BL grado alimenticio, tienen la ventaja de ser administradas fácilmente (¿n. 



u oral), bajos costos de producción y preservación a largo tiempo, lo cual hace que este 

vector pueda ser fácilmente distribuido para su aplicación en todo el mundo (sobre todo en 

países en vías de desarrollo). Finalmente el mayor aporte de este, trabajo es que las cepas 

aquí reportadas son capaces de producir y expresar a nivel mucosa después de una 

administración Ln. la IL-12. El uso de L iactis expresando IL-12 en terapia puede 

representar una mejor alternativa que el uso de la terapia sistémica manteniendo bajos 

niveles de producción de IFN-y. 
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5.1 Inducción de una respuesta inmune contra la pro teína 

E7 del VPH-16 mediante su expresión en Lactococcus 

lactis y la de la IL-12 m urina 

RESUMEN 

El cáncer cérvico-uteriao (CaCu) representa uno de los problemas más graves de 

salud pública a nivel mundial. El viras del papiloma humano tipo 16 (VPH-16) es el 

principal agente etiulógico del CaCu y algunas de la» estrategias que se han 

desarrollado en los últimos años para combatirlo es el desarrollo de vacunas contra 

este viras. Desgraciadamente machas de estas estrategias resultan poco confiables ó 

recomendables eu pacientes iomunosuprimidos o en infantes debido a su 

patogenicidad. Como se menciono al principio de este trabajo el objetivo final de 

nuestro estudio es el Inducir inmanidad específica contra la proteína E7 del VPH-16. 

Para esto se Uevo a cabo la construcción de cepas recombinantes de Ladococcus lactis 

que expresan la prateúu E7 en diferentes localizaciones celulares (citoplasma y 

secretada) y bajo diferentes condiciones de crecimiento celular. Además se analizó el 

efecto estabilizador de ana proteína de fusión Nac-E7. Por otro lado con el propósito 

de incrementar la respuesta inmune contra E7 construimos una cepa de L lactis 

capaz de secretar dos tipos de IL-12 murina (fuerte estimulador del sistema inmune) 

de forma biológicamente activa: IL-12 dimérica (subunidades p35 y p40, IL-12p70) y 

una IL-12 monomérica (ambas subunidades fusionadas, scIL-12). En esta parte final 

de nuestro estudio se analizó la capacidad de las diferentes cepas construidas para 

despertar ana respuesta inmune específica de antigeuo (E7). Los resultados obtenidos 

después de la administración intraoasal en ratones muestran que la cepa más 

Inmunogénica es aquella que expresa la proteina de fusión Nac-E? en forma 

secretada. Además cuando esta proteina es co-expresada con la se IL-12» aumenta de 

forma significativa la respuesta Inmune. Estos resultados muestran el gran potencial 

de nuestro sistema como un modelo seguro de vacuna contra el VPK y otras 

neoplasias relacionadas. 



52 INTRODUCCION 

El cáncer cérvico-uterino (CaCu) representa uno de los problemas más graves de salud 

pública a nivel mundial. En México es la principal causa de muerte por neopiasias en las 

mujeres de 25 años y más y en 1997 se registraron 4,534 defunciones. Esto significa que 

mueren en el país 1 mujer cada 2 horas a causa de esta enfermedad (Mohar et aL, 1997). En 

los últimos años se han encontrado fuertes evidencias de que el principal factor causante del 

CaCu es la infección por el virus del papiloma humano tipo-16 (VPH-16). Bishop et al. 

(1995) calcula que es muy probable que el número de casos de CaCu aumente 

significativamente el los próximos años, esto debido a que conforme aumenta la edad de la 

población y aumenta el número de mujeres infectadas por el VPH o se encuentran 

inmunosuprimidas por la infección con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), 

también aumentaran los caso de mujeres con CaCu. El VIH aumenta la susceptibilidad al 

CaCu y sus lesiones ptecancerosas. 

Estudios previos han demostrado que el transcrito y proteína viral más abundante en 

lesiones cervicales asociadas al VPH-16 es la proteina E7, por lo que representa un 

potencial candidato para el desarrollo de una vacuna contra el CaCu asociado a la infección 

• por el VPH 

Las tradicionales vacunas administradas de forma intramuscular o vía subcutánea 

(inyectables), están principalmente involucradas en la inducción de una respuesta inmune 

sistèmica (anticuerpos en suero sanguíneo y células T). Mientras que estas vacunas pueden 

ser apropiadas para enfermedades causadas por agentes infecciosos que penetran al cuerpo 

por punción o daño en la piel (tétanos por ejemplo), es bien conocido que cerca del 90% de 

los patógenos infectan de manera natural ai huésped por vía mucosa, ya sea oral, nasal o 

genital. Desgraciadamente las vacunas inyectables no son capaces de despertar inmunidad 

en mucosas. Por lo tanto es necesario el desarrollo de nuevas vacunas que puedan ser 

administradas por vía mucosa, las cuales además de resultar más efectivas a la prevención 

o limitación de infecciones vía mucosa ofrecen varias ventajas sobre las inyectables: i) fácil 

administración, ii) reducción de efectos colaterales, iii) evita el uso de jeringas, iv) abre la 

posibilidad para ilimitadas inmunizaciones sin la necesidad de personal entrenado. Todas 



estas ventajas pueden reducir considerablemente los costos y seguridad en las campañas de 

vacunación sobre todo en los países en vías de desarrollo. 

A pesar de las importantes ventajas de la inmunización a través de la mucosa, el 

éxito de esta ha sido muy limitado debido a la degradación de los antígenos usados, 

limitada adsorción e interacción con factores en la mucosa del huésped no específicos, y el 

uso de sistemas de expresión inadecuados. Recientes investigaciones han resultado en el 

desarrollo de prometedoras vacunas basadas en sistemas de expresión de antigeoos por vía 

mucosa. Dichos sistemas incluyen patógenos atenuados expresando algún antígeno de 

interés médico y micropartículas inertes sintetizadas químicamente y precargadas con el 

antígeno de interés. El uso de bacterias o virus atenuados tienen la desventaja que son 

organismos que han sido modificados para convertirlos en sistemas no patogénicos, y que 

improbablemente garantizan la seguridad del sistema, especialmente en pacientes 

inmunocomprometidos. Las micropartículas inertes (polímeros biodegradables por 

ejemplo) son precargados con la proteína de interés durante el proceso de elaboración, por 

ende el antigeno debe ser previamente aislado y purificado antes de la formación de la 

micropartícula, lo cual es muy laborioso y costoso. Sistemas de expresión no patogénicos, 

como las bacterias lácticas (BL) pueden representar una alternativa segura y de bajo costo. 

Las BL son un grupo de microorganismos bien conocido debido a que sus fermentaciones 

constituyen una de las formas más antiguas de conservación de productos de la industria 

alimenticia (yogurt, quesos, mantequilla, crema, etc) y de la agricultura (sidra, vino, 

cerveza, etc). La BL mejor estudiada y caracterizada a la fecha es sin duda Lactococcus 

lacfU, una bacteria gram-positiva no patógena y no colonizante que ha sido ampliamente 

manipulada para expresar proteínas heterólogas (Dieye et al., 2001; Bermúdez-Humarán et 

al., 2002; Miyoshi el al., 2002). Dado que L lactis no coloniza las mucosas, es necesario 

cargar a la bacteria con el antigeno de interés antes de la Inmunización mediante un sistema 

de expresión génica inducible. En este aspecto L lacúi actuaría similar a las 

micropartículas inertes, la diferencia es que aquí no hay necesidad de aislamiento y 

purificación del antígeno, ya que este sería producido por la bacteria. Como todos los 

sistemas no replicativos, la inmunización con L. lactis requiere de el uso de adyuvantes 

para inducir una buena respuesta inmune. La Interleucina-12 (EL-12) es una molécula 

estimuladora del sistema inmunitario (adyuvante) que ha demostrado prometedores 



resultados en la terapia génica contra el cáncer. En este contexto el objetivo de este trabajo 

es el de inducir una respuesta inmune contra la proteína E7 del VPH-16 mediante su 

expresión en la bacteria no patógena y comestible L lactis. Dado que la inmunogenicidad 

de una proteína expresada en una bacteria puede depender de su localización, así como de 

su conformación se analizaron las diferentes cepas construidas en el capitulo 2 y 3 las 

cuales incluyen cepas expresando la E7 en citoplasma, secretada al medio de cultivo y 

fusionada a una proteína resistente y compacta, la Nuc. Además para aumentar la respuesta 

inmune específica de antigeno se construyó una cepa capaza de secretar de forma 

biológicamente activa la IL-12 (capitulo 4). La expresión de todas las construcciones se 

llevo a cabo bajo el control del sistema inducible NICE (Expresión Controlada por Nisina, 

de Ruyter et ai., 1996, Kuipers et ai, 1998). Los resultados obtenidos muestran que L 

lactis es capaz de inducir una respuesta inmuae especifica de antígeno (E7) y que la co-

expresión de dicho antígeno con un fuerte adyuvante como lo es la IL-12, mejora la 

respuesta inmune. En resumen este trabajo abre las puertas a una nueva línea de desarrollo 

de vacunas seguras y de bajos costos usando bacterias comestibles y no patógenas. 



5.3 MATERIAL Y METODOS 

5.3.1 Cepas y métodos usados. Las cepas utilizados en este trabajo fueron: NZCYT:E7, 

NZSEC:E7, NZCYT:Nuc-E7, NZSEC:Nuc-E7, NZSEC^clL-12 (capitulo 2, 3 y 4) y 

NZ9000 de L. lactis (de Ruyter et al., 1997). 

5.3.2 Preparación de células para ensayos in vitro y/o inmunizaciones. Se cultivaron las 

diferentes cepas recombinantes en 20 mi de GM17 hasta una D06oo=0.5, SC adicionó nisina 

(SIGMA) a una concentración de 10 ng/mL y se dejó incubar hasta una DO«oo=l. Se 

centrifugó para recuperar la pastilla, y se hicieron 3 lavados con PBS. Finalmente las 

células se resuspendieron en 200 pL de PBS. 

5 J J Inmunización. Grupos de 5 ratones C57BL/6J hembras (5-8 semanas de edad) fueron 

parcialmente anestesiados con Xilacina vía intramuscular. Se tomaron 20 pL de las 

bacterias recombinantes de L lactis (5 x 108 colonias formadoras de unidad, CFU) y se 

aplicaron por vía i.n a los días 1,14 y 28. Como control se inmunizaron ratones con una 

cepa silvestre de L lactis (wt, NZ9000> 

5.3.4 Obtención de célalas de bazo. Siete días después de la última inmunización (día 35) 

los ratones fueron sacrificados por dislocación cervical. Bajo condiciones de total 

esterilidad se obtuvo el bazo, se le agregó 1 mL de medio de cultivo AIM-V (GIBCO) y se 

maceró perfectamente. Posteriormente las células fueron transferidas cuidadosamente a un 

tubo estéril de 15 mL con 1 mL de HISTOPAQUE (SIGMA), y se centrifugó a 2500 rpm, 

25 min. para separar las células mononucleares mediante un gradiente de densidad. Se 

recuperó la fase blanca (células monomicleares) y se transfirió aun tubo estéril de 1.5 mL y 

se realizaron 2 lavados con 500 jiL de medio AIM-V. Finalmente se resuspendieron en 500 

pL del mismo medio y se hizo un conteo de las células con azul tripano (SIGMA). 

5.3.5 Inducción de IFN-y e IL-2 en célalas de bazo por las cepas recombinantes de 

Lactococcus lactis. Se «galî A la capacidad de diferentes cepas recombinantes de L. lactis 

para inducir la producción de IFN-y e IL-2, después de una administración in. Para esto, se 

cultivaron 2 x 106 células de bazo en cajas de 24 pozos (2 mL por pozo), agregando a cada 

pozo 50 pL de PBS estéril ó 2 pg de un péptido sintético de E7 (RAHYNIVTF, 

resuspendido en 50 pL de PBS). El volumen se llevó a 2 mL con medio AIM-V y se incubó 

37°C con una atmósfera de CO2 al 5%. Después de 24 hrs se tomó 1.5 mL del cultivo y se 



centrifugó a 5000 rpm por 10 min. Se recuperó el sobrenadante y se transfirió a un tubo 

nuevo. La detección de ENF-y e IL-2 se realizó mediante ELISA (R&D System). 

53.6 Estadísticas. Los resultados obtenidos de los ensayos de ELISA son expresados 

como la media ± una desviación estándar. 



5.4 RESULTADOS 

5.4.1 La proteína híbrida Nuc-E7 en forma de secreción ta más inmunogéaica que una 

E7 nativa. Para determinar cual de las cepas de Lactococcus lactis expresando la 

oncoproteina E7 del VPH-16 en diferentes localizaciones celulares y fusionada a una 

proteína compacta y altamente estable, La nucleasa Staphylococcal (Nuc), analizamos el 

efecto de la administración local (intranasal, ¿n.) de los diferentes lactococos 

recombinantes construidos a lo largo de todo este estudio. Para esto, se inmunizaron a 

diferentes tiempos, grupos de 5 ratones con las cepas de L. lactis expresando E7 (ver 

material y métodos) y se sacrificaron para detectar la producción de dtocinas relacionada 

con la respuesta inmune celular IFN-y e IL-2. El IFN-y es una potente chacina producida 

principalmente por linfbcitos T (LT) activados por mitógenos y NK y la IL-2 es una 

citocina pleiotrópica producida por LT activados por mitógenos y por antigenos. Además, 

elegimos determinar los niveles de estas dos atocinas, ya que como se mencionó en el 

capitulo l (pag. 18), estudios en pacientes con CaCu presentan una disminución en la 

producción de citocinas Thl (Le., IFN-y e IL-2). 

Los resultados obtenidos del análisis de citocinas de dichas inmunizaciones son 

mostrados en la figura l. De forma sorprendente los resultados revelan una inducción 

significativamente mayor en la producción de INF-y, en aquellos ratones que fueron 

inmunizados con las cepas de L lactis expresando la oncoproteina E7 fusionada a la Nuc, 

que aquellos inmunizados con la E7 nativa (Fig. la). Estos resultados pueden ser debido a 

dos causas: (1) la cantidad de antígeno producido en la forma de fusión es mayor que la 

forma nativa (~15 mg'mL versus mg/mL, capitulo 2) ó (2) la proteína Nuc puede 

coadyuvar con el antigeno E7 y despertar una mayor respuesta inmune. De las dos formas 

de proteínas Nuc-E7: expresada en citoplasma y secretada al medio de cultivo, esta última 

fue la más inmunogénica (Fig. la). Además, se llevaron a cabo ensayos con ratones 

inmunizados solo con PBS solo, en los cuales no se detecto inducción de estas citocinas o 

la producción de éstas fue parecida a la del control (JL lactis, datos no mostrados). 

Análisis de inducción de IL-2 en ratones inmunizados con los lactococos 

recombinantes muestran el mismo patrón que el observado para la producción de IFN-7 



(a) 

(b) 

Fig. 1. Inducción de INF-y e IL-2 por Laclococcus Iactis expresando E7 en diferentes 
localizaciones celulares y fusionada a Nuc. Células de bazo de ratones inmunizados con la cepa 
silvestre de Laclococcus lactis (L. lactis) y con las diferentes cepas recombinantes expresando la E7 
nativa en citoplasma (NZCYT:E7) ó secretada (NZSEC:E7) y la proteina híbrida Nuc-E7 en 
citoplasma (NZCYT:Nuc-E7) ó secretada (NZSEC:Nuc-E7), se estimularon in vitro con un péptido 
sintético de E7 (RAHYNIVTF) y se detectaron citocinas implicadas en la respuesta inmune celular: 
IFN-y (a) e IL-2 (b). 

(Fig. Ib), confirmando que la proteina de secreción Nuc-E7 producida por la cepa 

NZSEC:Nuc-E7 al medio de cultivo representa el mejor candidato para despertar una 

respuesta inmune contra el antígeno E7 del VPH-16. 

5.4.2 La co-administración de L. lactis expresando la proteína Nuc-E7 y la scIL-12 

aumenta considerablemente la producción de IFN-y e IL-2. En trabajos previos Steidler 



et al. (1998) demostraron que L. lactis es capaz de expresar citocinas biológicamente 

activas. Además en estos estudios se encontró que cuando inmunizaban ratones con una 

cepa de L. lactis co-expresando un antígeno (fragmento C de la toxina del cólera, TTFC) y 

una citocina (IL-2 e IL-6) los títulos de anticuerpos anti-TTFC eran sustancialmente 

mayores que cuando se administraba únicamente una cepa expresando el TTFC. En este 

contexto nosotros nos enfocamos en administrar de forma simultánea (co-administración) la 

cepa NZSEC:Nuc-E7 de L. lactis, la cual expresa el antígeno E7 fusionado a la proteína 

Nuc, y que de acuerdo a los resultados obtenidos arriba es la forma más inmunogénica y, la 

cepa NZSEC:scIL-12 (capitulo 4), la cual produce una forma de fusión de la citocina IL-12 

(scIL-12), una potente molécula estimuladora del sistema inmune. 

Los ensayos de inmunización y análisis de citocinas se hicieron tal y como se 

describió en material y métodos, usando 5 x 10* CFU de cada cepa. Los resultados de este 

ensayo son mostrados en la figura 2. Como se observa en la figura 2a existe un claro 

aumento en la inducción de IFN-y en los ratones que fueron inmunizados con las dos cepas 

(a) (b) 

Fig. 2. I n d u c c i ó n de INF-y e IL-2 por Lactococcus lactis co-expresando Nuc-E7 e IL-12. 
Células de bazo de ratones inmunizados con la cepa silvestre de Lactococcus lactis (L. lactis). con 
la cepa recombinante expresando Nuc-E7 (NZSEC:Nuc-E7) y con las ccpas NZSEC:Nuc-E7 y la 
ccpa secretando la scIT.-12 (NZSEC:sclL-12) de forma simultánea, se estimularon in vitro con un 
peptido sintético de E7 (RAHYNIVTF) y se detectaron citocinas implicadas en la respuesta inmune 
celular: IFN-y (a) e IL-2 (b). 



de L ¡actis expresando Nuc-E7 e IL-12 en comparación de aquellos ratones que solo 

recibieron la cepa productora de Nuc-E7. Estos mismos resultados se repitieron, en la 

medición de la IL-2 (Fig. 2b). 

Estos resultados demuestran claramente que la IL-12 producida por L lactia qeice 

un significativo efecto adyuvante cuando ex co-administrado con un antigeno tumoral (E7). 



J i DISCUSION 

53.1 Laciococcus lactis como un vector para presentar antigeno« y atocinas a través 

de superficies de mneosa al stetema inmune. La expresión de proteína heterólogas en L. 

lactis parece ser una buena vía de producción de proteínas de interés terapéutico, ya que de 

acuerdo a nuestros resultados tanto el antigeno G7 nativo, como uno fusionado a una 

proteína altamente estable, Nuc-E7, expresados por L. lactis son capaces de inducir la 

producción de IFN-T e IL-2. Estas citocinas, producidas por subpobladones de LT, son 

importantes moduladores de la respuesta inmune, induciendo la producción de otras 

citocinas que activan la expresión de moléculas del complejo principal de 

histocompatibilidad (MCH) clase I y II y promoviendo la expansión clonal de LT 

específicos de antígeno entre muchos otros de sus efectos pleiotrópicos. El hecho de 

encontrar en este trabajo la inducción de IFN-7 e IL-2 específica de antígeno en células de 

bazo de ratones nos indica que la protelna E7 esta siendo producida en una forma 

inmunogénica. Estudios previos (Wells et aLr 1995) han demostrado que L lactis es capaz 

de presentar al sistema inmune la TTFC en una forma inmunogénica. No obstante dichos 

estudios solo reportan la producción de anticuerpos. Por otro lado el hecho de encontrar 

una inducción de citocinas en las células de bazo superficie y administrado Ln. es capaz de 

inducir una respuesta sistémica. A la fecha y a nuestro conocimiento es la primera vez que 

se reporta la inducción de una respuesta inmune celular (o al menos relacionada con está) 

en L. lactis. 

5.5.2 Laciococcus lactis como un vector vivo para el desarrollo de una nueva vacuna 

para combatir el cáncer cérvico-oteríno (CaCu). Previamente un grupo de 

investigadores obtuvieron una respuesta inmune contra la proteína E7 mediante su 

expresión en la superficie de Streptococcus grodonii (Pozzi et al., 1992); sin embargo en 

este trabajo tal respuesta, se obtuvo en combinación con el adyuvante de Freund completo. 

En este trabajo nosotros obtuvimos una respuesta inmune específica de antígeno con la 

sola administración de L lactis expresando E7. Además 51 gordonii es un organiano 

comensal (microorganismo persistente que puede inducir inmunotolerancia) y GRAS pero 

no grado alimenticio. En contraste L lactis es- una bacteria totalmente inocua y no 

persistente que puede servir para el desarrollo de vacunas vivas, sin el riesgo de 



colonización y por tanto disminuir las probabilidades de inducir inmunotolerancia. 

Además, L. lactis es un buen candidato para propósitos de vacunación ya que su ruta de 

administración (intranasal, oral o vaginal) lo hace de fácil administración y de bajo costo 

de producción. En resumen este trabajo demuestra el potencial de una BL grado 

alimenticio, no patogénica y no invasiva, para ser considerada como un vector para el 

desarrollo de una nueva vacuna viva para combatir enfermedades infecciosas, el CaCu en 

particular. 
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CONCLUSIONES 

Este trabajo demuestra la capacidad de Lacíococcus lactis, una bacteria Gram 

positiva* para producir la oocoproteína E7 del virus del papiloma humano tipo 16 

(VPH-16). Además, se analizaron diferentes localizaciones celulares para la expresión 

de dicha proteína, encontrando que la secreción al medio de cultivo representa la 

mejor vía para su producción, ya que en citoplasma la proteína E7 sufre proteolisis 

dependiente de la fase de crecimiento del cultivo. Esto es de gran interés ya que aún y 

cuando se analizó la producción de la E7 en cepas de L. lactis mutantes para las 

principales proteasas y chaperonas identificadas a la fecha, no fue posible rescatarla 

de la degradación. Esto sugiere que existe una nueva p rotea sa intracelular no 

identificada en L lactis y que es activada en fase estacionaria deL coltivo celular, y, 

que la proteína E7 representa un buen modelo para monitorear e identificar dicha 

proteasa. 

Paralelo a la producción de E7 en cepas silvestres y mutantes de L. lactis» se analizó la 

capacidad de protección de ana proteína altamente estable y compacta, la nucieasa 

Staphylococal (Nuc), fusionada a ambos extremos de la proteina E7. Los resultados 

muestran que dicha fusión r e s u l t a verdaderamente en un rescate déla proteina E7 en 

el citoplasma de £. lactis, además de que mejora el nivel de producción. Estos 

resultados muestran que la fusión de Nuc a E7 por sus dos extremos es capaz de 

rescatar a dicha proteína de degradación, en contraste a los resultados obtenidos con 

una fusión Myc y en un sistema eucariote, en el cual solo se rescata, a la proteina E7 

cuando es protegida por su extremo amino (N-). Por lo tanto la proteína Nuc puede 

servir para producir proteínas extremadamente frágiles en L lactis. 

En este trabajo se reporta también por primera vez, la producción de una citocina 

heterodimérica, la Interleucraa-12 (IL-12)^en una forma biológicamente activa. Esto 

es de gran trascendencia ya qne dicha proteína esta compuesta por dos subunidades 

(p35 y p40) unidas por puentes disulfuro, lo cual revela que L. lactis es capaz de 

catalizar la formación de puentes disulfuro en proteínas heterólogas, característica 



poco documentada en bacterias Gram positivas. Además, se logró la expresión de una 

proteína IL-12 de fusión (scIL-12) con funciones biológicas similares e incluso 

mayores a las de la IL-12 expresada mediante sus dos subunidades (IL-12p70). Este 

proteína garantiza ona expresión equilibrada de ambas subunidades y facilita su 

manipulación in vitro. 

Finalmente este estudio demuestra el gran potencial de L. lactis, para despertar una 

respuesta inmune específica del antigeno E7 del VPH-16 vía mucosa. Lacíococcus 

lactis, es una bacteria oo patógena y no colonizante considerada como un organismo 

grado alimenticio. Estas características facilitan la aceptación de este microorganismo 

para su uso en humanos, además de que su vía de inoculación (oral o nasal) y su 

capacidad para almacenarse por largos períodos de tiempo (sin la necesidad de 

refrigeración), permite que pueda ser fácilmente administrado y siu personal 

entrenado, lo cual es recomendable para su distribución y uso en países en vías de 

desarrollo. En resumen este trabajo representa un gran paso en el desarrollo de 

nuevas vacunas vivas y seguras para tratar el cáncer cérvico (CaCu) y combatir así, 

una de las neoplasias más frecuentes y malignas en la mujer mexicana. 






