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RESUMEN 

Se evaluó la respuesta inmune que induce el candidato a vavuna Sahnonclla ophi 
CV1)908.9.G1'63. Hsta es una cepa atenuada depentliente de aminoiieidos aroinaticos 
que tiene integrado en el cromosoma, en el hicti. in‹.'. el s.Nne que codifica para 
la forma madura de la proteína principal del pn»nastiotc (GP63) de Leishmania 
nwxicana. Se demostró que esta cepa administrada por vía oral en ratones es capaz 
de inducir inmunidad protectora, la cual se asocia a la inducción de linfocitos 'I' 
C1)1I '1'11 1, Debido a que no se pudo demostrar la produccon de anticuerpos contra 
GP63 y los esplenocitos provenientes de ratones inmunes se activan in vitro en 
presencia de promasligoles fijados con formalina, produciendo 11,-2 e 11:Ny, en 
contraste con ratones infectados con LeÍS/11111117Ía friCA1C3113,10SelialeS p 
e 1L-10. 
Por otro lado se demostró que la inmunización con Sattnotic/ht typiti-GP63 induce 
la activación de linfocitos '1' C1)8' eitotóxicos, mediante ensayos de liberación de 

Crm 	utilizando como cél u l a  blanco  al maslocitoma rumia()  1'815 iransrectado con 
el gene que codifica para la (J1'63 de 1....etslimania 	Lata observación es 
relevante pues prueba que antíl.,,,cnos particulados, generalmente procesados por la 
vía exógena, son capaces de alcanzar moléculas del MI-1C de clase 1. 



I. A NITECHI iNTI 

(;eneralidades sobre la 1.t..s,islunaitiasis. 

Las leishmaniasis son enfermedades causadas por parasitos pertenecientes al genero 
Lcishniania. Son zoonosis de distribuciOn cosmopolita que sc presentan en forma 
endémica, preferentemente en paíse; subdesarrollados de las zonas tropicales \, 
subtropicales (1). Las leislunaniasis tienen un impacto directo sobre la salud 
productividad de la población, afectan su economía y deterioran sus condiciones de 
vida. La poltteiOn rural es la mas afectada: se cree que medio millOn de personas 
en nuestro país viven en áreas con riesgo de adquirir la enfermedad. 

Hl parásito es transmitido por varias especies de insectos del genero Phfcbottumis 
en el viejo inundo y Lutzóinyia en el nuevo mundo. Lii Nléxico el principal agente 
etiológieo es Leishmania me.vicana mexicana (2). Las formas clínicas causadas por 
esta subespecie son: leislunaniasis cutánea localizada (1,CL) o ulcera de los 
chicleros, la cual se caracteriza por una ulceración pequeña y única, indolora que 
tiende a curar de manera espontánea en un período de seis meses a dos años excepto 
cuando se localiza en orejas, donde es crónica y mutilante. Leishmaniasis cutánea 
diseminada (LCD), que se inicia por un nódulo que no se úlcera y se disemina por 
vía linfática, dando múltiples nódulos. 1..,eishmaniasis mucocutánea (LNIC) o 
espundia, que se presenta por metástasis del organismo a partir de una lesión 
primaria establecida anteriormente, presenta lesiones muy destructivas de mucosas 
nasal y orofaríngea, que no curan espontáneamente y resisten la quimioterapia (3). 
Otra forma clínica es la ICitinnlattillSiS visceral (1..Y) o kala-azar, que es causada por 
L. donovani y L. chagasi, afecta principalmente a niños. En esta variedad, el 
parásito se disemina al hígado, bazo, médula ósea y ganglios linfáticos (4). 

Ciclo biológico del parásito. 

Leishmania es un parásito protozoario que presenta dos estadios eta su ciclo 
biológico, el amastigote que tiene forma redonda u oval, es aflagela do, intracelular 
y sólo se observa en los tejidos de los vertebrados parasitarios; y el promastigote, 
que se encuentra en el vector, es extracelular, carece de membrana ondulante y es 
flagelado. Ambas formas se reproducen por fisión binaria (4). Cuando un mosquito 
infectado pica al hombre, le inocula promastigotes, estos quedan en el tejido y son 
atrapados por las células del sistema fagocítieo mononuclear, dentro de estas células 
se transforman en amastigotes, se multiplican y rompen a las células que los 
contienen, quedan libres e invaden otras células, donde se reproducen nuevamente. 
Cuando el mosquito pica a un individuo infectado, al succionar sangre y líquido 
intersticial, transporta células del sistema fagocítico mononuclear circulantes que en 
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Su interior tienen amitstigotes. 1:,11 el intestino 11 mosquito se rompen las células 
cincelando libres los ítmastigotes, los cuales se transforman en promastigotes„ se 
reproducen por fisión binaria, all,,unos de estos migran hacia la porción anterior del 
aparato digestivo y se localiian en la proboseide. Cuando el mosquito pica al 
hombre le inocula promastigotes volviendo a inreetar células del sistema  íugoeítico 
mononuclear, eetTalld0Se así el cielo ili<110p,ie0 (51. 

Inmunidad contra Lei,shmania. 

La infección por leishmania estimula tanto respuesta humille celular, mediada por 
linfocitos '1', como repuesta inmune humoral, mediada por linfocitos 13. La respuesta 
inmune celular es la principal responsable del control de la infección, pues existe 
una fuerte correlacie'm entre la producción de ll'Ny e 11.-2 con la resistencia. 1,a 
resistencia a la enfermedad en los humanos muestra una clara asociación con la 
respuesta de hipersensibilidad de tipo retardada (D'Hl) positiva y la capacidad de 
los linfocitos '1' de sangre periférica para generar 11:Ny cuando son estimulados in 
vitro con antígenos del parásito (6). En el caso de pacientes con una historia 
clínica de LCL que se han curado, la respuesta de células '1' a antígenos de 
Leishmania(L. major) se asocia a producción de grandes cantidades de IFNy y poca 
o ninguna producción de 11„-4 (7) 

En niños con infección por L. chagasi la infección subelínica se caracteriza por una 
respuesta celular a antígenos de Leishmania, en la cual hay producción de lFNy, 
mientras que los pacientes que presentan enfermedad progresiva tienen una débil 
respuesta de IENy. La resolución y curación de 1„,V causada por L. donovani, 
también presenta correlación con la inmunidad mediada por células, producción de 
11-;Ny y activación de macrófagos. Cuando la enfermedad progresa se asocia a 
deficiente respuesta inmune mediada por células, marcada hipergamaglohulinemia, 
causada por activación de células 13, y altos niveles de 1L4. En estos pacientes las 
pruebas cutáneas de DTH son negativas y sus linfocitos no producen 1FNy in vitro 
al ser estimulados con antígenos de Leishmania (8). 

La infección experimental del ratón constituye el mejor modelo para estudiar a la 
leishmaniasis ya que la enfermedad (Mirilla muestra gran similitud con las formas 
clínicas que presentan los humanos, incluyendo un amplio rango de susceptibilidad 
y capacidad para curar en diferentes cepas de ratones. La susceptibilidad a la 
infección por Leishmania en el ratón está controlada genéticamente por el loeus Lsh 
(Ity o Beg) el cual se localiza en el cromosoma 1 . 	gene de resistencia a 
Mycobacterium denominado Bcp, (que se propone equivalente al 1,,sh y al Ey), ya 
fue donado y secuenciado, este codifica para una proteína integral de membrana 
exclusiva de macrófagos denominada Nrampl (proteína de macrófagos asociada a 
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la resistencia natural) la cual posee 10 dominios transinembranalcs, dos sitios de 

glicosilación, dos de fosforilacion, un sitio de unión a ATI>, que resulto ser similar 
a una permeasa de nitrato de 1,spergillus nidtdarrs., 	lo que sugiere que puede 
estar involucrada en el transporte (le intermediarios del NO del citosol hacia los 
fagolisosomas., donde el ambiente acido convertiría a los nitratos en Oxido nítrico 

(le 	alta capacidad bactericida. Las cepas de ratón sensibles, /„W f. posiblemente 

posean defectos en Nramp lo que resulta en una disminuciOn en su capacidad para 

eliminar al parásito (9). 

En las cepas de ratones susceptibles (13A113/c) a la infección por leisInnania los 

macrófagos no se activan eficientemente y probablemente no producen cantidades 
suficientes de 1L-12, impidiendo la diferenciación de linfocitos (71)-11  hacia el linaje 
Th 1. Listas cepas susceptibles desarrollan una respuesta de linfocitos (TM.' Th2, la 
cual interfiere con la acción de las citocinas derivadas de células Th1 
principalmente a través de la producción de 11,1. [u contraste, el control de la 
infección en ratones resistentes, como C57131\6, se asocia con el desarrollo de 
respuesta de linfocitos CIIV Thl que, mediante la producción de 1FNy, es capaz 
de promover la activación de macrófagos. [1 papel de otras células en el control de 
la infección no ha sido bien establecido, aunque las células citotóxicas deben tener 
alguna función, ésta es secundaria, pues los ratones "knock out", deficientes de 132-
microglobulina y por tanto de inmunidad mediada por células eitotóxicas, no 
presentan un incremento en la susceptibilidad a la infección por el parásito 
(10,11) 



Inmunidad contra la proteína principal dei promasHote ((;1)6:'í), 
inexic¿ina. 

NI parásito evade rapidamente la accion de los anticuerpft, v el complemento al 

alcantar (Hl habital 	 11:111 l'el¿lei01111(10 (10s itupOitinte!,; eqruchiras 

leishmania con su patogenicidad, la liporosfoglicana (1.1'(I) y la proteína GP6,1 
(12). La invasión de los promastigotes de rei.slunania a macrOfai.:,,os en ausencia 
de opsoninas serios es mediada por GP63 y 1,1)(; ipie interacuian con los receptores 
(.'It.3 y p150/95, en tanto que la l'agoeitosis mediada por complemento se ve 
favorecida por el hecho de que la forma metacielica del parásito adhiere C3I) sobre 
su superficie, permitiendo la unión al receptor (1: I (131. GP63 se expresa en 
grandes cantidades en la superficie del promastigote y es estable dentro del 
maerófago, lo cual sugiere que esta proteína actúa como factor de virulencia en la 
fase inicial de la infección. Debido a su actividad proteolitica es capaz. de inactivas 
a las enzimas lisosomales. I,a GP63 de L. major y L. donovani es capaz de romper 
la molécula CD4 presente en linfocitos '1' (14). Por todo lo anterior GP63 es uno 
de los antígenos de 1,eish111ania mas estudiados. Se trata de una glicoproteína de 
membrana de 63 a 68 kDa, la cual es una endopeptidasa dependiente de zinc que 
tiene su mayor actividad a p11 acido y es inhibida por fenantrolina y metales 
pesados (15,16). Esta proteína se expresa como una proteasa de superficie que 
en el promastigote comprende cerca del l'A', de la proteína celular y tiene una alta 
homología en todas las especias de Leishinania estudiadas. El CUNA de la GP63 
de Leishmania mexicana se divide en tres clases: Cl, C2 y C3; los genes de la 
isofonna C I presentan una regulación sel¿ctiva en el estadio de arnastigote y estos 
codifican para una proteína con un carboxilo terminal que carece de sitio de anclaje 
a la membrana (17). La g,licoproteína se encuentra presente en los dos estadios 
del ciclo de vida del parásito, aunque en el amastigole su expresión es 
fundamentalmente citosólica (18,19,20). 1..a GP63 es capaz de inducir 
respuesta inmune protectora, por lo cual es candidato a formar parte de una vacuna. 
En el modelo murino, se ha logrado inducir protección al administrar GP63 incluída 
en liposomas (21) y esta protección puede ser transferida a través de linfocitos 
'1' específicos a ratones susceptibles. Sin embargo, para lograr protección es 
necesaria la administración intravenosa o intraperitoneal de los liposomas y la 
proteína recombinante soluble ha dado resultados contradictorios (22). La 
inmunización de ratones con Sahnonefia typh.iintirium y 13CG acarreando GP63 
(23,24) induce inmunidad protectora dependiente de la activación de linfocitos 
C1)4' 'l'hl. También ha sido posible proteger a ratones mediante la administración 
de DNA plasmídico conteniendo el gene que codifica para (..V63 (25). 
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Sahnonc//a como acarreador vivo de antip,enwi 

1,11S cepas atenuadas de .5';1/mole//a, que acarrean determinantes antigaieos de otros 
organismos, son de gran interés como alternativa en el desarrollo de vacunas., pues 
la administración oral de Sahnonella viva puede inducir respuesta inmune secretora, 
humoral y mediada por células contra Safitionella y contra los antígenos que acarrea 
y conferir protección en mode los animales. Para que estas cepas atenuadas de 
Sahnonella puedan ser empleadas como acarreadores, se deben introducir genes 
foráneos que produzcan de manera estable la proteína recombinante, usualmente se 

1.1(11.17.1111 plásmidos que confieren resistencia a antibióticos, facilitan su identificación 
y permiten la retención del plasmido por la bacteria. Sin embargo, aunque estos 
plásmidos se retienen de manera adecuada ¡II Vi/M. Son muy inestables in vivo aun 
cuando la bacteria se encuentra bajo la presión selectiva del antibiótico. Para 
resolver este problema se ha utilizado la integración del gene foráneo al cromosoma 
de la cepa acarreadora (26). 

Salmonella lyphi CV1)908. 

S. !m'Al CVD908 es una cepa derivada de S. typhiTy2. 1 n esta cepa se inactivaron 
por recombinación homóloga los genes arL('  y ami) utilizando  plásmidos su i cidas.  

Estos genes codifican dos enzimas que intervienen en la biosíntesis de aminoácidos 
aromáticos y por tanto, es auxotroilca para estos compuestos (27). 

VIA METADOLICA DIE LA MOSINTESIS AROMÁTICA 

U•olitrota-4-fosfatto 
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La cepa es incapaz de replicarse en los tejidos de los inamileRv; porq ue en e llo,;  no 
encuentra los metabolitos necesarios para la via hiosintelica de compue,aos 

aromaticos.Esta cepa fue bien tolerada en voluntarios u nanos sanos a (.10, is orales 

altas y estimuló respuesta inmune de tipo sistemica y de inucosas (26) S. ophi 
CVD908 ha sido utilizarla como acarreador en varios sistemas experimentales. VIna 

cepa (Inc  expresa gp120 de 1•11V-1 fue capaz de evocar anticuerpos contra el virus 
al ser administrada a ratones 13A1,13/c (28). Se ha logrado que S. (phi ('V1)908 

exprese de manera simultánea los factores de colonización (21:A/1 y CS3 de 

Ese/le/ie./7/a col/.  enterotoxigenica (29) S. lyphi CVD9W fue empleada como 

acarreador de la proteína circunsporozoitica (CSI') de 1113.9odium 	 1..a 
administración oral de este candidato a vacuna en voluntarios humanos, dio como 
resultado una respuesta de anticuerpos a la CSI' y, mas importantemente, en algunos 
voluntarios se identificaron linfocitos 'I' citotóxicos dirigidos contra la CM'. (30). 
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l 9 	ITOIIIP,MA. 

Durante la inrección por Leisinnania, el parásito alcanza rapiddmente un habita( 
intracelular, Iscapa)do a la acción de los anticuerpos y del complemento. Invade 
rundamentalmente a las células del sistema ragoeítico mononuelear inhihiendo  los  
mecanismos oxidativos y no oxidativos del estallido respiratorio., permanece dentro 
de vesículas ragociticas y no se ha reportado que los parasilos o sus productos 
ingresen al citosol de la célula infectada. Por tanto, el control de la infección 
depende de la inducción efectiva de los mecanismos de 1;1 inmunidad mediada por 
células, principalmente de la activación de los macróragos, y no de la producción 
de anticuerpos. La dirección que sigue la respuesta inmune eSlá determinada por las 
señales que dan las células presentadoras de antígeno a los linrocitos T. l:.,ntre estas 
señales se encuentra la 	que promueve la maduración de la rama erectora 
humoral. Si se produce IL- I 2, la respuesta se diferencia hacia la rama erectora 
celular. Las subpoblaciones de linfocitos T CIYI' tienen un papel central en la 
regulación y polarización de la respuesta inmune. La maduración y diferenciación 
de los linfocitos 13 depende de los lin li)ei tos T CD,P 'I'li2, que producen, entre otras 
interleucinas, IL-4. e 	O; en tanto que los linfocitos' CD,V Th I producen 11_,-2 
e IFNy que promueven la activación de los macrófagos. Existen dos vías de 
procesamiento y presentación de antígenos protéicos. Los antígenos exógenos y los 
solubles son fagocitados, ingresan a la vía metabólica endosomal y los péptidos 
resultantes son presentados en la membrana celular en asociación a moléculas del 
NIIIC de clase II, por lo que son capaces de activar a células CDLlt. Los antígenos 
sintetizados de manera endógena se procesan en el citosol, se transportan al retículo 
endoplásmico y se presentan en la membrana celular asociados a moléculas de clase 
I activando a células C1:)8'. Sin embargo, se ha demostrado que algunos péptidos 
generados en la vía endosomal, son regurgitados y son capaces de unirse a 
moléculas de clase I funcionalmente vacías en la superficie de las células 
presentadoras de antígeno y, por tanto, inducir la activación de linfocitos T (.71)8 f  
Por tanto, una vacuna. electiva contra la leishmaniasis deberá inducir una respuesta 
de tipo Tbl, que caracterizada por la producción de IL-2 y IFN1 y, active a los 
macróragos para que a su vez puedan combatir eficientemente al parásito. Por otro 
lado, los ragocitos ya infectados, e imposibilitados para iniciar los procesos de 
estallido respiratorio, deben ser eliminados por linfocitos T 
Consecuentemente, en el modelo murino, el candidato a vacuna Salmonella typhi 
CVD908QMOP63 deberá inducir linfocitos '1' C1)8' y C1)1' Th 1 específicos contra 
01'63 de Leishmania mexicana como requisito para conferir protección contra la 
infección por Leishmania mexicana. 



I11. OBJETIVOS. 
Objetivo general. 
✓ Evaluar la respuesta inmune celular que induce la cepa atenuada de 

,S'ahnonella (yphi CVI)90 que expresa (il'(:1 de reishinallia inc.\icana. 

Objetivos específicos. 
✓ Investigar la presencia de linfocitos Cr)8'.  en los ratones inmunitados con 

Salnxmclla iyphi CV1)9089MG P63. 
✓ Determinar el perfil de interleucinas que induce la inmunización de ratones 

con ,S'ahnonella inVii CV D9089MGP63. 

IV. 1-111)0TISIS. 
Considerando que S'ah/Ione/7a lyphi, por el 1.,PS que contiene, induce la producción 
de IL-12 la cual contribuye a la diferenciación de los linfocitos I' CD4t hacia la 
suhpoblación '1'111, la cepa Salmonella typhi CVD908 que lleve integrado en su 
cromosoma el gene que codifica para la forma madura de GP63 de Leishmania 
mexicana, inducirá respuesta inmunológica de la rama electora celular hacia la 
proteína recombinante, caracterizada por la producción de IL-2 e IFNy, así como 
expansión de linfocitos 	C1)8' citotóxicos. 1.a inmunización de ratones con esta 
cepa deberá inducir protección al reto con Leishmania mexicana. 
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V. MATERIAL Y MI.,TODOS, 

Cepas bacteriatms. 
Sa/inoth://a /11)/7/ 	)90S. 1)011ada por VI ( 'V( )  (26) 

lyphi (:\,1 1)9();.1),M(i1)()., Constru id a en la  1111\11 en  coi n hovacion con  

el CVI) (31) 

Líneas celulares. 
P815 (A'FCC '1'113 64) (mastocitoma de ratón). la cual se cultivó 	!virilr de un 
tumor de ratón 1)13/1./2 (I-1-2'); se utilizó como una línea celular "blanco" para 
ensayos de citotoxicidad en células '1'. 
l'815CIIM("i1)63 construida en la Unidad de Investigación Médica en 
Innumoquímica (32). Esta línea celular nutrirla que contiene el gene que codifica 
para la forma madura de 01'63 de Leishmania me.vicana, ya que fue transfedada 
con el plásmido pFM92.1-(11)63 expresa de manera constitutiva dicha proteína. 

Parásitos. 
Leishmania mexicana mexicana MI-ION/1/MX/88/1-1RCJS (33) donada por la 1:)ra. 
Amalia Monroy, Escuela Nacional de Ciencias Biológicas, 11'N, México. Fue 
mantenida en medio RPM1(GIBCO) adicionado con glutamimi, pirlIV11(o, suero fetal 
bovino 10eX. ((BUCO), [3-mercaptoetanol y acidificado con EIC1. 

Animales de laboratorio. 
Ratones BAL13/c. Bioterio del Centro Médico Nacional Siglo XXI' 
Ratones FI (13ALB/eXC57131/6), donados por el Dr. Luis Favila del departamento 
de Inmunología de la Escuela Nacional de Ciencias Biológicas, 11'N, México 
(ENCI3). 

Obtención de extracto crudo de Lcishmania mexicana. 
El extracto crudo de Leishmania se obtuvo modificando el método de Bouvier (15) 
para la purificación de GP63. Un cultivo de Leishmania mexicana en fase 
logarítmica se cosechó por centrifugación y se lavó dos veces con un amortiguador 
de Tris-HCI 0.01 M p11 7.4. Los parásitos fueron sometidos a sonicación y las 
membranas se colectaron 1)0i-  ultracentrifugación a 60,000 rpm por 45 minutos. La 
pastilla conteniendo las membranas se solubilizó con 'Tritón X-114 (34) a 4°C, 
finalmente fue sometida a un gradiente de sacarosa. La composición del antígeno 
se verificó por SUS-PACE. 
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Producción de (;1'63 recombinante. 

a) Ensayo Innumoenzintalico en Fase Sólida (I:.,ISA). 
Las bacterias S. iyphiCV1)90 y S. typhiCV1~9M( ;1)(13 se cu ltiva ron en  medio 
Luria (G113( 0) a 3'7 (.' toda la noche con agitación constante. Cada cultivo  se  

cosechó por centrifugación a 3000 rpm durante 10 Juin y se lavó dos veces con 

PI3S. La pastilla bacteriana se resuspendió en PW.; y se ajusiO a I N 109  bacterias/mi 
y se procedió a romper empleando una prensa Lrench. Después de romper la 
bacteria se eliminaron restos de bacteria por centrifugaciOn. Se recupero el 
sobrenadante y se determinó cantidad de proteína por el método de 1...owry (3.5) 
y se ajusto a 1 mg/ml. 	Ensayo Inmunoentimatico en l'ase Sólida (LUSA) se 
realizó de acuerdo al método de timgvall (36). VI sobrenadarle obtenido después 

de linar la bacteria fue empleado como antígeno para sensibilizar placas de 
microtitulacion de 96 pozos. Hl antígeno se ajusto a diferentes concentraciones (10, 
5, 2.5, 1.25, 0.625 y 0.312 pg por pozo) con una solución amortiguadora de 
carbonatos p1-1 9.6. Las placas se incubaron 1 h a 37"C y toda la noche a 4'C. Una 
vez transcurrido este tiempo, se lavo 	veces con PBS-tween 20 al 0.1% y se 
adicionó a los pozos solución de Noqueo (PBS-leche al 5%) y se incubó 2 h a 
37°C, se lavó 4 veces con PBS-tween. 1.2.,1 suero de conejo se agrego por duplicado 
a cinco diluciones (1:200, 1:400, 1:800, 1:1600, 1:3200) y se incubó 2 hrs a 37"(1», 
después de 4 lavados con PBS-tween se agregó el suero de cabra anti-IgG de conejo 
conjugado a peroxidasa (SIGMA) y se incubó durante 2 h a 37"C. Al término del 
tiempo de incubación, se lavó 8 veces con PBS-tween y después se agregó el 
substrato ortofenilendiam Mal-1202  en solución de citratos 	5.6, se incubó 10 min 
a temperatura ambiente en oscuridad, la reacción se detuvo con 1.12SO I  7.5 N y se 
leyó la D.O. a 492 nm. 

b) Inmunoelectrotransferencia. 
Se crecieron las cepas S. typiri CV 1)908 y S. iyphi CVD908aVIGP63 en medio 
Luda toda la noche a 37C con agitación constante. Se cosecharon por 
centrifugación a 5000 rpm por 10 min. Se resuspendieron en medio nuevo y se 
continuó el crecimiento durante 30 min mas. Después del tiempo, se cosecharon y 
lavaron 2 veces con tris-HCI 0.01M p1-1 7.5. La pastilla se resuspendió en tris-HC1. 
Se leyó la D.O. a 540 mn para determinar el número de bacterias. Se tomaron 
1X10' bacterias y se les adicionó el volumen necesario de amortiguador de 
corrimiento para llevar a un volumen final de 100 pl. 
Se corrió una muestra de extracto crudo de 1.. mexicana como control positivo la 
cual se preparo pesando 5 mg del extracto y se disolvió en ImI de Tris, de esta 
solución se tomaron 20 ul y se llevaron a 100 pi con amortiguador de corrimiento. 
Se hirvió 20 ruin y se centrifugó .5 min. La electroforésis se realizó de acuerdo al 



método descrito por Lacminli t.V/i. Se preparo un 	de aerilawida al I I. 
Se corrieron 30 pl de las muestra.,  loen:y.1(1as de bacteria y ex ir;, cto crudo de l,. 
mexicana. Se hizo la transferencia a papel de nitrocelulosa de acuerdo al método de 
To\vbin (3d). FI papel se bloqueo con PBS leche 	, 	he a Y-ir. Se adiciono 
el suero de conejo en una diluciOn 1:1000 y se incubO I lir a 37c. Sc lavo} 3 veces 
con PUS y se adiciono el suero contra anticuerpos de conejo en una di lueion I: itt(lo 
en PLIS, se incubo I lir a 37C. Se lavo) 8 veces con pus 	e reve l o adicionando  
el substrato 1cloro-al fa -naftol 11,(), en I)IS 

Esquemas de inmunización. 
Se inmunizaron dos grupos de diez ratones, de aproximadamente 2 meses de celan. 
con las cepas S. typhiCV1)908 y S. typhi('Vl )9089M( iP63 resuspendida en  pus. 
Diez minutos antes de administrar la bacteria se les administraron 100p1 de 
bicarbonato de sodio y posteriormente se les dio 1X ION  bacterias en 100p1 por vía 
oral, los días cero, siete y treinta y eineo. 

Ensayos de proliferación 
Los ensayos de proliferación se realizaron de acuerdo al método descrito con 
anterioridad (39). Brevemente, se cultivaron I?. x 106  células linfoides de bazo en 
pozos de placas de tnicrocultivo de 96 pozos y lindo plano (NUNC) y se cultivaron 
en presencia de 2 x 10' promatigotes de L. mexicana fijados con ffirmaldehido. 
Como controles se incluyeron linfocitos cultivados con 50 tal;/ml de Proteínas de 
membrana externa (OMPs) de S. typhi o I() µg/tul de LPS. Después de tres días 
de cultivo a 37 "C y 5% CO2  se adicionó 1 pCi de 31-1-Timidina (Amersham, 
Berkshire, 11.,ngland) y se extendió la incubación por 18 hrs. Las células se 
cosecharon en papel de fibra de vidrio y la incorporación del material radiactivo) se 
evaluó en un contador de centelleo líquido (Beckinan LS 5801, Beckman, Ins. 
SU:tacuil CA, USA). Los resultados se encuentran expresados en (.7.p.m. 

Producción de 11,2. 
Se realizó de acuerdo a las recomendaciones de 1.3ottombly (40) 
Se obtuvieron las células de bazo de los ratones BALB/c inmunizados con la cepa 
S, typhi CV D90811MGP63, se contaron en una cámara de Neubauer y se ajustaron 
a I x106  células/100 pl en medio RPMI. En una placa de microcultiyo se colocaron 
1001.11/pozo de células y se les adicionó 100p1 de antígeno. Como antígeno se 
empleó extracto crudo de L. mexicana 100 µg/ml. La placa se incubó 24 hrs a 37 C, 
5 % CO2. Se recuperaron 100 pl del sobrenadante para medir la producción de 11,2 
por su capacidad de promover el crecimiento de la línea celular CTLL-2, que es 
dependiente de 1L-2. En una placa de microcultivo se colocaron lx101  células 
CILL-2/100 pl de medio RPMI por pozo y se o pusieron en contacto) con los 
sobrenadantes obtenidos. Se incubó 12 hrs a 37C. Se adicionó 1 p(,I de 41- 
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Thnichna/ poto y se incube) l lira. Se cosecharon fas células 	oidio la caniidad 

de iimidina incorporada en un contador de centelleo líq uido. 

Detección de interleucinas mediante RT-PC.R. 
Se detectó RNA mensajero de 	.10. II 	e 11:1\ly de acuerdo al método 
descrito con anterioridad (411. Ilrevemente. se  obtuvieron células linfoides de 
ratones innuminizados con S. (.sphi ('V1)9m; o s, typhi (y1)90s9,my,p(r.3,, 

infectados con L. IlleNieülla y se cultivaron 3 x 10' células/m1 en fraseos de cultivo 
de 50 ml (Nt1NC) por 2 días con 100 pg/m1 de un extracto crudo de L. mexicana. 
Las células viables se purificaron mediante un gradiente de Ficoll (SIGMA) y se 
lavaron dos veces con PUS estéril. Se extrajo R.NA de 10' células utilizando un 
"kit" comercial (Trizol, GIBC(.)). Para sintetizar cDNA, aproximadamente 1 up, de 
RN A se retrotranscribio utilizando M-MulA/ transcriptasa (Lakeside) de acuerdo a 
las recomendaciones del productor utilizado una mezcla de hexameros. Se 
amplificaron exones conocidos para cada interleucina de acuerdo a las secuencias 
publicadas (4.2,43,44,45). Como control positivo se incluyeron "primas" 
de la 3-iosfatodeshidrog,enasa ((CAP) (411. Diez pl de cada amplificación se sometió 
a electroforésis en azarosa al 2% (J.'1'. Baku) y lo productos se analizaron mediante 
unción con bromuro de etidio. 

Ensayos de chotoxicidad. 
Se realizaron de acuerdo a las recomendaciones de Wunderlich (46) 

a) Preparación de células efectoras. 
Se obtuvieron las células de bazo de los ratones 13A1 13\c inmunizados como se 
describió previamente. Se pusieron 30 millones de dichas células en 10 ml de medio 
DMEM suplementado con glutamina, piruva(o, p-mercaptoetanol y suero fetal 
bovino (S111) al 20%, en presencia de extracto crudo de L. mexicana 100 pg/ml 
durante cinco días. Después de esto, las células fueron cosechadas a 1,200 mili 
durante 5 mis, se resuspendieron en 5 ml de medio RPM1 y se contaron en una 
cámara de Neuhauer y se ajustaron para tener 3X10' células/ml. 

b) Preparación de células blanco. 
Las células P815 y P815-MGPO3 de un cultivo en fase logarítmica se cosecharon 
a 1,200 rpm durante 5 mis y se lavaron dos veces con PUS, se contaron y ajustaron 
a 1x10" células en 200 pl de medio suplementado con SI;13 al 20%, se adicionaron 
200 pl de ''Cr, 
equivalente a 200 [tel. Se incubo a 37°C durante 2 hr. Transcurrido el tiempo se 
lavaron dos veces con PUS, se contaron y ajustaron a 3X10' células/ml en medio 
RPM1. 
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e) Ensayo de liberación de cromo. 
L'In una placa de microcultivo de ()) polos de. fondo redondo 	colocaron 100 pl 
de 	Slltipellti¡011eti de células blanco en medio Rl'hAL A estas células se les  
adicionaron las células electoras a dilerentes diluciones quedando relaciones célula  
blanco:célula electora de 1:100, 1:50, 1:25, 1:12.5, 1:6:25. Como testil..,o de 
liberación espontánea de cromo se prepararon pozos con 100 pl de medio  tzpN,11 y 

100 pi de células blanco: COPIO lestig(.) de liberación máxima de cromo se 
prepararon pozos con 100 pl de células blanco y 100 n1 de SI ),S al 20f7. Las  
muestras se analizaron por triplicado. 
Una vez que se preparo la placa con las células electoras y blanco ésta se incubo 
durante 	hrs 30 mis a 37 C. 5`i, de CO) y atmósfera húmeda. 'Transcurrido el 
tiempo se cosecharon las muestras y se cuantificó la radioactividad en un contador 
gamma. 

Los resultados están expresados como porcentaje de citotoxicidad específica de 
acuerdo a la fórmula: 

% de Citotoxicidad = 
	cpre problema 	cprn liberación aspontáneo 	

x 100 
cprn liberación máxima— cpm liberación 643ontánaa 

Ensayos de protección. 
Para estos ensayos se utilizaron tres grupos de diez ratones F1(BA1_.B/exC.57131/6). 
Y se realizaron tres experimentos independientes. Dos grupos fueron inmunizados 
con I x10' bacterias de las cepas S. typhiCVD908 y 8. typhiCVD9080MG1363 en 
100p1 de PBS. Al tercer grupo se le administró 1001.11 de PBS. A los siete y treinta 
y cinco días después de la primera dosis se les administró otra dosis similar. 
Después de la última dosis se dejó pasar una semana para después retarlos por 
inoculación en el cojinete plantar de 1 X1(Y' promastigotes de L. mexicana en 30 pi 
de RPMI (47). La lesión fue medida con un calibrador durante 12 semanas, las 
mediciones se hicieron de manera ciega, al término del período de observación se 
rompió el código y se analizaron los resultados. 1,os resultados están expresados en 
diferencias en mm de la pata infectada en relación a la pata contralateral. 
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VI. 1ZHS111,Ti\DOS. 

Evaluación (le la expresión de la (;l>63 recombinantc. 
('\1 .1)()DS9,1\1(il)(). (2,; tina et'pa atcnualdat , nititaiih' ;n.o( 	and ), que 

contii.Te integrado) en 	erOlnOtit)Ind el }!ene (ple Co(li rica para la forma madura de 
(.11)63 (le /.. 	Esta cepa fue construida en la Unidad de Investigación 
Medica en hummoquírnica mediante metodos de ingeniería g,enetica. 

La capacidad de este candidato a vacuna para producir la (;1)(').1 recombina nte se  
evaluó mediante l'..1.1SA e innumolqectrotransferencia ("western blof"). Para ello, se 
cultivaron las cepas de S. typhi CV I )908 y S ijphi CV 1)908.1. 2.M( W6.1 en medio 
Luria. Posteriormente fueron cosechadas V las bacterias se rompieron utilizando tara 
prensa Frech. Se. determinó la cantidad de proteína mediante el método de Lowry 
y con estas se sensibilizaron] placas de microcultivo con diferentes concentraciones 
del lisado bacteriano. La presencia de (..i1)63 se determinó utilizando a diferentes 
diluciones del suero hiperinnume de conejo) contra el extracto crudo) de 	nie,hicana, 
la reacción fue revelada con un segundo anticuerpo (le cabra anticonejo conjugado 
a peroxidasa. 1::.n la Figura l A se muestra que cepa de S. typhi CVD9081.2M(, P63 
produce la proteína recombinante, pules las 1).0 son más altas. Es importante. 
mencionar que el suero hiperinmune de cornejo) se adsorbio con un extracto crudo 
de E. L'oil con el propósito de disminuir el fondo producido por los anticuerpos que 
el suero de conejo reconoce, de manera cruzada en S. typhi. Un la Figura 113 se 
muestra el resultado de un experimento en donde se verificó el tamaño de la 
proteína recombinante mediante "western blot", para lo cual se utilizó extracto) crudo 
de L. mexicana como control positivo) y compararon S'. typhi CVD908 y S. typhi 
CV D908QM(..iP63. Se observa que los anticuerpos de conejo identifican una banda 
protéica en la cepa que tiene la (.1P63 recombinante. Es necesario resaltar que las 
proteínas de L. mexicana se sometieron a electroforesis en condiciones reductoras, 
en tanto que las proteínas bacterianas se corrieron en condiciones no reductoras, esto 
se debió a la diferencia de peso molecular esperado (menor a 63 KDa), a diferencia 
de las proteínas del extracto crudo del parásito, ya que la proteína recombinante no 
se encuentra glieosilada. No fue posible observar a la proteína recombinante por.  

"western blot" cuando las proteínas bacterianas se corrieron en condiciomes 
reductoras, lo que sugiere que la GP63 recombinante se desnaturaliza con facilidad. 
Sin embargo, es claro que existe producción de dicha proteína en la S. typhi 
acarreadora, por lo Cine se prosiguió a evaluar su inmunogenicidad. 
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Respuesta inmune humoral inducida por S. iyphi ('\/1)908.?,M( ;P63. 
Grupos de cinco ratones 13A1 ,11,/c fueron iumuni/ndos con S, (\ phi Vpqm y 

lyphiCVD9(l85),MG1)63, 1 N 	('H I fueron administradas por via intraperitoncal 

o por vía oral I x 	La respuesta de anticuerpos contra I 	01\11>S (proteínas 
de membrana externa) y (ipc.).3 de S. iyphi ruc determinada por NI ,t,sA, La Figura 

2A, muestra la respuesta a LI'S en un grupo de ratones. Resultados similares se 

obitivieron con los ratones que fueron inmunizados por vía oral. Se observo tina alta 
respuesta de 1p,(.1 anti-1.PS detectada a los 20 chas después de la primera 
inmunización. Sin embargo, en cuatro experimentos independientes donde se 
inmunizaron 20 ratones tanto por vía oral como por vía intraperitoneal con S. tvphi 
(VI)90852MG1)63, no se logro detectar la presencia de anticuerpos contra GI)63, 
excepto en un ratón inmunizado por vía intraperitoneal, resultados que se muestran 

en la Figura 213. 

Respuesta de linfocitos contra G1k 3. 
Se cultivaron células de bazo purificadas de ratones inmunizados con S, typhi 
CV1)908 o S.typhi CV1)908,12MGP63 con antígeno de L. IlleNiCalla o con OlV1I's 

aisladas de S. typhi 'I'y2. Ambas cepas inducen prácticamente idéntica respuesta 
linfoproliferativa para OMPs de S. typhi. Sin embargo, solo las células de bazo de 

ratones inmunizados con S.typhiCV1)9081/MG1163 fueron claramente activadas en 
presencia de promastigotes de L. mexicana fijados, Figura 3A. Para evaluar la 
producción de IL-2 inducida por la S. typhi CVD90812MGP63, se incubaron 
células de bazo de ratones inmunizados con S. 1yphiCVD908 y CVD90812GP63 

con extracto crudo de L. mexicana por 48 horas, se recuperó el sobrenadante y se 
analizó su capacidad para promover el crecimiento de la línea celular CTLI.,2, al 
cual es dependiente de 11,2. Este ensayo se realizó evaluando la capacidad de la 
línea celular CTLL-2 para incorporar la 31-I-Timidina. Como controles se incluyeron 
sobrenadantes de linfocitos estimulados con concanavalina A y de la línea celular 
C63, la cual es productora de IL-2. la  Figura 313 muestra los resultados de estos 
ensayos. Se observa que las células de bazo provenientes de ratones inmunizados 
con S. typhiCVD908nM(.31)63 produjeron 11,2 en respuesta al estímulo antigénico 
in vitro con extracto crudos de L. mexicana. 

Perfil de interleucinas producidas. 
La presencia del mlINA de 11,-2, lt:Ny, 11,10 e 1L-1, fue determinado por intcu. 
Células de bazo de ratones inmunizados con 	S. iyphi CV1)9081/MGP63 
estimuladas in vitro con extracto crudo de L. mexicana durante 2 chas, después del 
cultivo, las células fueron cosechadas y el RN A fue purificado, el cDNA se obtuvo 
utilizando una mezcla de hexameros, la secuencia específica de cada citocina fue 
amplificada por PCR, como control fue, amplificado el niRNA de CiAP. La Figura 
4A demuestra tuRNA de 11,2 e 11'Ny después de 2 días de cultivo. No fue posible 
demostrar mRNA de 11,4 e Il, 1t1. La Figura 413 muestra los resultados de la 
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produeciOn de eitocinas de ueltile de ba/o provcnienies de ratones infectados con 

1.. inoxicana donde Se deffilleStra ml:N A de 11.-2. 11.-1 e 	10, pero no de 11:N'y., 
resullaelo Ctifhl'ild(1 debido a que etilos ratones s(11 wseeptibles a la infecelOn por 

MCN infla, pues montan una respuesta de celulas '1' preferentemente de tipo 112. 

Respuesta inmune citotóxica inducida por la Sahuonc/h1 typhiCVD908),M(.11'611. 
La línea celular l'S.15-MG1)63 que expresa la forma madura de (.1163 de 1_ 
mexicana fue usada como célula blanco de células citotóxicas. Células de bato (le 
ratones 13A1.13/e inmunizados por vía oral con S, typhi CVD9W‘  Sd.siphi 

CVD908,9,MCW63 o infectados en el cojinete plantar con L. IlleXiCalld, y fueron 
restimulados irl vitro por cinco días con extracto crudo de L. mexicana fueron 
utilizadas como células erectoras. La Figura 5, muestra que la inmunización con 
S.typhieV1)90811MG1)6.3, así como la infección con L.111CAlealla inducen respuesta 
inmune eitoloxica contra el niastociloma que expresa la (.11>63. l'Al contraste, los 
linfocitos obtenidos de ratones inmunizados con S. 1,vphíCVD908 no se estimularon 
in vitro con extracto crudo de L. mexicana. 

Inducción de protección por SiyphiCVD90811MGP63. 
Para evaluar la capacidad de S, typhi CVD908,QM01)63 para inducir protección 
activa contra el reto con 1,. mexicana, grupos de 1(1 ratones F1 (1.3AL13/e X C57E31/6) 
fueron inmunizados por vía oral con S. typhiCV 1)908 o .9.typhiCVD90811MG1)63, 
corno se describió anteriormente. Tres semanas después de la primera inmunización, 
se inocularon con 1 x Rvi promastigotes L. mexicana que se encontraban en fase 
metaefelica en el cojinete plantar. La infección se monitoreó durante 12 semanas, 
comparando la induración de la pata inoculada en relación a la pata contralateral. 
La Figura 6 muestra que después de este tiempo solo los ratones inmunizados con 
S.typhi C\4)90812,M(.11)63 fueron protegidos parcialmente contra el reto con L. 
mexicana. Resultados similares fueron obtenidos en tres experimentos 
independientes. Se presenta en la figura la media del diámetro de las diferencias 
entre la para infectada en relación con la contralateral de todos los ratones en el 
grupo. El incremento del tamaño de la lesión se graneó contra tiempo, expresado 
en semanas desde el día del reto. 
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VII. 11IS('USION 

Resultados 01)1111'1(10S cn la 111111, muestran que el candidato :I acuna `?',1//i/onciLi 

(51)//i (A/I)9(M),N,11( 	conri(lv proleciii)0 a val( 	 e l ;v i o de 

promastigotes de / eiyhtwinia tiic\ic:inír. I .a protecciOn esta aso(..iada a dos 
mecanismos; la estimulación de inmunidad celular. que conduce a la acti\ acioil de 
macrófag()s, y la 1).,crieracion de citoto\ icidad mediada por linfocitos T. 1,a 
activación (le los linfocitos "1. (.'I)-11 Y,e rem)Ivic .1 hacia la siillpol)laciOn Th 	porque 
no fue posible cleatwstrar (JUL los ratones producen anticuerpos contra f.cisinniiiiia 

iiic.‘,vic1ft3 y si sc clemostro la prc‘scncia de 11.2 e II:Ny 

la empleo de Sahnonella typini, como acarreador de anligcnos recombinantes, tiene 
un gran potencial en la protección contra aquellos imt(ip,enos, que como Leislunania, 
Bailan nípidamente un habitar intracelular en los fagocito,: profesionales 
mononueleares, donde generalmente viven por largos períodos de tiempo escapando 
de la acción de los anticuerpos y del complemento. En estos casos, es deseable una 
vacuna que genere linfocitos T capaces de reconocer y destruir al parásito dentro 
del macrófago, o bien induzca linfocitos 'I'. que a su vez activen a los niacrófagos. 
Por otro lado, S. lyphi estimula una amplia gama de respuesta inmune entre ellas 
la mediada por cetinas, incluyendo aquella dirigida contra los antígenos heterólogos 
que acarrea. Además utilizar esta bacteria como acarreador de antígenos, ofrece la 
oportunidad de generar vacunas polivalentes pues es posible integrar diferentes 
antígenos en otros loci del cromosoma (4-8). 

FI hecho (le que se haya logrado inducir protección en ratones inmunizados con la 
bacteria acarreadora de GP63, sin que se pudiesen detectar anticuerpos, es 
consecuente con el conocimiento actual de la respuesta inmune contra Lei.shmania. 
Se han descrito dos subpoblaciones de linfocitos 'I, CDLP, o cooperadores, con 
funciones nmtuamente reguladoras y que producen diferentes linfo(Gimis. los 
linfocitos Thl, secretan preferentemente 11,2 e 1FN y, las cuales estimulan la 
inmunidad mediada por células (activación de nuter(?fag,os); ell 1111110 (11.W. los 
linfocitos Th2, producen 	11,5 e 	linfficinas que juegan un papel muy 
importante en la producción de anticuerpos ('19). En el caso de la Leishmaniasis, 
se sabe que las líneas celulares que transfieren protección pertenecen a la subclase 
ThI, en tanto que las que exacerban la enfermedad son Th2 (6). Además, en los 
ratones susceptibles 13AI,13/C responden a la infección con Leishinania 
preferentemente con linfocitos Th2, lo cual deriva en la progresión de la 
enfermedad. En tanto que los ratones resistentes C57131/6 presentan inmunidad 
protectora mediada por linfocitos C.D.TI 'l'h I. Por ello, resulta atractivo pensar que 
el candidato a vacuna S. ophiCV1)90811M6P63 induce protección porque activa 
preferentemente una clase de respuesta inmune que lleva a la activación de 
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inacrOfattos. los que a su ve,/ son capaces de controla! la Mien:Hit intracelular por 
el parásito. Nit este trabajo se muestran suficientes evidencias ex pei intentales que 
prueben esta hipótesis. Giros autores han demostrado ( pie  una cu na ;i tenua da (le 
Saimone/ki typ/iitnuriurn acarreadora de ( il)(13 	proteccion en ratones  
mediante la (.'.stinittl¿teión preferente de linfocitos C1 ),1' l'h i (2.2). Sin eliffiarp,t), aun 
debe aclararse si la inintininción con 	S, 	( 'V I )(U;Ñ).Mcill()..1 induce la 
producción de II.. 12 en la fase de incluccion de la re.spue.sta inmune v la produceion 
(le NO se incrententa. 

Por otro lado en diversos modelos experimentales se ha tratado de generar células 
citotóxicas contra antígenos solubles. Los resultados demuestran que es difícil 
inducir este tipo de respuestas de manera reprOdlleible y que son necesar i as  
múltiples inmunizaciones con altas concentraciones de antígeno para obtener 
respuestas débiles. Ademas, no se conoce la duración o memoria en estos casos y 
no se sabe si tienen alguna relevancia in vis/1).(50). Sin embargo, los antígenos 
protéicos solubles incluidos en liposomas sensibles a acido, pueden entrar al cilosol 
y ser procesados por la vía endógena y ser presentados en el contexto de moléculas 
de clase 1 (51). 

La capacidad de bacterias para generar respuestas de 	también es controversial. 
Mientras que algunos autores reportan evidencias de que ciertos antígenos 
recombinantes, expresados en bacterias pueden ser presentados en el contexto de 
moléculas de clase 1 y por tanto, generar ("It (52, 53). Otros no han logrado 
inducir este tipo de respuestas contra los antígenos acarreados por Salmonella 
(54) y otros más han demostrado que la inducción de CUL parece estar asociada 
con la cantidad de proteína recombinante que se produce y, en su caso, con la 
estabilidad de los plásmidos (55). 

Varias son las posibles vías que pudiesen seguir los péptidos innumogénicos 
provenientes de Salmonella para alcanzar a moléculas del M1-1(.' de clase I. La 
bacteria, O sus productos pudiesen escapar de los fagolisosomas y las proteínas ser 
procesadas en el citosol. Por otro lado, las proteínas pudiesen ser degradadas hasta 
péptidos en el fagolisosoma y posteriormente secretadas a la membrana celular 
donde se unirían a moléculas del 	de clase I vacías o conteniendo péptidos de 
menor afinidad. Esta última hipótesis ha sido evaluada en la UIMI, y se ha. 
observado que los inaerdagos infectados e011 Salmonella 11phinnnium secretan al 
medio péptidos que pueden unirse a moléculas de clase I vacías (56). 
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Panel A. Placas de microtitulación se sensibilizaron con extractos 
crudos de las cepas S. typhiCVD 908 y C1/1)9081AM6P63. Se adicionó el 
suero de conejo por duplicado en diluciones 1:200 1:100 1:800 1:1.600 
y 1:3200. Se adicionó suero de cabra anti-IgG de conejo conjugado a 
peroxidasa. Se reveló con o-fenilendiamina-11,0.,. Pane.1 B. Se 
cultivaron las cepas en caldo La ria a 37 ° C toda la noche. Se corrieron 
108  bacterias y 0.1 mg de extracto crudo de Leishmania mexicana en 
un gel al 11.5 % de acrilamida. Se hizo la transferencia a papel de 
nitrocelulosa, el suero de conejo inmune se adicionó en una dilución 
1:1000. Se adicionó el suero de cabra anti-lgG de conejo en una 
dilación 1:1000 y se reveló CON 4---cloro-u-naftol-1120„ en PBS. Carril 
1, Salmo/ie./hl t yphiCVD908, Ca rril 2 „S'a hnonella typhiCV D90811MG P63; 
Carril 3, Proteínas de. Lees/insania mexicana. 
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FIGI,IRA 2 

INDUCCION 	ANTICLIVRPOS 	RATONVS 	INIZADOS CON 
SaInhuicila isphiCVIYM V CVIWOKQN/Ril)(:).),  

A. Grupos de cinco ratones fueron inmunizados con Salmonella typhi y S'almonella 
typhiCVD908,QMGP63 como se describió en materiales y métodos, los anticuerpos 
contra LPS de Saimonella typhi fueron determinados mediante ELISA , y es 
presentado el experimento donde se utilizó una dilución 1:100. 13. Después de la 
inmunización oral con Salmonella lyphi CVD908 o S'a/mond/a typhi 
CVD90811MGP63, los anticuerpos contra GP63 recombinante fueron determinados 
mediante ELISA. En el experimento se muestra que solo 1.117 ratón presentó 
anticuerpos contra dicha proteína utilizando una dilución del suero 1:100. 

2.1 



OMPu 
0 

SIN ANTIGENO Lnexleanu CVD908 CV0908•GP63 

(, 'hl X 10 

1 0 
SIN ANIIGENO 	:2t4 1., ni0xic‘aila 

1'41\1 CenA 

A 
CPM X10' 

7 
C;VDnon CVD908-gpn3 

6 

3 

Non ll:r1,1,,\ VIV ,1 	\ 	 1)!: 
innicana 	 l'OJ I .A iNpyi(INI/AcHN  ('(tia! 

.S'://n7011111.9 t‘")/ii ('V 

A. La inmunización con Salmonella typhi CVD90812V1GP63 induce respuesta 
pr(liferativa específica. Se purificaron esplenocitos de cinco ratones innumindos 
con Salmonella typhi CV1)908 o Salmonella iyphi CVD901«al(ii)6,3 y se 
cultivaron en presencia de de Leishtnania mexicana fijada con formalina o OMI's 
de Salmonella (phi, que se purificaron de acuerdo al método descrito. Después de 
cinco días de cultivo se adicionó I pCi de 'I-Ptimidina y la incorporación del 
material radiactivo se determino en un contador de eenielleo líquido. 
B. La inmunización con Salmonella lyphiCVD908.1),MG1)63 induce la liberación 
de 1L-2. Se purificaron csplenocito)s de cinco ratones ininuni/ados por vía oral con 
Sahnonclla typhí CVI)9081/MGP63 y se cultivaron en presencia de extracto 
protéico de Lei.slitnania mexicana , después de dos días de cultivo los sobrenadantes 
se utilizaron para evaluar la proliferación de la línea celular CTLI..-2 en un ensayo 
de incorporación de 111-timidina. 
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PAZON LIANOMEFEOTORA 

I 

A. Células de bazo provenientes de cinco ratones inmunizados con S. /J'Oí 

CVD9081/MGP63 o infectados con Leishmania mexicana y l'estimulados in vilm 
con antígeno de L. mexicana, como se describió en materiales y métodos. Las 
células citotóxicas fueron probadas por su capacidad de inducir liberación de 51Cr, 
usando como célula blanco el mastocitoma murino P815 transfectado con el gene 
que codifica para la GP63 de L. mexicana', se presenta el resultado obtenido con 
una razón blanco:efectora 1:100. B. La inducción de células citotóxicas en los 
ratones inmunizados con S. Imohi CVD90812,GP63 fue determinada por la liberación 
(le 51(7.r descrito en materiales y métodos. 
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SEMANAS 

Se inmunizaron tres grupos de diez ratones 1'1(13/\1.,11/cXe571316) por vía oral. Se 
les administró 100 pl de bicarbonato de sodio. Después de 10 minutos se dio a un 
grupo 100p1 de PUS, los otros dos grupos se recibieron 1 X108  bacterias en 100 pi 
de 	PUS de las cepas Sa/monella typhi CV 1)908 y Salmonella typhi 
CV 11)908DIVIGP63. Se dieron tres dosis a los días cero, siete y treinta y cinco. Una 
semana después de la última dosis se les inoculó en el cojinete plantar 1X10b  
promastigotes de Leislunania mexicana en 30 pl de RPIV11. Se midió semanalmente 
la induración del cojinete plantar de los ratones durante cuatro meses. Los valores 
graneados representan la media el diámetro de la lesión por grupo. 
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