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RESUMEN

Se evalud fa respuesta inmune gque mduee oF candidato s vacuna Salmonclla typhi
CVDO08QGPOI. Lista es una cepa atendada dependionte de aminodetdos aromidticos
que tiene integrado en el cromosoma, en el facus arcd”, el gene que codifica para
fa forma madura de 1a proteina principal del promastigote (GP03) de Leishmania
mexicana. Se demostro que esta cepa administrada por via oral en ratones ¢s capas
de inducir inmunidad protectora, Ta cual se asocia a fainduccion de linfocitos '
CH4' Thi. Debido a que no se pudo demostear fa produccon de anticucrpos contra
GPO3 y los esplenocitos provenientes de ratones nmnunes se activan i vitro en
presencia de promastigotes fijados con formalina, produciendo 1.2 ¢ 1FNy, en
contraste con ratones infectados con Leishmania mexicana, los cuales producen 114
¢ 1L-10.

Por otro lado se demostro que ka inmunizacion con Salmonclla (yphi-GPO3 induce
fa activacion de linfocitos T CDY' citotaxicos, mediante ensayos de fiberacion de
Cr wtilizando como célula blanco al mastocitoma muarino PS1S transfectado con
el gene que codifica para la GPO3 de Leishmania mexicana, Vista observacion es
relevante pues prueba que antigenos particulados. generalmente procesados por la
via exogena, son capaces de aleanzar moltéeutas del MHC de clase 1.



L ANTECEDENTES
Generalidades sobre fa Leishmaniasis,

Las feishmaniasis son enfermedades catsadas por parasitos pertenceientes ab geiero
Leishmania, Son zoonasis de distribucion cosmopolits que se presentan en forn
endémica, preferentemente e paises subdesarrallados de Tas zonas tropicides v
subtropicales (D). Las leishmaniasis tienen unimpacto directo sobie L satud y
productividad de fa poblacion, aectan sy cconomia y deterioran sus condiciones de
vida. La poblacion rural es kamus afectadas se cree gue medio millon de personas
en nuestro pais viven en dreas con riesgo de adquiriv Lo enfermedad.

Bl pardsito es transmitido por varias especies de insectos deb pénero Philehotomus
en el vicjo mundo y Lutzomyia en el nuevo mundo. En Mcxico el principal agente
ctiolagico es Leishmania mexicana mexicana (2). Las formas clinicas causadas por
esta subespecie son: leishmaniasis cutdnea localizada (LCL) o uleera de os
chicleros, la cual se caracteriza por una uleeracion pequeni y dnica, indolora que
tiende a curar de manera espontinea e un periodo de seis meses a dos afos exeepto
cuando se localiza en orejas, donde es cronica y mutilunte. Leishmaniasis cutinea
diseminada (LCD), que se inicia por un nddulo que no se tileera y se disemina por
via linfdtica, dando multiples nodulos. Leishmaniasis mucocutdanea (LMC) o
espundia, que se presenta por metdstasis del organismo a partiv de una lesion
primaria establecida anteriormente, presenta fesiones nuy destructivas de mucosas
nasal y orofaringea, que no curan espontdncamente y resisten la quimioterapia (3).
Otra forma clinica ¢s fa leishmaniasis visceral (LV) o kala-azar, que es causada por
L. donovani y L. chagasi, afecta principalmente a nidos. En esta variedad, cl
pardsito s¢ disemina al higado, bazo, médula dsca y ganplios linfdticos (4).

Ciclo bioldgico del pardsito.

Leishmania es un pardsito protozoario que presenta dos estadios en su cielo
hiologico, el amastigote que tiene forma redonda w oval, es aflagelado, intracelular
y s6lo se observa en los tejidos de fos vertebrados parasitados; y el promastigote,
que se encuentra en ¢l veetor, es extracclular, careee de membrana ondulante y es
flagelado. Ambas formas se reproducen por fision hinaria (4). Cuando un mosquito
infectado pica al hombre, le inocuta promastigotes, estos quedan en el (ejido y son
atrapados por las eélulas del sistema fagocitico mononuclear, dentro de estas ec¢lulas
se transforman en amastigotes, se multiplican y rompen a fas eflulas que los
contienen, quedan libres ¢ invaden otras eélulas, donde se reproducen nuevamente.
Cuando ¢l mosquito pica a un individuo infectado, al succionar sangre y liguido
intersticial, transporta eélulas del sistema fagoceitico mononuclear circulantes que ¢n
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st interior tenen amastigotes. BEnel imtestino del mosquito se rompen las eclulas
quedando fibres Tos amastigotes, fos cuales se transforman en promastigotes, se
reproducen por fision binaria, alpunos de estos migran hacia ta porcion anterior del
aparato digestivo y se docalizan en Lo proboseide. Cuando el mosquito pica al
hombre fe inocala promastigotes volviendo a mfecetar ectulas deb sistema fagocitico
mononuelear, cerrdndose asi el ciclo biologico (5.

lnmunidad contra Leishmania.

La infeccion por feishmania estimula tanto respuesta inmune celular, mediada por
tinfocttos T, como repuesta inmune humoral, mediada por Hinfocitos B, La respuesta
mmune celular es fa principal responsable del control de T infeceion, pues existe
una fuerte correlacion entre fa produccion de TNy ¢ -2 con fa resistencia.
resistencia a fa enfermedad en fos humanos muestra una clara asociacion con fa
respuesta de hipersensibifidad de tipo retardada (D'THD) positiva y ta copacidad de
Los linfocitos 1T de sangre periférica para generar IFNy cuando son estimulados in
vitro con antigenos del pardsito (6). En el caso de pacientes con una historia
clinica de LCL gue se han curado, la respuesta de cclulas T a antigenos de
Leishmania (L. majon) se asocia a produccion de grandes cantidades de IFNy v poca
o ninguna produceion de -4 (7)

En niftos con infeceion por L. chagasi fa infeccion subeliica se caracteriza por una
respuesta celufar a antigenos de Leishmania, en la cual hay produceion de TFNy,
mientras que los pacicntes que presentan enfermedad progresiva tienen una débil
respucsta de THFNy. La resolucion y curacion de LV causada por L. donovani,
también presenta correlacion con la inmunidad mediada por eélufas, produccion de
IFNy y activacion de macrdfagos. Cuando fa enfermedad progresa se asocia a
deficiente respuesta inmune mediada por eéfulas, marcada hipergamaglobulinemia,
causada por activacion de células B, y altos niveles de 1-4. En estos pacientes las
pruchas cutdneas de DTH son negativas y sus finfocitos no producen 1Ny in vitro
al ser estimulados con antigenos de Leishmania (8).

La infeccion experimental del raton constituye el mejor modelo para estudiar a la
feishmaniasis ya que 1a enfermedad muring muestra gran simititud con las formas
clinicas que presentan los humanos, incluyendo un amplio ringo de susceptibilidad
y capacidad para curar en diferentes cepas de ratones. La susceptibilidad a la
nfeecion por Leishmania en el raton estid controlada gendticamente por el focus Lsh
(Ity o Beg) el cual se localiza en el cromosoma 1. Bl pene de resistencia a
Mycobacterium denominado Beg (que se propone equivalente al Lshy al Ity), ya
fue clonado y secuenciado, este codifica para una proteing integral de membrana
exclusiva de macrofagos denominada Nrampl (proteina de macrdfagos asociada a
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fa resistencia natural) T cual posee 10 dominios ransmembranales. dos sitios de
glicosilacion, dos de Tosforilacion, un sitio de union a ATP, que resulto ser similar
auna permeasa de nitrato de Aspergillus nidulans, Crn A, o que sagiere que puede
estar involuerada en ef transporte de mtermediarios del NO - del citosol hacia los
fagolisosomas: donde ¢l ambicente dcido convertiria a Tos nitratos en oxido nitrico
de alta capacidad bactericida. Tas cepas de raton sensibles, Ls/i. posiblemente
poscan defectos en Nramp lo que resulta en una disminucion en su capacidad para
eliminar al pardsito (9).

Lin fas cepas de ratones susceptibles (BALB/e) a L infeccion por leishmania los
macrofagos no se activan eficientemente y probablemente no producen cantidades
suficientes de H-12, impidiendo fa diferenciacion de linfocitos CDH' hacia el linaje
Thi. Estas cepas suseeptibles desarrollan una respuesta de linfocitos CH-F Fh2, T
cual mterfiere con la accion de las citocias  derivadas de edlulas Thi
principalmente a través de la produccion de 1L~ En contraste, el control de la
infeecion en ratones resistentes, como CS7BNO, se asocia con ¢l desarrotlo de
respuesta de linfocitos CD4* 'Thi que, mediante la produccion de Ny, es capaz
de promover la activacion de maerdfagos. Ef papel de otras eélulas en ¢l control de
[a infeeeion no ha sido bien establecido, aunque las células citotoxicas deben tener
alguna funcion, ésta es secundaria, pues los ratones "knock out”, deficientes de B2-
microglobulina y por tanto de inmunidad mediada por células citotdxicas, no
presentan un incremento en fa susceptibifidad a la infeccion por el pardsito
(10,11)
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Inmunidad contra ti proteina principal deb promastigote (GPO3), de Leishiaria
mexican.

L pardsito evade rapidamente Ta accion de fos anticuerpos ool complemento
aleanzar un habitat intracehilar. Se han relacionado dos importintes estructinas de
leishmania con su patogenicidad, Ta Tipofosfoplicana (LPG) y T protema GPOJ
(12). La invasion de los promastigotes de Leishimania o macrofagos en ausenci
de opsoninas séricas ex mediada por GPO3 v PG que interactian con os receptores
CR3 y pl50/95, en tanto que la fagocitosis mediada por complemento se ve
Favorecida por el hecho de que Ta forma metacielica del parisito adbiere C3h sobre
st superficie, permitiendo faoumion al receptor CRE(13). GPO3 se expresa en
prandes cantidades en la superficic del promastigote y es estable dentro - del
macrdlfago, to cual sugiere gue esta proteing actia como fuctor de virulencia en fa
fase inicial de fainfeecion. Debido a suactividad proteolitica es capaz de inactivar
a fas enzimas lisosomales. La GPO3 de L. majory L. donovani es capaz de romper
fa molécula CD4 presente en finfocitos T (14). Por todo 1o auterior GPOJ ¢s wno
de Tos antigenos de Leishmania mas estudiados. Setrata de una glicoproteina de
membrana de 63 4 08 kDa, Ta cual es una endopeptidasa dependiente de zine que
tiene su mayor actividad a pH dcido y es inhibida por fenantroling y metales
pesados (15,16). Esta proteina se expresa como una proteasa de superficie gue
en el promastigote comprende cerea del 1% de Ta proteina echlar y tiene ana alta
homologia en todas fas especias de Leishmania estudiadas. EF cDNA de fa GPO3
de Leishimania mexicana se divide en tres clases: CL C2'y C3; los genes de fa
isoforma C1 presentan una regulacion selectiva en el estadio de amastigote y estos
codifican para una proteina con un carboxito terminal que carece de sitio de anclaje
a la membrana (17). La glicoproteina se encuentra presente en los dos estadios
del cicto de vida del pardsito, aunque cen el amastigote su - expresion cs
fundamentalinente  citosolica  (18,19,20). La GPO3  c¢s capaz  de  inducir
respuesta inmune protectora, por fo cual es candidato a formar parte de una vacuna,
En el modelo murino, se ha logrado inducir proteccion al administrar G103 incluida
en liposomas (21) y esta proteceidn puede ser transferida a través de linfocitos
1 especificos a ratones susceptibles. Sin embargo, para lograr proteecion es
neeesaria fa administracion intravenosa o intraperitoneal de fos liposomas y la
proteina recombinante soluble ha dado resultados  contradictorios (22). La
inmunizacion de ratones con Salmonella typhimurium y BCG acarrcando GIP63
(23,24) induce inmunidad protectora dependiente de la activacion de linfocitos
CD4" 'Thl. También ha sido posible proteger a ratones mediante la administracion
de DNA plasmidico conteniendo el gene que codifica para GPO3 (25).



Salmonella como acarrcador vivo de antipenos

Las cepas atenuadas de Salmonella, que acarrcan determinantes andigénicos de otros
organismos, son de gran iterds como alternativa en el desarrollo de vacunas, pues
la administracion oral de Salmonella viva pucde iducir respuesta inmune secretori,
humoral y mediada por e¢lulas contra Salnonella y contra los antigenos que acarrea
y conlerir proteceion en modelos animales. Para que estas cepas atenuadas de
Salmonella puedan ser empleadas como acarreadores, se deben introducir genes
lordncos que produzean de manera estable fa proteina recombinante, usualmente se
utilizan pldasmidos que confieren resistencia a antibioticos, facititan su identificacion
y permiten la retencion def pkismido por [ bacteria. Sin embargo. aunque estos
plasmidos s¢ retienen de manera adecuada in vitro, son muy inestables in vivo aun
cuando Ta bacteria se encuentra bajo fa presion scleetiva del antibiotico. Para
resolver este problema se ha atilizado T integracion del gene fordneo al cromosoma
de la cepa acarrcadora (20).

Salmonella typhi CVDY08.

S. typhi CVDY0OS es una cepa derivada de S.rypli'T'y2. Enesta cepa se inactivaron
por recombinacion homologa los genes aroC y arob) utilizando plasmidos suicidas.
EEstos genes codifican dos enzimas que intervienen en fa biosintesis de aminodcidos
aromdticos y por tanto, ¢s auxotrofica para estos compuestos (27).
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La cepa es incapaz de replicarse entos tejidos de los mamileros porque e ellos no
chcuentra tos metabolitos necesarios para fa vine biosintética de compuestos
aromaticos.Esta cepa fue bien tolerada en voluntarios humanos sanos acdosis ovales
altas y estimuld respuesta inmune de tipo sistémica vy de mucosas (200 5. (vphi
CVDYOS ha sido utilizada como acarrcador en varios sistemas experimentales, Una
cepa que expresa gp 120 de HEV-1 fue capaz de evoear anticuerpos contian el virus
al ser administrada a ratones BALB/e (28). Se ha togrado que S, vphi CVDVOS
exprese de manera simultdnea los factores de colonizacion CEAL y €83 de
Ischerichia coli enterotoxigénica (29) S0 ypln CVDYOS fue empleada como
acarrcador de la proteina circunsporozoitica (CSPY de Plasmodium faleiparum. La
administracion oral de este candidato a vacuna en voluntarios humanos, dio como
resubtado una respuesta de anticuerpos afa CSP y mas importantemente. en algunos
voluntarios se identificaron linfocitos T citotdxicos dirigidos contra Ta CSP. (30).
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L PLANTEAMIENTO DEL PROBILEMA.

Durante Ta infeccion por Leishmania, o pavasito aleanza rapidamente un habitat
intracelular, escapando a la accion de los anticuerpos y del complemento. Invade
fundamentalmente a fas eclulas def sistema fagocitico mononuelear inhibiendo oy
mecanismos oxidativos y no oxidativos del estallido respiratorio, permanece dentro
de vesiculas Tagociticas y no se ha reportido que los parisitos o sus productos
ingresen al citosol de la célula infectada. Por tanto, ¢ coutrol de Ta infeceion
depende de lainduccion efectiva de fos mecanismos de T inmunidad mediada por
células, principalmente de la activacion de los macrofagos, y no de la produccion
de anticuerpos. La direecion que sigue Frespuesta inmune estad determinada por s
seiales que dan las eélufas presentadoras de antigeno a los linfocitos ‘I Fatre estas
seiales se encuentra Ta 1=, que promueve fa maduracion de la rama efectora
humoral, Si se produce 1112, la respuesta se diferencia hacia la rama electora
celular. Las subpoblaciones de linfocitos T CDA" tiepen un papel cenwal en a
regulacion y polarizacion de la respuesta inmune. La maduracidon y diferenciacion
de los linfocitos B depende de los linfocitos T CD4 'Th2, que producen, entre otras
interfeucinas, -4 ¢ HL-10; en tanto que los Tinfocitos T CH4" Thi producen H.-2
¢ IENy que promueven fa activacion de fos macrofagos. Existen dos vias de
procesamiento y presentacion de antigenos protéicos. Los antigenos exdgenos y los
solubles son fagocitados, ingresan a la via metabdlica endosomal y los péptidos
resultantes son presentados en la membrana celular en asociacion a moléeulas del
MHC de clase 1, por o que son capaces de activar a edlulas CD4*. Los antigenos
sintetizados de manera enddgena se procesan en el citosol, se transportan al reticuto
endopldsmico y se presentan en fa membrana celular asociados a moléeulas de clase
I activando a células CDE'. Sin embargo, se ha demostrado que algunos péptidos
generados en la via endosomal, son regurgitados y son capaces de unirse a
molcéeulas de clase T funcionalmente vacias en fa superficic de las cdélufas
presentadoras de antigeno y, por tanto, inducir Ta activacion de finfocitos T CD8'.
Por tanto, una vacuna efeetiva contra la leishmaniasis deberd indueir una respuesta
de tipo Thl, que caracterizada por fa produccion de 1L.-2 y 11Ny, active a los
macrofagos para que a su vez puedan combatir eficientemente al parisito. Por otro
fado, los fagocitos ya infectados, ¢ imposibilitados para iniciar los procesos de
estallido respiratorio, deben ser eliminados por finfocitos T CDS',
Consecuentemente, en ¢l modelo murino, ef candidato a vacuna Salmonella typhi
CVDY08QMGP63 deberid inducir linfocitos T CD8' y CO4' 'Thi especificos contra
GPO3 de Leishmania mexicana como requisito para conferir proteceion contra la
infeccion por Leishmania mexicana.



HE OBIETIVOS.

Objetivo general.

Z BEvaluar la respuesta inmune eeludar que induee e cepae atenuada de
Salmonella tvphi CVDOOS que expresa GPOS de Lershmani mexicana,

Objetivos especilicos.

v Investigar la presencia de Tinfocitos CDE" en fos ratones inmunizados con
Salmonella typhi CVDYOSQMGPO3.

v Determinar el perfil de interleucinas que induce T inmvunizacion de ratones
con Salmoncella typhi CVHY0SQMGPO3.

IV. HIPOTESIS.

Considerando que Salmonella typhi, por ¢l LPS que contiene, inducee a produceion
de IL-12 Ia cual contribuye a la diferenciacion de los linfocitos T CH4" hacia fa
subpoblacion Yhi, la cepa Salmonetla typhi CVNOOS que Heve integrado en su
cromosoma ¢l gene que codilica para la forma madura de GPO3 de Leishmania
mexicana, inducird respuesta inmunoldgica de fa rama efectora eelular hacia la
proteina recombinante, caracterizada por la produccion de 1L-2 ¢ IFNy, asi como
expansion de linfocitos T CD8" citotoxicos. La mmunizacion de ratones con esta
cepa deberd inducir proteccion al reto con Leishmania mexicana,



V. MATERIAL Y METODOS.

Cepas bacterianas.

Salmonella typhi CVDYOS. Donada por ¢l €CVH (20)

Salmonella typhi CVDOOSOMGPOA. Construida en la UIME en colaboracion con
el CVD (31

Lincas celulares.

PS1S (ATCC T 04) (mastocitoma de raton). T cual se cultivo a partir de un
wmor de raton DBA/2 (2% se utilizé como una tinea celutar "hlanca” para
ensayos de citotoxicidad en eélulas T

PSISCOMGP6Y  construida  en Ta Unidad  de Tnvestigacion  Mdédica ¢n
lomunoquimica (32). Bsta finca celular murina que contiene ¢l gene que codificn
para la forma madura de GPO3 de Leishmania mexicana, ya que fue transfectada
con ¢l plismido pEM92.1-GPOA expresa de manera constitutiva dicha proteioa.

2ardsitos.

Leishmania mexicana mexicana MHOM/MX/ES8/HRCIS (33) donada por Ta Dra.
Amalia Monroy, Escucla Nacional de Ciencias Bioldgicas, 1PN, México. Fue
mantenida cn medio RPM(GIBCO) adicionado con glitaming, piruvato, suero fetal
bovino 10% (GIBCQ), B-mercaptoctanol y acidificado con HCL.

Animales de laboratorio.

Ratones BALB/c. Bioterio del Centro Médico Nacional Siglo X XL

Ratones FI(BALB/cXC5711/6), donados por ¢l Dr. Luis Favila del departamento
de Inmunologia de fa Escucla Nacional de Ciencias Biologicas, 1PN, México
(ENCB).

Obtencion de extracto crudo de Leishmania mexicana.

El extracto crudo de Leishmania se obtuvo modificando el método de Bouvier (15)
para fa purificacion de GPO3. Un cultivo de Leishmania mexicana en fase
logarftmica se cosechd por centrifugacion y se favo dos veees con un amortiguador
de Tris-HCH0.01 M pH 7.4, Los pardsitos fueron sometidos @ sonicacion y las
membranas se coleetaron por ultracentrifugacion a 60,000 rpm por 45 minutos. La
pastilla conteniendo las membranas se solubilizd con Triton X-114 (34) a 4°C,
finalmente fue sometida a un gradiente de sacarosa. La composicion del antigeno
se verifich por SDS-PAGE.



Produccion de GPO3 recombinante.

a) Ensayo Inmunoenzimitico en Fase Solida (ELISA),

Las hacterias S, (yphi CVDYOS y 5. typhi CVOYOSOMGPOS se cattiviron en medio
Luria (GIBCO) a 37°C toda Ta noche con agitacion constante. Cada cultivo se
cosechd por centrifugacion a 3000 rpm durante 10 min vose lava dos veees con
PBS. La pastilta Inul«,n.um seresuspendio en PBS y se ajusto a1 x 107 bacterias/ml
y se procedio a romper empleando wna prensa French, Bespuds de romper la
bacteria se climinaron restos de bacteria por centrifugacion. Serecuperd el
sobrenadante y se determing cantidad de proteing por el método de Lowry (35)
y se ajusto a | mg/mb El Ensayo Inmunoenzinuitico en Fase Solida (ELISA) se
realizd de acuerdo al método de Engvall (36). Ll sobrenadante obtenido despuds
de lisar o bacteria fue empleado como antigeno para seosibilizar placas de
microtitulacion de 96 pozos. El antigeno se ajusto a diferentes coneentraciones (10,
5, 2.5, 125, 0.625 y 0.312 pg por pozo) con una sotucion amortiguadora de
czul)onalus pH 9.0. Las placas se incubaron | ha 37°Cy toda la noche a 4°C. Una
vez transeurrido este tiempo, se favd 4 veees con PBS-tween 20 al 019 y se
adiciond a fos pozos solucion de bloqueo (PBS-leche al 5%) y se incubd 2 I a
37°C, se lavo < veces con PBS-tween. 1l suero de conejo se agrego por duplicado
a cinco difuciones (1:200, 1:400, 1:800, 1:1600, 1:3200) y s¢ incubd 2 hes a 37 ¢
despuds de 4 favados con PBS-tween se agregd ¢l suero de cabra anti-1gG de mncm
conjugado a peroxidasa (SIGMA) y se incubd durante 2 ha 37°C. Al término del
ticmpo de incubacion, se lavd 8 veees con PBS-tween y despuds se agregd ¢l
substrato ortolenitendiamina-H,0, en solucion de citratos plt 5.0, se incubo 10 min
a temperatura ambicnte en oscuridad, Ta reaccion se detuvo con FLSO, 2.5 Ny se
feyd la D.O. a 492 am.

b) Inmunoclectrotransferencia.

Se crecieron fas cepas S, 1yphi CYDIOS y S, typhi CVDINEQAMGI63 en medio
Luria toda fa noche a 37°C con agitacion constante. Se cosecharon por
centrifugacion a 5000 rpm por 10 min. Se resuspendicron en medio nuevo y se
continug el erecimiento durante 30 min mas. Después del tiempo. se cosecharon y
favaron 2 veees con tris-HCHO.0IM pHE7.5. La pastilla se resuspendio en tris-HCl.
Se feyo fa D.O. a 540 nm para determinar el mimero de bacterias. S¢ tomaron
EXT10% bacterias y se les adiciond el volumen necesario de amortiguador de
corrimicnto para levar a un volumen final de 100 p.

Se corrid una muestra de extracto crudo de L. mexicana como control positivo la
cual se preparo pesando 5 mg del extracto y se disolvid en Imf de ‘Iris, de esta
solucidn se tomaron 20 pl y se Hevaron a 100 pl con amortiguador de corrimiento.
Se hirvid 20 min y se centrifugd 5 min. La clectroforésis se realizo de acuerdo al
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método deserito por Lacnumb (37). Se preparo un gel deacrtfamida al [1s %
Se carrieron 30 p e Tas muestens preparadas de bacterin y extracto vrudn de 1.
mexicana. Se hizo L ransterencia o papel de nitrocefulosa de aeuerdo al metodo de
Towbin (38). EI papel se bloguea con PBS deche 3402 e a 37 €L Se adiciono
el suero de conejo en una difucion 1 TO00 y se incubo Ehra Fieose mm bveces
con PBS y se adiciono el suero ¢ nnu A anticuerpos de congjo enuna ditueion 11000
en PBS. se ineubo | hra 37 CLSe Tava 8 veees con PBS v se reveld adicionando
el substrato J-clovo-alfaenaftol HLO, en PBS

Lsquemas de inmunizacion.

Se inmunizaron dos grupos de diez ratones, de aproxintadamente 2 meses de edud.
con las cepas S, typhi CVDOOS v 5. typhi CVDYOSQOMGPOS resuspendidi en PBS
Diez minutos antes de administrar la bacteria se fes administriaron 100! de
bicarbonato de sodio y posteriormente se fes dio 1XT0% baeterias en 100p! por via
oral, los dias cero, sicte y treinta y cineo.

Einsayos de proliferacion

Los cnsayos de proliferacion se realizaron de acuerdo al mctodo deserito con
anterioridad (39). Brevemente, se cultivaron 2 x 10° células linfoides de bazo en
pozos de placas de microcultivo de 96 pozos y fondo plano (NUNCY y se cultivaron
en presencia de 2 x 107 promatigotes de L. mexicana fijados con formaldehido,
Como controles se incluyeron linfacitos cultivados con 50 pg/ml de Proteinas de
membrana externa (OMPs) de S, (vpli o 10 pg/mi de LPS. Despuds de tres dias
de cultivo a 37 °C y 5% CO, se adiciond 1 pCi de "H-Timidina (Amersham, Int.
Berkshire, England) y se extendid la incubacion por 18 hrs. Las células se
cosecharon en papel de fibra de vidrio y la incorporacion del material radiactivo se
evalud en un contador de centefleo Hquido (Beckman LS 5801, Beckman, Ins.
Stanford CA, USA). Los resultados se encuentran expresados en c.p.,

Produccion de 1L-2.

Se realizd de acuerdo a las recomendaciones de Bottombly (44)

Se obtuviceron las células de bazo de los ratones BALB/¢ inmunizados can la cepa
S. typhi CVDYOSQMGI63, se contaron en una cdmara de Neubauer y se ajustaron
a 1x10° células/100 pb en medio RPML En una placa de microcultivo se colocaron
100pl/pozo de células y se les adiciond 100ul de antigeno. Como antigeno se
unplu) extracto erudo de L. mexicana 100 pg/ml. La placa se incubd 24 hes a 37°C,

5 % CQO,. Se recuperaron 100 pl det sobrenadante para medir la produceion de IL.-.A_
por su capacidad de promover el ereeimiento de la linea celular CTLL-2L que es
dependicnte de 1L-2. En una placa de microcultivo se colocaron 1x10° células
CTLL-2/100 ub de medio RPMI por pozo y se pusicron en contacto con los
sobrenadantes obtenidos. Se incubo 12 hes a 37°C. Se adiciond | pCi de *H-



Timidina/ pozo y se incubd 18 hes, Secosecharon fas edulas vy se midio facantidad
de timidina incorporada en un contador de centellea igrido.

Deteceion de interfeucinas mediante RT-PCR.

Se detectd RNA mensajero de [-20 100 T e TNy de acuerdo al método
deserito con anterioridad (41). Brevemente. se obtuvieron eélulas Tinfoides de
ratones inmuninizados con S, vplii CVDYOS o S0 1vphi CVDYOSQMGPO3, o
infectados con L. mexicana y se cultivaron 3 x 10 ectulas/mb en frascos de caltivo
de 50 mi (NUNC) por 2 dias con 100 pp/ml de un extracto crudo de Lo mexicana,
Las eclulas viables se purificaron mediante un gradiente de Ficoll (SFGMA) y sc
lavaran dos veees con PBS estéril. Se extrajo RNA de 107 e¢lulas utitizando un
"kit" comereial (Trizol, GIBCO). Para sintetizar ¢DNA, aproximadamente 1 pg de
RNA se retrotranseribio utifizando M-MuLV transeriptasa (Lakeside) de acuerdo a
las recomendaciones del productor wtilizado una mezela de hexdmeros. Se
amplificaron exones conocidos para cada interfeucing de acuerdo a fas secuencias
publicadas  (42,43,44,45). Camo  control  positivo se incluyeron "primers”
de fa 3-fosfatodeshidrogenasa (GAP) (41). Diez pl de cada amplificacion se sometio
a cleetrofordsis enagarosa al 2% ()., Baker) y To productos se¢ analizaron mediante
tineidn con bromuro de etidio.

Ensayos de citotoxicidad.
Se realizarvon de acuerdo a las recomendaciones de Wunderlich (46)

a) Preparacion de células efectoras.

Se obtuvieron las eclulas de bazo de los ratones BALB\C inmunizados como se
deseribié previamente. Se pusieron 30 mitlones de dichas eélulas en 10 ml de medio
DMEM suplementado con glutaming, piruvato, p-mercaptoetanol y suero fetal
hovino (SFBY al 20%, en presencia de extracto erudo de L. mexicana 100 pg/ml
durante cinco dias. Después de esto, las células fueron cosechadas a 1,200 rpm
durante 5 min, se resuspendicron en 5 mt de medio RPMIy se contaron en una
cdmara de Neubauer y se ajustaron para tener 3X10° eélulas/ml.

b) Preparacion de células blanco.

Las cflulas PRIS y P815-MGPO3 de un cultivo en fase logaritmica se coseeharon
a 1,200 rpm durante 5 min y se lavaron dos veees con PBS, se contaron y ajustaron
a Ix10° células en 200 pi de medio suplementado con SEB al 20%, se adicionaron
200 pl de °'Cr, (

equivalente a 200 pCi. Se incubd a 37 C durante 2 hr. Transcurrido ¢l ticmpo se
lavaron dos veees con PBS, se contaron y ajustaron a 3X 10" eélulas/ml en medio
RPMI.
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¢) Ensayo de liberacion de cromo.

En una placa de microcuttivo de 90 posos de fondo redondo se colacaron 100yl
de Tas suspensiones de células blanco e medio RPME A estas eclulay se fes
adicionaron fas células efectoras a diferentes dituciones gquedando refaciones ec¢tula
blancoreclula electora de 1100, 1500 1250 11250 1:6.250 Como (estigo de
liberacian espontanea de cromo se prepararon pozos con L0 pb de medio RPMI y
LOO nl de edlulas blanco: como testigo de Tiberacion miaxima de cromo se
prepararon pozos con H0O gf de odldas Blanco y 100 pb de SDS af 20%. Las
muestras se analizaron por riplicado.

Unat vez que se prepard fa placa con las eélulas efectoras y blanco dsta se incubo
durante <+ hes 30 min a 37 C, 5% «e CO, y atmosfera biameda. Transeurrido el
ticmpo se cosecharon fas muestras v se cuantifico ta radivactividad en un contador
gamma.

Los resultados estan expresados como poreentaje de citotoxicidad espeeifica de
acuerdo a la formula:

com problema «- opm haracidn espontinaa

% de Citotoxicidad = X 100

cpra libaracldn maxima- cpm Iberacidn sspontinea

insayos de proteceion.

Yara estos ensayos se utilizaron tres grupos de diez ratones FHBALB/exCSTBI/6).
Y se reatizaron tres experimentos independientes. Dos grupos fucron inmunizados
con Ix10" bacterias de las cepas S. typhi CVDYUS y S, typhi CVDYOSQOMGIP63 en
100ul de PBS. Al tercer grupo se e administrd 100t de PBS. A los sicte y treinta
y cinco dias despuds de fa primera dosis se les administrd otra dosis similar.
Despuds de la ultima dosis se dejo pasar ung semana para después retarlos por
inoculacion en el cojinete plantar de 1X10° promastigotes de L. mexicana en 30 ul
de RPMI (47). La lesion fue medida con un calibrador durante 12 semanas, las
mediciones se hicieron de mancra cicga, al térmmo del periodo de observacion se
rompio el cddigo y se analizaron los resultados. Los resultados estin expresados en
diferencias en mm de fa pata infeetada en refacion a fa pata contralateral.

rey
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Vi RESULTADOS.

Fvaluacion de [a expresion de la GPO3 recombinante.

S, typhi CVDOOSQMGPO3 s una cepa atenuada, mutante ol arof) que
contiene integrado en su cromosoma el gene que codificn para Ll forma madura de
GPO3 de 1 mexicana. Vista eepa Tue construida en Ta Unidad de fnvestigacion
Mddica en Inmunoguimica medianie métodos de ingenieria gendtica.

La capacidad de este candidato a vacuna para producir Ta GPO3 recombinante se
evilud mediante ELISA ¢ immunoclectrotransierener: Chwestern biot™), Pava elfo, se
cultivaron las cepas de S vphi CVDOOS y S (yphi CVDYOSQMGPO3 et medio
Luria. Posteriormente fucron cosechadas y fas bacterias se rompicron utilizando una
prensa Frech. Se determino la cantidad de proteina mediante el método de Lowry
y con estas se sensibilizaron placas de microcultivo con diferentes coneentraciones
del isado bacteriano. La presencia de GPO3 se determing utilizando a diferentes
difuciones del suero hiperinmune de conejo contra el extracto erudo de 1. mexican,
la reaccion fue revelada con un segundo anticuerpo de cabra anticonejo conjugado
a peroxidasa. Bnla Figura TA s¢ muestra que cepa de S, typhi CVDYOSQMGPO3
produce fa proteina recombinante, pues las DO son mis altas. Es importante
mencionar que ¢l sucro hiperinmune de congjo se adsorbid con un extracto crudo
de . coli con el proposito de disminuir el fondo producido por los anticuerpos gue
¢l suero de concjo reconoce, de manera cruzada en S, typhic En la Figura 1B se
muestra ¢l resultado de un experimento en donde se verificd el tamaiio de Ia
proteina recombinante mediante "western blo(”, para lo cual se utilizo extracto ¢rudo
de L. mexicana como control positiva y compararon S. typhi CVDOO8 y S. typhi
CVDY0SQAMGP63. Se observa que los anticuerpos de conejo identifican una banda
protéica en la cepa que tiene la GPO3 recombinante. s necesario resaltar que las
protefnas de L. mexicana se someticron «a celectroforesis en condiciones reductoras,
en tanto que fas proteinas bacterianas se corricron en condiciones no reductoras, esto
s¢ debid a la diferencia de peso molecular esperado (menor a 63 KDa), a diferencia
de Tas proteinas del extracto crudo del pardsito, ya que la proteina recombinante no
se encuentra glicosilada. No fue posible observar a fa proteina recombinante por
"western blot" cuando las proteinas bacterianas se corricron en condiciones
reductoras, lo que sugiere que la GPOJ3 recombinante se desnaturaliza con facitidad.
Sin embargo, es claro que existe produceion de dicha proteina en Ta S, typhi
acarrcadora, por lo que s¢ prosiguid a cvaluar su inmumogenicidad.
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Respuesta inmune humoral inducida por &0 ryphi CVDROSLMGPGS.

Grupos de cinco ratones BALR/e Tueron immunizados con S ovphi CVDYON y S
tvphi CVDYOSOMGPO3, T x 10" CEU Tueron administradas por via intraperitoneal
o por via oral Tx 107 La respuesta de anticuerpos contra RS OMPS (proteinas
de membrana exwerom) y GPO3 de S, tvphi fue determninada por ELISAL La Figura
2A, muestra Ta respuesta a LPS enune geupo - de ratones. Resultados similares se
obtuvieron con los ratones que fueron inmunizados por via oral, Se observo una alta
respuesta de IgGoanti-LPS deteetada a 1o 200 dias despuds de o primera
inmunizacion. Sin embargo, e cuateo experimentos indepeadicentes donde se
inmunizaron 20 ratones tanto por vii oral como por via inteaperitoneal con S, tvphi
CVDYOSOQMGP03, no se togro detectar Ta presencia de anticuerpos contra GPOJ.
exeepto en un raton inmunizado por via intraperitoneal, resultiados gue se muestran
en a Figura 2B8.

Respuesta de linfocitos contra GIP63.

Se cultivaron cdlulas de hazo purificadas de vatones inmunizados con S, ivphi
CVDY08 o S.typhi CVDYOBQMGP03 con antigeno de L. mexicana o con OMIPs
aisladas de S, typhi ‘Ty2. Ambas cepas inducen prideticamente idéntica respuesta
linfoprotiferativa para OMPs de S, typhi. Sin embargo. solo Tas eélulas de bazo de
ratones inmunizados con S.yphi CVNDYOSQMGPO3 fueron claramente activadas en
presencia de promastigotes de L. mexicana fijados, Figura 3A. Para cvaluar la
produccion de 1L-2 inducida por la S, 1yphi CVDYUSQMGP3, se incubaron
células de bazo de ratones inmunizados con S. (yphi CVDYOS y CVDYOSQGI63
con extracto crudo de L. mexicana por 48 horas, se recuperd ¢l sobrenadante y se
analizo su capacidad para promover el crecimicnto de a Tinea celular CTLL-2, al
cual es dependiente de TL-2. Este ensayo se realizo evaluando la capacidad de Ta
linea celular CTLL-2 para incorporar la 'H-Timidina. Comao controles se incluyeron
sobrenadantes de Tinfocitos estimulados con concanavalina A y de la linea celular
C63, Ia cual ¢es productora de 1L.-2. Ta Figura 3B muestra los resultados de estos
ensayos. Se observa que Jas células de bazo provenientes de ratones inmunizados
con S. Lyphi CVDYOSQMGPO3 produjeron 1L-2 ¢n respuesta al estimulo antigénico
in vitro con extracto crudos de L. mexicana.

Perfil de interleucinas producidas.

La presencia del mRNA de [L-2, IFNy, 1L-10 ¢ IL-<, fue determinado por RT-PCR,
Células de bazo de ratones inmunizados cont S, (yphi CVDYOSQMGI63
estimuladas in vitro con extracto crudo de L. mexicana durante 2 dias, después del
cultivo, las células fucron cosechadas y ¢l RNA fue purificado, ¢l ¢cDNA s¢ obtuvo
utilizando una mezela de hexameros, la secuencia especifica de cada citocina fue
amplificada por PCR, como control fue amplificado o] mRNA de GAP. La Figura
4A demuestra mRNA de 11.-2 ¢ IFNy después de 2 dias de cultivo. No fue posible
demostrar mRNA de TL-4 ¢ 1L-10. La Figura 4B muestra Tos resultados de la
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produccion de citocinas de ecuday de bazo provenientes de ratones infectados con
L. mexicana donde se demuesta mRNA de TH201-Ue H TG pero no de Ny
resuttado esperado debido i que estos ratones son suseeptibles a fainfececion por /.
mexicand, pues montan una respuesta de celutas 'V preferentemente de tipo T2,

Respuesta inmune citotoxica inductda por fa Salmonella typhi CVDYOQMGPO3.
Fa linea celular PRES-MGPOS que expresa b forma madura de GPO3 de [
mexicana fue usada como célula blanco de eélulas citotoxicas. Células de bazo de
ratones BALB/e inmunizados por via oral con 8 tvphi CVIVOS. Savphi
CVYDYOBQMGPO3 o infectados en ol cojinete plantar con £, mexicana, v fueron
restimulados in vigro por cinco dias con extracto crudo de 1.omexicana Yueron
utilizadas como céhdas clectoras. La Figura 5, muestra que la numunizacion con
SAyphiCVDYOSQMGP03, asi como la infeccion con L. mexicana inducen respuesia
mmune citotoxica contra ¢ mastocitoma que expresa la GPO3. ¥ contraste, fos
linfocitos obtenidos de ratones inmuanizados con S. typhi CVDY0S no se estimularon
in vitro con estracto crudo de L. meyicana.

Induccion de proteecion por S.typhi*VDYOSQMGP63.

Yara evaluar la capacidad de S, typlt CVDYOSQMGPO3 para indueir proteceion
activa contra el reto con L. mexicana, grupos de HO ratones F (BALB/e X CS781/0)
fucron inmunizados por via oral con S. typhi CVDYOS o S.1yphi CVDYOSQMG P63,
como se deseribio anteriormente. Tres semanas despuds de la primera inmunizacion,
se inocularon con 1 x 10° promastigotes L. mexicana que se encontraban en fase
metacielica en el cojinete plantar. La infeceion se monitored durante 12 semanas,
comparando fa induracion de la pata inoculada en refacion a fa pata contralateral.
La Figura 6 muestra que después de este tiempo solo los ratones inmunizados con
S.typhi CVDIOBQAMGPO3 fueron protegidos parcialmente contra ¢l reto con ..
mexicana. Resuftados  similares  fueron  obtenidos  en tres  experimentos
independientes. Se presenta en la figura la media del didmetro de fas diferencias
entre Ja para infectada en relacion con la contrajateral de odos fos ratones en el
grupo. El ineremento del tamario de fa fesion se grafied contra tiempo, expresado
en semanas desde ¢l dia del reto.
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Vil DISCUSION

Resultados obtenidos en Ta UM muestran que of candidito a vacuna Salmonell
typhi CVDOOSQMGPOS  confiere proteccion a ratones contra ¢l reio de
promastigotes de Lershmania mesicana. a proteceion esta asoctada o dos
mecanismos: la estimulacion de inmunidad celudar, que condace a la activacion de
macrofagos, y i generacion de citotoxicidad mediada por Tifocitos 1 Ta
activacion de Tos Tinfocitos T CHI se resolvio hacia la snbpoblacion Thl porque
no fue posible demostrar que fos ratones producen anticacrpos contia Leistimania
mexicany y si se demostro fa presencia de 122 ¢ Ny

Ll empleo de Salmoncella typhi, cono acarrcador de antigenos recombinarntes, ticne
un gran potencial en la proteccion contra aquellos patogenos, que con Leishmanii,
ganan rapidamente un habitat intracclular en los fagocitos  profesionales
mononucleares, donde generalmente viven por largos periodos de tiempo escapando
de Ta accion de los anticuerpos 'y del complemento. En estos casos, ¢s descable una
vacuna que genere Tinfoeitos ‘I capaces de reconocer y destruir al pardsio dentro
del macrdfago, o bien induzea linfocitos “T. que a su vez activen a los macrolagos.
Por otro lado, S. typhi estimula una amplia gama de respuesta inmune entre ¢llas
[a mediada por células, incluyendo aquella dirigida contra los antigenos heterologos
que acarrea. Ademas utilizar esta bacteria como acarrcador de antigenos, ofrece la
oportunidad de generar vacunas polivalentes pues es posible integrar diferentes
antigenos en otros foci del cromosoma (48).

El' hecho de que se haya logrado inducir proteccion en ratones mmunizados con fa
bacteria acarrcadora de GPO3. sin que se pudiesen detectar anticuerpos, ¢s
conseeuente con el conocimicnto actual de a respuesta inmune contra Leishmania.
Se han deserito dos subpoblaciones de linfocitos ‘T CD4*, o cooperadores, con
funciones mutuamente reguladoras 'y que producen dilerentes linfocinas. Los
linfocitos Thi, secretan preferentemente 1L-2 ¢ 1FNy, las cuales estimulan la
inmunidad mediada por células (activacion de macrdfagos); en anto que los
linfocitos T2, producen 1L-4, 11.-5 ¢ 11.-0, linfocinas que juegan un papel muy
importante en la produccion de anticuerpos (49). En ¢l caso de la Leishmaniasis,
se sabe que las Hineas celulares que transficren proteccion pertenceen a la subcelase
Thi, en tanto que las que exacerban la enfermedad son Th2 (6). Ademids, ¢n los
ratones  susceptibles BALB/C responden a fa infeccion  con  Leishmania
preferentemente con linfocitos Th2, o cual deriva en la progresion de la
enfermedad. En tanto que los ratones resistentes CS7BI/6 presentan inmunidad
profectora mediada por linfocitos CD4* Thl. Por cllo, resulta atractivo pensar que
el candidato a vacuna S, typhi CVDYOSQMGI63 induce proteccion porque activa
preferentemente una clase de respuesta inmune que tleva a o activacion de
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macrofagos. fos que a suves son capaces de controlar Tainfeccion mace ular por
el parasito. Eneste rabijo se muestran suficientes evidencias experimentales gue
pruchen esta hipotesis. Otros autores han demostrado que una cepa atenuada de
Salmonella tvphimuriam acarrcadora de GPO3 induce proteccion en ratones
mediante L estimudacion preferente de finfoeitos CHAThE(22), Sinembargo, ain
debe aclararse s inmunizacion con S0 yphi CVDOOSQOMGPO3 induce 1a
produccion de 1L-12 en Ta fase de induceion de Ta respuesta inmune v 1a produccion
de NO seinerementa.

Por otro lado en diversos modefos experimentales se ha tatido de generar eélulas
citotdxicas contra antigenos solubles. Los resultados demiestran que ey dificil
indueir este tipo de respuestas de manera reproducible y que son necesarias
multiples inmunizaciones con altas concentraciones de antigeno para obtener
respuestas débiles. Ademads, no se conoce fa duracion o memoria en estos casos y
no se sabe si tienen alguna relevancia i ovivo.(50). Sin cimbargo, los antigenos
protéicos solubles inctuidos en liposomas sensibles a deido. pueden entrar al citosol
y ser procesados por fa via endogena y ser presentados en el contexto de moléeulas
de clase T(S1).

La capacidad de bacterias para generar respuestas de CTL también es controversial.
Micntras que algunos auatores reportan evidencias de que ciertos antigenos
recombinantes, expresados en bacterias pueden ser presentados en el contexto de
molceulas de clase 1y por tanto, generar C'TL (52, 53). Owros no han logrado
inducir este tipo de respuestas contra fos antigenos acarrcados por Salmonella
(54) y otros mids han demostrado que la induecion de CTL pareee estar asociada
con la cantidad de proteina recombinante que se produce y, en su caso, con la
estabilidad de los plismidos (55).

Varias son las posibles vias que pudiesen seguir los péptidos inmunogénicos
provenientes de Salmonella para alcanzar 1 moléeulas del MHC de clase 1. La
bacteria, o sus productos pudicsen escapar de los fagolisosomas y las protefnas ser
procesadas cn el citosol. Por otro fado, las proteinas pudiesen ser degradadas hasta
péptidos en el fagolisosoma y posteriormente seeretadas a la membrana celular
donde se unirfan a moléeutas del MHC de clase 1 vacfas o conteniendo péplidos de
menor afinidad. Esta dltima hipotesis ha sido evaluada en 1a UIMIL, y se ha
observado que los macrofagos infectados con Salmonella typhimurium sceeretan al
medio péptidos que pueden unirse a moléeulas de clase | vacias (50).
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Panel A. Placas de microtitulacion se sensibilizaron con extractos
crudos de las cepits Sty phiCVD 908 y CVDYOSOMGP0O3. Se adiciono el
suero de conejo por duplicado en diluciones 1:200 1:400 1:800 1:1600
y 1:3200. Se adiciono sucro de cabra anti-IgG de conejo conjugado a
peroxidasa. Se reveldo con  o-fenilendiamina-1L0,. Panel B, Se
cultivaron las cepas en caldo Luria a 37°C toda la nochc Secorrieron
10* 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 concjo inmune se adiciono en una dilucion
1:1000. Se adiciono el suero de cabra anti-IgG de conejo en una
dilucion 1:1000 y se reveld CON 4-cloro~a-naltol-H,0, en PBS. Carril
L, Salmonella ry[)lu( VDO0S; Carril 2, Salmonella (y/)/u( VDIOSAMGP63;
(_,,al ril 3, Proteinas de Lus/zm‘uua MeXTCa L,



FIGURA 2

INDUCCION DE ANTICUERPOS EN RATONES INMUNIZADOS CON
Salmonella (yphi CVDOOS Y CVEMOIQMGEPOA

Ao B
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A. Grupos de cinco ratones fueron inmunizados con Salmonella typhi'y Salmonella
typhi CVDY0SQAMGP63 como se deseribio en materiales y métodos, los anticuerpos
contra LPS de Salmonclla iyphi fucron determinados mediante ELISA |, y es
presentado el experimento donde se wilizo una dilucion 1:100. B. Despuéds de la
mmunizacion oral con  Salmonella  (yphi CVDYOS o Salmoncella  typhi
CVDYNBQAMGPO3, los anticucrpos contra GP63 recambinante fucron determinados
mediante ELISA. En el experimento se muestra que solo wy raton presentd
anticuerpos contra dicha protefna utilizando una dilucion del suero 1100,
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PIGURA S
RESPUESTA PROFIFERATIVA CONTRA PROTEINAS 3]
Leistunania mexicana INDUCTDA PORTA INMUNIZACTON CON
Salmoncella tophi CVROOSONGPOS
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A. La inmunizacion con  Salmonella typhi CVDYOSQMGPOY induce respuesti
proliferativa especifica. Se purificaron esplenocitos de cinco ratones inmunizados
con  Salmonella typhi CVDYOS o Salmonclla iyphi CVDYOSQMGPO3 y se
cultivaron en presencia de de Leishmania mexicana fijada con formalina o OMPs
de Salmonella typhi, que se purificaron de acuerdo al método deserito. Después de
cinco dias de cultivo se adiciond t pCi de "H-timidina y la incorporacion del
material radiactivo s¢ determing en un contador de centelleo liguido,

B. La inmunizacion con Salmonella typhi CVDYOSQMGPO3 induce la liberacion
de IL-2. Se purificaron ¢splenocitos de cinco ratones inmunizados por via oral con
Salmonella typhi CYDYOSQMGPO3 y se cultivaron en presencia de extracto
protéico de Leishmania mexicana , despucs de dos dias de cultivo los sobrenadantes
se utilizaron para evahuar fa proliferacion de la finea celular C'TLL-2 ¢n un ensayo
de incorporacion de "H-timidina.
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A. Grapos de cinco ratones fucron inmunizados con Svplin CVDOOSQGPOS o
B. Infectados con Loomevicana. Como se deserihid on mateviades vy mdétodos, 1
REA fue aistado de eéhulas de Bazo despues do 2 dias de estimuacion con anigeno
de Lo mesicamay b mRNGACde J20HE10 T 10 e Wy fue amplibieado por R
PR Como controb se amplifica oA G G A
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FIGUR A D

INDUCCION DE CELULAS CITOTONICAS POR INFECCHON CON
Leishmania mexicana O INMUNEZACHON
CON - Salmonella typhi CVDOOSQMOGP0.3
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A. Células de bazo provenientes de cinco ratones inmunizados con S, (yphi
CVDY0SQMGP63 o infectados con Leishmania mexicana y restimulados in vitro
con antigeno de L. mexicana, como se deseribio en materiales 'y métodos. Las
células citotoxicas Tueron probadas por su capacidad de inducir fiberacion de *'Cr,
usando como célula blanco el mastocitoma murino P8I15 transfectado con ¢f gene
que codifica para fa GPO3 de L. mexicana, se presenta ¢l resultado obtenido con
una razon blanco:efectora 1:100. B. La induccion de célufas citotéxicas en fos
ratones inmunizados con S. (yphi CVDYOSQGP63 fue determinada por fa fiberacion
de *'Cr descrito en materiales y métodos.
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FIGURA 6
PROTECCION INDUCTON MEDYANTE INMUNTZACION
CON - Salmonella (vphi CNVDOYOSOMGPOS
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Se inmunizaron tres grupos de diez ratones FIBALB/cXCSTBI6) por via oral. Se
fes administrd 100 pl de bicarbonato de sodio. Después de 10 minutos se did a un
grupo 100p! de PBS, los otros dos grupos se recibicron 1X10% bacterias en 100 pl
de PBS de las cepas  Salmonella typhi CVDOOS y  Salmonclla  typhi
CYDY0BQAMGPO3. Se dicron tres dosis a los dias cero, siele y treinta y cinco. Una
semana despuds de la dltima dosis se fes mocald en ¢l cojinete plantar 1X10°
promastigotes de Leishmania mexicana en 30 pl de RPML. Se midid semanalmente
la induracion del cojinete plantar de 1os ratones durante cuatro meses. Los valores
gralicados representan fa media el didmetro de la lesion por grupo.
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