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l. RESUMEN

La leishmaniosis es una enfermedad que provoca una alta morbilidad y
mortalidad en el mundo, para la cual los farmacos disponibles tienen una elevada
toxicidad. Ademas, aln no se cuenta con una vacuna aprobada en humanos. Es
importante la evaluacion de factores que permitan incrementar la eficacia de las
vacunas, como por ejemplo, la via de administracion, ya que se ha demostrado
su influencia en la inmunogenicidad y efecto protector inducido. En el presente
trabajo, se evalué el efecto de las vias de administracion intradérmica e
intramuscular del antigeno recombinante hidrolasa de nucleésidos de Leishmania
(L.) donovani (NH36r) formulado con adyuvantes derivados de lipido A, en la
induccion de una respuesta inmune protectora a una infeccion por Leishmania
(L.) mexicana en ratones BALB/c. Se evalud6 la inmunogenicidad inducida por las
vias de administracién de las formulaciones de vacuna, por medio de la
determinacion de niveles de anticuerpos IgG totales, IgG1 e 19G2a, asi como las
frecuencias de linfocitos T CD4* y T CD8* productores de IFN-y e IL-4. Los
ratones fueron infectados via subcutanea (s.c) en el cojinete plantar con 1x10°6
promastigotes de la cepa Leishmania (L.) mexicana (MHET/MX/97/Hd18), el
efecto protector inducido se analiz6 mediante la medicién del desarrollo de la
lesion por 13 semanas y de la carga parasitaria. Los resultados indican que la via
intradérmica favorece una respuesta Tn2, debido a que fue capaz de inducir una
mayor produccion de anticuerpos IgG1 vy linfocitos T CD8* productores de IL-4,
cuando NH36r se formulé con glucopiranosil lipido A en emulsion estable (GLA-
SE) y E6020-SE, respectivamente. Mientras que la aplicacion via intramuscular
del antigeno mas GLA-SE se asoci6 a un perfil Th1, al obtenerse una proporcion
de 1gG2a/lgG1 significativamente mayor que por via intradérmica. De tal forma
que en el presente estudio, se encontré que la via de administracion modula la
respuesta inmune. Después del reto con Leishmania (L.) mexicana, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las rutas de
administracion de NH36r mas E6020-SE o monofosforil lipido A (MLA), al evaluar

el desarrollo de la lesion y la carga parasitaria, de tal forma que tanto la via
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intradérmica como intramuscular, pueden ser consideradas en los procesos de

inmunizacion.



Il. INTRODUCCION

La leishmaniasis es el conjunto enfermedades provocadas por pardasitos
intracelulares del género Leishmania. Dependiendo de la especie del parasito y
de la respuesta inmune del hospedero, las manifestaciones clinicas de la
enfermedad pueden ser desde lesiones cutaneas y mucocutédneas hasta formas
viscerales. Es considerada por la Organizacion Mundial de la Salud un problema
de salud publica no controlada y emergente, que afecta principalmente a las
poblaciones mas pobres y que provoca una alta morbilidad y mortalidad en el
mundo. Particularmente, en México es endémica y se presenta comunmente
como leishmaniasis cutanea localizada, siendo el principal agente causal la

especie Leishmania (L.) mexicana.?

Las alternativas farmacoldgicas son escasas y resultan téxicas. Esto, aunado al
surgimiento de cepas resistentes, hace evidente la necesidad del desarrollo de
vacunas para la prevencion y control de esta enfermedad. Hasta la fecha, no se
cuenta con una vacuna efectiva, sin embargo, diversos antigenos han
demostrado ser prometedores, como NH36, cuyo uso como vacuha
recombinante ha demostrado inducir proteccion contra diferentes especies de

Leishmania.3%

Por otro lado, es importante analizar aquellos factores que pudieran tener un
impacto en la inmunogenicidad de las vacunas, como por ejemplo, la via de
administracion, ya que puede influir en la intensidad y tipo de respuesta inducida,

asi como en su efecto protector.” 10

Cada sitio de inmunizacion tiene distintas propiedades anatomicas e
inmunoldgicas, la administracion intramuscular (i.m) es la mas usada en los
programas de vacunacion, se ha preferido sobre otras rutas por su facilidad de

técnica y por provocar reacciones adversas minimas en el lugar de inyeccion.!

Por su parte, la piel se ha destacado como un Organo atractivo para la
administracion de vacunas, por albergar células presentadoras de antigeno
(CPASs) especializadas, ademas, algunas de estas células son capaces de activar
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directamente a LT CD8", por lo que se ha propuesto como un sitio recomendable

para vacunas contra patégenos intracelulares.!?

Por lo tanto, en el presente trabajo se evaluara y comparara la eficacia de la
administracion intradérmica (i.d) e i.m de la proteina recombinante NH36
formulada con los adyuvantes derivados de lipido A, en la induccion de una

respuesta inmune protectora a una infeccion por L. (L.) mexicana.



I1. ANTECEDENTES
3.1 Leishmaniasis

La leishmaniasis es el término referido al conjunto de enfermedades en humanos
y animales provocadas por diversas especies de parasitos protozoarios del
género Leishmania. Aproximadamente se han descrito 53 especies de
Leishmania, incluidas en los subgéneros y complejos: Leishmania, Viannia,

Sauroleishmania, complejo L. enriettii y Paraleishmania.'314

Se estima que mas de 12 millones de personas en el mundo estan infectadas,
mientras que 350 millones se encuentran en riesgo de infeccion. La incidencia de
esta enfermedad es de aproximadamente 1.3 millones de casos nuevos cada
afio. Se ha reportado que es endémica en 98 paises que van de la cuenca
mediterranea, Oriente Medio, el subcontinente de India, y las regiones tropicales
y subtropicales de América y Africa. De acuerdo a la Organizacién Mundial de la
Salud, es una enfermedad tropical desatendida por estar asociada a la pobreza,
ya que preferentemente se encuentra limitada a zonas rurales; sin embargo,

también esta distribuida en las zonas urbanas de los paises.31°

Los reservorios principales de Leishmania son mamiferos silvestres y
domésticos, como roedores y canidos, siendo el hombre un hospedero
accidental. En éstos, el parasito es inoculado en la piel a través de la picadura de
un insecto hematéfago infectado, el cual pertenece al orden Diptera, familia
Psychodidae y subfamilia Phlebotominae. Actualmente, se han reportado cerca
de 800 especies agrupadas en 6 géneros, de los cuales Phlebotomus,
Sergentomyia y Chinius, estan distribuidos en el Viejo Mundo, mientras que en el
Nuevo mundo se encuentran los géneros Lutzomyia, Brumptomyia vy

Warileya.1416
3.2 Manifestaciones clinicas

Las diferentes manifestaciones clinicas de la leishmaniasis dependen de
factores, tales como la especie del parasito, la respuesta inmune y genética del

hospedero, asi como la presencia de otras infecciones.'”18



Aungue el 90% de las manifestaciones estan asociadas a la piel generalmente,
pueden clasificarse en tres cuadros clinicos: leishmaniasis cutanea (LC),

leishmaniasis mucocutanea (LM) y leishmaniasis visceral (LV).1

La LC puede ser: localizada (LCL) y diseminada (LCD), en América por lo
general, son provocadas por las especies L. (L.) mexicana y L. (V.) braziliensis,
respectivamente. La LCL es la forma con mayor distribucién y frecuencia a nivel
mundial, se caracteriza por la formacibn de una Uulcera con cicatrices
permanentes en la piel, las cuales se encuentran con frecuencia en zonas
expuestas del cuerpo como cara, cuello, brazos y piernas. Para esta forma de la
enfermedad, la Ulcera estd limitada a la zona de la picadura, debido a una
respuesta inmune celular protectora. Por su parte, la LCD se caracteriza por una
pobre respuesta celular, lo que permite la diseminacién no controlada en la piel,

manifestando lesiones nodulares con gran nimero de parasitos.*°

Una variante de la LC es la mucocutanea difusa o mucosa, que puede
presentarse meses o0 afios después de la Ulcera inicial, implica la desfiguracién
progresiva de la unién entre las mucosas nasal y oral, lo que provoca una severa
desfiguracion facial, dificultades para respirar y deglutir, asi como afonia y asfixia.
En el continente americano esta frecuentemente asociada a las especies L. (V.)

braziliensis y L. (V.) panamensis.19

La forma mas severa corresponde a la LV o sistémica, la cual afecta a érganos
viscerales como higado y bazo, provocando complicaciones mortales. También,
se caracteriza por fiebres prolongadas, pérdida de peso, anemia y pancitopenia.
Tiene un periodo de incubacién de 2 a 8 meses después de la picadura. El agente

causal mas comin en América es L. (L.) chagasi.>®
3.3 Leishmaniasis en México

En México es considerada una enfermedad rezagada y que afecta a los sectores
mas vulnerables de la poblacion. Actualmente, la poblacion en riesgo se
distribuye a 13 estados con aproximadamente 9 millones de habitantes,
principalmente, se presenta en los estados del sureste y se han identificado focos
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de transmision en Tabasco, Veracruz, Oaxaca, Chiapas, Campeche, Quintana
Roo y Nayarit. De acuerdo a los reportes de la Secretaria de Salud de México de
los afios 1995-2009, se presentan aproximadamente 900 casos al afio; sin
embargo, el numero real es incierto debido a la falta de estudios epidemioldgicos

suficientes.220

En el pais se han reportado casos de las tres manifestaciones clinicas, siendo la
mas comun la LC. Particularmente, la LCL es endémica en el sureste y es
conocida comunmente como la “Ulcera del chiclero”, ya que se presentaba
generalmente en habitantes que se dedicaban al cultivo de chicle. También, esta
forma de la enfermedad, se presenta con frecuencia en areas agricolas donde se
siembra y cosecha cacao o café, cuyos desechos organicos favorecen el

desarrollo de los fleb6tomos.?

Las tres especies que se han identificado en México son L. (L.) infantum, L. (V.)
braziliensis y L. (L.) mexicana, siendo ésta Ultima la mas frecuente y corresponde
al agente causal de la LCL en la peninsula de Yucatan, en esta region el vector

responsable de su transmision es la especie Lutzomyia olmeca.?2%22
3.4 Ciclo biologico del paréasito

Leishmania tiene un ciclo de vida dimoérfico, puesto que incluye las formas
evolutivas: promastigote y amastigote. Cuando el fleb6tomo se alimenta de la
sangre infectada de un reservorio mamifero u hospedero, ingiere macrofagos con
amastigotes, esta forma del parasito se caracteriza por ser intracelular, ovoide y
sin motilidad. En el interior del insecto, los amastigotes se diferencian en
promastigotes, los cuales son extracelulares, elongados, flagelados y se
desarrollan en el intestino medio, lugar donde pasan por diferentes estados
fisiolégicos hasta culminar en promastigotes metaciclicos, que corresponden a la
forma infectante en los mamiferos. Los promastigostes metaciclicos, migran del
intestino medio a la parte anterior del sistema digestivo del vector conocido como
probéscide, donde permanecen hasta ser inoculados en un nuevo hospedero.

Con la picadura, el fleb6tomo inocula en la piel entre 600 a 100 mil promastigotes
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metaciclicos. En el hospedero algunos promastigotes son destruidos, mientras
que otros son fagocitados por células del sistema reticuloendotelial como
macrofagos y células dendriticas, asi como por células de Langerhans.
Continuando con el ciclo, dentro del fagolisosoma de los macréfagos, los
promastigotes pierden el flagelo y se diferencian en amastigotes, posteriormente
se reproducen por fision binaria, a partir de lo cual pueden obtenerse desde
decenas hasta cientos de amastigotes, provocando la lisis de la célula
hospedadora y diseminandose en el liquido intersticial. De esta manera, pueden
infectarse macrofagos y células fagociticas de otros 6rganos, como ocurre en la
LV en la cual se afectan células de bazo, higado y médula 6sea.1?324

3.5 Respuestainmune a Leishmania

Una respuesta inmune protectora a Leishmania esta mediada tanto por la

respuesta innata como la adaptativa.
Respuesta innata inducida por Leishmania:

Inicialmente, los parasitos son reconocidos a través de sus moléculas de
superficie por receptores presentes en macréfagos, células dendriticas y células
NK (como el lipofosfoglicano reconocido por los receptores tipo Toll (TLR, del
inglés Toll-like receptor) de tipo 2), lo que induce la produccién de citocinas
proinflamatorias (TNF-a, IFN-y e IL-12) y moléculas coestimuladoras (CD40, B7-
1y B7-2).2526

Los macrofagos aunque son el principal blanco para la replicacion del parasito,
también pueden actuar como células efectoras, de tal forma que el resultado de
la infeccion depende principalmente de cémo estas células se activen. El
metabolismo del aminoacido L-arginina es crucial en la activacion, al ser un
sustrato comun para las enzimas que se encuentran en el ambiente de la
respuesta inmune. Por lo tanto, cuando los macréfagos estan expuestos a las
citocinas TNF-a e IFN-y, se presenta una activacion clasica o leishmanicida, en
donde la expresion de la sintasa inducible de 6xido nitrico (INOS, del inglés
inducible nitric oxide synthase) conduce al metabolismo de L-arginina hacia la
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produccion de Oxido nitrico y especies reactivas de oxigeno (EROs, como
aniones superoéxido, radicales hidroxilo y peréxido de hidrégeno), mecanismos
gue promueven la muerte del parasito. Por lo contrario, en presencia de IL-4, IL-
10, IL-13 y TGF-B se presenta la activacion alternativa de macrofagos, en donde
se induce el metabolismo de la L-arginina hacia la sintesis de L-ornitina, el cual
es sustrato para la ornitina descarboxilasa y se metaboliza en putrescina, una

poliamina importante para la proliferacion del parasito.?’-31

Otras células que se recluyen de forma temprana en el sitio de infeccidén son los
neutrofilos, éstos pueden eliminar al parasito o protegerlo, lo cual va depender
de la especie de Leishmania. Los neutrdfilos eliminan al parasito a través de su
mecanismo microbicida conocido como netosis, en el cual liberan redes
extracelulares que permiten atrapar a los parasitos para destruilos. Ademas,
cuando presentan necrosis, se induce una accion leishmanicida mediada por
TNF-a y la elastasa neutrofilica, reduciendo el numero de parasitos fagocitados
por los macrofagos. Sin embargo, cuando sufren de apoptosis y son fagocitados
por macréfagos, suprimen la activacion de estas células y promueven el progreso

de la enfermedad.32-36

Igualmente se recluyen en el sitio de infeccibn monocitos y células dendriticas.
Se ha sugerido que los monaocitos tienen una funcion protectora, ya que después
de la infeccién, se dirigen hacia la lesion y liberan EROs que pueden controlar al

parasito de forma temprana.3’

Los monocitos también pueden diferenciarse en células dendriticas, las cuales
son CPAs altamente especializas y tienen un papel importante en el inicio de la
inmunidad mediada por células T. Las células dendriticas fagocitan a los
amastigotes y al activarse estimulan la produccion de IL-12 (citocina que induce
la expresion de iINOS, o6xido nitrico e IFN-y), la expresion de moléculas
coestimuladoras (como CD80, CD86 y moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC, del inglés major histocompatibility complex)), ademas,



migran hacia los nédulos linfaticos de drenaje donde tiene lugar la presentacién
de antigenos a los LT.38-40

Cabe mencionar que después de la infeccion por Leishmania, la produccién de
IFN-y por las células NK y las células T CD8* en los nédulos linfaticos de drenaje,
promueve un incremento en la produccién de IL-12 por parte de las células
dendriticas, la cual también es una citocina significativa en la diferenciacion de

células Thly la supresion de células Tn2.39:41:42
Respuesta inmune adaptativa inducida por Leishmania:

La respuesta inmune celular en la LC se ha estudiado principalmente en modelos
murinos infectados con L. (L.) major, pues ha permitido exponer el paradigma
Tul-Tw2, relacionado con una respuesta inmune protectora o el progreso de la

enfermedad.*3

Para la presentacion antigénica a los LT CD4* naive (TH0), las CPAs tienen que
procesar a los antigenos exdgenos a través de proteinas endosémicas y
lisosémicas para la obtencién de péptidos, éstos se unen a las moléculas de la
clase Il del MHC, dicho complejo se expresa en la superficie celular para que

pueda ser reconocido por las células TH0.#4

Dependiendo del microambiente de citocinas, se puede orientar la respuesta
inmune a un tipo Tul o Tu2. En presencia de IL-4 se activan los linfocitos Th2 que
inducen la produccién de IL-5, lo que conduce a la activacién y diferenciacion de
las células plasmaticas productoras de anticuerpos, principalmente, el isotipo IgG
y sus subtipos. El desarrollo de una respuesta humoral mediada por anticuerpos
esta relacionada con el progreso de la leishmaniasis, puesto que la union de
anticuerpos IgG a los receptores de los macréfagos (FcyR), induce la produccion
de IL-10 e inhibe la produccion de IL-12. Las células Tn2, también inducen la
produccion de otras citocinas proinflamatorias como IL-4 e IL-13, lo que

promueve el desarrollo de la lesion.?24547
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Por su parte, la presencia de IL-12 en el medio, activa a los linfocitos CD4* Thl
que inducen la produccion de IFN-y, citocina que activa a los linfocitos T CD8*,
los cuales son capaces de eliminar células infectadas mediante sus mecanismos
de citotoxicidad (exocitosis de granulos liticos y expresion de los ligandos
FasL/CD95L). De forma paralela, con la produccion de IFN-y se activa la via de
produccion de éxido nitrico de los macréfagos. También, se induce la produccion
de otras citocinas importantes en la activacion de mecanismos leishmanicidas
como TNF-a e IL-2. Ademas, las células Tnl pueden migrar a la piel y eliminar a
los parasitos; por lo tanto, una respuesta inmune tipo Tyl estéa relacionada con la
resistencia a la enfermedad, debido a que se ha observado que las lesiones son

de menor tamafio y con un nimero reducido de parasitos.??3347:48

Las células Tul y Tu2, igualmente participan en la diferenciacion de las células B
y el cambio de isotipo de las inmunoglobulinas. En ratones, los anticuerpos IgG1
estan relacionados con un perfil de respuesta tipo Tw2 general, debido a que la
citocina IL-4 producida induce un cambio de isotipo de IgM a IgG1. Mientras que
los anticuerpos IgG2a estan relacionados con una respuesta tipo Tyl, en donde
el cambio de isotipo es mediado por IFN-y. En lo que respecta a una infeccion
por Leishmania, se ha encontrado que la presencia de mayores niveles de lgG2a
que del subtipo 1gG1, esta asociada a una respuesta inmune protectora a la
enfermedad. Ante esto, los subtipos de IgG se han utilizado como indicadores de
una respuesta Tyl 0 Tu2, por lo que el célculo de la razon 1gG1/lgG2a es una

herramienta que permite definir el fenotipo generado por las células T.4%-52

Por otra parte, los LT CD8* igualmente tienen un papel importante en la
inmunidad adaptativa, éstas células reconocen antigenos intracelulares que son
procesados via proteosoma y estan asociados a moléculas del MHC clase I. Es
importante mencionar que también pueden reconocer antigenos exégenos, los
cuales de alguna forma que no se ha elucidado, se asocian a las moléculas del
MHC clase | y pueden ser presentados por algunas células dendriticas, este tipo

de presentacién antigénica es conocida como presentacion cruzada.**
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La funcién de los LT CD8* en la infeccion por Leishmania se ha asociado a la
proteccion tanto en humanos como en ratones, ya que se han encontrado en la
recuperacion de pacientes infectados con L. (L.) major y L. (L.) mexicana. En un
estudio se observd que la reduccién de células T CD4* en ratones BALBI/c,
promovio la resistencia a una infeccion por L. (L.) major, efecto relacionado a un
entorno enriquecido de LT CD8*, ademas, se encontr6 que cuando los ratones
fueron reinfectados, dichas células tienen un papel importante en la produccion
de grandes cantidades de IFN-y, lo que puede promover el cambio de una

respuesta T2 a una de tipo Ty1.42:48,53-55

No obstante, aunque las células T CD8* tienen una participacion importante en la
proteccion, otros estudios muestran que tienen un papel patolégico relacionado

con el dafio tisular provocado por sus mecanismos citotdxicos.33:56

Por ultimo, cabe mencionar que en humanos, no es posible observar una
polarizacion Tyl/Tu2. Por lo cual, dado que la resistencia a la enfermedad esta
asociada a una respuesta Tul y que se ha visto una relacion de dicha respuesta
con la proteccion en la LC, algunos autores mencionan que una vacuna ideal
para la leishmaniasis debe de inducir una respuesta tipo Tul especifica, fuerte y
duradera para prevenir la enfermedad. Sin embargo, en otros estudios se sugiere
que para la proteccién a la enfermedad, es necesaria la induccién de una

respuesta tanto Tyl como Ty2.40:56.57
3.6 Tratamientos para la leishmaniasis

Como tratamientos sistémicos y considerados de primera eleccién se encuentran
los antimoniales pentavalentes, como Pentostam® (estiboglutanato sédico) y
Glutantime® (N-metilglutamina). No obstante, su uso no ha sido aprobado por la
Administracion Americana de Alimentos y Medicamentos (FDA, del inglés Food
and Drugs Administration) a causa de los efectos adversos que ocasionan, como
dolor en las articulaciones, nauseas, dolor abdominal, pancreatitis,

hepatotoxicidad y cardiotoxicidad.?-%8
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Entre los medicamentos de segunda eleccion estan los antiparasitarios y los
antifangicos, como la Anfotericina B y Miltefosina que de igual manera provocan
fuertes efectos téxicos e incluso la muerte. También, se han propuesto otros
medicamentos alternativos, como por ejemplo, el tratamiento solo o combinado
de Ketoconazol, Itraconazol, Flucanazol y Allopurinol; sin embargo, han resultado

poco efectivos.5°

Aunado a la eficacia limitada y los efectos secundarios que provocan los
tratamientos, se encuentran sus regimenes largos de terapia y alto costo;
ademas, es importante mencionar que una de las principales causas del fracaso
de los medicamentos es la resistencia del parasito a éstos, por lo que han surgido
otras alternativas de tratamiento como la irradiacion, cauterizacién, crioterapia y
terapia fotodindmica para la LC, no obstante, no son capaces de eliminar al

parasito, ni controlar la enfermedad.5%-61

El problema en el control de la leishmaniasis no solo es por la ausencia de
tratamientos 100% eficaces y no toxicos, sino también por el control dificil del
vector y los reservorios tanto silvestres como domésticos. Es por lo anterior, que
el uso de vacunas resulta una estrategia viable y prometedora, debido a que los
parasitos no generan resistencia a éstas, es posible la induccion de un efecto

duradero, la enfermedad podria prevenirse y la transmision reducir.>’
3.7 Vacunas contra la leishmaniasis

La posibilidad de una vacuna contra la leishmaniasis, surge de lo observado en
personas que se han recuperado de la enfermedad y son resistentes a una
reinfeccion. En términos generales, una vacuna ideal para esta enfermedad debe
ser: a) segura; b) tener antigenos con identidad elevada entre multiples especies;
c) inducir una inmunidad duradera y protectora; d) tener un proceso de obtencion

a gran escala y reproducible.57:62:63

Hasta la fecha, se han evaluado diversos antigenos y formulaciones de vacunas;
sin embargo, a pesar del éxito obtenido en modelos murinos, se ha observado
qgue la efectividad de un gran nimero de candidatos a vacuna se reduce en
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modelos animales desarrollados y generalmente fracasan cuando son evaluados
en humanos. En consecuencia, el desarrollo de vacunas para esta patologia ha

sido lento y limitado.%

Los candidatos a vacunas para la leishmaniasis se han dividido en cuatro
categorias dependiendo del tipo de vacuna: a) Leishmanizacion o inoculacion de
parasitos vivos, que incluyen construcciones genéticamente modificadas; b)
Primera generacion, consisten en fracciones o parasitos enteros muertos, con o
sin adyuvantes; c) Segunda generacion, incluyen vacunas de proteinas

recombinantes; d) Tercera generacion, corresponden a vacunas de ADN.5566

La Leishmanizacion y algunas de las vacunas de primera generacion se han
ensayado en humanos en diferentes partes del mundo, pero la estandarizacion
de la mayoria de las formulaciones ha sido complicada, por lo que no pueden ser
consideradas una opcion viable para la obtencion de una licencia, dadas las

consideraciones regulatorias actuales.®’

Del mismo modo, el uso de vacunas atenuadas implica cierto riesgo, ya que
existe la posibilidad de que el parasito se revierta a su condicion virulenta, de
modo que so6lo algunas vacunas de este tipo son evaluadas en humanos;
ademas, los resultados obtenidos han sido negativos o no concluyentes con
respecto a la profilaxis, pero alentadores como formas terapéuticas.>®

Por su parte, las vacunas de tercera generacion o de ADN, consisten en la
clonaciébn de genes de antigenos de Leishmania en plasmidos, para
posteriormente ser inoculados en la piel o masculo del sujeto. Son vacunas que
han demostrado inducir proteccion a una infeccion por Leishmania a través de
una respuesta THl, esto puede deberse a que se acoplan de manera efectiva al
MHC clase | y Il, permitiendo de este modo la activacion de células T CD8*y T
CD4+.68_70

A pesar de que las vacunas de ADN se consideran prometedoras por su
respuesta inmune protectora, su evaluaciéon se ha limitado a estudios preclinicos,
dado que su uso no ha sido aprobado en humanos por el temor a la integraciéon
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del ADN plasmidico al genoma del hospedero y que como consecuencia
provoque efectos adversos tales como mutaciones, tolerancia o0 procesos
autoinmunes. No obstante, diversos ensayos se encuentran en desarrollo con el
fin de obtener informacion sobre su seguridad y eficacia. Por lo tanto, se ha
optado por dirigir esfuerzos en la busqueda de vacunas basados en proteinas
recombinantes, ya que con la tecnologia de ADN recombinante existe la
posibilidad de desarrollar de forma mas sencilla una amplia variedad de vacunas

mas seguras y estables.’1-74

En la produccion de vacunas recombinantes, se emplean genes de agentes
patégenos que codifican para los antigenos que inducen la respuesta inmune.
Para esto, el gen de interés es insertado en un plasmido, con el que se
transforman microorganismos (virus, bacterias, hongos o levaduras) o
transfectan lineas celulares. Posteriormente, los microorganismos o células son
cultivados con el fin de producir la proteina deseada, por Ultimo ésta es aislada y
purificada para su uso como vacuna. Dichas vacunas, aunque son mas seguras
en comparacion con las de primera y tercera generacién, inducen una inmunidad
de tipo humoral o una respuesta tipo T2 y son moderadamente inmunogénicas.
Pese a esto, es posible incrementar su eficacia e inducir una respuesta inmune
celular o Thl, mediante el uso de adyuvantes. Hasta ahora, se han evaluado
distintos antigenos recombinantes con resultados prometedores, incluso algunos

han sido probados en las primeras etapas de estudios clinicos.6:75-77

Por otro lado, en la actualidad se estan examinando otras estrategias para el
desarrollo de vacunas contra la leishmaniasis, por ejemplo, la blusqueda de
sustancias presentes en la saliva de los fleb6tomos que pudieran ser usadas
como vacuna. Incluso se esta evaluando la combinacion de antigenos de las

glandulas salivales de fleb6tomos y antigenos recombinantes.””:"8

Asi también, se han evaluado péptidos sintéticos como vacuna. En un estudio se

obtuvieron del genoma de L. (L.) major y demostraron ser inmunogénicos en
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modelos murinos y caninos, aunque es necesaria la evaluacion de su efecto

protector, para ser considerados nuevos candidatos a vacuna.’?:80
3.7.1 Adyuvantes

Los adyuvantes son moléculas, compuestos o complejos macromoleculares que
coadministrados con un antigeno incrementan la magnitud, calidad y duracion de

la respuesta inmune especifica al antigeno.8!

La formulacién de vacunas con adyuvantes se ha vuelto fundamental, ya que
éstos permiten reducir la cantidad de antigeno y el ndamero de refuerzos
necesarios para conseguir una respuesta inmune 6ptima. En la actualidad, se
estan dedicando esfuerzos a la obtencion de adyuvantes eficaces y seguros para
su uso en humanos, porque a pesar de que algunos han demostrado tener una
eficacia al incrementar la respuesta inmune, la mayoria de éstos son toxicos.
Actualmente, el monofosforil lipido A (MLA) y glucopiranosil lipido A (GLA) son
aprobados en estudios clinicos y son considerados como adyuvantes

prometedores para vacunas.8?-85

El MLA, GLA, las sales de aluminio, el Imiquimod y secuencias no metiladas de
citosina fosfato guanosina (CpG), se han empleado como adyuvantes en vacunas
contra la LC. A diferencia de las sales de aluminio, los otros son agonistas de
TLRs. Los TLRs son receptores que se encuentran en la superficie celular y en
las membranas intracelulares, los cuales han sido propuestos como una
estrategia fundamental en el desarrollo de vacunas, debido a que se encuentran
principalmente en monocitos, macréfagos y células dendriticas. Estos receptores,
reconocen estructuras microbianas conservadas denominadas patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMPs, del inglés pathogen-associated
molecular patterns), activan la transduccion de sefiales y factores de
transcripcion que inducen la expresion de genes, cuyos productos son
importantes para la induccion de las respuestas celulares antimicrobianas y

proinflamatorias. De tal manera que los adyuvantes agonistas de TLRs imitan a
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los PAMPs y su actividad es mediada por la activacion de estos receptores en las

células.*+86:87
Monofosforil lipido A:

Es un adyuvante agonista del TLR4, obtenido de la pared celular de Salmonellla
minnesota a partir de un proceso de hidrolisis, en el cual el lipido A del
lipopolisacarido (LPS) bacteriano, se transforma en una mezcla de glucosaminas
aciladas, este proceso reduce la toxicidad manteniendo el efecto inmunogénico
del lipido A. La estructura del MLA generalmente, consta de seis cadenas
laterales aciladas, un grupo fosforilo y no tiene cadenas laterales de
polisacaridos.®

Este adyuvante emula la accién del LPS activando a los TLR4 de las CPAs, su
mecanismo de accion es a través de la activacion de las vias de sefalizacion de
las proteinas MyD88 y TRIF que inducen la producciébn de citocinas
proinflamatorias, interferones tipo 1 y quimiocinas. Se ha encontrado que
preferentemente promueve la diferenciacion de células T CD4* Tyl y mejora la
respuesta inmune hacia antigenos coadministrados. Por lo que ha sido
ampliamente usado en la evaluacion de vacunas profilacticas contra la
leishmaniasis, demostrando ser efectiva contra la LC y LV en modelos

murinos,8286.89

EL MLA al ser un derivado natural, el control de su manufactura y la
reproducibilidad del proceso puede ser un reto; por lo tanto, actualmente se tiene

un enfoque en el desarrollo de sustancias sintéticas y puras, como el GLA.%
Glucopiranosil lipido A:

Es un adyuvante derivado del lipido A, es una variante del MLA, tiene una
molécula hexaacilida Optima para la participacion de los TLR4, estimula la
respuesta inmune innata y adaptativa, promoviendo la maduracion de las células
dendriticas y la liberacion citocinas inflamatorias y quimiocinas asociadas con el
trafico celular (CCL4, CCL5, CCL7, y CXCL10). Asimismo, es mas activa en las
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CPAs de ratones y humanos que el MLA e induce preferentemente una respuesta
Twl. Tanto MLA como GLA pueden estimular la produccion de elevados niveles

de citocinas proinflamatorias como TNF-a e [L-12.7:8%-91

El GLA se ha formulado en emulsion agua en aceite (GLA-SE), demostrando que
en comparacion con el GLA solo, su actividad incrementa al inducir una mayor
respuesta inmune innata, expresion de citocinas, activacion de leucocitos,
reclutamiento y activacion de las células dendriticas en los ganglios linfaticos,
ademas, no produce efectos secundarios en ratones y primates. Asi también, se
ha encontrado que un candidato a vacuna para la leishmaniasis compuesto por
la proteina LmSTI1 mas GLA-SE y administrado via s.c en ratones BALBI/c, fue
capaz de inducir una mayor respuesta THl, proporcion lgG2a:lgG1l y numero de
células productoras de IFN-y, en comparacion con la vacuna compuesta por GLA

en formulacion liposomal o solucién acuosa.?6.92-94

GLA-SE, MLA-SE vy las sales de aluminio, son adyuvantes que el Instituto de
Investigacion en Enfermedades Infecciosas (IDRI, del inglés Infectious Disease
Research Institute) emplea para el disefio de sus candidatos a vacunas contra L.
(L.) major y L. (L.) donovani. Existen reportes que indican que la formulacion con
GLA-SE, es mas potente que la de MLA-SE, en términos de estimular la
activacion de CPAs e inducir una produccién mayor de IFN-y, también se observo
gque a dosis bajas GLA-SE induce una frecuencia alta de células T

efectoras.6286.95,%
E6020:

Es un adyuvante sintético nuevo, derivado de lipido A que mantiene gran parte
de la actividad inmunoestimulante del LPS. Esta quimicamente definido, consiste
en una cadena principal simple hexaacilada no ciclica, es un dimero fosfolipidico
y a diferencia del MLA y GLA carece de una molécula de azucar que orienta
residuos lipidicos. Su estructura simplificada, permite una sintesis mas rapida y
una produccion mejor, lo que resulta en avances prometedores en términos de

costos y seguridad sobre las preparaciones de lipido A naturales. Dicha
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simplificacion no afecta de manera adversa su actividad biolégica, pues se ha
reportado que su uso en vacunas recombinantes puede inducir una produccion
de citocinas a un nivel similar a las que emplean LPS como adyuvante. Su modo
de accion es activado la sefializacion NF-kB y en ratones estimula la liberacion

de citocinas Unicamente a través de los TLR4.97:98

Al evaluarse junto con diferentes antigenos, es capaz de inducir una respuesta
inmune protectora, caracteristica por la induccion de una respuesta Tnl. Ademas,
es un adyuvante que ha sido disefiado para ser compatible con diferentes
formulaciones y sistemas. Por ejemplo, en formulacién con la emulsién agua-

aceite MF59, también fue capaz de orientar la respuesta inmune hacia Tw1.9-1%0

De acuerdo a la respuesta que induce, E6020 ha sido propuesto para el disefio
de vacunas recombinantes contra parasitos intracelulares como Trypanosoma
cruzi. Recientemente, se encontrd que la administraciéon de E6020 en emulsion
estable con escualeno (E6020-SE) y la proteina recombinante Tc24, promovio
una reduccioén de la parasitemia y un incremento en la sobrevivencia de ratones
con una infeccion aguda por Trypanosoma cruzi. La respuesta inmune inducida
por esta vacuna terapéutica, se relaciond con una respuesta tipo Tul por la
produccion de lgG2a e IFN-y. Ademas, curiosamente se observd que sélo el
adyuvante provocoé un incremento en la sobrevivencia, esto sugiriere que E6020-
SE pudo actuar como refuerzo de la respuesta inmune propia de los antigenos
nativos de T. cruzi durante la infeccion. E6020 no ha sido evaluado en vacunas
contra Leishmania, pero con base a lo anterior, su uso puede ser

considerado.101.102

Por otro lado, este adyuvante ha demostrado ser compatible con diferentes vias
de administracion, ya que cuando se aplicé de forma s.c o intranasal fue capaz
de mejorar la respuesta de antigenos proteicos, por lo cual, resulta factible su uso

en vacunas administradas a través de rutas diferentes a las convencionales.®’

Actualmente, E6020 sélo se ha evaluado en estudios preclinicos, encontrandose

gue tiene un perfil de seguridad prometedor basado en investigaciones con
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diferentes modelos animales, por lo que se ha sugerido la posibilidad de su uso

en humanos.97:98.100
3.7.2 Vacunas recombinantes contra la leishmaniasis

Los avances en el desarrollo de vacunas contra la leishmaniasis han propuesto
la posibilidad de una vacuna contra esta enfermedad dentro de pocos afos.
Hasta la fecha se han evaluado y sugerido varios antigenos recombinantes como

candidatos a vacuna para las distintas formas de la leishmaniasis.'%

El primer antigeno recombinante usado como vacuna para la leishmaniasis fue
GP63 o leishmaniolisina, la cual es una abundante glicoproteina de membrana
presente en promastigotes de todas las especies de Leishmania. Su eficacia en
inducir proteccion ha sido evaluada en varios modelos experimentales utilizando
diferentes cepas y adyuvantes, obteniéndose resultados contradictorios, ya que
éstos son prometedores en estudios preclinicos, pero no en humanos, porque
induce una respuesta pobre de células T. Por consiguiente, se decidié emplear
otras estrategias, como por ejemplo, la evaluacion de GP63r encapsulado en un
liposoma catiénico en formulacién con MLA, esta vacuna al administrarse por via
s.c en ratones BALBY/c, favorecio la induccion de una respuesta Trl (produccion
de IFN-y, IL-2 y 6xido nitrico) antes y después del reto con L. (L.) donovani (LT

productores de IFN-y y elevada proporcion 1gG2a/lgG1).57:68:104-106

Otra proteina de superficie especifica de promastigotes, es GP46/M2 o PSA-2,
se expresa en todas las especies excepto en L. (V.) braziliensis. Se encontré que
la administraciébn via intraperitoneal (i.p) de la proteina pura mas
Corynebacterium parvum como adyuvante, confiere proteccion a una infeccion
por L. (L.) major. Asimismo, como proteina nativa demostré inducir una respuesta
inmune protectora a L. (L.) amazonensis. Sin embargo, como proteina
recombinante induce una proteccion variable, ya que es capaz de inducir un
efecto protector a una infeccion por L. (L.) amazonensis, pero no a una infeccién
por L. (L.) major. Esto sugiere que la proteina nativa puede ser importante para

el procesamiento y presentacion antigénica por las CPAs,107-109
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LACK (homologo del receptor para la quinasa C activada de Leishmania) es
también considerado como un antigeno prometedor, se encuentra expresado en
los dos estadios del parasito y esta conservado en varias especies de
Leishmania. No obstante, a pesar de que una porcion de esta proteina (p24) mas
IL-12 administrada de forma s.c, fue capaz de conferir proteccion a una infeccién
por L. (L.) major en ratones BALBI/c, se ha sefalado que LACK no induce un

efecto protector para la LV.110-112

Las proteinas especificas de amastigotes como A2, P4 y P8 de L. (L.) pifanoi,
son considerados también como candidatos a vacunas. En un estudio, P4 y P8
junto con Corynebacterium parvum como adyuvante fueron administrados via i.p
en ratones BALB/c, demostrando promover un efecto protector parcial a
completo, al reducir el tamafio de lesidon y la carga parasitaria en ratones
infectados con L. (L.) pifanoi. Al evaluar solo la proteina P8, se encontré que
indujo una proteccion parcial en ratones BALB/c y completa en ratones CBA/J
que fueron infectados con L. (L.) amazonensis, asi como un aumento en la
produccién de IFN-y. Por su parte, A2 formulada con Propianibactrium acne como
adyuvante y administrada via i.p, demostr6 reducir significativamente la carga
parasitaria en el bazo de ratones infectados con L. (L.) donovani, ademas,
promovié un aumento en la produccion de IFN-y y en los niveles de IgG1 e IgG2a,

sugiriéndose una respuesta Tul/Tu2 mixta. 113114

El Ligando de fucosa-manosa (FML), es una fraccién glicoproteica localizada en
la superficie del parasito durante todo su ciclo de vida y fue aislado por primera
vez en L. (L.) donovani. En la actualidad, estd comercialmente disponible en
Brasil bajo el nombre de Leishmune® para el tratamiento de la LV en perros y se
aplica via s.c. Esta vacuna ha demostrado promover la activacion de LT CD8*y

niveles altos de IFN-y, 6xido nitrico y anticuerpos 1gG2.115116

Existen otras proteinas recombinantes que han sido sugeridas como candidatos
a vacuna contra Leishmania, sin embargo, no todas han demostrado ser eficaces

y ha sido posible su evaluacion en las primeras fases de ensayos clinicos. LEISH-
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F1 o Leish-111f, fue el primer candidato a vacuna que se evalu6 en fase clinica
y ya se ha probado hasta fase 2, consiste en la fusion de la proteina antioxidante
especifica de tiol de L. (L.) major (TSA), la proteina inducible por estrés de L. (L.)
major (LmSTI1) y el factor de iniciacion de elongacién de L. (L.) major (LelF). Este
antigeno administrado via s.c junto con el adyuvante MLA-SE ha demostrado ser
inmunogénico, al promover una produccion elevada de IFN-y por las células T.
Ademas, demostrd ser seguro en sujetos sanos, con y sin antecedentes de una
infeccion con L. (L.) donovani. Asi también, es considerado como un adyuvante
terapéutico en lo antimoniales pentavalentes para la LC y LM humana,
demostrando que con su uso es posible reducir el tiempo del tratamiento. No

obstante, no tuvo éxito contra infecciones con L. (L.) infantum,117-119

Con base al éxito preliminar de LEISH-F1, se realiz6 una nueva construccion
llamada LEISH-F2, en la que no se incluye la histidina-tag en el extremo N-
terminal y se remplaza la lisina 274 por glutamina, esto con el fin optimizar el
proceso de manufactura. A partir de ensayos en fase 1 y 2, se han obtenido

resultados positivos relacionados a su inmunogenicidad y seguridad.%6:120

IDRI también esté realizando ensayos en fase 1 con LEISH-F3 formulada con
GLA-SE y administrada de forma i.m. Dichos ensayos se realizaron en voluntarios
de Estados Unidos con el fin de evaluar la profilaxis de la vacuna, se encontro
gue ésta que es segura y capaz de inducir una respuesta antigeno-especifica
fuerte, con un balance de respuestas Thl-Tn2 y una produccion significante de
IL-10. Es importante mencionar que LEISH-F3 es una proteina de fusion que
incluye las proteinas la esterol 24c-metiltransferasas (SMT) de L. (L.) infantum y
NH36, debido a que ambas han demostrado inducir proteccién contra diferentes

especies de Leishmania.®.95121.122

3.7.2.1. Hidrolasa de nucle6sidos de Leishmania (L.) donovani
(NH36)

Las hidrolasas de nucledsidos son enzimas que como su nombre indica, catalizan

la hidrdlisis de nucléosidos mediante la ruptura del enlace N-glicosidico para la
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produccion de bases y ribosa en la sintesis de ADN. La mayoria de los parasitos
protozoarios, como los del género de Leishmania no tienen la capacidad de
sintesis de novo de bases nitrogenadas, por lo que es trascendental la actividad
de dicha enzima en su replicacion, para poder obtener purinas y/o pirimidinas de
sus hospedadores. Es importante mencionar que la actividad de estas enzimas

no se presenta en mamiferos.123124

NH36 es la hidrolasa de nucledsidos de L. (L.) donovani, tiene un peso molecular
aproximado de 36 kDa, corresponde al principal marcador antigénico del
complejo fucosa-manosa (FML) y se encuentra presente en la superficie celular
de amastigotes y promastigotes. Es una proteina considerada como un
importante marcador filogenético del género Leishmania, ya que presenta un alto
porcentaje de identidad en las especies que provocan las diferentes
manifestaciones clinicas de la leishmaniasis como L. (L.) major (95%), L. (L.)
mexicana (93%), L. (L.) chagasi (99%), L. (L.) infantum (99%), L. (L.) tropica
(97%), y L. (V.) braziliensis (84%). Este nivel de conservacién es mas elevado
que GP63, TSA, CPb y las histonas H2B. Por lo anterior, NH36 puede ser
considerado como un antigeno ideal para el disefio de vacunas, asi como un
prometedor candidato a vacuna bivalente y con proteccién cruzada contra la

leishmaniasis.22.125-127

Asimismo, es un antigeno presente en estados tempranos de la infeccién, lo que
permite que sea un blanco excelente para el reconocimiento de patdgenos por la
respuesta inmune adaptativa, de tal forma que podria prevenir la replicacién de
patégenos en la primera etapa de su ciclo de vida y prevenir la infeccién.*

Se han realizado estudios destinados al disefio de vacunas con NH36,
ensayados en diferentes modelos animales obteniéndose resultados
prometedores. En su forma nativa y administrada junto con saponina via s.c en
ratones BALB/c, se encontrd que concedi6 proteccion a una infeccion por L. (L.)
donovani, se produjeron anticuerpos IgG especificos principalmente del subtipo

IgG2a, disminuy6 la carga parasitaria y el tamafio del higado.?8
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Como vacuna recombinante, NH36 administrada via s.c con o sin IL-12 fue capaz
de reducir la carga parasitaria y el tamafio de lesion en ratones BALB/c infectados
con L. (L.) major. Relacionado este efecto protector con una alta produccién de
IFN-y y una disminucién de IL-10. Empleando la misma via de administracion,
formulando NH36r con saponina, la vacuna no indujo un efecto protector en
ratones infectados con L. (L.) mexicana, ya que no se redujo el tamafio de la
lesion. No obstante, cuando los animales fueron retados con L. (L.) chagasi, se
produjeron mas anticuerpos lgG2a que IgG1l y la vacuna promovio la reduccion

de la carga parasitaria en un 79%.36

Leishmune® es la primera vacuna de segunda generacién con uso aceptado para
la LV canina, estd compuesta por NH36, los adyuvantes QS21 y dos saponinas
desacetiladas de Quillaja saponina. Su uso profilactico en perros demostro
promover un incremento en la produccion de Oxido nitrico (ON), IgG2 vy
anticuerpos contra FML y L. (L.) chagasi, asi como un aumento en las
proporciones IFN-y/IL-4 de LT CD8*. Esta vacuna evidencid ser segura,
inmunoprofilactica e inmunoterapéutica en ratones y perros, ademas, fue capaz

de inducir una proteccién cruzada en ratones con LC.129

LEISH-F3 es una proteina recombinante desarrollada por IDRI. Tiene un peso
molecular de 74 kDa que como se menciond previamente, consiste en un
polipéptido de fusion que incluye a NH36. Se ha formulado con los adyuvantes
MLA-SE y GLA-SE. Por el momento no se cuenta con bibliografia referente a la
respuesta protectora de la vacuna formulada con MLA-SE, pero se han realizado
pruebas en fase clinica y se ha asegurado que posee una alta eficacia y

seguridad.®®

Por su parte, existen reportes de LEISH-F3 con GLA-SE en estudios preclinicos
y clinicos. Los resultados obtenidos en ratones BALB/c, indican que después de
las inmunizaciones de la vacuna en la base de la cola, se obtuvieron titulos
mayores de IgG2a sobre IgG1, una produccién mayor de citocinas Tnl (IFN-y,

TNF e IL-2) y niveles bajos de citocinas TH2/Treg (IL-5 e IL-10). Al evaluar su
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efecto protector, en ratones BALB/c y C57BL/6 infectados con L. (L.) donovani y
L. (L.) infantum, se observd una reduccion significante de la carga parasitaria.
También, se sefalo la importancia de las células T CD4* en la proteccion y en la
reduccion de la parasitemia. En cuanto a los ensayos clinicos, se obtuvo que el

candidato a vacuna indujo una combinacién de respuestas Tl y TH2.%°

Por otro lado, con el fin de conocer el dominio responsable de NH36 en la
induccion de una respuesta inmune protectora, se realiz6 un estudio en el cual la
proteina completa se dividio en 3 fracciones. Debido a que la proteina esta
compuesta por 314 aminoacidos, F1 contenia los aminoacidos que van de 1-103
(dominio N-terminal), F2 agrupaba los aminoacidos 104-198 (dominio central) y
F3 el grupo de 199-314 (dominio C-terminal). La proteina completa y sus
fracciones fueron administradas via s.c en ratones BALB/c, se determino que la
proteccion a una infeccion por L. (L.) chagasi era proporcionada por el dominio
C-terminal, el cual indujo principalmente una respuesta de células T CD4*y una
menor contribucion LT CD8*. Igualmente, se encontré que la proteccion inducida
por los péptidos C-terminales fue mayor que la inducida por la proteina completa,
pues se obtuvo un incremento de anticuerpos (IgM, 1gG2a, IgG1, e IgG2b),
produccioén de IFN-y, proporcion IFN-y/ IL-10 de LT CD4* y LT CD8", proporcion
TNF-a/ IL-10 de LT CD4*, reacciones DTH, y una disminucion de la carga
parasitaria. Tanto en ratones como en perros infectados con L. (L.) chagasi, se
observd que la vacuna NH36 induce una respuesta protectora mediada
principalmente por células T CD4", siendo esta respuesta dirigida por el dominio

C- terminal.*®

En la busqueda de una proteccidon cruzada para la LC, los ratones fueron
inmunizados via s.c con las fracciones y posteriormente infectados con L. (L.)
amazonensis, se encontré que aungue los dominios N y C inducen la reduccién
del tamafio de la lesion, sélo el dominio C-terminal promovio la disminucion de la
carga parasitaria. Lo anterior se volvié a evaluar formulando las fracciones con

saponina, encontrandose resultados similares. A diferencia de la capacidad del
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dominio C-terminal en inducir proteccién en la LV para el caso de la LC por L. (L.)
amazonensis, la proteccion se indujo tanto por el dominio C-terminal como el N-
terminal en proporciones similares. El dominio C-terminal, promovié una mayor
respuesta DTH, proporcion de células T CD4* y T CD8* antigeno-especificas,
expresion de IFN-y y TNF-a, y redujo un 75% del tamafo de la lesion. Mientras
que la vacuna N-terminal indujo una respuesta DTH menor y una expresion leve

de IFN-y y TNF-q, y disminuyé un 65% el tamafio de la lesiéon.130

Esta respuesta similar en la proteccion inducida por los dominios la regién N-
terminal y C-terminal, también se obtuvo al evaluar la vacuna en un esquema
terapéutico. La regién N-terminal y C-terminal disminuyeron el tamafio de las
lesiones a un 48% y 64%, y la carga parasitaria a un 81% y 82.6%,
respectivamente. Esto indica que ambas fracciones son importantes en el efecto

protector inducido por NH36.°
3.8 Vias de administraciéon de vacunas

La ruta de administraciéon y la formulacion de las vacunas son reconocidas como
variables interrelacionadas que pueden influir en el perfil de las respuestas
inmunes celulares y humorales resultantes. La via a través de la cual es
entregado el antigeno, no solo tiene un efecto sobre la respuesta inmune
obtenida, sino también en la magnitud de ésta, ya que determina los 6rganos y
poblaciones celulares involucrados en la respuesta inmune. Esta influencia de las
vias de administracion en la inmunogenicidad de las vacunas se ha caracterizado
en algunas formulaciones; por lo tanto, es importante considerar la determinacion
de una via apropiada, dado que puede tener un efecto sobre la proteccion a una

enfermedad.10-131.132

Actualmente, las principales vias de administracién parental son: i.m, s.c e i.d.
Por via i.m se aplican la mayoria de las vacunas inactivadas, por ejemplo,
hepatitis A y B, rabia, virus del papiloma humano, influenza, neumococo y la
combinacion tétanos-difteria-tosferina-Haemophilus Influenzae tipo b. Por via s.c

se administran vacunas vivas-atenuadas como la de sarampion, paperas,
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rubéola, varicela y fiebre amarilla. Mientras que por via i.d se aplican vacunas

como la de Bacillus Calmette-Guerin, rabia y viruela.'®?

Otra via parental es la intravenosa (i.v), en ésta el antigeno inoculado es llevado
directamente al bazo para la presentacion antigénica. No es una via
recomendable, porque el antigeno se elimina con mas rapidez, lo que impide una
estimulacién prolongada de las células del sistema inmune. En algunos casos

resulta util como dosis de refuerzo.133

Aunqgue las vias parentales s.c, i.m e i.d, primero transportan los antigenos a los
ndédulos linfaticos para la presentacion antigénica, la piel y el misculo poseen
distinta anatomia y propiedades inmunoldgicas.®

3.8.1 Vias de administracion en la piel

La piel alberga CPAs como las células dendriticas de la dermis y las células de
Langerhans, pero también involucra otros tipos de células como queratinocitos,
células T, células endoteliales, mastocitos y basdfilos. Tiene un papel tanto en la
inmunidad innata como en la adaptiva y es considerada como un 6rgano atractivo
para la administraciéon de vacunas, porgue alberga un gran numero de CPAs
especializadas, y por el facil acceso a los nédulos linfaticos de drenaje, para la
generacion de células T efectoras y anticuerpos producidos por linfocitos B, por

lo que es posible inducir una respuesta inmune protectora a largo plazo.3413

La piel es un 6rgano vascular de gran tamafio y se compone de tres capas
principales: epidermis, dermis e hipodermis. La administracion de vacunas en

estas capas se conocen como via transdérmica (t.d), i.d y s.c, respectivamente.3¢
Via transdérmica:

La administracion de una vacuna via t.d se realiza en la epidermis. Es la capa
mas externa y delgada, el 90% de la masa celular esta conformada por los
gueratinocitos, mientras que las células dendriticas de Langerhans a pesar de

que representan alrededor del 1% de la poblacion celular, cubren casi el 20% del
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area de superficie, debido a su orientacion horizontal y protuberancias
prolongadas.*®’

Los queratinocitos son considerados como la primera linea de defensa en la
epidermis, ya que después del reconocimiento de patégenos, liberan péptidos
antimicrobianos, citocinas y quimiocinas para iniciar la respuesta inmune. Estan
en contacto cercano con las células de Langerhans y son considerados una
fuente importante de mediadores que ayudan al desarrollo de éstas células,
también pueden activar sus propiedades funcionales y promover su migracion
desde la epidermis. Debido a la que los queratinocitos son una fuente rica de
citocinas inmunomoduladoras, se ha propuesto en el disefio de vacunas la
posibilidad de manipular la secrecidn de ciertas citocinas, que permitan dirigir a

las células dendriticas a inducir la respuesta de LT que se requiera.134135138

Las células de Langerhans representan la segunda linea de defensa y se
presentan tanto en ratones como en humanos. En humanos, se ha reportado que
estas CPAs tienen una densidad de 1000 células/mm? en la epidermis, y es el
anico tipo de células dendriticas presente en esta capa de la piel. Los granulos
de Birmeck son organulos citoplasmaticos especificos de las células de
Langerhans, cuya funcion y origen ain no se han esclarecido. También, estas
células se caracterizan por expresar moléculas CD45, CD207 (langerina), MHC
clase | y Il, asi como receptores Fc y de complemento. Durante su proceso de
maduracién, expresan moléculas coestimuladoras (CD40, CD80 y CD86)
receptores de quimiocinas (CCR7) y moléculas de MHC | y II, ante esto, pueden
presentar antigenos exdgenos en el contexto del MHC clase Il y realizar una

presentacion cruzada.134139-144

Por otro lado, la funciébn de barrera fisica de la piel se debe al proceso
queratinizacion, lo que representa el mayor obstaculo para la vacunacion via t.d.
Ante esto, es necesario emplear un método adecuado de vacunacion capaz
interrumpir de manera fisica y quimica dicho estrato, para una entrega directa de

los antigenos a las CPAs. Actualmente, sistemas de vacunacioén t.d no invasivas
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se encuentran en desarrollo, a pesar de ello, todavia no se cuenta con la
tecnologia adecuada para permitir que las moléculas grandes puedan atravesar
esta capa, ademas, no se ha demostrado si estos sistemas pueden proporcionar
una respuesta viable a los problemas de suministro y costos, que son

particularmente importantes para el éxito de las campafias de vacunacién.3¢
Via intradérmica:

La dermis es la segunda capa de la piel y es en donde se aplican las vacunas i.d.
Es una capa resistente, flexible y mas gruesa que la epidermis. La dermis reticular
es una subcapa de la dermis compuesta de una red de fibras de colageno, tejido
conectivo y una red muy densa de capilares sanguineos y vasos linfaticos, por
donde circulan células dendriticas, monocitos, linfocitos polimorfonucleares y
mastocitos. Los fibroblastos son las células mas abundantes de la dermis, en
este estrato también se encuentran células T de memoria y macrofagos, siendo
éstos ultimos mas abundantes que las células dendriticas en ratones, mientras

gue en humanos se encuentran en igual proporcién,136.145-147

La presencia de las células dendriticas en esta capa de la piel, desempefian un
papel fundamental en la vacunacion, al ser células altamente especializadas en
la presentacion antigénica. En la dermis, se encuentran dos grupos de células
dendriticas: las células dendriticas dermales residentes y las células de
Langerhans, éstas Ultimas se encuentran en este estrato debido a su migracion

hacia los nodulos linfaticos.134.136.148

En la dermis de ratones, se encuentran dos tipos de células dendriticas
residentes: Langerina® (CD207 dDC) y Langerina- (CD11b dDC). Ambas
presentan antigenos exégenos via MHC clase I, pero sélo las células Langerina*
han demostrado tener capacidad de realizar una presentacion cruzada de
antigenos. Esto se relaciona con lo observado después de una infeccion por L.
(L.) major, ya que la presentaciéon antigénica hacia los LT CD4* fue mediada por
las células Langerina, mientras que las células Langerina* interactuaron

preferentemente con LT CD8* durante la fase temprana de la infeccién.149-153
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Ademas, se ha encontrado que ceélulas dendriticas Langerina® no son muy
eficientes en la presentacion antigénica en comparacion con las Langerina* y las
células de Langerhans; sin embargo, tienen un papel importante durante la
inflamacion, ya que son las mas frecuentes en el sitio de inyeccion y estan
involucradas en la expansion de células T CD4* efectoras y células Treg,
asimismo, tienen la capacidad de regular la produccién de citocinas producidas

por estas células.'>*

En cuanto a la respuesta humoral, las células de Langerhans y las Langerina*
actuan de forma diferente, ya que las primeras estan relacionadas con la
produccion de anticuerpos IgGl, mientras que las células Langerina® son

requeridas para una produccién de anticuerpos IgG2a.t>®

Por otro lado, cabe mencionar que existen similitudes en el tejido linfoide
asociado a la piel (SALT, del inglés skin associated lymphoid tissue) de ratones
y humanos, incluyendo varios pero no todos los marcadores de superficie de las
células dendriticas. Asi como en los ratones, en la dermis de humanos se
presentan dos tipos de células dendriticas residentes: CDla* y CD14*. Las
CD1a* son las que mayormente residen en la dermis, aunque su funcién
especifica todavia no esta definida, se ha encontrado que inducen la proliferacién
de LT CD4*. Por su parte, las CD14* se caracterizan por promover la produccion
de anticuerpos. A pesar de que las células dendriticas CDl1a* pueden activar
mejor alos LT CD8* que las CD14*, son menos eficientes que las Langerhans en

la activacion de estos linfocitos.141,156-158

Por lo tanto, si el objetivo de una vacunacion es lograr una presentacién cruzada,
una estrategia 6ptima seria la inmunizacion i.d. Esto se expuso comparando las
vias de administraciéon i.d e i.v, encontrando que la entrega de antigenos de
manera localizada o i.d indujo una presentacion antigénica cruzada lenta en
comparacion con la entrega sistematica, en donde dicho evento se desarrollo de
forma rapida, sugiriendo que la persistencia del antigeno en la zona de

inmunizacion por via i.d, promueve que se induzca una respuesta inmune
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expandida, robusta, polifuncional y efectora, ya que se encontraron mas células
T CD8* efectoras con la capacidad de producir diez veces mas citocinas (IFN-y,

TNF-a e IL-2) que después de la inmunizacién de forma i.v.1%°

La aplicacion de vacunas de forma i.d, ha demostrado promover tanto en ratones
como humanos que las células de Langerhans sufran modificaciones en su
morfologia y se movilicen hacia la dermis; por lo tanto, son células que también
influyen en la respuesta inmune inducida por la administracion i.d. De manera
que la via i.d a diferencia de la via t.d, no sélo tiene como blanco las células de
Langerhans, sino también a las células dendriticas residentes de piel, que como
se mencion6 previamente, tienen un papel significativo en la respuesta inmune.
Por mucho tiempo las células de Langerhans se consideraron como las
principales CPAs de la piel; sin embargo, esta claro que las células dendriticas
de la dermis también son importantes, inclusive existen reportes que sugieren
que éstas células son aun mas importantes en la inmunidad que las células de

Langerhans.135160

Por otra parte, las vacunas i.d han despertado un interés en el area de salud
publica, porque se ha encontrado que requieren menos cantidad de antigeno que
las vacunas administradas por las vias s.c e i.m para estimular una respuesta
inmune adecuada. El uso de dosis menores al emplear vacunas i.d, permitiria
disminuir costos e incrementar el suministro a la poblacion, ya que reduciria el
peso de la vacuna, asi como la capacidad de almacenamiento, facilitando su

distribucién.161.162
Via subcutanea:

La ultima capa de la piel es la hipodermis o tejido subcutaneo, es una capa de
tejido conectivo laxo y elastina. Esta principalmente compuesta por fibroblastos y
adipocitos, ademas, numerosos vasos linfaticos que drenan la dermis pasan a

través de esta capa antes de llegar a ganglios linfaticos de drenaje.136:163,164

Es en este estrato se aplican las vacunas s.c. Las capas de grasa no contienen
las células necesarias y apropiadas para iniciar la respuesta inmune (fagociticas
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o CPAs), porque aunque alberga células dendriticas, los macrofagos son las
células del sistema inmune méas abundantes en dicho tejido. Los cuales no son
células tan especializadas en la presentacion antigénica como las células
dendriticas, ya que no expresan constitutivamente moléculas coestimuladoras,
por lo que requieren de un estimulo para una presentacion adecuada del antigeno

a los linfocitos T.10.165

Es importante mencionar que las vacunas administradas por esta via
generalmente, inducen una respuesta humoral y no se recomienda que a través
de esta ruta se administren vacunas con adyuvantes, ya que pueden provocar
abscesos grasos y granulomas, debido a la retencion del material inyectado. Asi
también, se ha reportado que vacunas con adyuvantes de sales de aluminio
administradas de forma s.c tienen una inmunogenicidad menor que las
administradas via i.m, a pesar de que en el tejido hipodérmico se encuentre

mayor cantidad de CPAs que en el musculo.166:167
3.8.2  Viaintramuscular

La via i.m es la principal ruta de inmunizacién establecida en los programas de
vacunaciéon del mundo. Las ventajas que posee incluyen: leve o ningun dolor en
el lugar de la inyeccion, facilidad técnica y una mayor capacidad para el volumen
inyectado. Ademas, se ha planteado que el musculo tiene la capacidad de
protegerse de los efectos nocivos de sustancias inyectadas en él, debido a su
abundante suministro de sangre, de tal manera que puede ser una de las razones
del por qué la administracion i.m es considerada una alternativa mejor para la
aplicacion de la mayoria de las vacunas con adyuvantes (hepatitis B y tétanos),

en comparacion con otras vias.1112.168

Con respecto a la inmunogenicidad de esta via, se ha encontrado que células
como macrofagos y células dendriticas estan presentes antes y después de la
administracion i.m. Sin embargo, como se mencion0 previamente el musculo
contiene pocas CPAs profesionales. Es por ello, la necesidad de que el producto

permanezca un tiempo prolongado en el lugar de inoculacién, para garantizar que
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se produzca una estimulacion adecuada, se ha postulado que este “efecto de
depdsito” puede contribuir a la inmunogenicidad de las vacunas administradas

por esta via,169-172

Por otra parte, se ha reportado que los mioblastos pueden actuar como CPAs-no
profesionales y presentar antigenos via MHC clase | y I, lo que podria ser una
de las razones de la inmunogenicidad de las vacunas intramusculares, ya que
dichas células se encuentran en elevada proporcion en el musculo. Incluso, los
mioblastos cuando se fusionan para formar miocitos, han demostrado tener una
participacion importante en la vacunacion de ADN, puesto que contienen
estructuras que facilitan la entrada del ADN, lo que podria explicar el por qué este

tejido es mejor que otros en su internalizacion.1’3-17
3.8.3 Efecto de las vias de administracion en las vacunas

Diversos estudios se han realizado comparando la via de administracion de
vacunas para enfermedades como rabia e influenza, sugiriendo que laruta i.d es
mas inmunogénica que la i.m, en cuanto a la produccién de anticuerpos

especificos producidos en humanos.176-178

Con el fin de tener una evidencia in vivo de la diferencia entre las vias de
administracion i.d e i.m en la induccién y calidad de la respuesta inmune, se
realiz6 un estudio empleando la vacuna atenuada MVA (virus vaccinia Ankara
modificado) en un modelo murino. En este trabajo, se encontr6 que el sitio donde
se entrega el antigeno, influye en la participacion de las CPAs en las primeras
etapas de la presentacion antigénica y en la activaciéon de la respuesta celular.
Se demostré que la via i.d promueve una distribucion rapida del antigeno y un
mayor reclutamiento de CPAs como células dendriticas y macréfagos en los
nodulos linfaticos de drenaje, en comparacion con la administracion i.m. Ademas,
se observo que la ruta de administracion tiene un efecto en la magnitud de la
respuesta de LT antigeno-especificos y en la calidad de éstos, puesto que al
aplicar la vacuna de forma i.d, la respuesta de LT CD4*y CD8* fue mayor y se

generaron LT CD8* multifuncionales, ya que éstos eran capaces de producir IFN-
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Y Y TNF-a al mismo tiempo, mientras que con la administracion i.m se encontraron

LT CD8* productores de una sola citocina.6®

En otro estudio, se compararon las mismas vias de administracion con el fin de
evaluar el efecto de la vacuna recombinante MVA85A en humanos, resultando
que la vacuna fue capaz de generar una respuesta inmune celular intensa y
duradera mediada principalmente por células T productoras de IFN-y, pero esta
respuesta es independiente de la via de administracion empleada. Aunque, se
observo que los sujetos vacunados via i.d exhibieron niveles altos de I1gG en

comparacion con los sujetos inmunizados de forma i.m.17°

Por otro lado, el efecto protector de una vacuna también puede depender de la
via de administracion. Esto se observé en la efectividad de la vacuna
recombinante ID83 més gardiquimod administrada via i.d, en proteger a ratones
infectados con Mycobacterium tuberculosis mediante una respuesta Tnl, efecto

gue no se observé cuando los ratones fueron inmunizados por via s.c.”

En lo que respecta a las vacunas para la leishmaniasis, se han evaluado diversas
rutas de administracién tales como i.d, s.c, i.m e i.p, siendo la via s.c la mas

comUn en modelos murinos y la i.m en humanos.>’

No obstante, no se ha evaluado a fondo el efecto de las vias de administracion
en la inmunogenicidad y efecto protector de una vacuna para la leishmaniasis.
Un estudio revel6 que la inmunizacion via i.d de una vacuna de ADN contra L.
(L.) major fue mas eficiente que la vias s.c e i.m. Esto se obtuvo al evaluar la
vacuna que codifica para los antigenos LACK, LmST11 y TSA en un modelo
profilactico en ratones C57BI/6. Un experimento se hizo inmunizando con 50 ug
de la vacuna y se observd que los ratones fueron protegidos cuando la
administracion se realizo tanto por via i.d como por via s.c. Mientras que la
vacuna administrada de forma i.m confiri6 una proteccion parcial. En otro
experimento se evalué una dosis de 10 pg de vacuna y sélo la via i.d demostré
ser efectiva en comparacion con las otras rutas, al promover una mayor

frecuencia de LT CD8* productores de IFN-y.8
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Como se menciono, para el primer experimento tanto la via i.d como la via s.c
indujeron proteccién, sin embargo, se ha reportado que la administracion s.c de
la vacuna recombinante NH36 mas saponina, induce una respuesta humoral y no
confiere proteccion a una infeccion por L. (L.) mexicana. De tal manera que la via
i.d podria ser considerada una ruta prometedora para la administracién de

vacunas para la leishmaniasis.®?8
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V. OBJETIVO
General:

Evaluar y comparar la eficacia de la administracion intramuscular e intradérmica
de la proteina recombinante NH36 mediante la induccién de una respuesta
inmune capaz de conferir proteccidén a una infeccion por L. (L.) mexicana, en un

esquema profilactico en ratones BALBI/c.
Especificos:

e Evaluar la respuesta inmune inducida por la inmunizacion intramuscular e
intradérmica de la proteina recombinante NH36 en ratones BALBI/c,
mediante la cuantificacion de los anticuerpos IgG totales, IgG1 e IgG2a, y
la determinacion de la poblacién de células T CD4*y T CD8* productoras

de las citocinas IFN—y e IL-4.

e Evaluar el efecto protector conferido por la inmunizacion intramuscular e
intradérmica de la proteina recombinante NH36 en ratones BALB/c,
mediante la medicidén del tamafio de la lesion y la carga parasitaria del

cojinete plantar.

e Comparar el efecto de la administracion intramuscular e intradérmica del
antigeno NH36 en la induccion de una respuesta inmune protectora a una
infeccion por L. (L.) mexicana, en un esquema profilactico en ratones
BALB/c.
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V. HIPOTESIS

La administracion intradérmica del candidato a vacuna profilactica NH36r en
ratones BALB/c induce una mejor respuesta inmune protectora tipo Tul contra L.

(L.) mexicana, que la administracion intramuscular.
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V.  METODOLOGIA
6.1 Tipo de estudio
Experimental, longitudinal y prospectivo.
6.2 Disefio experimental

El esquema de inmunizacién consta de 3 dosis administradas via i.d o i.m, los
refuerzos se aplicaron a los 14 y 28 dias. Al dia 42 un grupo de animales fue
sacrificado para evaluar la respuesta inmune inducida por las vias de
administracion de NH36r, mientras que otro grupo fue infectado con L. (L.)

mexicana para la evaluacion de la proteccion. 80

El diagrama del disefio experimental y la metodologia empleada en el presente

estudio se muestran en la figura 1.
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2 semanas

2 semanas

Primera inmunizacién

viaim/id

Segunda inmunizacién

viaim/id

Tercera inmunizaciéon

viaim/id

2 semanas I

v

Evaluacion respuesta
inmune

Evaluacién proteccion

v

Determinacion de
niveles de IgG totales,
IgG1 e IgG2a contra
NH36
por ELISA

Determinacién de
productores de IFN-y

por citometria de flujo

_____________

LT CD4 y CD8

elL-4

Evaluacién de la lesion
en el cojinete plantar

con vernier

13 semanas

Figura 1. Diagrama del disefio experimental y metodologia utilizada en el estudio.
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6.3 Grupos experimentales

Los grupos experimentales y la formulacion de los candidatos a vacuna que se

evaluaron en este estudio, se presentan en el cuadro 1.

Cuadro 1. Formulacidn de la vacuna para los diferentes grupos experimentales

expgm?ﬁales NH36r  GLA-SE  E6020-SE  MLA  Solucién salina dmi\giz 3Zcién
CO”;;OII'.;:)O;‘LJE@” ------------------------ 30 L i.dfim
NH36r + GLA-SE 10 pg 5pug 0 - e Cbp 30 pL i.dfi.m
NH36r + E6020-SE 1* 0pg - 5pug - Cbp 30 pL i.dfi.m
NH36r + MLA * 0pg - - 10 pg Cbp 30 pL i.dfi.m

T Grupos para la evaluacion de inmunogenicidad (n=7)

* Grupos para la evaluacion de proteccién (n=7, grupos control n=5)
i. d: via intradérmica

i.m: via intramuscular

La dosis de proteina se establecid6 de acuerdo a lo propuesto por McAtee y
colaboradores, quienes sugieren un aumento en la dosis de NH36r para ser
evaluada como vacuna contra L (L.) mexicana, por lo que se decidio utilizar 10

ug de dicha proteina.18°

La vacuna se formulé con adyuvantes agonistas de TLR-4 derivados de lipido A,
los cuales han demostrado inducir una respuesta inmune Tnl. Se evaluaron
distintos adyuvantes, para observar si el efecto de las vias de administraciéon es

independiente del adyuvante utilizado.

Para la evaluacion de la respuesta inmune inducida por las vias de
administracion, la proteina NH36 se formuld con los adyuvantes GLA-SE (IDRI)
y E6020-SE (Eisai Co. Ltd, emulsificado en AddaVaxTM (InvivoGen)). Las dosis
empleadas fueron establecidas de acuerdo a lo propuesto por el Instituto Sabin
de Vacunas y con base a lo reportado en estudios de vacunas recombinantes,
en los cuales se propone una formulacion con 5 pg de GLA-SE y E6020-SE, la

cual es capaz de inducir una respuesta Tn1.83102,181-183
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Por su parte, para la evaluacion de la proteccidon conferida por las distintas vias
de administracién, se sustituyé el adyuvante GLA-SE por el MLA comercial
(Sigma Aldrich, No. de catalogo L 6895-5MG) dadas sus similitudes en cuanto a
funcién y estructura. Esto debido a que no se conto con la donacion del GLA-SE

por parte de la empresa IDRI.

Para la formulacion de NH36r con MLA se utilizaron 10 pg de adyuvante, con
base en los resultados obtenidos en candidatos a vacuna para la
leishmaniasis.83184

Cabe mencionar que en los grupos experimentales se utilizaron 7 ratones BALB/c

y en los grupos control en la evaluacion de la proteccion se emplearon 5 ratones.
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6.4

Definicion de las variables y escalas de medicion

La descripcion de las variables analizadas en el presente estudio, se incluye en

el cuadro 2.
Cuadro 2. Variables y escalas de medicién
Variable Definicion Tipo de Naturaleza Escala Unidad de
variable de medicién
medicién
Anticuerpo de tipo 1gG . .
IgG total total especifico de Dependiente Cuantitativa De razon, Dgnydad
continua Optica
NH36r
IgG1 Antlcue(po subtipo 19G1 Dependiente Cuantitativa D razon, Dgngldad
especifico de NH36r continua Optica
Anticuerpo subtipo , .
lgG2a IgG2a especifico de Dependiente Cuantitativa De razon, Dgngldad
continua Optica
NH36r
Linfocitos TCD4* Porcentaje
N productores de IL4 en la . - De razén, (%) de
LT CD4* IL4 poblacion total de Dependiente Cuantitativa continua células
esplenaocitos. positivas
Linfocitos TCD4* Porcentaje
- A 0
LT CD4* IFN-y productoregde IFN-y en Dependiente Cuantitativa De razoén, (,/o) de
la poblacion total de continua células
esplenocitos positivas
Linfocitos TCD8* Porcentaje
A 0,
LT CD8* IL4 productore; e kst el Dependiente Cuantitativa D [P (4’) e
poblacion total de continua células
esplenaocitos. positivas
Linfocitos TCD8* Porcentaje
- A 0,
LT CD8* IFN-y productore;}de IFN-y en Dependiente Cuantitativa De razon, ({0) de
la poblacion total de continua células
esplenocitos. positivas
Inflamacion provocada
~ por la lesion en el <
Tama_qo de cojinete plantar del ratobn  Dependiente Cuantitativa = razon, mm
lesion : continua
infectado con L. (L.)
mexicana
. Equivalente
Carga Carga de paras__ltos . o De razon, de
o presentes en cojinete Dependiente Cuantitativa . .
parasitaria continua  parasitos/mg
plantar -
de tejido
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6.5 Obtencion de la vacuna

En el presente trabajo se utilizo la proteina recombinante NH36 propuesta por
McAtee y colaboradores, para su obtencién el gen que codifica para NH36 fue
clonado en el vector pET41a utilizando los sitios Ndel/Xhol. La expresion de la
proteina se hizo en Escherichia coli BL21, y el cultivo se realizo en presencia de
IPTG (Isopropil-B-D-tiogalactopiranésido). Finalmente, la purificacion se efectué
mediante cromatografia de intercambio de aniones y de filtracion en gel, se

verificd que la proteina obtenida tiene una pureza >99%.18%

La integridad de la proteina, se confirmd con electroforesis en gel de
poliacrilamida en presencia de dodecil sultafo de litio (LSD-PAGE, del inglés
lithiumdodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis), espectrometria de
masas Yy analisis enzimaticos. La proteina obtenida est4 conformada por 322
aminodcidos y tiene un peso molecular aproximado de 36 kDa. Se evalu6 con la

prueba de nucledsido hidrolasa y presentd un Km de 741 + 246 mM.180

NH36r y el adyuvante E6020-SE fueron proporcionados por el Colegio de
Medicina de Baylor. EI GLA-SE fue donado por la empresa IDRI.

6.6 Animales de experimentacion

La evaluacion de la inmunogenicidad se realizO mediante ensayos in vivo
empleando ratones BALB/c hembras de 6 a 8 semanas de edad, obtenidos del
Centro UNAM-Harlan de produccion de animales de laboratorio. Esta cepa
consanguinea fue empleada por ser susceptible a la infeccion por parasitos del

género Leishmania.®
Para la evaluacién de la proteccidon, se emplearon ratones BALB/c hembras de

14-15 semanas de edad que fueron proporcionados por la empresa Biologia
Integral de Vertebrados (BIOINVERT).

Los ratones permanecieron en el area de experimentacion animal del CIR Unidad
Biomédica, fueron alojados en jaulas con viruta estéril a una temperatura de 24
+ 3 °C y un fotoperiodo de 12 horas luz/oscuridad. Diariamente se les proporcion6

alimento para raton (LabDiet®) y agua a libre demanda. Cada 5-6 dias, se realizd
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cambio de viruta afiadiendo en la jaula tubos de carton y papel (sin olor y
estériles) como enriquecimiento ambiental, con el fin de reducir el estrés

provocado por la manipulacion durante el experimento.
6.7 Inmunizacion

La inmunizacion se realiz6 mediante dos vias: i.m e i.d. Los ratones fueron
inmunizados via i.m en el masculo cuadriceps derecho. Mientras que la vacuna
administrada por viai.d se aplicé en la dermis de las orejas, distribuyendo la mitad
de la dosis de vacuna en cada oreja. Para el manejo apropiado de los animales
se anestesiaron con una dosis Unica de pentobarbital sédico (50 pg/g de peso)
via i.p.

Con el objetivo de generar una reestimulacion del sistema inmune, se aplicaron

dos refuerzos en intervalos de dos semanas.18°

Después del ultimo refuerzo, los experimentos posteriores se realizaron en ciego,

con el fin de evitar sesgos.

6.8 Determinacion de los niveles de anticuerpos IgG totales,

IgG1 e IgG2a especificos de NH36r

Para la evaluacion de la respuesta inmune humoral inducida por la administracion
i.d e i.m de la vacuna, dos semanas después de la tercera inmunizacion se
recuperd aproximadamente 1 mL de sangre via puncion cardiaca. Para la

obtencion de suero, la sangre se centrifug6 a 3000 rpm por 10 min a 37 °C.

La cuantificacion de anticuerpos se realiz6 mediante ensayos inmunoenzimaticos
y se emplearon microplacas de 96 pozos. Las placas fueron sensibilizadas con
la proteina NH36r en amortiguador de carbonatos pH 9.6. La concentracion de
proteina utilizada fue de 2.5 pg/mL y 10 pg/mL para la determinacién de 1gG
totales y sus subtipos, respectivamente. La placa se incub6 a 4 °C por 16-20 h.
Como control de la técnica, se empled un blanco, para el cual la sensibilizacion
con la proteina se realiz6 a las mismas condiciones a las que las muestras fueron

evaluadas.
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Transcurrido el tiempo de incubacion, se elimind el sobrenadante y se
adicionaron 200 pL de amortiguador de bloqueo (PBST (PBS 10x pH 7.2 y Tween
20 al 0.01%) + BSA al 0.1%), incubando a 24 °C por 2 h. Posteriormente, se

realizaron cinco lavados PBST.

Los sueros de cada grupo experimental, se prepararon en amortiguador de
muestra (PBS 1x + BSA al 0.3%) a una dilucién 1:200 para la evaluacion de 1gG,
y 1:100 para el analisis de los subtipos IgG1 e IgG2a. Se adicionaron 100 pL por
pozo de la muestra y se incub6 a 24 °C por 1 h. Finalizada la incubacion, se
realizaron cinco lavados con PBST. Las muestras fueron evaluadas por triplicado.
Como control negativo se utilizé el suero de un raton sano. Como control positivo
se empled el suero de ratones inmunizados con 3 dosis de NH36 (5 ug), el cual
fue previamente titulado en el laboratorio y propuesto como control positivo de
las muestras, al demostrar tener niveles altos de anticuerpos especificos contra
NH36 (D.O de 0.9-0.8).

Posteriormente, se emplearon los anticuerpos de raton anti-IgG (Sigma Aldrich,
No. de catdlogo A5153) y los subtipos anti-lgG1 (Sigma Aldrich, No. de catalogo
SAB3701172) y anti-lgG2a (Sigma Aldrich No. de catadlogo SAB3701179)
marcados con fosfatasa alcalina, los cuales fueron preparados a una dilucién
1:4000 en PBS 1x. Se afadieron 100 uL de anticuerpo por pozo y se incubé a 24
°C por 30 min. De igual manera, se realizaron cinco lavados con PBST. En
seguida, se efectud un lavado con PBS 10x y se agreg6 el sustrato revelador p-
nitrofenilfosfato (Sigma Aldrich, No. de catdlogo S0942-200TAB) a una
concentracion de 1 mg/mL diluido en amortiguador de dietalnolamina pH 9.8
(dietanolamina 1 M y MgCl2 0.5 mM). A cada pozo se le adicionaron 200 uL de
dicho sustrato y se incub6 a 24 °C por 30 min en ausencia de luz. Finalmente, la
reaccion se detuvo con 50 puL de NaOH 3N y la lectura se realiz6 a 405 nm en el
lector de placas de ELISA Modelo 680 (ThermoFisher). El valor obtenido de
densidad optica (D.O.) fue directamente proporcional a los niveles de IgG totales,

IgG1 e IgG2a producidos en el raton.6180
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6.9 Aislamiento de esplenocitos de raton

El bazo se extrajo quirdrgicamente en condiciones asépticas, se macero
lentamente y filtré6 empleando una malla de 125 pm? de poro y el émbolo de una
jeringa como pistilo. Durante la filtracion, se drendé de forma continua con
aproximadamente 100 puL RPMI 1640. El filtrado fue llevado a un volumen de 15
mL de medio. Para la eliminacion de restos de tejido, se realizdé un lavado,
centrifugando a 200 x g por 12 minutos a 4 °C. La pastilla obtenida se resuspendio
en 1 mL de solucion de lisis (Tris 0.17 My NH4CI 0.16 M) y se incub6 a 37 °C por
5 min con agitacion constante, esto con el fin de eliminar los eritrocitos presentes
en el filtrado. Las células fueron lavadas tres veces con RPMI 1640 centrifugando
a 200 x g por 12 minutos a 4 °C, para después ser resuspendidas en 1 mL de
RPMI 1640 enriquecido (RPMI 1640 al 10% de suero fetal de bovino y 100 U de
penicilina/ 100 mg/mL de estreptomicina. Finalmente, para determinar la
viabilidad y el numero de células obtenidas, las células se tifieron con azul de
tripano al 0.4% empleando una dilucién 1:100. La cuantificacion se realiz6 en los

cuadrantes de la cAmara de Neubauer sefialados con color rojo en la figura
2_180,186

1 mm |

Figura 2. Reticula de camara de Neubauer para la cuantificacién de esplenocitos.

Para la obtencién del nimero de esplenocitos viables o no viables, se empleé la

siguiente ecuacion:

Numero de esplenocitos/mL = ( x ) (factor de dilucién)(10000)
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En donde:
x: Promedio de células viables o no viables presentes en los cuatro cuadrantes.

10000: Representa la conversion del volumen de la camara a mL de los

cuadrantes observados.

Factor de dilucion: dilucién utilizada para contar (1:100).

La viabilidad celular se calcul6 empleando la siguiente ecuacion:

o numero de células viables
Viabilidad celular = - - x 100
namero total de células

6.10 Estimulacion in vitro de esplenocitos con NH36r

Para la estimulacion in vitro de los esplenocitos, se utilizaron microplacas de
cultivo de 96 pozos. Se adicionaron 2x10° células por pozo, las cuales fueron
estimuladas con 25 pg/mL de NH36r. Como control positivo, las células se
estimularon con 20 pg/mL de Concanavalina A al ser un mitégeno de linfocitos T
y como control negativo se utilizaron 100 pL de RPMI 1640 enriquecido. Las
muestras fueron evaluadas por triplicado. El cultivo se incub6 por 22 h a 37 °C.
Finalmente, para inhibir el transporte intracelular de proteinas, 4 h antes de
finalizar la incubacion se adicioné Brefeldina A (BD Golgi Plug, No. catalogo 51-

2301KZ) a una concentracion de 1 yL/mL de cultivo.*&

6.11 Determinacion de linfocitos T antigeno-especificos

productores de IFN-y e IL-4

Las células estimuladas fueron recolectadas de las placas de 96 pozos y se
colocaron en tubos de citometria de flujo. Los pozos fueron lavados dos veces
con 200 pL de PBS 1x pH 7.3, con el fin de recolectar células restantes. Los tubos
con las células se centrifugaron a 400 x g por 5 min, decantando el sobrenadante.
Se realizaron dos lavados con 2 mL de PBS 1x centrifugando a las condiciones

anteriores.
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Para el marcaje extracelular se emplearon anticuerpos monoclonales de anti-
CD3*, anti-CD4* y anti-CD8* marcados con los fluorocromos Alexa Fluor 647 (BD
PharMingen No. de catalogo 557869), PE-Cy7 (BD PharMingen No. de catalogo
552775) y PerCPCy-5.5 (BD PharMingen No. de catalogo 551162),
respectivamente. Las células con los anticuerpos se incubaron por 20 min a 4 °C
en ausencia de luz. Después, se realizaron dos lavados con 2 mL de FACS.
Posteriormente, se afiadieron 100 pyL de paraformaldehido al 4%, incubando por
10 minutos a 4 °C. Finalizado el tiempo de incubacion, se realizé un lavado con
2 mL de FACS. Seguidamente, a cada condicion se le adicionaron 100 pL de una
solucién con saponina, BSA y azida de sodio al 0.01% diluidos en FACS, y se
dejaron en incubacion por 20 minutos a 4 °C en ausencia de luz. En seguida, se

realiz6 un lavado con 1 mL de FACS.180.186

Para la tincion intracelular se adicionaron los anticuerpos monoclonales anti-IL-4
marcado con PE (BD PharMingen No. de catalogo 554435) y anti-IFN-y marcado
con Alexa Fluor 488 (BD PharMingen No. de catalogo 557724), incubando por 20
min a 4 °C en ausencia de luz. Transcurrido el tiempo, se hicieron dos lavados
con 2 mL de FACS. Finalmente, se afadieron 100 pyL de paraformaldehido al 4%
y los tubos fueron almacenados a 4 °C en oscuridad, hasta la adquisicion en el
citbmetro de flujo BD FACSVerse™ (BD Biosciences). Previo a la adquisicién, se
realiz6 un lavado con 2 mL de FACS centrifugando de igual manera a 400 x g por
5 min y se resuspendié en 500 pL de FACS. Para el analisis, 10, 000 células/

muestra fueron adquiridas.180.186

El andlisis de las poblaciones linfocitarias CD4* y CD8* productoras de IFN-y e
IL-4 se realiz6 con el programa FlowJo vX 0.7. Es importante mencionar que
previo al analisis de las muestras, se evalué la autofluorescencia de células sin

tefiir, con el fin de descartar la fluorescencia por inespecificidad.

Los datos se presentaron como porcentaje de células TCD4* y TCD8*
productoras de las citocinas IFN-y e IL-4. Cabe mencionar que para el analisis
de estas poblaciones, el efecto basal o la frecuencia obtenida del control negativo

(RPMI enriquecido) se elimino de la frecuencia de células que fueron estimuladas
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in vitro con NH36, con el objetivo de evaluar la respuesta celular inducida por la
administracion i.d e i.m de la vacuna.
6.12 Infeccidén experimental con Leishmania (L.) mexicana

La cepa L. (L.) mexicana (MHET/MX/97/Hd18) se conservd mediante pases
sucesivos in vivo en un hamster dorado (Mesocricetus auratus). Se obtuvieron
parasitos a partir de la debris de la pata infectada y fueron cultivados en medio
199 suplementado (suero fetal bovino al 20%, 2-mercaptoetanol 5 uM, piruvato
de sodio 20 mM, 100 U de penicilina/ 100 mg/mL de estreptomicina y urea al
2.5%), incubando a 25 £ 2 °C. Posteriormente, se realizaron dos pases sucesivos
en medio 199 suplementado al 15% de suero fetal bovino, con el objetivo de
eliminar la contaminacién por eritrocitos y obtener promastigotes metaciclicos

viables.187.188

Para la infeccion, el cultivo de parasitos en fase estacionaria se centrifugé a 4000
rom por 10 min. Se realizaron dos lavados con 5 mL de PBS 1x estéril,
centrifugando a 3000 rpm por 5 min. La pastilla obtenida se resuspendio en 1
mL de PBS 1x. Seguidamente, los parasitos fueron cuantificados en camara de
Neubauer a una dilucién de 1:100, empleando paraformaldehido al 0.05%.'8°

El conteo se efectud en los cuatro cuadrantes sefialados en la reticula de la
camara de Neubauer de la figura 2. El nUmero de parasitos se obtuvo empleando
la siguiente ecuacion:

Numero de parasitos/mL = (x) (factor de diluciéon)(10000)
En donde:
x . Promedio del niumero de parasitos presentes en los 4 cuadrantes.
10000: conversion del volumen de la camara a mL de los cuadrantes observados.
Factor de dilucién: dilucién utilizada para contar (1:100).

Finalmente, los ratones fueron infectados con 1x10° promastigotes via s.c en el

cojinete plantar derecho.5180
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6.13 Evaluacién del desarrollo de la lesién

El desarrollo de la lesion fue monitoreado midiendo con un vernier la inflamacion
del cojinete plantar cada 7 dias durante 13 semanas. La inflamacién provocada
por la infeccion se obtuvo con la diferencia del grosor del cojinete plantar derecho

o infectado menos el grosor del cojinete plantar izquierdo (no infectado).180.186

Al final del experimento, los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical.
Asimismo, se establecieron como puntos de corte el desarrollo de una

inflamacion superior a 7 mm y la presencia de necrosis en la pata infectada.
6.14 Determinacion de la carga parasitaria

Se utilizaron 25-30 mg de tejido proveniente del cojinete plantar de 13 semanas
post-infeccion, se macerd en condiciones asépticas y se extrajo ADN genémico
empleando el Kit de purificacion Wizard® (Promega Madison WI) siguiendo las

especificaciones del fabricante.8

La carga parasitaria se determiné por gPCR. Para la amplificacion de la
secuencia de 140 pb del minicirculo del cinetoplasto L. (L.) mexicana se utilizaron
los cebadores: 5-AATGCGAGTGTTGCCCTTTTG-3' y 5'-
GCCGAACAACGCCATATTAACC-3'. Para la reaccioén, se utilizaron 50 ng de
ADN, 500 nM de cada cebador y SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix
1x (Bio-Rad No. De catalogo 1725271), en un volumen final de 20 pL. Se empleé
el termociclador Illlumina® Eco™ 'y las condiciones de reaccién fueron 10 min de
activacion a 95 °C, 40 ciclos de 15 seg a 95 °C y 1 min a 60 °C, al final se hizo
un andlisis de alta resolucion de fusion. La curva estdndar consistio en diluciones
seriadas a partir de 1.5x10° parasitos, realizadas con ADN de tejido de ratén
sano y ADN de parasito. Cada muestra y los estandares se evaluaron por
triplicado y en cada ciclo de amplificacion se incluyeron tres controles negativos.
La desviacion estandar entre los triplicados fue menor a 0.6 Cq. Los resultados

se analizaron en el programa EcoSoftware. 88190
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6.15 Anélisis estadistico
La comparacién entre grupos con datos paramétricos, se efectué empleando el
analisis de varianza de una via (ANOVA) y la prueba post hoc de Tukey. Para la
comparacion entre dos grupos se utilizo la prueba t de Student. Los datos fueron

presentados como media y error estandar.

Para datos no paramétricos, los grupos fueron comparados utilizando la prueba
Kruskal-Wallis y la prueba post hoc de Dunns. La comparacion entre dos grupos
se realiz6 con la prueba U de Mann-Whitney. Los datos se presentaron como
mediana y rango.

El analisis estadistico y los graficos se realizaron utilizando el programa
GraphPad PRISMA®. En el presente trabajo los valores con una P<0.05 se
consideraron estadisticamente significativos.

6.16 Consideraciones éticas

El proyecto de investigacion del que forma parte el presente trabajo fue aprobado
por el Comité de Bioética del CIR “Dr. Hideyo Noguchi” de la Universidad
Auténoma de Yucatan (ID: CBI-CIR-11-04). El manejo de los animales se realiz6
con base en la normatividad establecida en el manual de procedimientos de dicho

comité.
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VIl.  RESULTADOS

7.1 Efecto de la via de administracion de NH36r en la induccién de

la respuestainmune humoral

La respuesta humoral inducida en ratones BALB/c por la administracion i.d e i.m
de la vacuna recombinante NH36 formulada con los adyuvantes E6020-SE o
GLA-SE, se evalu6 mediante la técnica de ELISA indirecta, determinando los
niveles de anticuerpos IgG totales y sus subtipos 1gG1 e IgG2a especificos de
NH36. Asimismo, se calculd la razon de 1gG2a/lgG1 al ser indicador de un perfil
Thl o TH2.

El andlisis estadistico de los niveles de anticuerpos producidos en los grupos
experimentales, se realiz6 con la prueba ANOVA. Cuando los ratones fueron
inmunizados con NH36r y E6020-SE, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las vias de administracion y el control basal
en la producciéon de anticuerpos IgG, IgG1 e IgG2a (Figura 3). Esto indica que
dicha formulacién de vacuna, no genera la activacion de una respuesta humoral

por ninguna de las dos vias.
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Figura 3. Niveles de anticuerpos IgG totales (A), IgG1 (B) e IgG2a (C) especificos de NH36r y
la proporcion 1IgG2a/lgG1 (D) de ratones inmunizados con NH36r y E6020-SE por via
intradérmica (i.d) e intramuscular (i.m). Los niveles de anticuerpos se determinaron mediante la
técnica de ELISA a partir del suero de ratones inmunizados. El analisis estadistico se realizo a
través de la prueba ANOVA y post hoc de Tukey. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos.

53



Cuando NH36r se formulé con el adyuvante GLA-SE, no se presentaron
diferencias estadisticamente significativas en los niveles de IgG totales
producidos por la administracion i.d e i.m; no obstante, éstos fueron mayores a
los del control salino (Figura 4A, ANOVA P=0.0003, Tukey P<0.05), demostrando
la capacidad de NH36 en inducir una respuesta inmune humoral especifica.
Ademas, se observo que con la administracion i.d se indujo notablemente una
mayor produccion del subtipo IgG1 que por viai.m (Figura 4B, ANOVA P<0.0001,
Tukey P<0.05). A pesar de no presentarse una diferencia significativa al evaluar
los niveles de IgG2a (Figura 4C), al analizar la proporcion de los subtipos se
encontr6 que fue menor a 1 para la via i.d, lo que indica un balance
preferentemente tipo Tu2. Por lo contrario, la proporcion fue significativamente
mayor cuando la vacuna se administré de forma i.m en comparacion con la via
i.d, lo que sugiere una polarizacion de la respuesta hacia un perfil TH1 (Figura 4D,
ANOVA P<0.0001, Tukey P<0.05).
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Figura 4. Niveles de anticuerpos IgG totales (A), IgG1 (B) e IgG2a (C) especificos de NH36r y
la proporcion 1gG2a/lgG1 (D) de ratones inmunizados con NH36r y GLA-SE por via intradérmica
(i.d) e intramuscular (i.m). Los niveles de anticuerpos se determinaron mediante la técnica de
ELISA a partir del suero de ratones inmunizados. El andlisis estadistico se realizo a través de la
prueba ANOVA y post hoc de Tukey. *Diferencia estadisticamente significativa (P<0.05).

55



7.2 Efecto delaviade administracion de NH36r en la frecuencia de
linfocitos T antigeno-especificos productores de IFN-y e IL-4

Las células extraidas del bazo de ratones inmunizados via i.d o i.m con NH36r
fueron estimuladas in vivo con este antigeno, para determinar la capacidad de
inducir una respuesta inmune celular especifica. Las células fueron marcadas
con los anticuerpos monoclonales anti-CD3*, anti-CD4", anti-CD8*, anti-IL-4* y

anti-IFNy* para su adquisicion en el citdmetro de flujo.

Para el andlisis de las poblaciones celulares, primero se utilizé una gréfica de
dot-plot de tamafio contra granularidad, para seleccionar la poblacién de linfocitos
(Figura 5A). En seguida, se empled una grafica de area contra altura para realizar
un andlisis de dobletes, con el fin de seleccionar la poblacién libre de éstos
(Figura 5B). Posteriormente, mediante un histograma de fluorescencia se
selecciond la poblacion positiva a CD3 en los linfocitos (Figura 5C). Una vez
seleccionada la poblacion de células CD3 positivas, se utilizaron graficas de dot-
plot para la seleccién de poblaciones de CD4 positivas y CD8 positivas (Figura
5D). Finalmente, se emplearon graficas de dot-plot para el andlisis de la
produccion de las citocinas IFN-y e IL-4 por las células CD8 positivas (Figura 5E)

y CD4 positivas (Figura 5F).
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Figura 5. Estrategia para el analisis de la produccion de IFN-y e IL-4 por las poblaciones CD4* y
CD8* mediante citometria de flujo, empleando el Software FlowJo vX 0.7. A) Grafica de dot-plot
de tamafio contra granularidad para la seleccion la poblacion de linfocitos, B) Analisis de
eliminacién dobletes de linfocitos, C) Histograma de fluorescencia de linfocitos marcados con
CD3, D) Grafica de dot-plot para la seleccion de linfocitos CD3*CD8* y CD3*CD4*, E) Grafica
dot-plot para el andlisis de produccion de IL-4 e IFN-y por linfocitos CD3*CD8*, F) Grafica dot-
plot para el andlisis de produccién de IL-4 e IFN-y por linfocitos CD3*CD4*.

El analisis de las poblaciones se realizdé para cada muestra y sus controles, de
manera ilustrativa en la figura 6, se exhiben los graficos de dot-plot de IL-4 contra
IFN-y para LT CD8* y CD4* obtenidos a partir de células cultivadas con RPMI
(control negativo), la proteina recombinante NH36 y Concanavalina A (control
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positivo). Como se esperaba, se observo que las células estimuladas con NH36r

tienen frecuencias mayores de LTCD4* y CD8" productores IFN-y e IL-4 que las

obtenidas en el control negativo, pero son menores en comparacion con el control

positivo.
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Figura 6. Gréficas de dot-plot representativas de un experimento. Se muestran los porcentajes
de las poblaciones de linfocitos T CD8* y CD4* productores de IL-4 e IFN-y para cada una de
las condiciones de cultivo de una muestra, RPMI (control negativo), NH36r y Concanavalina A

(control positivo).

Los grupos experimentales fueron analizados con la prueba de U de Mann-

Whitney, no se obtuvieron las diferencias estadisticas esperadas, lo cual podria

deberse al nUmero de muestras que se lograron recuperar durante la obtencién

de esplenocitos; sin embargo, se observaron tendencias claras entre los grupos.

Por ejemplo, después de analizar el efecto de la via de administracion de la

vacuna NH36r con E6020-SE, se observé que las frecuencias linfocitarias

obtenidas después de la administracion i.d e i.m de la vacuna, tienden a ser
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mayores que las del control salino (Figura 7); ademas, se encontré que los LT
CD8* producen significativamente mas IL-4 cuando la vacuna se aplica de forma
i.d que por via i.m (Figura 7A, U de Mann-Whitney P=0.0476). Asi también, se
puede ver que con la administracion i.d, ambas poblaciones de LT tienden
preferentemente a producir las dos citocinas, y asi como lo observado en los LT
CD8* esta ruta de administracion promovié un incremento en la frecuencia de LT
CD4* productores de IL-4 (Figura 7C).
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Figura 7. Frecuencia de LT CD8"* productores de IL-4 (A) e IFN-y (B) y de LT CD4* productores

de IL-4 (C) e IFN-y (D) inducida por la administracion intradérmica (i.d) e intramuscular (i.m) de

NH36 y E6020-SE. La frecuencia de las poblaciones celulares se obtuvo por citometria de flujo,

a partir de esplenocitos estimulados in vitro con NH36r. El analisis estadistico se realiz6 a través
de la prueba U de Mann-Whitney. *Diferencia estadisticamente significativa (P<0.05).

59



La tendencia de la via i.d en inducir una mayor frecuencia de LT CD4*
productores de IL-4, también se present6 cuando NH36r se formuld con el
adyuvante GLA-SE (Figura 8C). Al analizar la frecuencia de las otras poblaciones
celulares, no se observaron diferencias notorias entre las rutas de administracion
de la vacuna, Unicamente se muestra que tienden a inducir frecuencias mayores

a las del control (Figura 8A, By D).
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Figura 8. Frecuencia de LT CD8* productores de IL-4 (A) e IFN-y (B) y de LT CD4* productores

de IL-4 (C) e IFN-y (D) inducida por la administracion intradérmica (i.d) e intramuscular (i.m) de

NH36 y GLA-SE. La frecuencia de las poblaciones celulares se obtuvo por citometria de flujo, a

partir de esplenocitos estimulados in vitro con NH36r. El analisis estadistico se realizé a través

de la prueba U de Mann-Whitney. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos.
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7.3 Efecto de la via de administracion de NH36r en la proteccion a

una infeccion por Leishmania (L.) mexicana

El efecto protector inducido por la administracion i.d e i.m de la proteina NH36r,
se evaluo monitoreando durante 13 semanas el desarrollo de la lesion, midiendo
la inflamacion del cojinete plantar de ratones BALB/c provocada por la infeccion
con 1x10% promastigotes de L. (L.) mexicana. Posteriormente, se tomaron
muestras de tejido del cojinete plantar para determinar la carga parasitaria

presente en la lesion por gPCR.

El andlisis estadistico de los grupos experimentales en el desarrollo de la lesion,
se realiz6 por cada semana mediante la prueba t de Student. Al analizar el
desarrollo de la lesion de los ratones inmunizados con NH36r mas E6020-SE, se
encontré que la inflamacién increment6 notoriamente a partir de la semana 3 en
todos los grupos evaluados, interesantemente, el grupo de ratones en el cual la
vacuna se administré por via i.d tuvo una lesién significativamente mayor al de
su control salino (t de Student P=0.0337), dicho comportamiento se mantuvo en
las semanas 4, 5 y 6 (t de Student P=0.0203, P=0.0013, P=0.0107,
respectivamente) (Figura 9). A partir de la semana 7, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre estos dos grupos, ya que la
inflamacion en el control salino increment6 y la del grupo inmunizado por via i.d
disminuy6 ligeramente; no obstante, se observa una tendencia en la que la
inflamacion sigue siendo menor en el grupo control. Esta tendencia se mantuvo
hasta el final del experimento, asimismo, dicho comportamiento se observo entre

el grupo inmunizado via i.m y su control salino.

En el estadistico, no se encontraron diferencias significativas entre las vias de
administracion i.d e i.m de NH36r mas E6020-SE, su comportamiento fue similar
durante el desarrollo de la lesion, solamente en las semanas 4, 9y 10 se observo
una tendencia notoria en la que la inflamacion en ratones inmunizados via i.m fue

menor a la de los inmunizados de forma i.d.
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Figura 9. Efecto en la proteccién contra Leishmania (L.) mexicana en el desarrollo de la lesion,
inducido por la administracion intradérmica (i.d) e intramuscular (i.m) de NH36 y E6020-SE. Dos
semanas posteriores a la Ultima inmunizacion, los ratones fueron infectados con 1 x 106
promastigotes en el cojinete plantar y la inflamacién producida por la infeccién se midi6é durante
13 semanas. El andlisis estadistico se realiz6 a través de la prueba t de Student. *Diferencia
estadisticamente significativa con el control salino (P<0.05).

La carga parasitaria presente en la lesion de los diferentes grupos evaluados, se
analizo a través de la prueba t de Student. Cabe mencionar que dos animales
murieron del grupo vacunado con NH36r mas E6020-SE por via i.d, durante los
procesos de inmunizacion que requerian de anestesia; por lo tanto, es posible

gue esto interfiriera en la significancia de los datos de dicho grupo.

Al analizar el efecto de las vias de administracion de NH36r mas E6020-SE sobre
la carga parasitaria, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos, como se exhibe en la figura 10. Sin embargo, se puede observar
una tendencia similar a la que se presentd en la semana 13 post-infeccién cuando

se evaluo el desarrollo de la lesion (figura 9), ya que la media de la carga
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parasitaria presente en los grupos inmunizados via i.d e i.m es mayor a la de sus
respectivos controles. Como se menciond, en este experimento no existe una
diferencia significativa entre la administracion i.d e i.m de la vacuna, pero se
encontré que en el grupo inmunizado via i.d, un ratén tuvo el mayor nimero de
parasitos de todos los grupos, lo que originé que la media de este grupo sea

mayor a la del grupo inmunizado via i.m.
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Figura 10. Efecto de la administracion intradérmica (i.d) e intramuscular (i.m) de NH36r
formulada con E2020-SE en la carga parasitaria del cojinete plantar después de 13 semanas
post-infeccién con Leishmania (L.) mexicana. El andlisis estadistico se realizé a través de la
prueba t de Student. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los

grupos.

Al evaluar el efecto de la via de administraciéon de NH36r méas el adyuvante MLA
en el desarrollo de la lesidén, se muestra que a partir de la semana 3 la inflamacién
en todos los grupos incrementa por igual, aunque en la semana 4 el grupo
inmunizado con la vacuna de forma i.m tuvo una mayor inflamacion, en la semana
5 todos los grupos exhibieron una inflamacion similar, manteniéndose este efecto

por 3 semanas (Figura 11). A partir de la semana 9, se puede observar que los
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grupos que fueron inmunizados con la vacuna tuvieron inflamaciones sutilmente
menores a las de sus controles, comportamiento que se mantuvo hasta la

semana 13.

Como se puede observar en la figura 11, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las vias; no obstante, es notoria una
tendencia en la que a partir de la semana 10, la vacuna aplicada de forma i.m
reduce el tamafo de la lesion en comparacion con la inmunizacién por via i.d,

manteniéndose dicho efecto hasta el final del experimento.
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Figura 11. Efecto en la proteccién contra Leishmania (L.) mexicana en el desarrollo de la lesion,
inducido por la administracion intradérmica (i.d) e intramuscular (i.m) de NH36 y MLA. Dos
semanas posteriores a la Ultima inmunizacion, los ratones fueron infectados con 1 x 106
promastigotes en el cojinete plantar y la inflamacién producida por la infeccién se midié durante
13 semanas. El andlisis estadistico se realizé a través de la prueba t de Student. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos.
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En los resultados de carga parasitaria, aun cuando no se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas, ni tendencias claras, se observo que al menos un
ratén inmunizado por via i.m y dos por via i.d, presentaron menos de un parasito
en el cojinete plantar, lo que indica que la vacuna NH36r mas MLA favorecio6 la

reduccion de la carga parasitaria (Figura 12).

Por lo tanto, los resultados obtenidos sefialan que la administracién i.d e i.m de
la vacuna formulada con NH36r mas E6020-SE o MLA, tienen un efecto similar

en el desarrollo de la lesién y en la carga parasitaria.
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Figura 12. Efecto de la administracién intradérmica (i.d) e intramuscular (i.m) de NH36r
formulado con MLA en la carga parasitaria del cojinete plantar después de 13 semanas post-
infeccién con Leishmania (L.) mexicana. El analisis estadistico se realiz6 a través de la prueba t
de Student. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos.
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VIIl. DISCUSION

La via de administracion utilizada en la aplicacion de una vacuna ha demostrado
ser factor importante en la respuesta inmune inducida; por lo tanto, el objetivo de
este trabajo fue evaluar y comparar el efecto de la administracion i.m e i.d del
antigeno NH36r formulado con adyuvantes derivados de lipido A en ratones
BALBI/c, partiendo de la idea de que las diferentes propiedades inmunologicas y
anatomicas de la piel y el masculo pueden influir en la induccion de una respuesta

inmune protectora ante una infeccion por L. (L.) mexicana.

Los resultados obtenidos en la respuesta inmune humoral inducida en cada una
de las vias utilizadas mostraron que, la administracion i.m generé una mayor
proporcion de anticuerpos lgG2a sobre IgG1 en comparacion con la via i.d, lo
cual alcanz6 a ser significativo cuando la proteina NH36r se formul6 con el
adyuvante GLA-SE. Esto indica que por esta via se favorece una respuesta de
tipo Thl, respuesta inmune que ha demostrado ser protectora a una infeccion por
Leishmania. Mientras que la administracién i.d de la vacuna, promovio la
produccion de anticuerpos del subtipo IgG1, respuesta asociada a un perfil de
tipo Tu2. Estos resultados son similares a los obtenidos por Boyle y
colaboradores, quienes evaluaron la respuesta inmune activada por la
administracion i.d e i.m de la proteina ovoalbumina (OVA) en ratones
BALB/c.43191

La diferencia en los perfiles de la respuesta inmune encontrados en este estudio
puede deberse a la presencia de células diferentes en piel y musculo. Por
ejemplo, las células de Langerhans, presentes en la piel, pueden estar
involucradas en la respuesta humoral inducida después de la administracion i.d
de la vacuna, al estar relacionadas con la produccion de anticuerpos IgG1. Este
tipo de respuesta también se obtuvo por McAtee y colaboradores, quienes
evaluaron la administracion i.d de NH36r mas GLA-SE, aunque a dosis diferentes
a las del presente trabajo. Sin embargo, dichos resultados contrastan con la

respuesta humoral inducida por la administracion i.d de LEISH-F3 formulado con
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GLA-SE, la cual favorecié la produccién de anticuerpos de tipo 1gG2a, a pesar de
utilizar el mismo adyuvante, ruta de inmunizacion y modelo animal. Lo que
demuestra que asi como la via de administracion, el tipo de antigeno influye en
la orientacion de la respuesta inmune, tal como concluyen Pertmer y

colaboradores.%155180.192

Por otra parte, se ha reportado que en el musculo residen menos CPAs
especializadas que en la piel. No obstante, las células dendriticas residentes en
el tejido muscular han demostrado ser capaces de activar de forma eficiente a los
LT. Ademas, otras células dendriticas, como las derivadas de monocitos,
obtienen esta eficacia si se administran estimulos como el LPS, ya que
incrementa la migracién hacia los nédulos linfaticos y el reconocimiento de los
antigenos. Es importante recalcar que dichas células se caracterizan por tener
una mayor capacidad de inducir LT productores de IFN-y en comparacion con los
otros tipos de células dendriticas presentes en el musculo. Por lo que es posible
gue el uso de adyuvantes derivados de lipido A induzca la activacion de estas
células, de modo que su accion se haya reflejado en nuestros resultados, al
promover el cambio de isotipo hacia anticuerpos IgG2a. Igualmente, existe la
posibilidad de que los adyuvantes, también estuvieran involucrados en el
reconocimiento de los TLR-4 presentes en los mioblastos, cuya unién con los

receptores, promoviera un incremento de la respuesta inflamatoria local. 169193194

Adicionalmente, el adyuvante y la lesion provocada por la inyeccién, al originar
un reclutamiento celular, inducen la produccién de citocinas, las cuales pudieran
haber actuado sobre los mioblastos, ocasionando que actien como CPAs
locales. Estas células han demostrado tener la capacidad de activacion y
proliferacion de LT CD4*, sin embargo, otros estudios apuntan que su accion de
CPAs mas que iniciar una respuesta inmune adaptativa, esta relacionada con
mantener la respuesta inducida en el musculo. Esto nos indica que es probable

gue dichas células tengan una participacién importante en la respuesta inmune
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inducida por la administracion i.m de nuestra vacuna, a pesar de no ser CPAs

especializadas.195-198

Otro factor que pudiera estar involucrado en la diferencia en la respuesta inmune
obtenida por las vias i.d e i.m, es el efecto de depésito. Se ha documentado que
por ambas rutas existe una permanencia del antigeno en la zona de inoculacién.
Incluso, en un estudio al evaluar la persistencia de la vacuna MVA se encontrd
gue el antigeno permanece de 4 a 48 h en los sitios de la piel y masculo, donde
se aplico la vacuna. En dicho experimento no se evaluo el tiempo hasta que MVA
ya no era detectable; no obstante, se encontré que la expresion de la proteina
fluorescente para detectar MVA, se asocié principalmente a las fibras
musculares. Asimismo, cabe mencionar que el efecto de depdsito pudo haber
sido incrementado por los adyuvantes evaluados en el presente estudio, al ser
preparados en emulsion. Por lo cual, es posible que lo anterior explique la
inmunogenicidad de aplicar la vacuna de forma i.m, ya que al permanecer en
mayor proporcién y por mas tiempo en el sitio, la liberacién lenta del antigeno
incrementara la posibilidad de que éste sea capturado por las CPAs, a pesar de

que en el masculo residan pocas de estas células.15%.168171,199

Otra de las diferencias observadas entre la via i.d e i.m en cuanto a las CPAs fue
reportada por Abadie y colaboradores, quienes al administrar la vacuna MVA via
i.d en un modelo murino, observaron un mayor reclutamiento de CPAs en los
nodulos linfaticos aferentes, respuesta que no se obtuvo con la administracién en
el musculo. Esto, lo relacionaron con las respuestas de LT CD4*y CD8* antigeno-
especificos en bazo y nddulos linfaticos, al ser mayores por via i.d. Dichos
resultados, concuerdan con lo obtenido en nuestro estudio, ya que se
encontraron mayores frecuencias de LT antigeno-especificos en el bazo,
después de la administracion i.d de NH36r en comparacion con la administracion

i.m.168

En el presente trabajo, los resultados obtenidos al evaluar la respuesta inmune

celular inducida por las vias de administracion, estan relacionados con los
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obtenidos en la respuesta humoral, debido a que se pudo observar que en el
grupo experimental inmunizado con la formulacién elaborada con el adyuvante
E6020-SE, se incrementd la proporcion de linfocitos T CD8* productores de IL-4,
los cuales son linfocitos que al activarse en presencia de IL-4, pierden su
citotoxicidad y desarrollan la capacidad de producir citocinas como IL-4, IL-5, IL-
10, pero no IFN-y, en consecuencia incrementan las respuestas Tn2. Esto
contrasta con los reportes que indican que la administracion i.d, favorece la
activacion de LT CD8* productores de IFN-y y que por lo general activa una
respuesta Tnl. Sin embargo, Boyle y colaboradores, obtuvieron resultados
similares a los nuestros, puesto que encontraron que la produccion de IL-4 sélo
se present6 cuando la proteina OVA se aplico via i.d en ratones BALB/c. Ademas,
a pesar de que la produccion de IFN-y fue equivalente en ambas vias, como lo
observado en este estudio con NH36r, se encontré6 que la via i.d favorece la
produccion de anticuerpos del subtipo IgG1, lo que sefiala la importancia de IL-4
en la orientacion de la respuesta inmune. Por lo tanto, la tendencia de la
administracion i.d de NH36r mas GLA-SE en producir mayores frecuencias de LT
CD4* IL4*, nos permite considerar que la citocina IL-4 presente en el medio pudo

ser suficiente para promover el cambio de isotipo de anticuerpos hacia el subtipo
|gGl_7,191,200—202

La polarizacion hacia Tu2 observada después de la administracion en la piel,
puede deberse a distintos eventos tales como, no presentarse una inflamacion
considerable, que el antigeno active a macrofagos y células dendriticas para
producir mas IL-4 que IFN-y , o que los LT CD4* estimulados por el antigeno

hayan secretado pequefas cantidades de IL-4 en su activacion inicial.**

Asi también, otras células que pudieran estar relacionadas con la respuesta Trn2
son los mastocitos, los cuales son células prominentes en la piel. Se ha
encontrado que poseen receptores Fcy, por lo que los anticuerpos IgG
producidos por la vacuna y sus refuerzos, pueden estar participando en la

activacion de estas células.*4203
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El papel de los mastocitos sobre la respuesta inmune es extenso, se ha reportado
que después de la aplicacion de antigenos en la piel, estos pueden migrar hacia
los nodulos linfaticos e influir en las funciones de los linfocitos T. También, liberan
mediadores que pueden inducir la maduracién de las células dendriticas hacia un
fenotipo efector que favorece la polarizacion hacia Th2. Ademas, se ha observado
que en presencia de IL-4 o LPS, estas células producen IL-13, citocina que
también ha demostrado promover respuestas Th2. Con base a lo anterior y a que,
como se ha indicado, contribuyen en la magnitud y mantenimiento de respuestas
de tipo TH2, es posible que los mastocitos estén involucrados en la respuesta

inducida por la via i.d, observada en este estudio.?04-209

Por otro lado, al evaluar el desarrollo de la lesion provocada por L. (L.) mexicana,
en el presente trabajo, se encontré que a partir de la semana 3 la inflamacién en
el cojinete plantar de los ratones incrementd notoriamente, independientemente
de la via de administracion y formulacion de vacuna evaluada. Esto y el
comportamiento de la lesion durante el tiempo, fue similar a lo expuesto por
Gamboa-Le6én y colaboradores, quienes utilizaron el mismo modelo de

infeccion.186

En el experimento, curiosamente se encontré que cuando se administro de forma
i.d la vacuna formulada con el adyuvante E6020-SE, la inflamacién del cojinete
plantar en los ratones fue mayor a la del control salino administrado por la misma
via, esta diferencia fue estadisticamente significativa entre las semanas 3 y 6
post-infeccion, después se observo el mismo comportamiento hasta la semana
13, aunque durante ese periodo la diferencia entre estos grupos no fue
significativa. Esto sugiere que la respuesta celular inducida por la administracion
i.d de la vacuna, puede estar teniendo un papel importante en el desarrollo de la
lesion, debido a que ambiente de citocinas previo a la infeccion, pudo favorecer
la replicacion del parasito, ya que esta reportado que la presencia de IL-4

promueve la susceptibilidad a la infeccién en ratones.?10
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Asimismo, los resultados obtenidos en la evaluacion del efecto protector, sefialan
que tanto la via i.d como i.m inducen un efecto similar, para cualquier formulacion
de vacuna evaluada. Incluso, ambas rutas fueron capaces de reducir
completamente la carga parasitaria en algunos ratones inmunizados con NH36r
méas MLA. Adicionalmente, se pudo observar que los animales vacunados por via
i.m utilizando el adyuvante MLA, mostraron una reduccion en el desarrollo de la
lesion, en comparacion con la formulacion aplicada por via i.d, aunque esta no

alcanzo a ser significativa.

Cabe mencionar que el adyuvante GLA es un analogo del MLA, el cual a pesar
de su similitud en estructura y funcion con el MLA, ha demostrado ser mas
eficiente para inducir una respuesta TH1 y ha sido propuesto como una alternativa
mejor en conferir proteccidon contra ciertos patdégenos. En el estudio realizado por
McAtee y colaboradores, ratones BALB/c fueron inmunizados via i.d con NH36r
mas GLA-SE e infectados con L. (L.) mexicana, si bien, en dicho estudio no se
observé una reduccién del tamafio de lesion, la vacuna fue capaz de reducir la
carga parasitaria. De tal forma que, es posible que la formulacion de nuestra
vacuna utilizando GLA-SE generara una proteccion mas evidente que la
observada al utilizar MLA, no sélo por via i.d sino aun mas por la via i.m, dado
los resultados obtenidos por esta via, donde se observé una mayor produccién
de 1gG2a.180.193

Finalmente, los resultados obtenidos en este estudio son prometedores, debido
a que es el primer trabajo que compara la administraciéon i.d e i.m de NH36r
formulada con los adyuvantes E6020-SE, GLA-SE o MLA. Asimismo, es la
primera vez que se evalla la administracion i.m de NH36 como proteina
recombinante, demostrando que a través de esta via se favorece la respuesta
inmune hacia un perfil Tul, siendo esto mas evidente cuando el antigeno se
formulé con GLA-SE. Por lo que se propone que la via de administracion i.m debe
ser considerada para la evaluacibn de vacunas recombinantes contra

Leishmania.
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IX. CONCLUSIONES

La administracion por via i.d de NH36r induce una respuesta inmune tipo TH2,
que al formular el antigeno con GLA-SE dicha respuesta se asocié con la
produccion de anticuerpos IgGl, mientras que en la formulacion con el
adyuvante E6020 se asocié con la produccién de linfocitos T CD8*

productores de IL-4.

La aplicacion por via i.m de NH36r mas el adyuvante GLA-SE, favorece una
respuesta inmune de tipo Tul asociada con la produccién preferente de
anticuerpos IgG2a. La cual es la mas apropiada para el control de una

infeccién por L. (L.) mexicana.

La administracion de NH36r tanto por via i.d como i.m, generaron un efecto
similar en el desarrollo de la lesién provocada por la infeccion con L. (L.)

mexicana.

La administracion de NH36r con MLA, por via i.d o i.m, produjeron la
eliminacién de la carga parasitaria en algunos de los ratones infectados con
L. (L.) mexicana. Por lo tanto, ambas vias podrian ser consideradas para su

uso en los procesos de inmunizacion.
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X. PERSPECTIVAS

Con el fin de poder evaluar con mayor precision las posibles ventajas de las vias
de administracion propuestas en el presente trabajo, se sugiere realizar estudios
gue permitan conocer la distribucion y persistencia del antigeno en los sitios de
inmunizacion evaluados (piel y musculo), empleando técnicas como microscopia

confocal, citometria de flujo y analisis histolégicos.

Asimismo, para comprender mas a detalle el desarrollo de la respuesta inmune,
sera importante realizar ensayos sobre la caracterizacion fenotipica de las células
que se encuentren en los sitios de inoculacién, nodulos linfaticos y bazo, que
pudieran tener un papel importante en la presentacién antigénica, como por

ejemplo, monocitos, macrofagos, células dendriticas y células de Langerhans.

También, se sugiere la caracterizacion fenotipica de LT CD4*y CD8" productores
de IFN-y e IL-4 en los nddulos linfaticos de las zonas de inmunizacién, debido a
que después de la administracion i.d e i.m de una vacuna, es el primer sitio donde
se transportan los antigenos para su presentacion a los LT. Asi también, seria
importante evaluar la respuesta inmune (celular y humoral) inducida por la via de
administracion de la vacuna y la infeccién con L. (L.) mexicana después de las

13 semanas post-infeccion.

Por otro lado, para aumentar la significancia de los resultados, se sugiere

incrementar el nUmero de animales en los grupos experimentales.

Por dltimo, serd importante considerar la evaluacién de nuevos antigenos y
adyuvantes que resulten viables econémicamente y particularmente eficientes

para alguna de las vias propuestas.
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