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Introducciéon. La Leishmaniosis cutdnea es una de las
enfermedades desatendidas y es causada por el parasito
intracelular Leishmania mexicana. Hasta el momento no
existe tratamiento efectivo, por lo que surge la necesidad
de desarrollar una vacuna. El candidato a vacuna de
proteina recombinante NH36 producida en E. coli (1) ha
dado resultados prometedores por lo que en un esfuerzo
de optimizar se ha realizado el cambio de sistema de
expresion. Se escogié P. pastoris por las ventajas que
esta ofrece, asi como la via de administracion
intradérmica que ha demostrado ofrecer ventajas en
comparacion a otras vias de  administracién
convencionales como la subcutanea (2).

Objetivo. Evaluar la respuesta inmune humoral y celular
provocada por las vacunas de proteina recombinantes
producidas en E. coliy P. pastoris. ratones BALB/c.

Metodologia. Se inmunizaron via ID a ratones BALB/c
(n=5). Se wusaron las siguientes formulaciones en
combinacion con el adyuvante Glucopiranosil Lipido A
(GLA) que es un agonista del TLR-4. NH36E.coli+GLA,
NH36P.pastoris+GLA, Nh36E.coli, NH36P.pastoris, GLA
y sol. salina. Se administraron 2 refuerzos con 15 dias de
diferencia. Los ratones se sacrificaron 15 dias después
del ultimo refuerzo. Se utilizé el suero de los ratones para
la determinaciéon de los niveles de IgG totales e isotipos
(lgG1 e IgG2a) mediante la técnica de ELISA indirecto
usando como recubrimiento proteina recombinante o
NH36 o antigeno soluble de L. Mexicana (ASL). Para
determinar el tipo de respuesta celular, se aislaron los
esplenocitos de los ratones inmunizados, se re-
estimularon in-vitro con NH36 o ASL y se marcaron con
anticuerpos monoclonales (Superficie: anti-CD3, -CD4, -

CD8. Intracelular: anti-IFN-y e |L-4).

Resultados. En el analisis de la respuesta inmune
humoral, los niveles plasmaticos mas elevados de
IgGtotales, IgG1 e IgG2a especificos contra NH36 se
encontr6 en el suero de los ratones inmunizados con
NH36 producida en P. pastoris. Una diferencia
significativa (p<0.05) se observé en los niveles
plasmaticos de IgG2a en los ratones inmunizados con
NH36P.pastoris+GLA. Sin embargo no se encontro
diferencia significativa en los niveles de IgG totales e
isotipos contra ASL. En la respuesta inmune celular
especifica contra NH36, se encontré un porcentaje
significativamente mayor (p<0.03) de células con el
fenotipo CD8'IFN-y" en esplenocitos aislados de ratones

inmunizados con NH36P.pastoris+GLA. Cuando se
estimuld in-vitro con ASL, se observ6 que el porcentaje
mas alto de células CD8'IFN-y" pertenecia a los ratones
que fueron inmunizados con la NH36 producida en
P.pastoris. No se encontro diferencia significativa.

Conclusiones. La proteina obtenida en P. pastoris

mostré ser mas inmunogénica que la obtenida en E. coli,

cuando se administra via intradérmica. Esto podria

deberse que al estar altamente glicosilada es reconocida

con facilidad por las CPA residentes de la piel, en
especial las células de Langerhans que reconocen estos
sitios glicocilados mediante los receptores de lectina tipo
C por lo que facilita su endocitosis para posteriormente
presentar via MHC-| preferentemente a células TCD8+
del tipo | que son productores de IFN-y, la cual esta
ligada a la proteccion contra parasitos intracelulares
como L. mexicana.(2,3)
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