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l. INTRODUCCION.

Salmonella enterica serovariedad Typhimurium ha sido empleada como acarreador
de antigenos heterélogos en diversos protocolos con fines vacunales por su gran
capacidad de inducir respuesta inmune de mucosas y sistémica; considerando que
Salmonella enterica es de residencia fagolisosomal, es interesante el disefio de
mecanismos que permitan a sus antigenos ser llevados hacia el citosol para inducir una
mejor respuesta de Linfocitos T Citotoxicos (CTLs) [1, 29-41].

En este contexto, en nuestro laboratorio se ha evaluado un sistema que induce
respuesta de CTLs, que consiste en una bacteria atenuada, Salmonella enterica
serovariedad Typhimurium SL3261; que expresa en su superficie mediante el uso del
autotransportador MisL, una proteina de fusiébn que contiene un péptido fusogénico
sintético, el epitopo 298-306 de la proteina NS3 del virus Dengue, y una secuencia de
corte que es reconocida por la proteasa OmpT. Después de las inmunizacién de ratones
BALB/c con las Salmonellas recombinantes, se observé la induccion de una respuesta
inmune antigeno especifica contra el epitopo de Dengue [79]. Los ensayos de
citotoxicidad in vivo e in vitro mostraron que la presencia del péptido fusogénico en el
sistema, indujo una respuesta citotdxica contra el epitopo de Dengue. Sin embargo, aun
resulta necesario caracterizar adecuadamente qué tipo de poblaciones celulares
responden al estimulo con el antigeno especifico y si éstas son productoras de citocinas,
como el Interferén y (IFN v) [82].

Este trabajo propone contestar esta interrogante, cuyo abordaje se hard de la
siguiente manera: posterior a la inmunizacion de los ratones BALB/c con las Salmonellas
recombinantes, se realizaran ensayos de proliferacion antigeno especificos empleando el
éster de succiminidil 5,6 carboxi, 2,7’ diacetato diclorofluoresceina (CDCFDA-SE) [80] y
anticuerpos que nos permitan identificar por citometria de flujo las diferentes poblaciones
celulares de linfocitos T (CD4 y CD8) que estan profiliferando al estimulo con el antigeno
especifico y mediante la misma metodologia se determinara a las poblaciones celulares
que una vez activadas por el antigeno de Dengue produzcan IFN y. Los resultados
obtenidos, sugieren que los ratones inmunizados con la cepa recombinante que expresa
el péptido fusogénico acoplado al epitopo del virus Dengue y que son liberados por el sitio
de corte, muestran mayor poblacion celular ya sea de linfocitos T CD4" 6 linfocitos T

CD8" productores de IFN y en respuesta al estimulo con el epitopo del virus Dengue.



II. ANTECEDENTES.

La vacunacion constituye la principal herramienta para la profilaxis de diversas
enfermedades, el desarrollo racional de ellas es uno de los principales retos de la
biomedicina molecular. ElI conocimiento del antigeno en particular y su subsecuente
expresion y liberacién en un medio apropiado para inducir una respuesta inmune eficiente,
asi como el conocimiento de los avances sobre la funcionalidad del sistema inmunolégico
y las células involucradas en la generacion de un tipo de respuesta, han permitido disefiar
estrategias de vacunacion. Sin embargo existen enfermedades para las cuales no se
disponen de vacunas o no son completamente satisfactorias con respecto a la seguridad,
eficacia y costos; por lo que es esencial desarrollar mejores vacunas, seguras y baratas

capaces de inducir una respuesta protectora por largo tiempo [1].

Importancia de los vectores atenuados vivos.

Dentro del campo de las vacunas atenuadas vivas, se usan bacterias atenuadas
gue son incapaces de inducir una enfermedad clinica, pero que inducen una infeccion
natural autolimitada, por lo que conducen a la estimulacién de inmunidad protectora por
su habilidad de replicarse dentro del huésped y representan una alternativa para el
desarrollo de vacunas que expresen antigenos heterélogos. De ésta forma, establece una
respuesta inmune celular que es de vital importancia para la eliminacion de patégenos
intracelulares (s6lo expresados in vivo). Otra ventaja ademas de la induccion de una
respuesta inmune sistémica es su costo, facilidad de produccién y la administracién de las
mismas por via oral [2]. Recientemente se han desarrollado estrategias para expresar
antigenos heter6logos en bacterias atenuadas, especialmente en mutantes atenuadas de

Salmonella enterica.

Salmonella enterica.

Salmonella enterica es un patdgeno facultativo intracelular [3], que posterior a su

administracién oral, penetra hacia las placas de Peyer a través de las células M e ingresa

a las células presentadoras de antigeno, entre ellas las células dendriticas, macréfagos y



linfocitos B. Estas células infectadas se diseminan hacia los ganglios mesentéricos, bazo
e higado. De esta manera, las cepas de Salmonella atenuadas constituyen un vehiculo
excelente para llevar antigenos hacia las células presentadoras de antigenos

profesionales, y asi inducir una respuesta inmune sistémica incluyendo la de mucosas

[4].

Salmonella entericay lainduccion de respuesta inmune.

Es importante sefialar que Salmonella spp modifica la vacuola fagocitica de su
célula hospedera, en donde se encuentra para evitar ser degradada y tiene la capacidad
de inducir apoptosis a través de la caspasa 1 de la células infectadas. Cuando la célula
hospedera no es llevada a apoptosis, las células dendriticas (DC) fagocitan y presentan
antigenos derivados de Salmonella en el contexto de moléculas de MHC clase | y clase |l
a los linfocitos CD4 y CD8 respectivamente. Es decir, cuando Salmonella ingresa a la
células presentadoras de antigenos profesionales (pAPC), se comporta como un
antigeno exdgeno que ingresa a la via de procesamiento y de presentacion de antigenos
por Clase Il (via exdgena), en donde son degradadas en los compartimentos
endosomales por las enzimas proteoliticas que se activan a pH &cido. Posteriormente,
los péptidos resultantes son acoplados con la ayuda de moléculas accesorias como HLA-
DM a las moléculas de MHC clase Il que provienen del reticulo endoplasmico. Finalmente
el complejo formado por la cadena a, f y péptido son transportados hacia la superficie
celular para la presentacion de péptidos a los linfocitos T CD4" condicionando su
activacion [5-7]. Al mismo tiempo, Salmonella enterica a través de su sistema de
secrecion tipo Il (codificado por la isla de patogenicidad 1) tiene la capacidad para entrar
a células no fagociticas y dar un fenotipo invasivo a la bacteria, comportdndose como
antigeno endogeno, que ingresa a la via de procesamiento y presentacion de antigenos
por MHC clase | (via endogena), en donde son degradados por complejos
multienzimaticos, como el proteasoma, para dar origen a péptidos pequefos (entre 8-10
aminoacidos) que de esta manera se asocian a la molécula MHC clase |. Los péptidos
son transportados del citoplasma al reticulo endoplasmico (RE) por un transportador
dependiente de ATP llamado TAP (transportador asociado a presentacion), una vez

dentro del RE el péptido estabiliza a las moléculas de clase I, las cuales son



transportados fuera del RE, pasando por el complejo de Golgi hasta llegar a la superficie

celular para ser presentados a las células T CD8" [8-10].

Salmonella enterica como vector de antigenos heterdlogos.

Diversos trabajos han demostrado que Salmonella enterica serovariedad
Typhimurium cepa SL3261 [11] y Salmonella enterica serovariedad Typhi cepa CVD908
[12, 13] son vectores vacunales eficientes al acarrear proteinas antigénicas provenientes
de otras bacterias, virus y protozoarios, empleando plasmidos de expresion procarioticos
multicopia [14]. En este contexto se han empleado varias estrategias para mejorar la
inmunogenicidad de las cepas recombinantes de Salmonella, lo que ha permitido
aumentar la expresion de los antigenos heterélogos y mejorar la translocacion del
antigeno hacia el medio extracelular del vector bacteriano. Estas estrategias se han
enfocado en disefiar vacunas recombinantes con Salmonellas capaces de: a) modular los
niveles de expresion del antigeno, b) incrementar la estabilidad del vector, y ¢) expresar el

antigeno en diversos sitios.

Los estudios realizados para controlar la expresion del antigeno heter6logo han
demostrado que los promotores inducibles in vivo como nirB, permiten la expresion del
antigeno en compartimentos celulares apropiados, reduciendo la toxicidad del acarreador
bacteriano. Normalmente la insercion de plasmidos recombinantes provoca inestabilidad
genética; al éste respecto, se ha tratado de solucionar este problema integrando el gen
heterdlogo dentro del cromosoma 6 empleando sistemas estabilizadores de plasmidos, vy,

recientemente, se usa la tecnologia de titulacion del represor-operador.

Finalmente, la localizacion del antigeno también ha sido analizado en funcién de
la capacidad de incrementar la inmunogenicidad de los antigenos expresados en
Salmonella enterica [15], al respecto, se han empleando los sistemas de secrecion de las

bacterias gram negativas, ejemplo de ello son las proteinas autotransportadoras.



Autotransportadores.

En las bacterias Gram negativas se conocen, hasta el momento, cinco sistemas de
secrecion [16]. El  sistema de secrecion tipo V, denominado también como
Autotransportadores consta de: a) un péptido lider en el amino terminal (que lo dirige a la
membrana interna), b) una proteina madura que se secreta (dominio pasajero, dominio o)
y ¢) un dominio carboxilo terminal (dominio B). Este altimo forma un poro en la membrana
externa a través del cual pasa el dominio a a la superficie celular bacteriana [17], 6 lo
hace a través de un anillo de aproximadamente 2 nm de diametro formado por un

multimero de dominios carboxilos terminales del autotransportador [18].

Los dominios pasajeros de los autotransportadores (dominio o) pueden quedar
anclados a la superficie de la membrana externa como una gran multiproteina o pueden
ser procesados del dominio B y liberarse al medio externo. No obstante que el dominio 3
generalmente muestra un grado de conservacion consistente con su funcién altamente
conservada, el dominio pasajero es ampliamente divergente reflejando sus diferentes
papeles fisiologicos para la bacteria. Como ejemplos de dominios pasajeros se conocen:
adhesinas, elastasas, toxinas proteoliticas, proteasas, estearasas, mucinasas,

mediadores en la motilidad intracelular y lipasas [19].

Diversos reportes han demostrado que los autotransportadores translocan
dominios a heterélogos de manera eficiente. Por ejemplo, se ha logrado la expresion de la
subunidad B de la toxina del colera 'y de la B lactamasa a la superficie de Escherichia coli
empleando el dominio B de la adhesina AIDA-I de E. coli [20, 21]. También se ha
translocado a la toxina colérica a través de dominio B de la proteasa de IgA 1 de
Neisseria gonorroheae [22]. Recientemente Ruiz —Pérez F y cols., caracterizaron a las
proteinas MisL[23] y ShdA [24] de Salmonella enterica como autotransportadores, al
acoplar los dominios B de estas proteinas con el péptido (NANP), y la proteina CSP de
Plasmodium falciparum, obteniendo una expresion eficiente en la superficie bacteriana,
ademds la adicion de una secuencia de corte para la proteasa Omp T que permiti6 liberar

estos antigenos de la superficie bacteriana [25].



En cuanto a la respuesta inmunoldgica inducida por los antigenos heterdlogos
translocados a través del sistema de autotransportadores se conoce que la expresion de
epitopos funcionales de células B como el péptido NANP de la CSP de Plasmodium
falciparum y epitopos de Trichinella spiralis [26] en el autotransportador MisL y SdhA
respectivamente han demostrado la induccién de respuesta humoral eficiente en modelos
murinos. De igual modo, la incorporacion de epitopos de células T como los amino&cidos
28-51, 74-90 y 209-225 de la ureasa A de Helicobacter pylori [27] y los aminoé&cidos 74-
86 de la proteina Hsp60 de Yersina enterocolitica a través del autotransportador AIDA
[28] han demostrado inducir una respuesta de células T CD4" eficiente en modelos

murinos.

Respuesta de linfocitos T citotoxicos empleando a Salmonella como vector

de antigenos heterdlogos.

No se conocen con exactitud los mecanismos de estimulacion de las células CD8"
empleando a Salmonella enterica como vector de antigenos heterdlogos, si se considera
gue esta bacteria es un patdgeno facultativo intracelular, que permanece y se replica en
los compartimentos endosomales y tedricamente, no le es posible que alcance la via de
presentacion por MHC clase I. Sin embargo, se ha demostrado que algunos antigenos
expresados en sistemas procariotas [29-31] 6 eucariotas [33-35] empleando como
acarreador a Salmonella enterica serovariedad Typhimurium, han inducido respuesta de
CTLs, sin el empleo de algun mecanismo alterno que permita al antigeno ser transferido a
la via de MHC clase |. Ademés, se ha demostrado que la induccion de la respuesta
inmune citotoxica, empleando a Salmonella enterica como vector de antigenos
heterdlogos, es mas eficiente si el antigeno es secretado por la bacteria [36]. El sistema
de secrecion tipo lll de las bacterias Gram negativas también ha sido extensivamente
empleado para la secrecion de antigenos hacia el citosol de la célula hospedera. Ejemplo
de ello es la proteina E de Yersina (YopE) fusionada al epitopo inmunodominante de
Listeria monocytogenes, la cual indujo una respuesta eficiente de células T, produciendo

IEN vy y protegiendo a los ratones contra un reto con L. monocytogenes [37, 38].

También una cepa de Salmonella que expresa la proteina de fusion entre SopE y

la proteina Gag del virus de la inmunodeficiencia en Simios (SIV), fue capaz de activar



respuesta de mucosas mediada por CTLs virus especifico en Macacus rhesus [39].
Finalmente, se ha fusionado la proteina SptP de S. enterica serovar Typhimurium a un
epitopo de la nucleoproteina del virus de influenza, la cual fue liberada al citosol. Asi las
células RMA infectadas con la Salmonella que expresaban al epitopo de la nucleoproteina
fusionada a la proteina SptP, indujeron la estimulacién de clonas especificas de células T

contra la nucleoproteina viral [40].

La induccidn de linfocitos T citotoxicos (CTLs) contra Salmonella enterica, ¢ contra
los antigenos heterdlogos que son expresados en su superficie 6 que son secretados de
ella, se pueden explicar por la activacion de linfocitos T CD8" a través del procesamiento y
presentacion de antigenos por la via endégena (mecanismo que hemos descrito
previamente) o por un mecanismo descrito recientemente, denominado “Presentacion

cruzada”.

Presentacion cruzada (Cross-presentation).

Presentacion cruzada (cross-presentation) es el proceso por el cual los antigenos
extracelulares, que normalmente son presentados en asociaciéon con moléculas MHC
clase I, pueden ser presentados en asociacion con las moléculas de MHC clase |. De
esta manera, los antigenos exdgenos inducen una activacion cruzada (cross-priming), al
estimular una respuesta inmunoldgica mediada por linfocitos T CD8". Esto difiere de la via
cldsica de procesamiento y presentaciéon de antigenos enddégenos en la cual las
moléculas de MHC clase | presentan antigenos sintetizados de novo en el interior de la
células [41]. A la fecha se han descrito diversos mecanismos a través de los cuales se
explica el evento de presentacion cruzada: A) Una de las vias podria ser el intercambio de
péptidos intracelulares a través de las uniones adherentes (gap junctions)[42]. B) Otra
posibilidad recae en la observacién de que las moléculas de MHC clase | pueden ser
recicladas de la superficie celular hacia los compartimentos de la via exdgena e
intercambiar péptidos enddgenos por exdégenos [43]. C) Por medio de los eventos de
fagocitosis mediada por el reticulo endoplasmico [44-47]. D) Otros trabajos han
demostrado que los antigenos exdgenos, una vez procesados en los compartimentos
fagolisosomales, pueden ser regurgitados a la superficie celular en donde son acoplados
a las moléculas de MHC clase | que se encuentran vacias [48]. E) Finalmente, la

inyeccion directa de antigenos hacia el citosol mediado por algunos virus y bacterias
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(como el caso de Listeria monocytogenes a través de su listeriolisina 6 de Salmonella
enterica por medio de su sistema de secrecion tipo Ill) representan una via alterna del

paso de antigenos del endosoma hacia el citosol.

Desarrollo de vacunas con fundamento en la presentacién cruzada.

Los mecanismos de presentacién cruzada han impactado directamente a las
estrategias de vacunacion que tienen como finalidad inducir una respuesta eficiente de
CTLs y muchas de ellas han mostrado resultados muy prometedores. De manera general
estas estrategias se pueden dividir en dos grupos: El primer grupo requiere que el
antigeno sea liberado al citosol de las células presentadora de antigeno o que sea
sintetizado por ella. Ejemplo de este grupo son Listeria monocytogenes y Salmonella
enterica. En Salmonella, la fusion de epitopos especificos de células CD8" con el sistema
de Secrecion tipo lll de Salmonella enterica han inducido respuesta de CTLs antigeno

especifica in vivo [49].

El segundo grupo de estrategias se fundamenta en el entendimiento de las
diferentes vias que conducen a un evento de activacion cruzada, ademas de que ha sido
demostrado que ésta induce una respuesta inmunolégica similar a una activacion normal
[50, 51]. Diversos trabajos con células tumorales apoptéticas, exosomas de células
tumorales, proteinas de choque térmico, complejos inmuno estimulantes, particulas
pseudovirales (VLPs) y con péptidos fusogénicos han demostrado inducir una respuesta
eficiente de CTLs in vitro e in vivo [8, 10, 52, 53, 54].

Estrategias con péptidos fusogénicos.

Los péptidos fusogénicos estan constituidos por aminodcidos con caracteristicas
anfipaticas, localizados comunmente en la porcion amino terminal de la proteina implicada
en la fusion de la envoltura viral a la membrana endosomal. Entre los péptidos
fusogénicos caracterizados figuran los virus de la Influenza [55-58], del VIH-1 y 2 [59-63],
de la hepatitis B [64, 65], de la Immunodeficiencia de los Simios [66-69] y el Sendai [70].
El péptido fusogénico del virus de la influenza esté localizado en la proteina fusogénica

hemaglutinina, cuya estructura glicoproteica homotrimérica de superficie consiste de un
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dominio de unién al receptor (HA1) y un dominio que interactia con la membrana (HA2).
Este ultimo alberga al péptido fusogénico de no mas de 25 aminoacidos que a un pH bajo
estabiliza una estructura de o hélice que hace posible la desestabilizacion de la

membrana fagolisosomal de la célula hospedera [71, 72, 73].

Trabajos reportados por Partidos CD y cols., muestran una respuesta de
CTLs especifica contra el virus del Sarampion (VS) después de la inmunizacion
intraperitoneal con un epitopo de nucleoproteina del VS unido a la porcién
fusogénica del mismo virus [74]. Posteriormente, experimentos hechos por Jean-
Pierre Bongartz et al., demostraron que el acoplamiento del péptido fusogénico
del virus de la influenza a un oligonucledtido antisentido contra VIH inhibe la
retrotranscripcion del virus en linfocitos T infectados y aumenta la respuesta
citotoxica contra este virus [75]. Otros estudios realizados por Reiner Laus et al.,
reportaron el aumento de la presentacion de antigenos solubles como la
ovalbumina a través de la via dependiente de MHC clase | después de haberlos
acoplados a péptidos policationicos y péptidos fusogénicos, generando CTLs
especificos in vivo [76]. En el mismo contexto se ha reportado que la unién del
péptido fusogénico del virus de influenza, con el dominio de transduccion de la
proteina TAT (proteina asociada con la elongacion de los transcritos virales) del
VIH incrementd la salida del micropinosoma hacia el citosol de la proteina TAT
[77].

Expresién de péptidos fusogénicos del virus Dengue en la superficie de

Salmonella enterica para producir respuesta citotoxica.

Recientemente Luria-Pérez y cols., demostraron que la expresion de un péptido
fusogénico sintético acoplado al péptido NS3xs.306 del virus Dengue y liberado de
superficie celular de Salmonella enterica serovariedad Typhimurium a través del
autotransportador MisL indujo una respuesta de linfocitos T CD8" contra el epitopo del
virus Dengue, sugiriendo que el péptido fusogénico fue capaz de llevar el antigeno de

Dengue hacia la via de presentacion del MHC |. Sin embargo, aun son necesarios otros

12



estudios para concluir la evaluacién de este sistema, ejemplo de ello es determinar si la

los linfocitos T CD8" inducidos son productores de IFN v.

Importancia del Interferén y (IFNy) en la respuesta inmune celular inducida

por vacunas.

El IFN y es una citosina que pertenece al tipo Il de Interferones; su presencia
induce mecanismos directos antivirales e interviene en la sobre regulacion de las vias
procesamiento y presentacion de antigeno; atraccion de leucocitos y dirige el crecimiento,
maduracion y diferenciacion de muchos tipos celulares; es secretada por CTLs, linfocitos
cooperadores, Natural Killers y APCs[81].

La determinacion de las poblaciones celulares secretoras de IFN y representan un
ensayo confiable en la determinacién de la actividad citotoxica inducida contra un
antigeno especifico, segun lo muestra Hellen Horton y cols., al evaluar la respuesta
inmune inducida contra una vacuna de VIH en donde observa que los ensayos de
medicién de la produccién del IFN y por citometria de flujo, tiene una correlacion directa
con la actividad citolitica en los ensayos de citotoxicidad por liberacién de Cromo [82].

Otro ejemplo, fue reportado recientemente por Carlota Dobafio y cols., que evalud
la respuesta inmune inducida por una vacuna de ADN, que codifica para antigenos de la
fase pre-eritrocitica de Plasmodium yoelii; cuyos ensayos de citometria de flujo para
identificar las células productoras de IFN y fueron reflejo de la actividad citolitica inducida
por esta vacuna [83].

Por lo tanto, resulta interesante evaluar la produccion de IFN y en el sistema de
péptidos fusogénicos acoplados al epitopo del virus Dengue, para caracterizar mejor la

funcion efectora de los linfocitos T CD8" activados al estimulo antigeno especifico.
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l1l. JUSTIFICACION.

La respuesta inmune celular inducida contra el epitopo NS32s.306 del virus dengue,
expresado en una Salmonella que posee un péptido fusogénico, fue mediada por los
linfocitos T Citotdxicos, sin embargo, es necesario determinar que poblacion de linfocitos

T fue la efectora y si ellas son productoras de interferén .

14



IV. HIPOTESIS.
La respuesta inmune celular inducida contra el epitopo NS3,¢s.306 del virus dengue

expresado en una Salmonella que posee un péptido fusogénico, es mediada por linfocitos
T CD8" productores de IFN y.
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V. OBJETIVO GENERAL.

Caracterizar la respuesta inmune celular inducida contra el epitopo NS3,95.306 del

virus dengue expresado en una Salmonella que posee un péptido fusogénico.
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VI. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Transformar la cepa vacunal (Salmonella) con los diferentes plasmidos que

codifican para las diferentes proteinas recombinantes.
Analizar la expresion y la translocacion a la superficie de las diferentes proteinas
recombinantes en Salmonella por medio de inmunoflourescencia y citometria de

flujo.

Inmunizar de grupos de ratones BALB/c con las diferentes cepas recombinantes.

Evaluar la respuesta inmune celular inducida contra el epitopo NS3,95.306 del virus

Dengue mediante ensayos de proliferacion con CDCFDA-SE.

Analizar las poblaciones celulares activadas productoras de IFN y durante la

induccion de la respuesta inmune contra el epitopo NS3,9s.306 del virus Dengue.

17



VIl. MATERIALES Y METODOS.
Cultivo y condiciones de induccién.

Las cepas de Salmonella enterica (Tabla 1), fueron transformadas por
electroporacion con los plasmidos pL-TN, pL-STN, pL-TP, pL-TPN, pL-STNP (Tabla 2) y
fueron cultivadas en agar de Infusién Cerebro Corazén (BHI, difco) a 37 °C con 100 pg/mL
de ampicilina suplementado con 0.01% de acido 2,3-dihidroxibenzoico (DHB; Sigma, St.
Louis, MO). Posteriormente se inoculd una colonia en medio BHI caldo suplementado con
ampicilina y DHB, el cultivo se realiza a 37 °C en agitacion a 200 rpm. Cuando los cultivos
alcanzaron una densidad de 1.0 a 600 nm, se tomaron 150 uL de cada cultivo y se
inoculé a 50 mL de caldo de tioglicolato (Difco Laboratories, Detroit, Ml) para favorecer un
ambiente microaerofilico e inducir el promotor pnirB. Las bacterias fueron cosechadas

entre 8 y 10 horas de induccion.

Tabla 1. Cepas bacterianas.

CEPA GENOTIPO REFERENCIA
Salmonella enterica| Aro a’ 11
serovariedad Typhimurium

SL3261

Tabla 2. Plasmidos.

NOMBRE TAMANO  |PROTEINA | REFERENCIA
pL-TN 4084 pb L-TN 78
pL-STN 4156 pb L-STN 79
pL-TP 4069 pb L-TP 78
pL-TPN 4138 pb L-TNP 78
pL-STNP 4210 pb L-SNP 79
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Evaluacién de la expresion y la translocacion de las proteinas de fusién en la
superficie de Salmonella enterica serovariedad Typhimurium, mediante

ensayos de inmunofluorescencia y citometria de flujo.

Salmonella enterica serovariedad Typhimurium fue transformada con los
plasmidos previamente descritos (Tabla 2). La expresion de las proteinas se indujo en
presencia de Tioglicolato durante 8 horas, se lavaron 2 veces con 1 mL de PBS 1X y se
ajustaron a 1 x 10° bacterias. Las bacterias que contienen las construcciones con la
bandera FLAG se incubaron con 100 uL del anticuerpo monoclonal Anti-FLAG biotinilado
(Sigma) diluido 1:50 en PBS 1X, para las bacterias que contienen las construcciones con
la bandera NANP se incubaron con una diluciéon 1:100 del anticuerpo monoclonal anti
NANP en PBS 1X — BSA al 1%. En ambos casos la incubacion fue de 30 minutos a 37
°C a 100 rpm. Después de esta incubacion, las bacterias se lavaron dos veces con 1 mL
de PBS IX y se incubaron con el anticuerpo secundario; para las construcciones que
tienen FLAG se adicionaron 100 uL de Streptavidina-FITC (Zymed) dilucion 1:100 en
PBS 1X, las construcciones con NANP se incubaron con 100 pL de anti-IgG de raton
producido en cabra conjugado a FITC (Zymed) durante 30 minutos a 37 °C a 100 rpm en
oscuridad. Se lavaron dos veces con PBS 1X y las bacterias se resuspendieron en 50 uL
de PBS 1X, posteriormente se depositaron 5 puL de esta suspension bacteriana en
laminillas para ser observadas en un microscopio con sistema de epifluorescencia (BX-40,

Olympus) 6 se analizaron por citometria de flujo (Becton Dickinson, Bedford, Mass).

Animales y esquemas de inmunizacion.

Los experimentos in vivo se realizaron con ratones hembras BALB/c (H2%) de 6 a 8
semanas de edad los cuales se criaron y se mantuvieron en el bioterio del Centro de
Investigacion y de Estudios Avanzados del IPN (CINVESTAV-IPN) de acuerdo a las
regulaciones locales y federales. Grupos de seis ratones se inmunizaron con Salmonella
enterica serovariedad Typhimurium cepas SL3261 (control del vector) ¢ transformadas
con los plasmidos pL-TN (L-TN), pL-STN (L-STN), pL-TP (L-TP), pL-TNP (L-TNP), y pL-
STPN (L-STPN). Todas las cepas bacterianas fueron cultivadas en caldo de tioglicolato
durante 8 horas para inducir la expresion de las proteinas, al final de esta incubacion las
bacterias se cosecharon y se ajustaron a 1x10™ cels/mL. Estas suspensiones bacterianas
se administraron inmediatamente a los ratones por via intragéstrica empleando una sonda

calibre 22 (Popper and Sons, USA). Todos los animales recibieron cuatro dosis con
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intervalos de 15 dias, durante todo el tiempo se administré 0.6 mg de ampicilina/mL en el
agua de beber. Como controles positivos se inocularon un grupo de 6 ratones por via
intravenosa con 200 uL de sobrenadante de células C6/36 (2x10° UFP/mL) infectadas

con virus Dengue serotipo 2.

Ensayos de proliferacion empleando CDCFDA-SE.

Ratones de cada grupo fueron sacrificados y esplenectomizados 10 dias después
de la ultima inmunizacion con la bacteria recombinante correspondiente. Se obtuvieron las
suspensiones celulares de cada bazo. Posteriormente, 1 X 10’ esplenocitos
resuspendidos en 1mL de RPMI 1640 base, fueron teflidos con CDCFDA-SE 10 uM (éster
de succiminidil 5,6 carboxi, 2',7' diacetato diclorofluoresceina. Molecular Probes
Invitrogen. Eugene, Oregon, USA. Molécula que difunde a través de la membrana
plasmatica y que una ves en el citosol forma aductos con las proteinas), esta tincion se
realiz6 a 37 °C durante 10 minutos y posteriormente la incorporaciéon de CDCFDA-SE fue
detenida por la adicion de 100 puL de Suero Fetal Bovino (SFB) descompletado frio;
después se realizaron dos lavados con RPMI con 10% de SFB frio y finalmente 2x10°
esplenocitos tefiidos fueron incubados en un volumen de 200 uL en medio RPMI 1640
suplementado con 100 U de penicilina/mL. 10 pg de estreptomicina /mL, 7.5% de
bicarbonato de sodio, 5X10° M de B-mercaptoetanol, 2mM de L-glutamina, 1Mm de
piruvato de sodio, 1% de aminoacidos no esenciales (vol/vol) y 5 % de SFB, en
presencia del antigeno, en placas de microcultivo de 24 pozos de fondo plano. Como
estimulos se emplea el péptido antigénico de la proteina NS3 del virus Dengue tipo 2
(NS398.306) @ concentracion de 100 pg/mL; virus Dengue serotipo 2 (2x10” UFP) a una
dilucion 1:100 y Concanavalina A a una concentracion de 2 pg/mL. Después de 2 dias de
cultivo las células fueron cosechadas y colectadas en tubos para citometria de flujo; las
células fueron lavadas al menos una vez con PBS 1X pH 7.4 para eliminar el exceso de
medio (1500 rpm 5 min.). Después de decantar se resuspendié gentilmente el boton
celular y se adicionaron aproximadamente 0.3 pL de los anticuerpos anti-CD8-PE 0.3 uL
(BD Pharmigen), anti-CD3-PE-Cy5, anti-CD4-PE y se incuban en oscuridad por 30
minutos. Una vez concluido el tiempo de incubacién las tinciones se lavaron con 1 mL de
PBA (PBS 1X pH 7.4 y 0.5 % de BSA). Se decantaron Yy se fijaron con una solucion de
Formaldehido al 1 % en PBS IX (Fix-Facs). Finalmente las tinciones fueron procesadas

inmediatamente o guardadas a 4°C para su analisis por citometria de flujo (Becton
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Dickinson, Bedford, Mass). La proliferacion celular antigeno especifica fue interpretada
como la dilucién de la sefial de fluorescencia emitida por el CDCFDA-SE segun se

describe en referencia [80].

Tincion de marcadores celulares y citocinas

Dos ratones de cada grupo fueron sacrificados y esplenectomizados 10 dias
después de la dltima inmunizacion con la bacteria recombinante correspondiente.
Posterior a la obtencion de las suspensiones celulares de cada bazo, se tomaron 1 X 10°
esplenocitos y fueron incubados en un volumen de 1 mL en medio RPMI 1640
suplementado (100 U de penicilina/mL. 10 pg de estreptomicina /mL, 7.5% de bicarbonato
de sodio, 5X10° M de -mercaptoetanol, 2mM de L-glutamina, 1Mm de piruvato de sodio,
1% de aminoéacidos no esenciales (vol/vol) y 5 % de SFB) en presencia del antigeno
especifico en placas de microcultivo de 24 pozos de fondo plano. Como estimulos se
empled el péptido antigénico de la proteina NS3 del virus Dengue tipo 2 (NS3295-306) &
concentracion de 100 pg/mL; virus Dengue serotipo 2 (2x10° UFP) a una dilucién 1:100 y
Concanavalina A (Con A) a una concentracion de 2 ug/mL. Después de 2 dias de cultivo
las células fueron cosechadas y colectadas en tubos para citometria de flujo; las células
fueron lavadas al menos una vez con PBS 1X pH 7.4 para eliminar el exceso de medio
(1500 rpm 5 min.). Después de decantar se resuspendio gentilmente el boton celular y se
adicionaron aproximadamente 0.3 uL de los anticuerpos anti-CD8-PE 0.3 uL (BD
Pharmigen), anti-CD3-PE-Cy5(BD Pharmigen), anti-CD4-PE (BD Pharmigen), y se
incubaron en oscuridad por 30 minutos. Una vez concluido el tiempo de incubacion las
tinciones se lavaron con 1 mL de PBA (PBS 1X pH 7.4 y 0.5 % de BSA). Se decantaron
y se fijaron con una solucién de Formaldehido al 1 % en PBS IX (Fix-Facs) durante 15
minutos. Al término del tiempo de fijacidn, las células fueron centrifugadas a 1500 rpm
durante 5 minutos y decantadas. Posteriormente fueron permeabilizadas durante 15
minutos con 250 uL de una soluciébn de Saponina al 0.1 % en PBA. Al concluir la
permeabilizacion las células fueron centrifugadas, decantadas y tenidas con 0.4 uL del
anticuerpo anti-IFN y-APC (BD Pharmigen) durante 30 minutos en oscuridad, al termino
de este tiempo las células fueron lavadas nuevamente con 1 mL de solucion de PBA y
finalmente fueron fijadas con 250 uL Fix-Facs. Finalmente las tinciones fueron analizadas

inmediatamente o guardadas a 4°C para su analisis por citometria de flujo (Becton
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Dickinson, Bedford, Mass) para identificar la poblacién celular productora de interferén y

en respuesta de los diferentes estimulos.

Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron en el programa GraphPad Prism® 4; usando
un andlisis de varianza de tipo no paramétrico de una via para todos los resultados
obtenidos de los ensayos que determinan el porcentaje de células productoras de IFN y y

para la caracterizacion de las poblaciones de linfocitos a diferentes a las 48 y 96 horas.
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VIIl. RESULTADOS.

Evaluacion de la expresion de las proteinas recombinantes en las diferentes

cepas vacunales.

Salmonella enterica serovariedad Typhimurium SL3261 fue transformada por
electroporacion con los diferentes pladsmidos y posteriormente se realizd la induccién de
las proteinas en medio microaerofilico tal como se describié previamente. El ensayo de
Inmunofluorescencia buscando al epitopo FLAG en la superficie de las Salmonellas
recombinantes que expresan a las proteinas L-TP, L-TNP y L-STNP fue positiva en los
tres casos segun se muestra en la figura 1. La figura 2 muestra la expresion de las
proteinas pL-TN y pL-STN, la inmunofluorescencia dirigida contra el epitopo NANP fue
positiva en los dos casos, indicando que las proteinas se encontraban en la superficie de
Salmonella enterica (Figura 2). Por otra parte, se realizaron tinciones de superficie para
citometrias en las diferentes cepas vacunales tal como fue descrito anteriormente; en la

figura 3 se muestran las citometrias realizadas a las diferentes cepas vacunales.

SCOT FLAG NS3 PFS
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Figura 1. Andlisis de la expresion de las diferentes proteinas recombinantes en Salmonella enterica serovariedad
Typhimurium por inmunoflourescencia. Se indujo la expresion de las proteinas en medio microaerofilico e
inmediatamente fueron analizadas por inmunofluorescencia; para las proteinas L-STNP, L-TNP, y L-TP, se empleo el

anticuerpo anti-FLAG.
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SCOT NANP NS3
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Figura 2. Andlisis de la expresion de las diferentes proteinas recombinantes en Salmonella enterica serovariedad
Typhimurium por inmunoflourescencia. Se indujo la expresion de las proteinas en medio microaerofilico e
inmediatamente fueron analizadas por inmunofluorescencia; para las proteinas L-STN y L-TN, se empleo el anticuerpo

anti-NANP.
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Figura 3. Andlisis de la expresion de las diferentes proteinas recombinantes en Salmonella enterica serovariedad
Typhimurium por citometria de flujo. Se indujo la expresién de las proteinas en medio microaerofilico e inmediatamente
fueron analizadas por citometria de flujo; para las proteinas L-STNP, L-TNP, y L-TP, se empleo el anticuerpo anti-FLAG y

para L-STN, L-TN se emple0 el anticuerpo anti-NANP.
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Cinética de proliferacion de linfocitos T empleando CDCFDA-SE.

Se obtuvieron esplenocitos de ratones de la cepa BALB/c (H2%), 1x107 células se
tifieron con CDCFDA-SE 10 uM y 1x10° se plaquearon en placas de microcultivo de 24
pozos en fondo plano. Las células fueron estimuladas con Concanavalina A (Con A) a
una concentracion de 2 pg/mL. Para la cinética de proliferacion se realizaron tinciones de
superficie con los marcadores CD3, CD4 y CDS8 a las 24, 48, 72 y 96 horas. En las figuras
4 y 5 se muestran los resultados de ésta cinética de proliferacion. La proliferacién celular
fue interpretada como la dilucion de la sefial de fluorescencia emitida por el CDCFDA-SE

segun se describe en referencia [80].

No activadas

24hrs. 48hrs. 72hrs. 96hrs.
SR R e St T 1 for S q e Sie® 0’ 00 0t
FLI Hegtt FL1-Hegit FLI-Heigrt FL1 Height
»
»
CDCFDA-SE
Activadas
24hrs. 48hrs. 72hrs. 96hrs.
B T S Ea 1 9 w0 1t 5 w100 100 10 [ TR T TR
FUI-Height FLI et FL1-Height FLI-Height .
L
CDCFDA-SE

Figura 4. Cinética de proliferacién con CDCFDA-SE para linfocitos T CD4". Se realiz6 una tinciéon con CDCFDA-SE a

las células totales del bazo de un ratén; cada dia se realiz6 una tincion de marcadores de superficie para CD3 y CD4. En la

figura se muestra un histograma de las tinciones; la poblacién mostrada pertenece a la poblacién de linfocitos T CD4" que

fue analizada considerando la regién positiva para linfocitos T CD3".
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Figura 5. Cinética de proliferacién con CDCFDA-SE para linfocitos T CD8". Se realiz6 una tinciéon con CDCFDA-SE a
las células totales del bazo de un ratén; cada dia se realiz6 una tincion de marcadores de superficie para CD3 y CD8. En la

figura se muestra un histograma de las tinciones; la poblacién mostrada pertenece a la poblacién de linfocitos T CD8" que

fue analizada considerando la regién positiva para linfocitos T CD3".



Cinética de induccién de linfocitos T productores de IFNy.

Ratones de la cepa BALB/c (H2%) fueron sacrificados y se recuperaron las células
totales del bazo. Las células fueron estimuladas con Concanavalina A en las mismas
condiciones que en el ensayo anterior. A las 12, 24, 48 y 72 horas se realizé una tincion
de marcadores de superficie para CD3, CD4 y CD8; y la tincion intracelular para IFN y. En

la figura 6 se muestra una gréfica con los valores obtenidos en este ensayo.
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Figura 6. Cinética de produccion de IFN y. Se realizé una cinética de produccion de IFN y a diferentes tiempos; en la
figura se muestran los resultados de ésta cinética de produccion de la molécula de interés. Se emplea concanavalina A a 2

ug/mL.

Proliferacién de linfocitos T CD4" y CD8" antigenos especificos inducida

contra el epitopo NS3,95.306 del virus Dengue.

Grupos de 6 ratones de la cepa BALB/c (H2®) fueron inmunizados por via oral con
una dosis de 1x10'° UFC de Salmonella enterica serovariedad Typhimurium cepa SL3261
que expresaban o no a las proteinas L-TN, L-STN, L-TP, L-TNP y L-STNP. Se empleo
como control positivo un grupo que fue inmunizado via intravenosa con virus Dengue
serotipo 2 (100 pL 2x10° UFP); los refuerzos para este grupo se realizaron en el cojinete
plantar con adyuvante incompleto de Freund en una relacién 1:1 (v/v) en una dosis de
100 pL. Al décimo dia de la ultima inmunizacién se sacrificaron 2 ratones por grupo para

cada experimento y los esplenocitos obtenidos fueron sometidos al protocolo de
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proliferacion celular antigeno especifico empleando CDCFDA-SE. Como estimulos se
emplearon el péptido PNS3, Virus Dengue (1:100) y Concanavalina. A las 48 horas se
realiz6 un analisis de las poblaciones celulares activadas y los ensayos de proliferacion
con CDCFDA-SE fueron procesados a las 96 horas. La figura 7 muestra las poblaciones
analizadas por citometria de flujo que previamente fueron sometidas a las tinciones
superficiales con CD3, CD4 y CD8. La proliferacion celular antigeno especifica fue
interpretada como la dilucion de la sefial de fluorescencia emitida por el CDCFDA-SE

segun se describe en referencia [80].
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Figura 7. Evaluacion de la respuesta inmune celular inducida contra el epitopo NS3,9s.306 del virus Dengue mediante
ensayos de proliferacién con CDCFDA-SE. Después de haber obtenido las células totales del bazo y ser estimuladas

con el péptido PNS3, se realizaron tinciones de superficie para CD3, CD4 y CD8. a 'y d) Representan la poblacion total de la
citometria; se hace una region de acuerdo al tamafio y granularidad con respecto a la poblacion esperada. b y e)
Representan la poblacion tefiida con aCD3 para separar la poblacion de linfocitos T de los linfocitos B. ¢ y f) Representan la

poblacion tefiida con aCD4 6 aCD8 respectivamente que ademas esta tefiidas con CDCFDA-SE.
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La figura 8 muestra los porcentajes de linfocitos T CD4" estimulados con el epitopo PNS3
a las 48 y 96 horas. Como se puede observar, las poblaciones para el grupo L-STNP
(68.05%+3.84% a las 48 horas y 70.19%+0.09% 96 horas) presenta un ligero incremento
en la poblacion al igual que los demés grupos inmunizados con las cepas que contienen
el epitopo PNS3, el grupo L-STN (67.77%%2.1% y 69.32%+6.03%), el grupo L-TN
(66.84%+3.16% y 73.54%+1.11%) a excepcion del grupo L-TNP (66.00%+2.76% vy
64.00%+0.3%); pero los grupos L-TP (63.02%+5.22% y 63.07%+4.19%) y SL3261
(64.07%+5.33% y 64.08%+0.5%) no muestran cambios aparentes, el control positivo con
virus Dengue mostro valores de 68.55+3.24% a las 48 horas y 67.29%+10.92%. La figura
9 muestra los porcentajes de linfocitos T CD8" estimulados con el epitopo PNS3 a las 48 y
96 horas. Como se puede apreciar la mayoria de los grupos mostraron una ligera
disminucion de las poblacién a las 96 horas: grupo L-STNP (28.65%+3.75% a las 48
horas y 28.74%+2.52%), grupo L-TNP (32.12%+1.72% y 29.3%+2.31%), grupo L-STN
(29.57%+3.87% y 25.56%+1.76%), grupo L-TN (29.45%+3,87% y 26.47%+0.11% ), grupo
L-TP (32.74%%4.70% y 31.15%+3.52%), los controles SL3261 mostraron valores de
30.78%+5.71% a las 48 horas y 32.02%+1.1% a las 96 horas, para el grupo control
positivo de virus Dengue se observaron 30.48%+2.25% a las 48 horas y 29.52%=+1.91%.

Las diferencias entre los grupos no fueron estadisticamente significativas.

Cuando las células se estimularon con virus Dengue serotipo 2 dilucion 1:100, se observo
un ligero incremento en la poblacion de linfocitos T CD4" en el grupo de L-STNP a las 48
horas (68.01%+2.87%) pero esta poblacion no incrementé a las 96 horas
(67.82%+0.95%); sin embargo, los grupos L-TNP (65.21%+2.09% y 61.97%+1.22%), L-
STN (67.35%+2.13% y 59.85%+6.63% ), L-TN (66.1%+3.1% y 59.51%+1.03%) y L-TP
(63.99+4.15% y 62.96%+%0.47) mostraron una ligera disminucién de la poblacién CD4",
el grupo control SL3261 mostro valores de (62.46%+4.13% y 62.46%+6.54%) y el grupo
control positivo inmunizado con DV mostro valores de 65.91%+4.48% a las 48 horas y de
65.28%:+6.98% a las 96 horas. Ver Figura 10. Cuando se analizaron los linfocitos T CD8"
al estimulo con el virus Dengue se observd que los grupos L-TNP (29.84%+0.39% y
28.8%+0.58%) grupo L-STN (28.27%+3.68% y 23.76%+3.31%), grupo L-TN
(28.06%+3.17% y 25.35%+1.96%) y L-TP (32.2%+4.74% y 28.14%+2.18%) disminuyeron
ligeramente la poblacion a las 96 horas, sin embargo, el grupo L-STNP mostré valores de
27.13%+2.47% a las 48 horas y un ligero incremento en su poblacién a las 96 horas
(27.95%+4.92%). Los controles mostraron los siguientes porcentajes de células CD8":
control negativo SL3261 (31.43%+4.51% y 29.15%+1.93%) y control positivo inmunizado
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con virus Dengue (30.22%+1.5% y 26.56%+3.79%). Ver figura 11. Las diferencias entre

los grupos no fueron estadisticamente significativas.

Al analizar la poblacion estimulada con Concanavalina A se observé que los linfocitos T
CD4" (Figura 12) en casi todos los grupos disminuyeron ligeramente tal como lo muestran
los siguientes valores: grupo L-STNP (63.04%+10.02% a las 48 horas y 60.37%+3.63% a
las 96 horas), L-TNP (62.77%+7.97 y 56.30%+5.94%), L-STN (67.22%+7.33% vy
65.49%+8.8%), L-TN (64.06%15.09% vy 60.91%+5.03%), L-TP (60.6948.35% vy
53.45%+4.6%) y SL3261 (62.86%+7.11% y 56.26%+0.32%); solo en el grupo control
positivo inmunizado con virus Dengue se observé un ligero incremento a las 96 horas
(64.2%%9.42% y 67.17%+11.48%). En cuanto a la poblacion de linfocitos T CD8" al
estimulo con Concanavalina A (Figura 13), todos los grupos mostraron un ligero
incremento segun se observa en los siguientes valores: grupo L-STNP (28.79%+9.98% a
las 48 horas y 36.55%%7.1% a las 96 horas), grupo L-TNP (30.42%+8.43% vy
40.46%+12.51%), grupo L-STN (29.35%+8.87% y 32.60%+9.62%), grupo L-TN
(30.3%+6.5% y 39.37%+4.86%) grupo L-TP (34.6%+10.44 y 43.44%+9.62%) y el grupo
SL3261 (28.11%+8.71% y 31.74%+13.26%), el grupo control positivo inmunizado con
virus Dengue presentd valores de 27.85%+9.33% a las 48 horas y 32.03%+6.55% a las

96 horas. Las diferencias entre los grupos no fueron estadisticamente significativas.

En las figuras 14 y 15, se muestran los histogramas correspondientes a las poblaciones
de linfocitos T CD4" y CD8" que fueron cultivadas teflidas con CDCFDA-SE, no
estimuladas y finalmente cosechadas a las 96 horas. El analisis de proliferacion realizado
a las 96 horas empleando CDCFDA-SE en todos los grupos al estimulo con el epitopo
PNS3, no presento evidencia de una ronda de proliferacion extra en las poblaciones de
linfocitos T CD4" (Figura 16) ni en la poblacién de linfocitos T CD8" (Figura 17) en ninguno
de los grupos. Al estimulo con el virus Dengue tampoco fue posible observar la presencia
de rondas extras de proliferacion en ningln grupo segun se muestra en la figura 18 para
linfocitos T CD4" y en la figura 19 para linfocitos T CD8". Todos los grupos mostraron una
gran proliferaciéon de linfocitos T CD4" (Figura 20) y de linfocitos T CD8" (Figura 21)
cuando fueron estimulados con Concanavalina. Sin embargo, cabe resaltar que el grupo
inmunizado con virus Dengue (Control positivo) mostrd una ligera ronda de proliferacion
extra tanto en la poblacién de linfocitos T CD4" como en la poblacién de linfocitos T CD8"
pero solo cuando son estimulados con virus Dengue y en comparacion contra sus
basales; para CD4" 14.23% vs. 10.71% y para CD8" 9.27% vs. 11.4%.
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Poblacion de CD4" al estimulo con PNS3
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Figura 8. Analisis de la poblacién de linfocitos T CD4" en respuesta al estimulo con el epitopo NS3,05.306 del virus
Dengue. Aqui se muestran las poblaciones celulares correspondientes a los linfocitos T CD4" que provienen de 4

experimentos independientes a las 48 horas y a las 96 horas. Se obtuvieron las células totales del bazo, se incubaron y
fueron estimuladas con el Péptido PNS3; después se realizd una tincion de marcadores de superficie para CD3 y CD4. No

se encontraron diferencias significativas entre grupos ni entre tiempos.

Poblacion de CD8* al estimulo con PNS3
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Figura 9. Analisis de la poblacién de linfocitos T CD8" en respuesta al estimulo con el epitopo NS3,0s.306 del virus
Dengue. Aqui se muestran las poblaciones celulares correspondientes a los linfocitos T CD8" que provienen de 4

experimentos independientes a las 48 horas y a las 96 horas. Se obtuvieron las células totales del bazo, se incubaron y
fueron estimuladas con el Péptido PNS3; después se realiz6 una tincién de marcadores de superficie para CD3 y CD8. No

se encontraron diferencias significativas entre grupos ni entre tiempos.
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Poblacién de CD4" al estimulo con DV-2
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Figura 10. Analisis de la poblacién de linfocitos T CD4" en respuesta al estimulo con virus Dengue serotipo 2. Aqui

se muestran las poblaciones celulares correspondientes a los linfocitos T CD4" que provienen de 4 experimentos
independientes a las 48 horas y a las 96 horas. Se obtuvieron las células totales del bazo, se incubaron y fueron
estimuladas con virus Dengue serotipo 2 dilucion 1:100; después se realiz6 una tincion de marcadores de superficie para

CD3y CD4. No se encontraron diferencias significativas entre grupos ni entre tiempos.
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Figura 11. Analisis de la poblacién de linfocitos T CD8" en respuesta al estimulo con virus Dengue serotipo 2. Aqui

se muestran las poblaciones celulares correspondientes a los linfocitos T CD8" que provienen de 4 experimentos
independientes a las 48 horas y a las 96 horas. Se obtuvieron las células totales del bazo, se incubaron y fueron
estimuladas con virus Dengue serotipo 2 dilucion 1:100; después se realiz6 una tincion de marcadores de superficie para

CD3y CD8. No se encontraron diferencias significativas entre grupos ni entre tiempos.
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Poblacion de CD4" al estimulo con ConA
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Figura 12. Analisis de la poblacion de linfocitos T CD4" en respuesta al estimulo con ConA. Aqui se muestran las

poblaciones celulares correspondientes a los linfocitos T CD4" que provienen de 4 experimentos independientes a las 48
horas y a las 96 horas. Se obtuvieron las células totales del bazo, se incubaron y fueron estimuladas con ConA; después se
realizé una tincion de marcadores de superficie para CD3 y CD4. No se encontraron diferencias significativas entre grupos

ni entre tiempos.
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Figura 13. Andlisis de la poblacién de linfocitos T CD8" en respuesta al estimulo con ConA. Aqui se muestran las
poblaciones celulares correspondientes a los linfocitos T CD8" que provienen de 4 experimentos independientes a las 48
horas y a las 96 horas. Se obtuvieron las células totales del bazo, se incubaron y fueron estimuladas con ConA; después se
realizé una tincion de marcadores de superficie para CD3 y CD8. No se encontraron diferencias significativas entre grupos
ni entre tiempos.
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Figura 14. Ensayos de proliferacién con CDCFDA-SE para linfocitos T CD4" sin estimulo. Se realizé una tincién con

CDCFDA-SE a esplenocitos provenientes de ratones inmunizados de los diferentes grupos; se realizé una tinciéon de

marcadores de superficie para CD3 y CD4. En la figura se muestra un histograma de las tinciones; dénde la poblacion

mostrada pertenece a la poblacién de linfocitos T CD4" que fue analizada considerando la regién positiva para linfocitos T

CD3". Los histogramas mostrados representan células sin estimular.
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Figura 15. Ensayos de proliferacién con CDCFDA-SE para linfocitos T CD8" sin estimulo. Se realizé una tincién con
CDCFDA-SE a esplenocitos provenientes de ratones inmunizados de los diferentes grupos; se realiz6 una tincién de
marcadores de superficie para CD3 y CD8. En la figura se muestra un histograma de las tinciones; dénde la poblacion
mostrada pertenece a la poblacién de linfocitos T CD8" que fue analizada considerando la regién positiva para linfocitos T

CD3". Los histogramas mostrados representan células sin estimular.
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Figura 16. Ensayos de proliferaci6n con CDCFDA-SE para linfocitos T CD4" al estimulo con el péptido PNS3. Se

realizé una tincion con CDCFDA-SE a esplenocitos provenientes de ratones inmunizados de los diferentes grupos que

fueron estimulados con el péptido PNS3 por 96 horas. Al finalizar el tiempo se realiz6 una tincion de marcadores de

superficie para CD3 y CD4. En la figura se muestra un histograma de las tinciones; dénde la poblacién mostrada pertenece

ala poblacién de linfocitos T CD4" que fue analizada considerando la regién positiva para linfocitos T CD3".
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Figura 17. Ensayos de proliferacién con CDCFDA-SE para linfocitos T CD8" al estimulo con el péptido PNS3. Se

realizé una tincion con CDCFDA-SE a esplenocitos provenientes de ratones inmunizados de los diferentes grupos que

fueron estimulados con el péptido PNS3 por 96 horas. Al finalizar el tiempo se realiz6 una tincion de marcadores de

superficie para CD3 y CD8. En la figura se muestra un histograma de las tinciones; dénde la poblacion mostrada pertenece

ala poblacién de linfocitos T CD8" que fue analizada considerando la regién positiva para linfocitos T CD3".
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Figura 18. Ensayos de proliferacion con CDCFDA-SE para linfocitos T CD4" al estimulo con virus Dengue serotipo
2. Se realizé una tincion con CDCFDA-SE a esplenocitos provenientes de ratones inmunizados de los diferentes grupos que
fueron estimulados con virus Dengue serotipo 2 dilucién 1:100 por 96 horas. Al finalizar el tiempo se realiz6 una tincion de
marcadores de superficie para CD3 y CD4. En la figura se muestra un histograma de las tinciones; donde la poblacion
mostrada pertenece a la poblacién de linfocitos T CD4" que fue analizada considerando la regién positiva para linfocitos T

CD3". El recuadro azul muestra un aumento en la poblacién proliferante perteneciente al grupo DV.
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Figura 19. Ensayos de proliferacion con CDCFDA-SE para linfocitos T CD8" al estimulo con virus Dengue serotipo
2. Se realizé una tincion con CDCFDA-SE a esplenocitos provenientes de ratones inmunizados de los diferentes grupos que
fueron estimulados con virus Dengue serotipo 2 dilucién 1:100 por 96 horas. Al finalizar el tiempo se realiz6 una tincion de
marcadores de superficie para CD3 y CD8. En la figura se muestra un histograma de las tinciones; donde la poblacion
mostrada pertenece a la poblacién de linfocitos T CD8" que fue analizada considerando la regién positiva para linfocitos T

CD3". El recuadro azul muestra un aumento en la poblacién proliferante perteneciente al grupo DV.
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Figura 20. Ensayos de proliferacién con CDCFDA-SE para linfocitos T CD4" al estimulo con ConA. Se realizé una
tincion con CDCFDA-SE a esplenocitos provenientes de ratones inmunizados de los diferentes grupos que fueron
estimulados con ConA por 96 horas. Al finalizar el tiempo se realizé una tincion de marcadores de superficie para CD3 y
CD4. En la figura se muestra un histograma de las tinciones; donde la poblacion mostrada pertenece a la poblaciéon de

linfocitos T CD4" que fue analizada considerando la regién positiva para linfocitos T CD3".
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Figura 21. Ensayos de proliferacién con CDCFDA-SE para linfocitos T CD8" al estimulo con ConA. Se realizé una
tincion con CDCFDA-SE a esplenocitos provenientes de ratones inmunizados de los diferentes grupos que fueron
estimulados con ConA por 96 horas. Al finalizar el tiempo se realizé una tincion de marcadores de superficie para CD3 y
CD8. En la figura se muestra un histograma de las tinciones; donde la poblacion mostrada pertenece a la poblacion de

linfocitos T CD8" que fue analizada considerando la regién positiva para linfocitos T CD3".
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Producciéon de IFN y por linfocitos T CD4" y CD8" antigenos especificos

inducidos contra el epitopo NS3,95.306 del virus Dengue.

Grupos de 6 ratones de la cepa BALB/c (H2®) fueron inmunizados por via oral con
una dosis de 1x10'° UFC de Salmonella enterica serovariedad Typhimurium cepa SL3261
que expresaban o no a las proteinas L-TN, L-STN, L-TP, L-TNP y L-STNP. Como control
positivo un grupo que fue inmunizado via intravenosa con virus Dengue serotipo 2, 100 uL
(2x10" UFP); los refuerzos para este grupo se realizaron en el cojinete plantar con
adyuvante incompleto de Freund en una relacion 1:1 (v/v) con una dosis de 100 uL. Al
décimo dia de la ultima inmunizacion se sacrificaron 2 ratones por grupo para cada
experimento y los esplenocitos obtenidos fueron sometidos a los protocolos de activacion
para la determinacion de células productoras de IFN y segun se describié en materiales y
métodos, empleando los anticuerpos anti CD3, CD4, CD8 para las tinciones superficiales
y anti-IFN y para la tincion intracelular. Las figura 22 muestra un ejemplo del analisis de

poblacién realizada con los esplenocitos activados o no con Concanavalina A.
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v

células totales del bazo y ser estimuladas o no con Concanavalina A, se realizaron tinciones de superficie para CD3,

CD4yCDS8eIFN y.
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Al analizar las poblaciones celulares productoras de IFN y al ser estimuladas con el
péptido PNS3, el porcentaje de linfocitos T CD4" productores de IFN y fue mayor en el
grupo L-STNP (0.82+0.2) en comparacion con los grupos SL3261 (0.20%+0.1%), L-TP
(0.15% %0.1%), L-TN (0.16%+0.1%), L-STN(0.42%+0.2%), L-TNP (0.53%+0.1%); los
valores del control positivo DV observaron valores de 0.48+0.1% (Figura 22). La figura 23
muestra el porcentaje de los linfocitos T CD8" productores de IFN y al estimulo con PNS3
y el grupo L-STNP (0.73 %+0.5%) indujo mayor respuesta en comparacion con los
grupos SL3261(0.05%+0.08%), L-TP(0.095%+0.08%), L-TN (0.02%+0.03%), L-STN
(0.28%+0.1%), L-TNP (0.40%+0.2%), el grupo control positivo inmunizado con virus
Dengue mostro valores de 0.37%+0.163%. En todos los casos se obtuvieron diferencias

significativas entre L-STNP contra los grupos control desde p<0.001 hasta p<0.05.

Cuando se estimularon las células de los diferentes grupos con virus Dengue serotipo 2
dilucién 1:100 el grupo que indujo mayor porcentaje de linfocitos T CD4" productores de
IFN y fue L-STNP (1.13%+0.4%) en comparacion con los grupos SL3261 (0.15%0.2%),
L-TP (0.21+£.03%), L-TN (0.43%=0.08%), L-STN (0.59%0.2%), L-TNP (0.90%z=0.2%); el
grupo control positivo inmunizado con DV mostro valores de 0.93%+0.43%(Figura 24). Un
comportamiento similar se observé en el porcentaje de linfocitos T CD8" productores de
IFN y al estimulo con el virus Dengue en donde el grupo L-STNP indujo mejor respuesta
(1.01%+0.1%) en comparacion con los grupos SL3261 (0.06%+0.1%), L-TP
(0.20%z+0.1%), L-TN (0.22%=+0.08%), L-STN (0.42%+0.186%), L-TNP (0.7275%+0.291%);
el grupo control positivo inmunizado con DV presentd valores de 0.73%0.13%(Figura
25). En todos los casos se obtuvieron diferencias significativas entre L-STNP contra los

grupos control desde p<0.001 hasta p<0.05.

Cuando se analiz6 la poblacién de células productoras de IFN y al estimulo con
Concanavalina A nuestro control positivo, los linfocitos T CD4" productores de IFN y
(Figura 26) fueron ligeramente mayores para el grupo L-STNP (2.33%+0.79%) en
comparacion con los grupos SL3261 (1.84%+1.56%), L-TP (0.910.24%), L-TN
(1.56%+1.24%), L-STN (2.21%+1.5%), L-TNP (2.86%z=1.86%); el grupo control positivo
inmunizado con DV mostré valores de 2.23%+0.89%. En la figura 27 se muestra el
porcentaje de linfocitos T CD8" productores de IFN vy al estimulo con Concanavalina A; el
grupo L-STNP muestra un ligero incremento en la poblacion de 3.19%+2.53% en
comparacion con los grupos SL3261 (1.41%+0.83%), L-TP (1.16%+0.64), L-TN
(1.64+£0.97%), L-STN (2.7%%3.21%), L-TNP (3.5%%4%); el grupo control positivo
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inmunizado con DV present6 valores de 2.08%+1.68%. Sin embargo, las diferencias entre

los diferentes grupos no fueron significativas.
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Figura 22. Andlisis de las poblaciones celulares activadas productoras de IFN ydurante la induccién de la
respuesta inmune contra el epitopo NS3s306 del virus Dengue. Aqui se muestra el analisis estadistico de cuatro
experimentos independientes; se analiza la produccion de IFN y a las 48hrs. Se obtuvieron las células totales del bazo, se
incubaron y fueron estimuladas con el Péptido PNS3; después se realiz6 una tincion de marcadores de superficie para
CD3, CD4 y CD8,seguida de una tincién intracelular para IFN y. En ésta figura se observa el porcentaje de linfocitos T CD4"

productores de IFN vy, en cada grupo de ratones. Se realiz6 un andlisis de varianza de una via tipo no paramétrica;
encontrandose diferencias significativas de p<0.01 entre L-STNP vs. SL3261, L-TP y L-TN y con una p<0.05 vs. L-STN.
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Figura 23. Andlisis de las poblaciones celulares activadas productoras de IFN ydurante la induccién de la
respuesta inmune contra el epitopo NS3s306 del virus Dengue. Aqui se muestra el analisis estadistico de cuatro

experimentos independientes; se analiza la produccion de IFN y a las 48hrs. Se obtuvieron las células totales del bazo, se
incubaron y fueron estimuladas con el Péptido PNS3; después se realiz6 una tincion de marcadores de superficie para
CD3, CD4 y CD8,seguida de una tincién intracelular para IFN y. En ésta figura se observa el porcentaje de linfocitos T CD8"
productores de IFN vy, en cada grupo de ratones. Se realiz6 un andlisis de varianza de una via tipo no paramétrica;
encontrandose diferencias significativas de p<0.05 entre L-STNP vs. SL3261, L-TP y L-TN.
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Figura 24. Andlisis de las poblaciones celulares activadas productoras de IFN ydurante la induccién de la
respuesta inmune contra virus Dengue serotipo 2. Aqui se muestra el andlisis estadistico de cuatro experimentos
independientes; se analiza la produccion de IFN y a las 48hrs. Se obtuvieron las células totales del bazo, se incubaron y
fueron estimuladas con virus Dengue serotipo 2 dilucion 1:100; después se realizé una tincién de marcadores de superficie
para CD3, CD4 y CD8, seguida de una tincion intracelular para IFN vy. En ésta figura se observa el porcentaje de linfocitos T

CD4" productores de IFN y, en cada grupo de ratones. Se realizé un andlisis de varianza de una via tipo no paramétrica;
encontrandose diferencias significativas de p<0.01 entre L-STNP vs. SL3261 y L-TP; y con p<0.05 vs. L-TN.
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Figura 25. Andlisis de las poblaciones celulares activadas productoras de IFN ydurante la induccién de la
respuesta inmune contra virus Dengue serotipo 2. Aqui se muestra el andlisis estadistico de cuatro experimentos
independientes; se analiza la produccion de IFN y a las 48hrs. Se obtuvieron las células totales del bazo, se incubaron y
fueron estimuladas con virus Dengue serotipo 2 dilucion 1:100; después se realiz6 una tincién de marcadores de superficie
para CD3, CD4 y CD8, seguida de una tincion intracelular para IFN vy. En ésta figura se observa el porcentaje de linfocitos T
CD8" productores de IFN y, en cada grupo de ratones. Se realizé un andlisis de varianza de una via tipo no paramétrica;
encontrandose diferencias significativas de p<0.001 entre L-STNP vs. SL3261, L-TP y L-TN; y con p<0.05 vs. L-STN.
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Figura 26. Andlisis de las poblaciones celulares activadas productoras de IFN ydurante la induccién de la
respuesta inmune contra Concanavalina A (ConA). Aqui se muestra el andlisis estadistico de cuatro experimentos
independientes; se analiza la produccion de IFN y a las 48hrs. Se obtuvieron las células totales del bazo, se incubaron y
fueron estimuladas con ConA; después se realiz6 una tincion de marcadores de superficie para CD3, CD4 y CD8,seguida
de una tincién intracelular para IFN y. En ésta figura se observa el porcentaje de linfocitos T CD4" productores de IFN v, en

cada grupo de ratones. Se realizé un andlisis de varianza de una via tipo no paramétrica, sin encontrarse diferencias

significativas.
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Figura 27. Andlisis de las poblaciones celulares activadas productoras de IFN ydurante la induccién de la
respuesta inmune contra Concanavalina A (ConA). Aqui se muestra el andlisis estadistico de cuatro experimentos
independientes; se analiza la produccion de IFN y a las 48hrs. Se obtuvieron las células totales del bazo, se incubaron y
fueron estimuladas con ConA; después se realiz6 una tincion de marcadores de superficie para CD3, CD4 y CD8,seguida
de una tincién intracelular para IFN y. En ésta figura se observa el porcentaje de linfocitos T CD8" productores de IFN v, en

cada grupo de ratones. Se realizé un andlisis de varianza de una via tipo no paramétrica, sin encontrarse diferencias

significativas.
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X. DISCUSION

El uso de vectores bacterianos vivos constituye una estrategia Optima para la
generacion de una respuesta inmune de tipo sistémica y de mucosas tal como se ha
demostrado en numerosos trabajos. En éste contexto Salmonella enterica representa una
alternativa prometedora para el desarrollo de este tipo de vacunas ya que su produccion
masiva es de bajo costo, ademas se cuentan con cepas atenuadas que no revierten su
patogenicidad en individuos inmunocomprometidos y en caso de revertir son sensibles a
una amplia gama de antibiéticos, pueden ser administradas oralmente y poseen tropismo

por las células presentadoras de antigeno [1,15].

Salmonella enterica es un patdgeno intracelular de residencia fagolisosomal y no se
conocen con exactitud los mecanismos de estimulacion de las células CD8" cuando se
emplea a esta bacteria como vector de antigenos heter6logos. Una de las primeras
evidencias de induccién de CTLs empleando a Salmonella enterica fue mostrada por
Gonzalez-Bonilla CR y cols., [12] al expresar a la proteina CSP (circunsporozoitica) de
Plasmodium falciparium en el citosol de esta bacteria. Actualmente se conoce que la
induccion de la respuesta inmune citotoxica, empleando a Salmonella enterica como
vector de antigenos heterélogos, es mas eficiente si el antigeno es secretado de la
bacteria, tal como lo demuestran los trabajos realizados en los sistemas de secrecion tipo
I'y tipo Il [37-39]. En este contexto nuestro grupo de trabajo demostr6 recientemente que
la expresién de péptidos fusogénicos sintéticos acoplados a un epitopo de Dengue y
secretado de la superficie bacteriana a través del autotransportador MisL (Sistema de
secrecion tipo V) fue eficiente para inducir una respuesta de CTLs antigeno especifica
contra el epitopo de Dengue [79]. Sin embargo, para una mejor caracterizacion de este
sistema es necesario analizar la poblacion celular que esta respondiendo al estimulo
antigénico. Este trabajo propone contestar esta pregunta mediante el siguiente abordaje
experimental: Se inmunizaron ratones con las diferentes cepas recombinantes descritas
por Luria-Pérez y cols., en referencia 79. Los ratones inmunizados fueron sacrificados y
analizados por citometria de flujo para la identificacion del tipo celular que prolifera al
estimulo antigénico (epitopo PNS3 6 virus Dengue) empleando CDCFDA-SE [80] y para
identificar a las células productoras de IFN y en presencia de los estimulos antes

descritos.
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Con la finalidad de re-evaluar la eficiencia del sistema de péptidos fusogénicos que
son expresados en la superficie de Salmonella enterica a través del autotransportador
MisL, los plasmidos que codifican para las proteinas de fusion L-TN, T-TP, L-TNP, L-
STNP fueron transformados y expresados en la superficie de Salmonella enterica
serovariedad Typhimurium SL3261. Los ensayos de inmunofluorescencias y citometria de
flujo demostraron que las proteinas recombinantes se expresaron de manera eficiente y

se localizaron en la membrana externa de Salmonella enterica.

La respuesta inmune inducida por la inmunizacion de los ratones con las diferentes
salmonellas fue caracterizada analizando las poblaciones de linfocitos T CD4" 6 CD8" que
responden al estimulo antigeno (PNS3 ¢ virus Dengue) y analizando su proliferacion
mediante ensayos de CDCFDA-SE. Cuando se analiz6 la poblacién de linfocitos T CD4"
al estimulo con epitopo PNS3 el grupo L-STNP que contiene el péptido fusogénico unido
al epitopo de Dengue y que lo libera de la superficie bacteriana mostré6 un ligero
incremento en la poblacion total con respecto a los demas grupos, este hallazgo se vio
confirmado al estimular con virus Dengue. En cuanto a los linfocitos T CD8" al estimulo
con el virus Dengue se observé una ligera disminucion de esta poblacion, sin embargo al
estimular con virus Dengue, los valores aumentaron, aunque en todos los casos estas
ligeras diferencias no fueron significativas y pueden deberse muy probablemente a la
variabilidad de las mediciones en el experimento. Con la finalidad de confirmar si existia
una poblacion de linfocitos T ya sea CD4" 6 CD8" que estuviera induciendo una ronda
extra de proliferacion que explicara los valores de citotoxicidad encontrados por Luria-
Pérez y cols [79], se verificaron las proliferaciones a las 96 horas de cada una de las
poblaciones analizadas anteriormente. En el caso de los linfocitos T CD4" al estimulo con
el epitopo PNS3 no se observd ninguna ronda de poblacion extra en ninguno de los
grupos analizados estos resultados son consistentes con los experimentos en donde se
estimulé con virus Dengue. Al respecto de los linfocitos T CD8" mostr6 la misma
tendencia observada para los linfocitos T CD4", no se observaron rondas de proliferacién
extra en ninguno de los grupos analizados al estimulo con PNS3 6 virus Dengue, excepto
en el grupo de ratones control inmunizados con virus Dengue. Estos resultados
contradicen lo reportado por Luria-Pérez y cols [79] en donde se observa una
exacerbacion de una ronda de proliferacion extra de una poblaciéon CD8" al estimulo con
el epitopo PNS3 la principal razon de esta diferencia podria deberse al tiempo de andlisis
de estas poblaciones, el analisis de proliferacion en este trabajo fue realizado a las 96

horas y en el ensayo referido se realizaron a las 120 horas.
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Diversos trabajos han reportado que la medicion de IFN vy correlaciona con
actividad efectora de los linfocitos T citotéxicos [80]. Considerando esta premisa y con la
finalidad de determinar que poblacion de linfocitos T estaba induciendo la actividad
citotoxica reportada por Luria-Pérez y cols., [79]. Se realizaron mediciones de IFN y tanto

para linfocitos T CD4" 6 linfocitos T CD8" al estimulo con el epitopo PNS3 y virus Dengue.

Sorprendentemente los linfocitos T CD4" productores de IFN y provenientes del
grupo L-STNP mostraron un mayor porcentaje de linfocitos T CD4" productores de IFN vy
al estimulo con el péptido PNS3 y con el virus Dengue. Estos resultados pueden
explicarse en funcion de que el fragmento clonado en las diferentes cepas recombinantes
incluye aparte de epitopo para CD8 (negritas) otros aminoacidos (cursivas) que lo
flanquean (AR GYISTRVEM GEAA) y que el péptido PNS3 empleado en este trabajo
incluyé dos aminoécidos aparte del epitopo para CD8 (AR GYISTRVEM). Estos
resultados hacen sentido con resultados del grupo de Francis Ennis y cols., que analiza la
induccion de CTLs en respuesta a la infeccion con virus Dengue en un modelo murino y
donde se encontraron linfocitos T CD4" que generan actividad citolitica contra la proteina
NS1 y otras proteinas [84,85]. Estos resultados sugieren que el péptido fusogénico

también ayudo a incrementar la respuesta citotoxica mediada por linfocitos T CD4".

Cuando se analizaron las poblaciones de linfocitos T
CD8" productores de IFN y en respuesta al estimulo con PNS3 y virus Dengue, se
observd que el grupo L-STNP presentd mayores porcentajes comparandolo con los
demas grupos incluso el control positivo con virus Dengue. Estos resultados sugieren la
funcionalidad del sistema de péptidos fusogénicos para incrementar significativamente el
porcentaje de células productoras de IFN y en respuesta al antigeno especifico y este
evento se ve favorecido cuando se libera el péptido fusogénico de la superficie bacteriana

como ocurre en los ratones inmunizados con la Salmonella recombinante L-SNTP.

Nuestro trabajo demuestra que el sistema de péptidos fusogénicos acoplados a un
epitopo de interés y secretados de la superficie bacteriana a través del autotransportador
MisL ayuda en el aumento de la respuesta citotoxica mediada tanto por linfocitos T CD4"
como linfocitos T CD8". De igual manera confirma que la medicion de IFN y correlaciona

con la actividad citotoxica medida por ensayos de liberacion de Cromo [82].
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XI. CONCLUSIONES

La respuesta inmune inducida contra el epitopo NS3,9s.305 del virus Dengue fue mediada

por linfocitos T CD8" y por linfocitos T CD4" productoras de IFN v.

La respuesta inmune antigeno especifica mediada por linfocitos T fue mejor cuando se
liberé el péptido fusogénico acoplado al epitopo NS3.95.306 del virus Dengue segun se
demostrdé con la cepa de Salmonella enterica recombinante que expresa la proteina L-
STNP.

La medicién de células productoras de IFN ycorrelaciona con la actividad citotdxica

revelada en los ensayos convencionales de liberacion de Cromo.
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XI. PERSPECTIVAS

Se requiere conocer si la respuesta inmune inducida por la Salmonella enterica que
expresa y libera el epitopo de Dengue unido al péptido fusogénico, protege al raton de la

infeccion con el virus Dengue.

Se requiere evaluar si el sistema de péptidos fusogénicos acoplados a péptidos
antigénicos y secretados de la superficie bacteriana a través del autotransportador MisL,

es util para inducir respuesta inmune humoral antigeno especifica.
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A ti, mi Dios
Gal 3:14-20,6 :14

Ad maiorem Dei gloria et B. honor Mariae Stma.
Tanguam ignoti et quasi occulti in hoc mundo

Societatis Mariae
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