
UNIVERSIDAD NACIOJ'-JAL AUTONOMA DE l\~EXICO 

FACULT.A.D DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAI'~ 

RESPUESTA /1V V!TRO POR LINFOCITOS DE RATONES 
IHMUNIZADOS CON Sd L,11 (}JV E!Jdl 'l'YP U //JI U R l U 1H 

T E S 1 S 

OUE PAR1\ OBTENER EL T11ULO DE: 
QUn11co F,\ll'.llAC l·:UT!CO BIOLIJGO 

TESIS COR 
IALLA DE ORIGEK 

PRESENTA: 

MIGUEL ANGEL HERNANDEZ CANO 

MEXICO. D.F. 1990 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



F'RINCIPALES ABREVIATURAS. 

RESUMEN 

INTRODUCCION. 

OBJETIVOS 

HIPOTESIS 

MATERIALES Y SOLUCIONES. 

INDICE 

1.- Material Biológico. 

2.- SalucioneSi .. 

METODOS. 

1.- Preparación de cepas bacteria.nas. 

2.- Cultivo y cosecha de ba.ctet .. ias. 

16 

17 

18 

18 

18 

25 

25 

26 

3.- E:~tracc:ión de Proteínas de Membrana Externa. ~7 

4.- Separación e Identífición de Pcrinas. :e 
5.- Cuantific:ac:i6n del Lipopol isac:ario <LPS> con 

taminante en las preparaciones de Porinas. 30 

6. - E:<trac:c:ión de Lipopol isacarido de Salmonel la typhi. 
0901 31 

8.- Método de obtención de Ganglios y Ba20 de Ratones.33 

9.- Obtenci6r> de Células, Tratamiento y Cultivo. 34 

10.-Determinación del número de Células y la 
Concentración de Concanaval ina A. 35 

11.-Determinación de la Dosis Optima de F'odnas para la 
estimulac:i6n de los Linfocitos. 37 

RESULTADOS. 

1.-Estlmulac:i6n de Linfocitos por con A. 

:;:.-Análisis Electroforetic:o de las Porinas. 

3.-Estimulac:i6n de linfocitos por Porinas. 

DISCUSION 

CONCLUSIONES. 

BIBLIOGRAFIA. 

39 

39 

43 

45 

54 

58 

59 



RESUMEN. 

Con la finalidad de estudiar la resp1..1esta inmi.me celLilar 

hacia prote1nas de membr:\na e::terna (porinas> de Salmonella 

typhimurium ; ;:¡e inmun1=aron ratones NIH con la bacteria 

total o con µorinas, ::siete dias despue: se obtuvieron 

células de ba:o y de ganglios linf~t1cos, las cuales se 

cultivaron durante 5 días en pt•esencia de -: a 150 µg/ml de 

porinas de S. typhimurium. S. typhi o E. eolio E. ccli. 

La respuesta pral i fera.tiva determino mediante 

inco1•po1•ación de timidina tr1tiada. Las pot•inas de las tres 

cepas bacterianas estimularon de .nanera similar a linfocitos 

provenientes de ratones inmuni:;:ados tanta con la bacter•La 

completa como con porinas ,je S. typhimurium . La reactividad 

cru::ada que se obser'l'a en nLtestros resulta.dos, sugiere que 

la respuesta está dirigida hacia determinantes antigénicos 

que c.omparten las parinas de esas enterobacterias. 



INTRDDUCCIDN. 

La fiebre l;ifoidea es Ltna ~nfermedad infecciosa aguda, 

transmisible que se adquiere mediante la ingestion de 

~limentos o ::i.gt.ta c:ontaminados con materia fec:al proveniente 

de individuos enfermas. es e~:clusiva del ser humano y el 

:\.gente C.3.l.lsa.l ~s Salmonella typhi. 

El género Salmonella comprende Lma gran var1edad de 

especies patogenas para el hombre y .:i.nimales. Salmonella 

es una bacteria Gram-negativa, móvil, de la tribu 

Salmonel lae y fam11 i:l Enterobacteriaceae. La estructLtra 

ant1génica de superficie está constituida por los 3ntlgeno~ 

flagelat~ H, somática O que de acuet~do a la clasificación de 

Kauffman-White corresoonde a los ant1genos 9, i= del gr~upo O; 

al lipopolisacá1~ido o endotoxina; y antígeno Vi exclusivo de 

Salmonella typhi <1-3). La fórmula 9, 12 d, Vi denota a 

Salmonella tyohi en forma abreviada. 

En 1886-87 se realizaron las primeras inmuni;:aciones 

e:<perimentales e:: i tosas con Salmonel la typhi viva en 

conejos, primero, '/ en ratones despL1és. Para finales de 1897 

se emplearon bacilos inactivados como vacunas para la 

inmuni=a.ción de humanos entre las cuales estaba la vacuna 

fenolada inactivada por calor a 56oC (4) que fue probada en 

la India, Egipto, Italia y Sudáfrica. Los resultados 

mostraron Ltna disminución en le:\ morbilidad y .:.1.tenuac:ión de 

los sfntamas en las individuos inmunizados que enfermaron de 

fiebre ti"foidea (5). 



H partir de 1925 ~e o:mplearon vacunas a base de 

bacte1·ias atenuadas y administr·ad~s pot• ·1~a 01•al a humanos. 

Desafortunadamente, generó muertes entt•e los individLtas 

vacunados (6).Hasta ese entonces se carec1a de modelos 

animales en los cuales se demostrase -al efecto protector 

real de las ·.,..acunas ~labor.El.das con bacterias muertas. 

Es hasta 1955 cuando, baJO los auspicios de la OMS, se 

reali::aron ~studios de campo en 'ILtgoslavia. Guyana, Polonia 

'/ la Union Soviéotica con vacunas preparadas con células 

-anteras de S. typhi _inactivadas por acetona, calor J.' fenal 

o c~lcohoL De los res1,..1ltados obtenidos. se ·=oncluyo que la 

vacuna inactiva.da con 3.Cetona, designada con ta letra •~~ 

resultó ;;er la 111e.ior ya que cont'ir.ió una protección de mayor 

grado y duración. La vacuna inactivada con calar y fenol, 

designada con la letra L, manifestó menor protección que la 

•<, y la tnactivada con alcohol fLle la menos efectiva. Se 

observó QLle la protección inducida por una sola dosis de las 

vacunas K y L era aceptable; sin embargo con dos dosis la 

protección er.-a de mayor duración (7). M~.s tarde, en 1968, se 

demostró que la proteccion conferida por las vacunas K y L 

estaba en función de la dosis a la que el individuo 

inmuni=ado estuviese expuesto <S>. 

Hasta la fecha se han estudiado dos vacunas, una de 

administración parenteral la cual está reconocida 

oficialmente por la OMS. que emplea la bacteria completa 

inactiva.da por el calor; la inmunidad que 5e induce con esta 



vacuna es de cot·ta dut•ac1ón pot• lo oue se t•equ1et•e ae 

r:iinmuni=aciones cada 2-3 af'1'09. no se puede 3plicar a nif1os 

y present~ al gLtnas e fec tus colater~les como fiebre, 

adenopatlas. 1nalestar genet•al, etc. (5,9). 

La otra y la mas reciente, es tJna vacuna oral elabot•ada 

con Lln mu tan te de ~ deficiente en UDF'-4-galactosa-

epimerasa (designada por Germa.nier como Ty~la), la et.tal 

indL1ce una protección más prolongada que la que otorga la 

parentet•al (p1·ote9io al 87~ de los individuos inmuni=ados 

•:Ll~ndo la dosis de desafio fue de 10• b.ac'ter1as). además de 

eliminar los efectos advet•sos, sin e1nba1·90 también requ1et•e 

de reinmuni::aciones. as1 como 1.1e la neutral1::1\c1on de la 

acide: 9astr1ca previa a su admin1strac1on i9). Esta vacuna 

induJO protección en el 95i~ de la. poblac1on e:tudiada en 

Alejandrfa Egipto, sin embargo en Chile <1983) en una 

población infantil a ra=on de dosis administt'adas en 

capsulas con capa entérica r). intervalos de ~ o 21 dfas entre 

cada dosis, solo indujo una protección del 56 y 67~~ 

re~pectivamente < 10>. 

En todos estos estudios se desconocía la na.turale=a de 

los .~ntfgenos de S.tyohi relacionados directamente con la 

protección y la respuesta inmune del humano a dichos 

ant !genes. 

La mayoría de lo~ trabajos encaminados a identificar los 

antfgenos responsables de la inmunidad protectora se han 

enfocado en los antigenos presentes en la superficie 



bacteriana tales como el somático o, el f lagel~r· H y el 

capsular Vi. Inicialmente se pensó que el antigeno somático 

O era tan importante en la protección qL1e se elaboro una 

vac:t1na c:on el ol igosacar ido de repetición del 

lipopolisacát•ido CLPS). Igual que las vacunas anteriores, 

esta indujo una protección escasa y de corta duración 

C7, 11>. 

Para el a.nt1geno f la.gel ar H se demostró la presenc: ia de 

anticuerpos anti-H en chimpancés inmuni=ados con 

pero que no protegían, aL1n en titulas elevados C12>. Otro 

estudio demostró que ratones inmuni=ados con un mutante de 

sin flagelos obten1an la misma protec:c:i6n que los 

inmuni=ados con cepas moviles {13). 

Con respecto al anti geno Vi, los resulta.dos han sido 

contradictorios. Se han detectado anticuerpos anti-Vi en el 

sL\ero de pacientes con fiebre tifoidea (14) pero incapaces 

de conferir protección (15, 16, 17>. Otros estudios seffalan 

que el antígeno Vi es capa:: de inducir protección <8, 18) y 

es importante en la virulencia de ~; tanto que se ha 

sugerido la necesidad de conservarlo durante la preparación 

de vacunas ce, 16,19). 

Otros ant19enos relacionados con la inducción de 

inmLmidad protectora Cen ratones) estudiados por mucho 

tiempo fueron fracciones ribosomales de Mvcobact:erium 

tuberculosis , inicialmente, y posteriormente de bacterias 

Gram-negativas <:o,=1>, inclL1yendo Salmonella typhimurium 
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C23>~ Al investigar las fracciones 

inductoras de protección en fos e:~tr~c:tos ribo$omales. se 

obtuvieron todos les resultados posibles; tanto el RNA 

ribosomal (22>, como las proteínas ribosomales <::~4) o, 

inclusive, ~mbos, fueron propuestos como la parte 

inmunogénica. respcns.:?.ble de la inm1..tnidad protectora. Sin 

embargo, traba.jos posteriores demostraron que las fr.acc:iones 

ribosomales estaban contaminadas con LPS y prote1nas de la 

envoltura celular <20,25). En estudios subsecuentes se 

demostró que las proteínas de la envoltura celular de 

S.typhimurium proteg i. an a .\os r.:\ tones cont,.·a 1 a infecc i en 

por esta bacteria, en un grado semejante al inducido por las 

fracciones ribasomales <~6) .. 

Las bacterias Gram-negatívas contienen una envoltura. 

celular compleja constituida por membrana citopldsmíca, 

peptidoglicana y membrana. eHterna. Esta última ha sidc 

objeto de gran interés en at'fos t~ecientes y aa ha estudia.do 

el papel que desempeefa en la relación hospedero-parásito. 

El concc:imiento de las protaínas de la membrana eHter'na 

ha conducido a. clasificarlas en principales y mencf"·es; las 

prímet•as representan el 80% del total e incluyen a las 

parinas, a la proteina mcdif icable por el calor <OmpA en el 

caso de E. col i ) y ~ la 1 ipoproteina de Braun < 1). 

Las porinas son un grt.tpo de proteínas con pesos 

moleculares de 30 a 4(1 f(d por monomero, algl~nas san 

constitutivas y otras se e:<presan bajo ciertas condiciones 



del medio.,. e bien s;on codi fícadas por fagos o plasmidos. Las 

porinas inic:ialmente t::!Studia.das fueron las de E.coli y su 

función biológica es la. de transporte de iones y algunos 

nutrientes o desechos metabólicos C27>, aunque también se ha 

desc:ri to que algunas porina.s pueden servir de sitio de 

reconocimiento a ciertos fa9os <:28). Se ha encontrado una 

homologia entre las diferentes porin.as de E. coli de 65Y.. 

Las otras porina.s estudiadas son las del género 

s .. 1manella 

porinas de 

{'.29-31} y 

y les trabajos reali=ados SLlgieren que las 

s. typhimurium son inmunogénicas en ratones 

al ligadas covalentemente 

polisacáridos, inducen una respuesta inmune que- confiere 

protección efectiva. contra la infecci6n por la misma 

bacteria. También se ha 5ugerido qLte las porinas del género 

Salmonella tienen una gran similitud antigéonica entra si 

por lo que parece adecuado suponer que la inmuni=a.c:ión con 

porinas de cualquiera de les miembros de este génet·o 

resultar1a en inmunídad contra las otras especies del mismo 

c3:>. 

En el laboratorio de InmLtnoquimica del IMSS se demostr"ó 

que las pr .. oteinas de membrana e:<terna <PMEl de 

9. 12.d.Vi gener-a.n protecc:íón en ratones (aunqLte éste no es 

su hospedero natural) de 100:1.. al reto con 500 DLe10 tanto 

para la cepa homóloga como para S. typhi Tv2 y de 30:4 para 

S. typhimuriu11 En e:<perímentos de protección pasíva, la 

administración de suero hiperinmune de c:onejo anti-PME de 
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S.typhi 9,12 .. d,Vi logró proteger sn un lOt)'l.. al reto con !(H) 

DL'!!'lo:. de la cepa homóloga y de 

para S .. tyohimurium En es·te modelo murino, las porinas y 

la OmpA fueron las PME que jugaron el papel más importante 

en la inducción de protección. Además, la inmunidad cr·u:.ada 

entre las tres cepas de Salmcn•lla utili:adas indico que 

los epítopes qLte participan en la protección son 

compartidos; el suero hiperinmune de conejo reconoció en 

inmunotransferencia PME de S.tyohimurium , en especial al 

grupo de las porinas. Un resulta.do de mayor releva.ne: ia fue 

qL1e el suero de pacientes con fiebre tifoidea producen 

anticuerpos de clase IgG e IgM contra PME y fundamentamente 

contr·a las porinas de 

reaccionaron contra porinas de 

E.coli <34), 

Estos mismos sue1·as 

s. tychimurium pero no de 

En los resultados antef'iores, la presencia de endoto::ina 

como contaminante en las PME impide demostrar 

concluyentemente que éstas sean los anttgenos protectores 

per se. Para eliminar este problema se decidió obtener las 

proteínas con un grado mayor de pLire=a. 1 ibre de LPS, 

mediante el uso de inmunoabsorbentes; para lo cua.l se 

emplearon dos métodos: anticuerpos policlonales de c:onejo 

anti-porinas de purificadas a su ve= por~ 

electroelución de geles de pal iacri lamida (35); o bien 

inmt.tnoabsorbentes a base de anticuerpos monoclonales anti­

porinas (36). Uno de les anticuerpos monoclonales c:ontr'a 

porinas de ~ 9.12.d,Vi se empleó también en 

8 



experimentos de inmunidad pasiva en re:\tones. en los cuales 

confirió protección de hasta 1..tn 60/. al reto de 21) DLeo de la 

cepa homóloga. Estos resultados ..:orroborat•on la imoortancia 

de las PME S!n los mecanismos de protección contra la 

salmonelosis. 

Tanto por su magnitud como por su trascendencia. la 

fi.ebre tifoidea es un problema de Salud Pública en Mé:dco. 

Su control epidem1ológico depende de aspectos san1 tarios que 

resultan directamente del grado de desarrolle económico y 

social y comprenden medidas como la .al iminación adecuada de 

desechos y e:fcretas, i;,l manejo higiénico de los alimentos, 

la detección y tratamiento oportLtnos de los enfermos; 

especialmente de los portadores asintomáticos, ya que estos 

últimos constituyen la piedra angular de la cadena de 

transmision. 

Otra alternativa es la inmunoprofilaxis. sin embargo, 

ninguna de las vacunas hasta hoy estudiadas ofrecen una 

protección efectiva y duradera, sin olvidar que además 

generan reacciones adversas indeseables. El objetivo general 

en el laboratorio de Inmunoquimica del IMSS es elaborar una 

vacuna contra la fiebre tifoidea a base de po,.inas y OmpA de 

9, 12,d.Vi que supere los inconvenientes de las 

anteriores. Sin embargo, el estudio de la fiebre tifoidea 

ofrece varios problemas a nivel experimental. 

El primero se refiere a los mecanismos patogénicos de 

esta enfermedad, los cuales no estan totalmente dilucidados. 



Salmcnel la tvphi penetra al org.;,nismo .a tt"aves de la boca, 

se multiplica rapidamente en el intestino delgado, penetra a 

la membrana basal sin causar dat'fo importante en los tejidos, 

es fagocitada por mac:r6fagos y transportada a los linfáticos 

regionales donde se multiplica activamente; después de una 

fase de bacteremia, se distribuye 

ret iculoendotel ial donde se reproduce 

en el 

y es 

sistema 

liberada 

nuevamente al sistema circulatorio. La bacteria ocasiona l.tn 

proceso inflamatorio en los ganglios linfáticos, ba~o e 

hígado, con escasos fagocitos mononuc:leares, dentro de los 

cuales es c:apáz de pral i ferar (37>. Gran parte de las 

manifestaciones clínicas son causadas por la liberación de 

endoto:<ina (38>, la cual tiene diversos efectos biológicos 

incluyendo: fiebre (39), hipotensión arterial <41)), cambies 

en la cuenta leucocitaria (41) y estimu!ación pclic:lcnal de 

linfocitos B entre otros C41). 

El otro problema se refiere a los pocos estudios 

realizados sobre inmt.tnidad celular. La mayor parte de ellos 

con múltiples problemas de metodología, incluyendo la 

selec:c:ión del ant1geno y el método de análisis para valor~ar 

la respuesta inmune. La mayor-ta de estos estudios se han 

reali::ado utili::andc e:<tractos crudos de que 

contienen, además de una gran variedad de anttgenos, 

diversos componentes con actividad mitogénic:a inespecifica 

para linfocitos By posiblemente para linfocitos T C42>. El 

método utilL~ado hasta ahora ha sido la inhibición de la 

migración de leucocitos, que depende de la secreción de 

10 



linfocinas mol cat•a.ct12ri=ad.:\s, lo que h<:tce aún más dificil 

su intet"pretación. Ott•os estudios han sido en relac:ion a la 

respuesta proliferativa inducida por la bacteria o sus 

fracciones, metodo más confiable desde el punto de vista 

experimental, pero los resultados están influenciados por la 

presencia de endoto:<ina y otros contaminantes en los 

preparados antigén1cos (43-45>. 

Un problema mas, es la aLtsencia de un modelo 

experimental adecuado, ya que el hombt•e es el único 

hospedero espec1fico de Por lo tanto, es 

necesario obtener correlación de estudios experimentales 

reali;:ados en ratones infectados can S. typhimurium que 

desarrrollan un padecimiento de pato9enia muy similar a la 

fiebre tifoidea en el hLtmano C46>. Por esta ra::on la 

salmonelosis murina constituye el Unic:o modelo experimental 

para el estudio de la patogenia de la fiebre tifoifea. 

En el desarrollo de la infec:c:ión por S.typhi1MJrium en 

ratones, e:<iste la influenc:ia de un gene de susceptibilidad, 

denominado Ity~, codificado en el c:romogoma 1, mientras que 

el alelo que confiere resistencia se llama Ityr. Este gene 

es importante en la fase inicial del padecimiento y 

determina Ltna mayor habilidad de los mac:rófagos de ratones 

resistentes para eliminar a la Salmcnella intrac:elularmente. 

Se ha demostrado que los linfocitos T no juegan un papel 

importante en la actividad de este gene (47). 

11 



Otro gene qw.e participcl es el de respuesta a 

lipcpolisac.érido. Lpsc:1 ccnfi.riendo su$ceptibilída.d a la 

disemin~ción inicial y a la progr~esión del procesa 

infecciosa, de manera. similar a lo que ocurre en presencia 

de Ity="(48). En la fase tardía de la infecc1cn participan 

otros factores como son la producc:ión de antic:uet~pos 

especificas <49>, y el desarrollo de inmunidad celular 

contra la bacteria <41,50>; su importancia se demuestra en 

el caso de ratones con inmunodeficiencia humoral ligada al 

cromosoma. X y en los ratones desnL\dos <ratones atimicos con 

deficiencia de inmunidad celular mediada por linfocitos 

T);ya qL.\e ambos tipos de inmunode'ficiencía se asocian a una 

susceptibilidad a la enfermedad en tase t6;rdia <47,49,50). 

Finalmente otro estudio sugiere que otro factor de 

resistencia natural a S.typhicnurium se da a nivel de 

c:é lulas si mi lares a las asesinas naturales C51 >. 

El resultado de la p,..esenc:ia de uno o ma.s genes de 

susceptibilidad o resistencia. a la in'fecci 6n por 

s. typhi!fturium es el desar,..ol lo de enfermedad con inóculos 

de diferente magnitud. Las cepas Ity9 <BALB/c, C57BL/6) 

enferman con 10 bacterias, en tanto que las c:epas 

resistentes <CBA, A/Jl r·equieren de un in6culo de 10 mil 

(47,52,53). 

La inmunidad celular es primordial en el contr•ol de la 

infección de microorganismos intracelulat"es, incluyendo a 

en humanos y de S.typhi•uriu• en ratones. Los 

12 



estudios sabre inmL1nidad humoral sugiePen que ésta ~s 

insLtfic:iente para el control de estos padecimientos. Por 

ejemplo, se ha demostr~do que la presencia de anticuerpos 

contra diversas fracciones antigénicas de no 

ccrrelac:iona.n con el desarrot lo de prot~c.cidn contra las 

recaídas o reinfec:ciones, a. e:<cepc:ión de algunos estudios 

aislados que sugieren q1..1e las antic:L1erpos c:ontra el ant19eno 

H son un indicador de resistencia a la fiebre tifoidea 

(1 1 8,37). Tampoco se ha. encontrado correlación con la 

presenc:ia. de anticuerpos sericos contr~ los ant1genos O y Vi 

a pesar de que en ratones, los anticuerpos contra Vi 

confieren protección contra ~ Caunque dicha especie 

no es el hospedero 11atura l de este, 37). Por otro lado, se ha 

descrito que los dnticuerpos secretorios (JgA> impiden la 

adherencia de a la pared intestinal; sin embargo 

son protectores solo ante inóculos pequet'l'os de la. bacteria.. 

La inmunidad celular c:ontra la bacteria depende de 

linfocitos T específicos los cuales al reconocer a los 

antígenos bacterianos secretan diversos factores denominadas 

linfocinas, responsables de la inducción de inmunidad 

humoral y celular incluyendo la activación de macrófagos¡. 

Esta última es de pr•imordial impdrtancia ya que la 

activación permite a. los f.agoc:itos mononucleares eliminar a 

mic:roorg:an ismos que en otras e i rcunstancías son parási_ tos 

intracelulares dentro de los mismos m.acrófa.gos. En base a lo 

anterior y al hecho de que contra la invasión por 

mic:rocrganísmas intr~<:\ce tular~s, solamente la inmunidad 

l '3 



c2lular es eficiente; podemos suponer que frente a la 

invasión por grandes cantidades de ésta, los mecanismos de 

inmunidad celular, fL1ndamentalmente la ac:t i vac i ón de 

macrofa9os, son 

infección <54). 

indispensables para el control de la 

Para el caso de la infección en r3tones por 

s.typhtmuP"ium se ha demostrado que el grado de 

hipersensibilidad tardía contra an t 1 genos protéicos o 

polisacaridic:as de la bacteria está en relación directa con 

el nivel de protección (:2:9-31). La transferencia pasiva de 

1 infoc:i tos espec:1 fices contra ant igenos de S. tvphimuriunt 

confiere resistencia a ratones no inmLtni=:ados (54>, la 

protección es efec: ti va aün empleando antígenos irre-

levantes, siempre que se incluya. Lm refL!er::o de inmtmi::ación 

contra el antigeno al momento de retar con la bacteria viva 

C55>. También es posible transferir inmtcnidad pasiva 

mediante sobrenadantes de cultivos de linfocitos estimulados 

con Concanavalina A. Estos resultados, en conjunto, sL1gieren 

que lo más importante en la protección contra el desarrollo 

de salmonelosis murina es la presencia de un evento que 

resulte en la activación de macrófagos que finalmente lleve 

a la eliminación de las bacterias fagocitadas. 

Contar con porciones antigénicas purificadas de 

s.typhimuP"ium permitirá estudiar de manera independiente 

cada ttno de los elementos que componen la respuesta inmune 

en esta enfermedad. La generación de inmunidad activa y la 
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transferencia de inmLtnidad mediante anticuerpos heterologos 

han dado resultados alentadores; no obstante es nec:e'5ario Lln 

aná 1 is is mas de ta 11 ado sobre e 1 pape 1 que desempefl'an los 

distintos elementos del sistema inmune, sobre todo en 

relación a la rama efectora celular. 

El presente trabajo es el inicio de un proyecto que 

pt·etende describir la capacidad de las proteinas de membrana 

ei<terna para inducir respuesta inmune celular· especifica, 

medida in vitra a través de la incorporación de timidina 

radiactiva, en células provenientes de ratones inmuni:.ados 

ya sea con la bacteria total o con porinas, lo que permitirá 

estudiar la respuesta celular" hacia un antígeno purificado, 

evaluar su utilidad como inmunogeno y utili::arlo para 

activar linfocitos en modelos de transferencia adoptiva de 

inmunidad lo que eventualmente contribuirá al desarrollo y 

obtención de vacunas más eficaces. 
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OBJETIVOS 

Al INTERMEDIOS. 

1. Purificar las porinas de Salmonella typhimurium. 

Salmcnella tyehi y Esch•richia ccli 

2. Obtener y cultivar células de ganglios linfáticos y 

de ba:o'de ratones NIH • 

. ;:,. Determinar las condiciones óptimas para la 

estimulación de linfocitos con concanavalina A y porinas en 

los c:ultivoca celulares, así como las concentraciones 

adecuadas de ambas para lograr una pral i feración celular 

óptima. 

Bl GENERAL. 

4. Determinar la capacidad de las porinas de 

Salmcn•ll• typhimurium, S•llllDnPlla typhi y Esch•richi•-Sl!l.!. 

para estimular la proliferación de linfocitos murinos in 

vitro 

lb 



HIPOTESIS 

1. Las porinas de S•lman•lla typhiMUriu~ contienen 

determinantes antigénicos capaces de activar 1 infoc::i tos 

prOvenientes de ratones inmuni=ados con la bacteria total. 

Debido a la homologia entre las porinas de las 

diferentes enterobacterias, la inmun1::acion con S•lmonalla 

typhimurium induce react ividad c:ru:!ada contra porinas de 

diferentes bacterias Gram negativas. 
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MATERIALES Y SOLUCIONES. 

1.- MATERIAL BlOLOGICO. 

A) Ct:!pas de bacterias. 

Se uti li=aron las siguientes cepas: S.almanel!a 

typhimurium y Escherichia cali donadas por el Instituto 

Nacional de Higiene y Salmonella ~ aislada de un 

paciente con diagnóstico de fiebre tifoidea. 

B> Ratones. 

Se usaron ratones de la cepa NIH con pesos de 18 a 20 g 

de ambos se:<os. Se emplearon para obtener ba.';:o y ganglios 

de los cuales se obtuvieron células que se cultivaron para 

determinar la respuesta a ccncanavalina A. 

A otro lote de ratones se inmuni=aron con Sal!l!C!!l•lla 

tvphimurium acetonizada y porinas de la misma para 

determinar- la estimulaciOn de linfocitos por porinas. 

2. - SOLUCIONES. 

A> Medio minimo A 10 X. 

Fosfato monobásico •••••••••••••••••••• 30 gil 

Fosfato dibásico 70 gil 

Citrato de sodio dihidratado •••••••••• 5 gil 

Sulfato de amonio ••••••••••••.•••••••• 10 gil 

Sulfato de magnesio . • •• • • •.• • •• • • • •• • • gil 
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Esta solucion se diluyo 1:10 y 3e ~sterili:::o a 121ºC, 15 

libras por 15 min. Por otro lado se .gsterili:o glucos~ al 

1:% y a>: tracto da lavadura al 57. ~ 1:::1 •c, 10 1 ibras por 10 

min. Pot" c:ada 150 ml de 1nedio mínimo se adicionaron 6 ml de 

glucosa y ~ ml de extracto. 

B> RPMI- 1640 <Gibco). 

Un sobr• ·ja este in•dio en polvo :ae disolvió en 1 litro 

de agu• desicni:ada, junto con = g de bicarbonato de sodio. 

Se aju!AtO al pH a 7.: y se egtarili:o por til.tracion en 

filtros Millipcre de o.: µm en ca,npana da flujo laminar. 

Como prueba de ~steri l idad sa inocularen al 1cuotas del 1n•dio 

filtrado en BHI. El medio se mantuvo a 4ºC y al momento de 

usarle se suplementó con: suero fetal bovino al 10~! CSigma>, 

9entamic1na 100 µg/ml, penicilina 100 U/ml, ~-glutamina 

:::10-3!'1, y :-mercaptcata.nol S:<lO-!!f"!. Esta medio se utili:ó 

en los cultivos con el nombre da medio completo. 

Cl SOLUCION BA~ANCEADA DE SA~ES CE HANK'S <HBSS, Sigm•l. 

Un sabre de aste madio se disolv10 en 1 litro da a.gu• 

bidestilada junto con: g de bic3rbonato de aodio <Sigm•>· 

Sa ajusto al pH a 7.::? CpH matro 1::: Corning Scientific 

Instruments> y s;• filtro d• la 1nism~ form• qua el medio 

anterior. Esta solucion se uso para lavar las células de 

ba:o y ganglios en todos.los experimentos. 
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D> PREPARACION DE CONCANAVALINA A CCmA> ltype IV-S, Sigma), 

Un frasco ccn 5 1ng d• con ~ liofili:ada se disolvió con 

S ml d• solución de Hank!I' para tener l mg/ml y de esta se 

r~ali:aron tod•s laB diluciones empleadas en los cult1vo9 

celulares. Las concentracione!I or1g1nales fuerons 1 mg/ml. 

500 µg/ml, :oo µg/ml, 100 µg/ml y 5<) µg/ml; de astas s11 

tomaron =o µl que 3e d•positaron en cada po:o da 

microcultivo para tenar las concentr.:tcione!I fin•le!I QUlf 

fu11ron: 100, :SO, :o, 10 y 5 µg/ml. Da cada dilucion, antes 

de sar empleadas, se inocularon 5 ;Jl en medio BHI incubando 

por 5 dlae a ~1·c. 

El PREPARACION DE PORINAS PARA LOS CULTIIJOS CELULARES. 

Escherichi• c:oli 

diluciones similar 

se real i :o un esQuema de 

con ~. Lan concentracione9 

or-iginales fu11r-on1 l.:S mg/ml, l mg/ml, 500 µg/ml, :oo µg/ml, 

!<)O µg/ml, :SO µg/ml y ::o µg/ml; de cada una d• estas se 

tom•ron :o µl/po:o para tener lae concentrac1ones f in•le!I: 

t~O, too, SO, :o, 10, 5 y 2 µg/ml. Se let9 r'"e.ali:ó prueba de 

astar-ilidad igual que para con A. 

Fl REACTIVOS Y SOLUCIONES PARA ELECTROFORESIS. 

!.- Solución da Acr-ilam1da-bis1Se m11:::claron ::o g de 

A<:rilamida lBio-Radl con o.a g de N'-N acr-ilamida bis 

meti lene <Bio- Rad) y se aforaron a 11)0 ml con agua 
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desionL:ada, 5e fíltro >'.?n pmpel tilhatma11 tt .__. :-1 sa mantc..tva en 

frasc:o a.mbar en la obscuridad a 4#C. 

:::.- Tris-HCl 1.5M pH:S.B: Se pesaron 18.15 g de Tris 

base {Merck> 'l s-e disolvieron en Si) ml de agL.ta desion1::ada, 

se a.Justó el pH a 8. 8 con HCl conc:entrado, ·se .:tgi té por l 

hora y despues de que este se estaoil1:0 ae atoró a 100 ml. 

Se mantuvo a 4ºC. 

::.. - Tr1g-HCl 1). SM pH: 6. 8. Se pesaron 6 g. de Tris base, 

5e disolvieron en 80 ml de ag<.1a desioni::ada, el pH se aJusto 

a 6.8, se agito por~ und hora y finalmente se aforo a 100 ml. 

También 5e mantuvo 3. 4ºC. 

~-- SOS •l IOX. Se disolvio l g de dodec1! sulfato de 

sodio CSig1na) en 10 ml de a.gu(\ des1on1:::ada y se mantuvo 5 

temperatt..1ra ..:\mbiente. 

5.- Persulfato de ~monio <AF'Sl. Se disolvieron 1•)0 µg de 

persulfato de amonio <Sigma) en 1 ml de agua desicni=ada y 

se 9L\ard6 a 4ªC. 

6.- TEMED CN,N,N',N#-tetrametil etiléndiamina Sigma). 

Esta solución se empleó directa.menta de la botella y se 

mantuvo a 4cic. 

7. - Amortiguador de corrimiento. Se me:c:laron las 

siguientes c:ompuestos; 24 g de Tris-base, 115.2 9 de glicina 

<Mert:k> y g de SDS. Cada compuesto se disolvió por 

separada en Lln volúmen mínimo de agua desioni:ada. y despues 



se juntaron para llevat•las a 8 litros. Este amortiguador ya 

tenia un pH de 8.3, req~et•ido para el cot•rimiento 

electroforét ice. 

8.- Amortiguador• de muestra 1X para muestras liquidas. 

Esta soluc:ión · c:ontenta 1 ml de Tris pH 6.8, 1 ml de SOS al 

10%, ml de glicerol, 1.8 ml de agua, :oo µl de a:ul de 

bromofenol al t).1/. y 2 µl de 2-mercaptoetanel. 

Con las soluciones anteriores se prepararon los geles 

para la electroforesis en geles de poliacrilamida-SOS. 

Gel Separador al 11.5%. Solucion de ac:rilamida-bis (11.5 

mll, Tris-HCl 1.5M <7.5 mll, agua desioni~ada (10.5 mi>, SOS 

al 10% (0. 6 mll, Temed ( 10 µll y APS (50 µll. 

Gel espaciador al SI.. Solución de acrilamida-bis (1.25 

ml>, Tris-HCl 0.5M Cl.82 ml), agua desionizada <4.22 ml>, 

SOS al 10 % (75 µ11, Temed C3.25 µl) y APS al 10 % <25 µl>. 

Todos los volúmenes para los dos tipos de geles eran 

para una placa de 14 :< 16 cm. 

GI SOLUCIONES PARA LA TINCION DE COOMASSIE. 

1.- Reactivo para teflfir. Se disolvieron 1.25 g de azul 

bri liante de Coo"1assie R-250 CBio-Rad) en 45 ml de ácido 

ac:étic:o <Merc:k> y 454 ml de metanol <Merc:kl al 50%. Esta 

solución se mantuvo a temperatura ambiente y se filtt•O cada 

vez que se usó. Les geles fueron teflfidos con esta solución 



durante Ltna hora sin agitacion en Ltn volúmen que los c1..tbrió 

completamente. 

2.- Reactivo para desteffir. Se me=claron 25 ml de 

alcohol isopropflico (Ba.ker) con 37 ml de acido acético y se 

llevaron a 500 ml con agua destilada. Los geles fl.1eron 

des tetHdos en agitación c:ontinu.a c:on esta solLtc:ión haciendo 

cambios continuos y filtrando despl.1es de esto en filtro con 

carbón activado. 

Hl SOLUCIONES PARA LA TINC!ON DE PLATA. 

!.-Reactivo para. prefijación. Se me:::claron 5 ml de 

etanol <Merc:k> con 7 ml de ácido acético y esto se llevó a 

100 ml con agua desioni:::ada. 

2.- Reactivo para fijar. Se me;:c:laron 40 ml de 

glutaraldehido al 251. (Sigma> con 60 ml de agua desioni:::ada 

para tener una soluc:i ón al 10%. 

3.- Solución de nitrato de plata. Esta solución se 

preparó, en el momento de tetHr los geles, de la siguiente 

manera: a ~1 ml de NaOH 0.1N CBaker> se le adicionó 1.4 ml 

de hidró:<ido de amonio <Baker) en forma rapida y agitando. A 

continuaci6n, a esta ·solución se le agregaron, 4.1 ml de 

nitrato de plata <Baker>, gota a gota .. Finalmente. se 

adicionaron 75 ml de agua desioni;::ada .. 
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4.- Solución reveladora. También esta solución se 

preparó en el memento de utili:arse. Se mezclaron 25 mg de 

ác:ido cítrico <Baker) con 1 litro de agua desioni:ada y a 

esta solución se le adicionaron 50C) µl de formaldehído en 

solución al 377. <Bakerl. 

5. - Solución de lavado final. Se mezclaron 1 ml de ácido 

acético en 99 ml de agua desioni:ada y esta se utili:6 para 

lavar el gel después de ser revelado. 



METODOS. 

!.- PREPARACION DE CEPAS BACTERIANAS. 

Para confirmar la pure::a a identidad de los cultivos de 

Salmanella typhimurium, Salmcnella typhi y Escherichia coli 

se llevó a cabo el ~iguiente procedimiento: 

A partir· de los cultivos en agar BHI se pr~ocedió a 

inocular, por el método de estr1a cru:ada. cada cepa en 

medios diferenciales y selectivos: EMB <eos1na a:ul de 

metileno>, MacConkey, Sulfito de bismuto y Verde brillante. 

Con el fin de observar la morfologia y seleccionar las 

colonias redondas Clisas) se reali::o una resiembra en agar 

base para sangre <BAB). Se picaron de 3-5 de éstas y se 

inocularon en los medios para pruebas bioqu1mic.as: MIO 

(Movilidad Indol Ornitina), LIA CAgar de hierro y Lisina) y 

TSI (agar de tres a.::Llcares y hierro> inoculando por 

1'picadura'' 11 picadura y 

respectivamente. 

estrla 11
, y '

1picadura y estria 11 

Del cultivo crecido en agar TSI recientemente incubado 

(18-24 horas) se reali;:aron las pt~uebas de aglutinación con 

antisueros específicos para cada microorganismo. Se recogió 

parte ·del cultivo con asa recta y se emulsific6 con 50µ1 de 

SSF en un portaobjetos, se 111e;:clo con movimiento circular 

durante :o seg y se observó si la suspensión era uni·forme. 

C1..tando la c:epa autoagl1..ttina (formación de gr1..1mos) no puede 

serotipificarse. 
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A continuación, un inocule igual da bacteria se mezcló 

<usando el ~sa) c:on ant isuei:-o espec::1 fice y sa observó 

durante un minuto sobre un fondo obscuro si habla o no 

.aglutinac::ión. La reac:c:ión era positiva si se formaban grumos 

en 30 a 61) seg. 

Finalmente. las colonias con la mayor aglutinación se 

inocularon en BAB por =:onas hasta tener un crecimiento 

confluente y entonces se incc:ul6 todo el cultivo en las: 

medios de conservac:ión: Dorset, BAB, glicerina-TS caldo y 

sangre. Los dos primeros se refrigeraron, y los otros se 

congelaron a -70ºC. De esta forma se conserva.ron los 

cultives bacterianos para li\ posterior obtención da 

proteínas de membrana externa dt.<rante todo el traba.jo (56>. 

!NOCULACION PARA LA !DENTIFICACION DE LAS BACTERIAS 

Salmonella y E9cherichia coli 

Cultivo en EIHI 

Agar Mac-Cankey 
EMB 

estria cruzada 

Verde bt•i llanta 
EIAB 

Sulfito da bismuto 

37ºC/24 h 37•c14a h 

Picar ct>lanias y montar pruebas btoquimíca.s 
MIO, LIA, TSI 

Ag lut in.ar 
D, d y Vi 
a, i para 
017 para 

37ºC/18-24 h 
Lear 

c:cn los antisueros 
para~. 
Salroonella typhi•urium 

Escharichia coli • 



2.- CULTIVO V COSECHA DE BACTERIAS. 

Cada una de las cepas de bacterias se inoculó mediante 

cultivo estacionario en medio mínimo A por 4 horas a ::;7 .. c, 

100 µl de bacteria concentrada por cada 15CI ml de medio. 

Después se pasaron a un botellon con 500 ml del mismo 

medio y se cultivaron en agitación <New Brunswic:k Scientific 

Ce., INC U. S. A.> a 200 rpm B 37•c durante 8 horas. 

Al final del cultivo, cada una de las cepas se c:osec:hó 

de la sigi..tiente manera: se centrifugaron a 6 000 rpm por 15 

min a 4ºC en una c:entrifugei Sorvall RC5C (Sorvall 

lnstt·uments Du Pont>, las pastillas se juntaron y el 

sobrenadante se desecho (esterili=ó>. Se lavaron las 

pastillas dos veces con Tris-HCl 10mM pH:7.7 centrifugando 

bajo las mismas condiciones. Finalmente se resuspendieron en 

el mínimo volúmen del mismo amortiguador. Cada lote de 

bactet'ias se congeló para ser sonicado posteriormente. 

3.- EXTRACCION DE PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA, 

Se descongelaron lotes de bacterias y se diluyeron en la 

solución amortiguadora de Hepes 10mM pH:7. 7 ajustando la 

densidad óptica entre y 1.5 a 66(1 nm <Espectrofotómetro 

Beckman DU-7). Se hicieron alic:uotas de Sü ml y se sonicaron 

<Lab line Ultratip La.bsonic System) a 180 watts C190 

dec:ibeles), ciclos de dos minutos, hasta alc:an:::ar una 

densidad óptica de 0.4 a 660 nm. Siempre se sonic:ó en bafio 

de hiele.. 
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Las bacterias intactas se eliminaron poi· centrifugación 

a 6 C100 rpm durante 15 min a 4•c. El sobrenadante ciue 

c:ontenia las membranas celulares y el citosol, se trató con 

DNAsa y RNAsa <Sigma) =5 µg/ml, adicionando una gota de 

cloruro de magnesio por cada 10 ml, incubando a 35ºC durante 

45 min. 

Se colec:tat•on las membranas c:elLtlares por 

ultracentrifLtgacion a 141) (10() ::g (45 000 rpm) durante 45 min 

a 5 11 C <Ultrac:entrifuga Bec:kman LB-M> para sedimentar la 

envoltL1ra celular; la pastilla resultante se resuspendió en 

Hepes lOmM pH: 7. 4 vol vi endose a ul tracen tri fugar bajo las 

mismas condiciones. La enval tura celular canten ida en la 

pastilla se resuspendió en Lma solución de Tritón >:-100 al 

2i: en Hepes lOmM pH:7.4 y con el objeto de solubili=:ar y 

eliminar la membrana citoplasmica se centr'ifugó a 100 000 ::g 

durante 45 min a 5ºC. La pastilla resultante se solubili::ó 

en una solución de Tritón X-100 al 2/~ en Tris 5t)mM EDTA 5mM 

pH: 7. 8 y se incubó a 37ºC. De esta forma el sobrenadan te 

contenta principalmente 

e:: terna. 

a las proteínas de 

4.- SEPARACION E IDENTIFICACION DE PORINAS. 

membrana 

Las proteínas de membrana e::terna e::traídas por el método 

anterior fueron pasadas por una c:olumneo. de filtración en gel 

(2ómm :: 95c:m, LKB 21::;7) con Sephacryl S-200 (Pharmaciai. 

equilibrada con el buffer· siguiente: Tris-HCl 50mM pH:7.7 

con teniendo fllaC 1 O. 4M, 505 EDTA 5mM y 2-
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merc:aptoetanol al 0.057.; a una velocidad de 9 ml por hora, a 

temperatura ambiente, colectando 3 ml por tubo. Se leyó la 

dens:;idad óptica de cada tubo a 28(1 nm y se colectó el 

voll1men que eluyó apro:dmadamente a los 250 ml donde se 

encontraban las porinas. F'ara confirmar que se tenian 

porinas y que sólo se recolectaban éstas, & los tubos que 

contenían el volumen con la absorbanc:ia má::ima en el pico de 

porinas, se les realizó electroforesis en geles de 

poliacrilamida al 11.5'% en presencia de SOS bajo condiciones 

reduc:tot .. as y un sistema de amortiguador discontinuo. Se 

tomaron 100 µl de cado:¡ uno de los tubos 'seleccionados y se 

mezclaron con Ltn volLtmen igual de amortiguador de muestra. 

Esta solución se hirvió 5 min y se pusieron de ésta 30 µl 

pot' carril en un sistema de electroforesis vertical CLKB 

Bromma) de acuerdo a la técnica descrita por Laemmli C57). 

Como marcadores de pesos moleculares (todos de Bio-Rad) 

se emplel3t"on Fosfori lasa B C92.5 ~:d>, Albúmin<:i. séric:a bovina 

C66.2>, Dvoalbúmina (45), Anhídrasa carbonica (31)' 

Inhibidor de tripsina (21.5) y Liso;:ima. C14.4>. 

El corrimiento elec:trofot'étic:o se llevó a cabo a lOºC 

con una corriente de 20 mA par placc:i y un voltaje libre de 

51)0. durante 6 horas apro:dmadarnente C34). Al final izar la 

electroforesis Cesto es cuando el frente de corrimiento se 

encontró a cm del final 
0

de la placa>. unos geles se 

tiN1eron con azul brillante de Coomassie R-250 CBio-Rad) y 

otro:. con nitratc· de plata. Los primeros se destit'fieron 



eHhaustivamente con la solución decolorante hasta que las 

bandas de proteinas revelaron claramente. Para los geles 

teNidcs con nitt•ato de plata se siguió el método de Oakley 

(58) y algunas t"ecomendaciones (59, 60). 

Los tubos que solo contenian las bandas de las porinas 

se juntaron y se sometieron a diálisis eahaustiva contr-a una 

solución amortiguadora. de Hepes 10mM pH:7.4, haciendo 

cambios de ésta diat"iamente. Al final de la diálisis las 

muestt .. as se concentt~aron por aereación a 4ºC a una c:uarta 

parte del volúmen original y se volvieron a diali:ar c::on el 

mismo buffer para bajar la concentración de sales. 

A continuación, se midió la absorbancia de las porinas y 

enseguida se pasaron por filtt"OS CHA Millipore> desde 0.8 

hasta (l.2 µm bajo Ltna campana de flujo laminar <VECO>. Como 

pruebas de estet"ilidad se inocularon, tanto los filtros como 

le. solución, en BHJ y RPMI-1640, a 37ºC durante 5 dias. 

A las muestras ya filtradas se les determinó la 

c:onc:entracion protéica por el método de Lowry modificado 

(62>, usando albúmina sér1ca bovina <Sigma) 1 mg/ml para la 

CLlt'Vc:\ p.:i.trón. 

5.- CUANTIFICACION DEL LIPOPOLISACARIDO ILPSl CONTAMINANTE 
EN LAS PREPARACIONES DE PORINAS. 

También a las muestras ya filtradas se les determinó el 

LPS en forme. indit"ec-tsi a. través del contenido de }(00, 

empleando como cL1rvci. patrór-1 1(00 (Sigma) 10t) µg/ml y 

prep~rando 16 muest1·s problema de la siguiente forma: 

3(1 



A 20 µl de muestra de proteína (por duplicado> se les 

arfadió 980 µl de ác:ido sulfúrico 0.2N y se calentó a lOO•c 

ten un horno) dut"'ante 30 min, se dejó enfriar la mezcla y 

posteriormente se centrifugó a.;:.. C10o rpm por 5 min. se tomó 

entonces 500 µl de esta muestra y se le aMadió 250 µl de una 

solución de ácido peryódico 0.04N en H2so.,. 0.125N, dejandola 

reposar 20 min a temperatura ambiente. Se a.Madiercn 250 µl 

de arsenito de sodio al 2.6'l. en HCl 0.5N, hasta desaparecer 

el color café formado, enseguida se adicionaron 500 µl de 

ácido tiobarbitúric:o al o. 6% y esta solución se dejó a 1oo•c 

por 15 min; por último se aMadió 1 ml de dimetilsulfóxido en 

caliente y se leyó a 548 nm C63). 

6,- EXTRACCION DE LIPQPOLISACARIDO DE SalmonellA tvehi 0901 

Como para los cultivos celulat"es fue necesario tener un 

testigo de LPS, se reali=ó la e:.:tracción de éste por el 

método de Westphal-Fann ( fenol-agua) de la siguiente forma 

(64). 

Se inoculó Salmonella. typhi en matraces con 100 ml de 

caldo soya tripticas~ por 4 hot"as a 37ºC. Después se pasó a 

un botellón con 1 500 ml de este mismo medio y se cultivó en 

agitacion por 6 horas a 37ºC a 2 1)0(1 rpm. Al final se 

cosechó centrifugando .?! 6 (1(11) rpm por 10 min. lavando dos 

veces con SSF. Se juntaron las pastillas y estas se 

colocaron en Lma caja de F'etri a la cual se le adicionó 

aceton~ al 1~as de la caja. se dejó evaoorar completamente (3 
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dias) quedando 

de LPS. 

asi listas las bac:terias para la extracción 

A 20 g de bacteria desecada se adicionaron 36(.1 ml de 

agua y se calentó a 6Bcoc en baflio Maria. Se agregó, entonces, 

el mismo volC:tmen de fenal al 90(. prec:alentado a la misma 

temperatura, adic:icnandclo lentamente y agitando 

vigorosamente por 15 min. 

Después de agregar todo el fenal, la soluc:ión se dejó de 

10-15 min a esa temperatura. Enseguida, se enfrió a 1ococ en 

ba~o de hielo; se centrifugó a 3 000 rpm por 30 min 

formandose así tres fases: una acuosa, una fenól ica y un 

residuo insoluble. Se recolectó la fase acuosa y al resto de 

la solución se le adicionó el mismo volúmen de agua inicial, 

repitiendo el procedimiento de e:~tr·ac:ción fenal-agua dos 

veces más. Las fases acuosa: se juntaron para diali=:arlas 

contra agua destilada a 37ºC por 4 días con cambios 

constantes. La solución diali::ada se ultra.centrifugó a 80 

000 i:g por :; horas. La pastilla que se formó y que contenía 

LPS se resuspendió en buffer de bicarbonatos. 

El contenido de LPS se determinó por el método de i(DO, 

de la misma formi:i que para las porinas. 

Se inoculó Salmonella en cultivo estacionario durante 

4 horas a 37ªC en medio mínimo, se transfirió a cultivo 

agitado por E horas ~ 37ºC, SE:-! cosec_ho por centrifugación a 

6 000 r·pm a 4 ªC por 15 min y se lavó dos vece: con una 
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scluc:ión amcrtiguadcra de TRIS 11) mM pH:7.7 mediante 

centrifugación. La pastilla se resuspendi6 en seis volúmenes 

de acetona., se dejó a temperatura ambiente por dos horas, se 

centrifugó y la pastilla se transfirió a una caja de Petri 

hasta que se evaporó la acetona. Las bacterias secas se 

recolectaron con una espátula y se conservaron en 

refrigeración hasta su uso. 

Se resuspendieron una o dos asadas de la bacteria en 

solución salina fisiológica CSSF>, ajustando la absorbanc:ia 

entre 0.51 y 0.61 a ó60 nm, con lo que se obtuvieron 10• 

millones de bacterias/ml; se hicieron diluciones para 

obtener 5, 25, 50, 100 y 200 mil bacterias por mililitro con 

SSF estéril. 

B.- METODO DE OBTENCION DE GANGLIOS Y BAZO DE RATONES. 

Se sacrificaron ratones por dislocación cervical, hasta 

perder los últimos reflejos <movimiento de las patas 

traseras> y entonces se introdujeron en etanol al 70% por 1 

min. A continuación, se fijaron con alfileres, en un campo 

estéril, por las patas, se hizo un corte en la piel y se 

disecó ésta del resto hasta dejar al descubierto los 

músculos de las patas traseras y delanteras así como el 

cuello. 

Con nLtevo material estéri,l, se local i~aron los ganglios: 

poplíteos, ciáticos, inguinales, a::ilares, braquiales, 

mediast1nales y cet•vicales; se disecaron y se colocaron en 

una ca,1?. de F'etr1 con RPMI comoleto con gentamicina lOt) 
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µg/ml adicionada al momento (100 µl por cada 10 mi de 

medio). 

Para la obtención de ba:o, se colocó al raton de 

costado, se hizo un pequeffo corte en el hipocondrio 

izquierdo y se introdujeron unas pin:as hasta el bazo, se 

cortó ahi y se separó, teniendo cuidado de no toc:at~ los 

intestinos al momento de cortar. Se colocó en RF'MI igual que 

como se hizo pat"a ganglios. 

9.- DBTENCIDN DE CELULAS, TRATA"IENTO V CULTIVO. 

En una campana de flujo laminar, los órganos obtenidos 

se pasaron a otra caja de F·etri que contenía un tami;: de 

organdí de 4 4 cm, con pct"o de apro::imadamente 100 µm, 

embebido en 8 ml de solución de Hanks' a la cual se le 

adiciono gentamicina al momento ( 100 µl/10 ml de Hanks '). Se 

envolvieron los ganglios y los ba:os en el ta.mi= y se 

sellaron con unas pin::as: a continuación, con un ·émbolo de 

jeringa de 10 ml se frotó sobre el tami= para disgregar el 

tejido y liberar· las células al medio, dejando dentro del 

tam1: detritus y tejido estructural. 

Al finali=ar de tami=ar, con otras pinzas se exprimió el 

tami: al má::imo y se desechó. El contenido celular se 

colectó con una pipeta F'asteur en tubos de plástico de 10 ml 

(Costar). A l& caja de Petri se le adicionó 1 ml m~s de 

Hanks · p.=at'a lavar· y reco9er las célula~ restantes. Hecho 

esto s..:; centr•ifLtgar•on célLtlas di= ganglio y ba:o, de la misma 

form&, ~ : 000 rom 001~ 1(1 min a temperatu1·a ambiente; se 



dec:ant6 el sobren.adante (se flameó antes y desr:iués de hac:er 

esto> y la pastilla de c:élulas de ganglios se resuspendi6 

c:on 8 ml de Hanks' y se c:entri fug6 de nuevo come antes .. Para 

la pastilla de c:élulas de bazo, se reiiuspendi6 en ml de 

una soluci6n de cloruro de amonio-Tris para lisar 

eritrocitos, se dejó reposar por 1 minuto y se adicionaren 7 

ml de Hanks' para seguir el mismo procedimiento de lavado 

que c:on las c:élulas de ganglio. 

Finali=ados los lavados, las pastillas se resuspendieron 

en 3 ml de RF'MI c:ompleto, se tomaron 10 µ1 y se diluyeron 

con 90 µl de azul tripano. De esta. mezcla se tomaron 10 µl y 

se c:oloc:aron en una cámara de Neubauer par ... a. contar las 

c:élulas (66). 

10.- DETERMINACION DEL NUl'1ERO DE CELULAS Y LA CONCENTRACION 
DE CONCANAVALINA A. 

F'arp determinar tanto la conc:entraciOn óptima de 

estimulac:ión de ccncana.valina A como el número adecuado de 

células por pozo de mic:rocultivo se emplearon ratones NIH 

norma.les, sin inmuni::ar, de los cuales se obtuvieron los 

ganglios y el bazo y las célul~s fueron e::tra.idas c:omo se 

desc:ribi6 antes. 

Inicialmente se hicieron diluciones de la suspensión 

c:elular en RPMI completo para ten!'!r 10'", 2:.:10" y 5:<10"' 

células por po:o (180 µl de ;ol~men por pozo). 

Se llenaron po~o=: c:on estas c:antidades de células y se 

adicionó conc:anav&lino A ~ las sigc.dentes c:oncentrac:iones: 
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..J• 25, 5C1 y 100 µg/ml (en un volúmen de 20 µl l. todos por 

seHtuplicado. Asi, cada pozo contenía. Ltn volL\men final de 

2QO µl. Se sellaron las placas de mic:roc:ultivo <Nunclon) y 

se incubaron en una incubadora con CD:.? al 5'l. y 957. de aire 

<Forma Scientific 3157) a 37"C durante periodos de 72 y 120 

horas. Diecioc:ho horas antes de terminar el cultivo, se 

adiciono a cada po::o µCi de timidina tritiada CCEN SACLAY 

actividad especifica: 6. 7 Ci mMole (en un volúmen de 20 

µl) J. 

Al final del último dia de cultivo, el volumen de cada 

po;:o de micrccultivo se aspiró utili=ando un cosechador 

semiautomático <Mini-Mash 11 M.A. Bioproducts) t•eteniendo 

las células en filt1·os de fibra de vidrio (#23 M.A. 

Bioproducts). Se lavaron los po;:os por 4 o 5 veces con agua 

desioni::ada y después de que se secaron los filtros, estos 

se me=claron con 1.5 ml de liquido de centelleo <INSTA-GEL 

Packard>, para determinar indirectamente la radiactividad 

incorporada en el DNA de las células que proliferat•on, en un 

contador de centelleo CBec:kman LS 5801) utili:!ando como 

pat·ametro el número de cuentas pot• minuto. 

Se calcularon los promedios de los resLtltados obtenidos. 

asi como los errores estandar y se graficó cuentas por 

minuto contra concentración de concanavalina A tanto para 

ganglios como para bazo a 7'2 ~· a 120 horas. 
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11,- DETERHINACION DE LA DOSIS OPTIHA DE PORINAS PARA LA 
ESTIHULACION DE LOS LINFOCITOS. 

En este eHperimento se usaron ademas de ratones 

normales, ratones inmuni=ados (lotes de ...;. animales> con 

Salmcnella typhimurium acetonizada en las cantidades: 5 

mil, 25 mil, 50 111il, 100 mil y 201) mil bacterias por 

mililitro <en un volúmen de 0.5 ml) o con porinas (lotes de 

2 animales> de la misma bacteria en Adyuvante Completo de 

Freund a una concentración de 100 µg/ml; la bacteria 

completa via. intraperitoneal mientras que las porinas en los 

cojinetes plantares de las patas traseras y delanteras. 

Otros lotes de ratones fueron inoculados con SSF estéril 

como testigos de Salmcnella typhimurium y SSF-adyuvante 

como testigo de pot·inas. 

Después de 7 dias de inmuni=ación, se sacrifico <de la 

forma ya mencionada> un animal de cada lote y se hi=:o el 

mismo procedimiento de obtención de células de ba:o y 

ganglios. 

Las células fueron cultivadas en presencia de porinas de 

S&lmonall• typhimurium, S&lmonalla typhi y Escharichi• coli 

a las siguientes c:oncentrac iones <igual para las 3 cepas): 

2, 5, 10, 20, 50, 100 y 150 µg/ml. Se incluyó el control 

positivo de con A. También se inclLtyeron cultivos c:on LPS de 

Salnionalla typhi oqo1 a c:oncentracioneg equivalentes al 

porcentaje de contaminación de los preparados de porinas. De 

esta forma, se manejaron las siguientes variables: número de 



bacterias, células de ba=o inmune y testigo. células de 

ganglio inmune y testigo, concentración de porinas de tres 

bacterias y concentración de LPS. 

Los cultivos se mantuvieron por 120 horas <5 dias) y la 

adición de timidina tritiada, así como la cosecha se 

reali=aron igual q1..\e como en el e:<perimento antet"ior. La 

activación de los linfocitos se determinó como la proporción 

de cuentas por minuto obtenidas en los cultivos estimulados 

con porinas comparadas con los cultivos sin estimula. Asi. 

misma, se comparó el nivel de estimulac:ión logrado con las 

porinas de las tres cepas uti 1 i;:ada.s. teniendo como 

referencia que los ratones inmunes fLteron inoculadas solo 

con Salmonel la typhimuriu1n. 
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RESULTADOS. 

1.-ESTIMULACION DE LINFOCITOS POR CON A. 

En el cuadro 1 se presentan los resultados de la 

estimulación de linfocitos de ganglio y ba:o por con A. El 

mayor número de cuentas por minuto se encontró con 5 µg/ml 

de con A para :<)1) y 500 mil cél\ .. tlas, aunque para células de 

ba::o no fue tan claro. Este cultivo se mantuvo por 72 horas. 

En el cuadro : se presentan los resultados cambiando 

únicamente el tiempo de cultivo. Con 100 mil células por 

po::o no se presenta estimulación sobresaliente, pero con :oo 

o con 500 mil células por po::o hay una estimulación can 5 

µg/ml que se diferencia del resto. 

En el cuadro 3 se presentan los resulta.dos de la 

estimulación con las concentraciones de concanavalina A 

reducidas a O a 20 µg/ml y con un lapso de cultivo de 120 

horas. Las conc:entrac:iones de c:on A más eficientes fueron 

10 y 21) µg/ml en los cultivos con 200 mil y 500 mil células 

por po;:o. En los cultivos con 100 mil células por po:o, 

definitivamente, la estimulac:ión fue muy baja para 

cualquiera de las concentraciones de con A estudiadas. 



CUADRO 1 
EST111LlACllJl DE LUEOCITUS tí liATO!I NIH POR COtCAl(ANAV~INA A 

CEl.llAS DE IWG.IO 

tUERO DE CEl.11.AS 
POR rozo 

100,000 342 ± 65 
200,000 2,309 ± 1, 726 
soo, ooo 578 ± :m 

CIH:ENTRllCl!JI DE CCICAloW~INA A IJ19/all 

25 50 
llncorpor¡cilln de lt-TIJl, C!'ltl 

m ± 7b 453 ± 242 b55 ± 248 t49 o 
4,41b ± 1,68'1 213 ± 55 ó!O ± 319 19b b7 
3,984 ± 887 532 ± 317 218 ± 58 'J77 78 

calA.AS DE BAZO 

CIHIHTRACl!JI DE ca«:IWAV~INA A IJ19/tll 

tUERO DE CEl.llA'l O 5 25 50 100 
llncorporacilln de lt-TIJl, Cflll 

100 

POR rozo 
100,000 
:00,000 
500,000 

115 ± 23 
211 ± 38 
765 ± 27b 

1,099 ± 21s 1,m ± 509 750 :!: '2.0'I t,351 ± Z17 
282 ± 170 228 ± 3b 3,338 ± 91 21b ± 31 

1,bbl ± 1,390 2,b70 ± 1,600 2'10 ± 49 29b± 99 
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S. obtuvieran gongllot linfllicot y buo do r1tonn NIH nol'lllK dt 10 a 12 .-11d1 ed¡d, Se 
cultiv•ron di 200 • 500 oil cUul11 en pozot dt 1icrocultivo, por se•IUDlicado adicilll\illd dlstinl•s 
concentraciOl\ff di conc1111v11ln1 A. El cut livo so di O por terain•do a lH 9b haru, 18 11oras 111tn se 
¡grogO 1 µCi dt 3HTdr por pazo, 11 incorporación del 11terid radiactivo se deterainO en un cootador 
d1 centellena. Los rKtdtados SI enc1.11ntr111 expreHdos en cuentis por 1inuto ! errar estind1r. 



CllrulRO 2 
ESTll1LUCION CE CB.LUS LINFOIDES DE AATON NIH CON l:OM:l.NAVALillA H 

CB.ULAS DE GflG. lO 

CONCENIBAClllN DE CIJONAVALillA A !119/oll 

IUEñO DE CB.ULAS 25 50 100 
?OR POZO <Incorporición de H-TOR, Cl'ltl 

100,000 244t 'J70 3,sn ± 2,129 695 ± ::;a m ± 154 J27 ± 115 
:00,000 1,120 ± 346 '9,4'5 ± 5,052 '2r7 ± 120 102 ± 6 839t 6'10 
500,000 1,371 ± 665 53,á7S ± 3,672 153 ± 22 136 ± 11 1,685 ± 1,552 

CB.ULAS DE BAZO 

C!H:ElfllUIC!ON DE CIH:ANAVALINA A !~g/111 

NllER1l DE CB.ULAS ;::; so 100 
PCfi FtlZO llncorporacilll de H-TCR, C!'!tl 

100,000 114 ± 23 :m ± 76 167 ± 22 :99 93 206 ± 2ó 
Z00,000 l,912 ± 1,:10 5,964 ± 2,068 :211 ± 36 173 23 158 ± 16 
~.ooo 3,417 t :,111 41,433 ± 3,850 lS7 ± 68 1, 701 ~ 6, 178 198 ± 33 
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Se obtuvieron ganglios linfUicos y b¡zo de ratones NIH not"11les de 10 a 12 .....,,. de edid. Se 
cultivarai de 100 a 500 1il cUula5 en pozD! de 1icrocultivo, por l!iedUDlicado adicionindo distintas 
concentrieiooes de coocan¡valin1 A. El culti\IO srt diO por teraiinado a las 120 horas, 18 horas antes se 
agregó 1 µCi d1 :Hldr por pozo, la incorparaciat dal ~terial radioictiva se detert1inO en un ccnhdor 
de centelleo. Los resultados se encuentran exprtudos en cuentas por •inuto ± el errar estil'ldar. 



CUA!lflO 3 
ESTll!JlJoCll:ll t€ cal.l.AS Lll.FDIDES DE RATON tl!H CCJI mv.NAVAl.HI\ A 

CD.IA..AS DE GAta.lO 

C!JiCENTRAC!(Jj UE wc:.NAYALINA A Cµ9/1ll 

Nl.19.!l tE: CELIJ!.AS 
POO POZO 

100,000 
:00,000 
500,000 

33¡ t 180 
2,::01t1,m 
l,260 ± 231 

10 
Cincorooraciln do IH!Jl, CFl!I 

486 t 112 1,674 ! J?i J,644 3SY 
1,::s ! 363 ó,903 ± •zi 12,oqo ! t,4-0li 
4,68S ! l,BJl 30,ból ± 12,072 52,917 ± 5,847 

20 

16,835 t 15,509 
10,140 ± 1,001 
55,2"5 ± J,696 

So obtuvieron ganglios linWicDO do ratonos NJH nol'litles de 10 a 12 seunH d• !dad. Se cultiv•ron de 
100 1 500 •il c~luli!i en pozos dt 1icrocultivo, por stlltuplicida adicionando distintas conctntracicnes 
de concan•v•lin¡ A. El cultivo se dió por l•roin•do a las 120 horas, IB horas antes ;e agrogb 1 oCl do 
3Hl'dr oor poza, 11 incorporacitn da uterial radioíctivo se detel'llinO en un cantador de centellea. Los 
multados ;e encuentran e:cpresaóos en cuentas por minuto t el errar estiltdar. 



2.-ANALISIS ELECTROFORETICO DE LAS PORINAS. 

En la figura anexa 5e ,nuestra el corrimiento 

las por1na5 1:Jbtenidas de las tres 

bacterias empleadas, desoués de 5er separadas del t•esto de 

proteínas de membrana e::tet•na por filtración en gel. Se 

abset·va que cot"rieron entre los marcadores •je peso molecular 

de 31 y 45 t<d, 1Tianifestadas como un conJLinto ae t"res bandas. 

aunque mucho 1nas visibles las porinas de Salmonel la 

typhimurium. Empleando la t1nc1on de plata, .::iue es 501) ·1eces 

más sensible que la tincion de Coomass1e, se observo ct1•a 

banda de prate1na <en los cart·iles de las oor1nas de las 

trgs ¡:epas>. muy tenue QL1e salo fue visible dejando revelar 

por tiempo prolongado con lo que las bandas de las porinas 

se intensif icar•on aun mas. 



12·3 4 

92 

66 

45 

31 

14 

Electroforesis en gel de pol iacri lamina -SOS- en 
ccnd iciones reductoras. 
Carri 1 1. - Marcadores de peso mclec:l.tlar estándar. 
Carri 1 2. Porinas de Salmen•! la typhimurium 
Carril ..:o. - Porinas de Salman•! la tvphi 
Carril 4.- Porinas de Echerichia cali 

El gel fue revelado con la tinción de Plata para 
prote1nas. 
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3.-ESTIMULACION DE LINFOCITOS POR PORINAS. 

En el cuadro 4 se rnt.lestr:'\n les resultados da los 

cultivos de células de ganglios linfáticos ~n presencia de 

porinas de Salmonella typhimurium, Salmonella typhi y 

Escherichia coli. En este .;wper1mento los ratones fueron 

inmuni=ados con Salmanella typhimurium acatoni=ada, Mabtendo 

determinado previamente 51) mil bacterias por vta 

intraperitoneal como la dosis inrnunogianica óptima. En el 

cuadro 5 se incluyen los testigos de .:on A y LPS. 

Para las por1nas de las tres cepas de bact2rias. los 

valores de estimulación no presentan ninguna tendencia de 

una caneen tr3.c i en optima Cma::ima) de pcrinas. como sucede 

con el mitógeno .::en A. Los valores de estimLllación obtenidas 

entre 2. y ~I) ug/ml de porinas de las tres cepas fueron muy 

similares. Sin embargo. arriba de 5l) µg/ml los resultados 

fueron inconsistentes. 

A pesar de que lo5 ratones fueron inmuni:adcs con 

Salmonella typhimurium, la proliferación en respuesta a las 

porinas de las tres cepas fue muy similar. En el cuadro 6 se 

presentan lo:; resultados de la estimulación de células de 

ba:o con porinas de las tres cepas bacterianas. de la misma 

forma que el e:<perimento anterior. Los valores en cuentas 

por minuto son mucho más elevados en todas las 

c:onc:entrac:iones con las tres cepas. comparadas con las 

células de ganglios. 



Las porinas de las 3 cepas estimularon la oroliferación 

celLtlar a tedas las conc:entt•:.ciones en forma muy similar. 

Asimismo. la dosis óptima par-3. las tres cepas fue de 20 

µg/ml. 

En el cuadro 7 se mLtestran los resultados de la 

estimulación de linfocitos de ba;:.o can porinas de las tres 

cepas de bacterias. 
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CUADRO 4 

RE51'\JESTA [€ Lit.fllCJTOS POR P!JUNAS IGHIKJOSI 

POR!llAS s.1lml!IEl.L1 TYl'HlllllllJ1 5i'llltlflELLA TYP!ll ESC!ERJDflA COLJ 

lµglmll 1 ti Mu 11 E e o N T Ro L 1 N Mu NE e o N T Ro L 1 N Mu NE COflTROL 

3,900 ± m 1,450 ! 189 4,197 ! ::23 l,:23 ± 531 5,099 ± l,~·'3 723! m 
5 5,~..á ± 542 :,:B3 ! 716 3,845 ! 395 2,2.47 : 712 2,b40 ± 791 1,516 ! 192 

JO .1, 1a1 ± 704 2, 113 ! 747 ;,soo ± 560 2,.JOO t m 1,747 ! 238 1,006 .± ~23 
20 4,093 ! 704 1,0óO ± 3.38 5,363 ! 137 2,173 ± 1,135 1,887 ! 411 910 ± 223 
50 1,797 ! 714 836 ! 359 6,643 ± 658 2,170 ± 669 596 ! 226 J,720 ± 603 

100 b,2b3 ± 1,943 1.~00 ! 665 s, 183 : 2,óbO 7,076 ± 4,801 3, sos ± 2, 332 13,020 ! 8,303 
150 no t 283 2,:20 ± 913 ó, 917 t 2,309 :,643 ± t,:74 915 ! 364 1,076 ! l-04 

RESf'lESTA DE LI~OCITOS Plll Plll!NAS !BAZO! 

f'(J!!NAS 5.VllJE.LA TYP!IIMllJ1 5ALllHLLA TYP!II ESOER!CHIA COL! 
--- -·-----------
tµg/oll 1 11 M u N E e o N T R o L 1 N Mu N E e o N T R o L INMUNE CONTROL 

2 a,eoJ ± 186 4,793 ± m 6,060 ! sea ~.bóO ! 976 6,m! 408 5,220 ! 195 
5 11,107 ! 413 3,443 ± 740 ó,404 ! 534 :,592 ! 990 7,:S2 ! 379 1,576 ± 216 

10 12,907 ! 993 4,440 ± 1,051 10,183 ! 2,352 3,~! 808 5,610 ! 1,095 3,460 ± l-05 
20 13,503 ! 483 4,483 ! 1,175 a,:!37 ± t,339 7, 760 ! 428 3,503 ± 434 Z,110 ± 130 
50 9,7l7 ± 868 1,m± 4b4 9,460 ± 3ó0 9,457 ± 915 10,663 ! 2,940 1,493 ± 487 

100 12,617 ! 3,895 ó,m ± 4,486 26,414 ! 5,354 26,843 ! 10,207 30,443 ! 13,954 19,330 ! 7,752 
150 5,068 ! 1,863 14,531> ! 14,164 10,967 ! 604 2,875 ± 690 2,867 ± 947 14,823 ! 12,649 

Se inunzO un ratm de 10 semana de edad con S.allonelh tvohimurtU11 ~.ooo b1tttrias inictivad1.s 
por :lcetona, por via intraperiton11.l sin adyuvante, 7 df¡¡ después s1 obtuvieren los gwiglos 
linUlicos y baza y se cultivl.ro'I 200,000 ctlulas par pozo, •dicicn1.ndo diferentes concentrKionn di 
porinas de Sal100ella tYPhi11Jrili.1 Sal1mella tyohi y Escherichii..f.Q.!.i, se incluyeroo com control 
ctlulas de ratones no in1U11izados. Los resultados estin eKpreudos en Cf'tt prolldio .t el error 
estandar. 



Ct!Alllltl 5 

WIDITRAC!ll'I i:t CCNCM1VAl!rMI A <µglmll 

TIPO t€ C6.ltA 10 
llnccrooriciln de H-TCR, Cfltl 

BAZO tl!RW. 40,b% ! b,160 98,027: 31,363 lll,::20 ±12,637 2,:57 ! 1,008 
BAZO llft.IE 14,195 ± :,554 %,oOO ± %0 104,ZS'I ± l,bbl 21,720 ± t,5"8 
BAJO tlll\IW. 7,527 ± !,OB! b3,m: SO! 127,370 ± 5,989 l,9W ! b71 
BAZO WILIE 13,lbO ± i84 45,047 ± 3,041 71,423 ± b,638 l,210 ± b2'S 

ESTilllAClON tE llNFOC!TOS POfl L!FmlllSACMlDO 

0.001 0.01 0.1 10 
llncorooracilll de 11-T!JR, !:P!!l 

BAZO tmAL 3,597 ± 308 3,880 ± 102 .33,Ba7 t s,~4 3,593 ! 
¡,57 ± 110 

30 

1,227 ± 247 
2,597 ± :57 
2,320 ± 442 

327 ± 115 

20 

9b t,b93 ± 525 

BAZO INlll.tE 7, 987 ± ó12 6,880 ± t,178 4,473 ± 1,Z'i'7 7,557 ± !, 95b 2 9'17± 355 
891 ± t22 
llAZO NIJll!AI. 3,003 !: 487 1,4ó7 ± 226 t,070 ± "SS7 l, 407 ± 202 1,067 ± :lbl 
2,313 ± 780 
BAJO llft.IE 4,560 ± 413 2,30l ± 72 3,803 ± 1,075 4, 016 ± 114 473 ± 13ó 
l,7Z'l±345 

48 

653 ± 154 

S37 ± :'9 

957 ± 274 

l,943 ± 70b 

Se inaini:ó un ritá1 NJH ccn Sal1Q!'1elli. typhi.uriu.. tratada can acetaia, 50 •il bacteriu por via 
intr¡perit<11eil sin adyuvante, con el objeto de evaluar la respuesta paliferativa ce11tra porin15. Para 
.. hb!ecer la viilli!ldid y el efecto del liPll!lO!isac¿rtdo contuinante en !H IUHta• de prot1ln•• do 
llMbrana extema, se cultivaron 'ZOO mil células d1 9MJ9lia o huo adicit11.ndo conc1ntr1Cíonn 
oitog!nica• dt canc"1avilina A a lipO!'a!isac~rido da ~ !:iM[. El cultivo .. SUSll!lldio al 
quinto dla, dieciocho horas antl!S se agreg4 1 pCi de 3HTdr por pozo y I• inco~riCilin dtl Nltrial 
radiactivo SI dtter1in6 en un contidor de ctnfelleo, lD5 resultidos i;;e encuentran expreudas en 
cuentas por 1inuto 1: el error estandar. S. incluyen controles d1 ratones na inllllind0$ tell 
Saleooella tvohiMJriu11 cuyas cUula.t 51! cultiva.roo frentt a distinta concentracionn de porin1.1. 
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CUADRO b 

ñEEPUESTA t€ LUFOC!TllS f'l'R PCllINAS IBAZOI 

?ORINAS SAOOIELLA TYPHI ESOE!ICHIA au 

l~g/ollINMUNE CONTROL INMUNE COtlTROL INMUtlE COtlTROL 

42,903 : 7,bT!. 7,lló!: b75 ;1,:10 ± 10,:00 s,m ± 79'5 97,57b ± :3,803 mt 111 
5 28,370 ± 4,4bl 7,i:.ó ± 1,454 99,870 t 19,6'18 1,ó-00 ± b21 119,97b ± 10,894 m: 38 

10 zo,:as ! 915 11,'15'1 ± b,801 43,357 ± Z,193 976 ± 409 74,:ial ± 2,b13 733± 43 
20 M,:30 t 13,535 ~.%4 ± 1,655 119,953 ± 11,999 2, 7b3 ± 693 136,947 ± 17,809 60/J ± 179 
50 Sl,no ± 4,199 1,476± 740 92,407 ± 9,432 6,14.J ± 300 112, 723 ± 11,m 522 ± j18 

100 49,761 ± 5,031 977 ± 397 ó4,:S8 ± 9,105 10, 173 ± 923 75,023 ± 6,213 350 ± 245 

Se in11W11:0 un rattr\ NIH de 10 ;eunas de ~ad con Salaonella Tvuhia!ril11, 50,000 bacterin 
inactivadn por acetona, por vta intraperitoneal sin adyuvante, 7 dlas desPués se obtuvo el bazo y se 
cultivaroo 100,000 células por po:o, adicionando diferentes concentraciooes da porinas d1 S.lmlella 
typhi11.1riU1, 5ali1C11ella typhi y Escherichta coli, se incluyeron COIO cootroles cUulis de t'atones na 
in1W1izados. Los result1dos estan expresados en CFl1 proeedio ± el error estandar. 



Tlf'O CE Lfl.11.A 
JO 

EST!IUACl[); OC Lllf'OCITOS f1lR C!llC/lllAVllL!llA A 109/•ll 

ClllCDITTlAClllll CE Clll.:!.llAVllLltlA A l~9/1lJ 

10 

Uncorporaci{Ji de IHOR, CPMI 

50 

BAZO 
12 
BAZO 
331 

NCR1W. 2,092 t 1,079 87,454 ± JO,JS7 112,soa ± ::s,4-06 99,144 ± 19,732 101,603 ± 9,716 5'1,607 ± 

llfQE 1,IW 430 16,m ± 1,:m 38,843 ± 1,<53 "6,267 ± 1,¡¡¡,¡¡ :iz,ooe ± 12,tll'I 1,m: 

ESTllUJICl!l'I 11!: L!lf"OCITOS Ptll Cer«:litó11'1llllil A 

TIFO DE CEl.l.lA 0.001 0.01 0.1 10 

BAZO NORIW. 10'1,617 ± 9,012 72,628 t !S,70S 53,003 ± 14,649 73,847 t 31,358 112,001 t 76,00S 111,473 ± 
4,391 B:l,Zb:l ±10,535 
BA!O lll!UE 2,417 ± 565 2,117 ± 565 5,143 ± 1,990 S,JOO ± 2,054 B,953 ± 5,165 6,107 t 
1,100 35b .± 12 

Se inaJni:O Wl r•tM NlH cmi Sillalflla tYPhiw.iriUll tr•tada cat acetooa, SO 1iJ baderiii por vl• 
intraperitcrieal sin adyuvante, ctiJ el objetivo de evaluar 11 respuesta pralif1rativa ccritra porinH. 
Pm establecer la viibiUdad y el efecto del lilJO!lolis.carido cont•inant• en 1 .. 111ntras de 
prote!nas de -ran• extern•, so cu!liv;aron 200 oil cdu!as de gMiglio o bazo adki111¡ndo 
concentraci111ts 1itogtnicu de conc&navalin• A o lipopoHsacárido de SallO'lella t)'phi. El cultivo se 
suspendi6 al quinto dta, dieciocho horas antes so a9rog6 1 ~Ci de :Mdr por pozo y l• inco"'°racilll 
del .uterial radio!ctivo s.e detert1in6 en un cantador de centelles, les mult•dos SI encuentran 
exareudos en cuantas por 11inuto. Se incluyeron controles cle ratll'lts no ina.inizldas cC11 SalU11lla 
tYPhimuriu•, cuyas ctlula.s se cultivaroo tubién frente a distintas coocentr•cia'ln dt porinn. 
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llJADRO 7 

>ES!'UESTA 1l€ LWFOCITOS Fffi FffilllAS IBAIOI 

~Rlfli\S oAU1lllEUA TYFHllM11Ll1 ESC!ERICHIA Ctl.l 

lu9/oll ¡ " "u N E e o N T R o L 1 "Hu NE CONTROL IN~UNE CONTROL 

2 ::fm:. 2,:::9 9,271 ~ m ':.7, 160 ± 2,316 6, 913 t 1, tal :4,S43 ± 3,:b4 5,ts:l ! SS4 
5 JO, ~93 t 1,b.37 6,513 ± :'17 :ó,71.7 ± 1,nq 5,977 ! ::47 15,653 ± 917 5,13-0 t 142 

10 31'294 ± ;ss 13,427 ± 6iZ 3:0,073 ± :,621 ll,693 ± ~,b1l 19,907 t 527 6,an ± 7B2 
40 32,773 t 2.748 14,075 t 1,723 :o,an ± 1,Sóa to,Ge3 ± l,3-41 1ó,Ci40 t 91b ó,:ZS ± :oo 
so 16,612 ! 3,385 10,007 ! 301 :o, 194 ! ól::? q,l30 t ó41 19,994 ± 945 b,913 t 1,031 

100 ;9,m ± 1,4¡¡, 17,163 ± 298 ::a,390 t 5,:91 :;,no± 4,711 3S,ó25 ! 3,:;87 12,740 t 5,:50 
tSO 1l,ó17 ± 492 7,73b .t 524 ~t,11n: 303 7,20-3 ± 488 37 ,395 t 2,1)25 15,013 t 1,092 

ESTllt.ll.ACIOO ¡.¡: Llll'OCITOS PiJ! POR!NAS IG>#G.!051 

POOINAS SALIQELL,\ mtt!IUUl.l1 ES06!0HA ctlll 

(119/•ll 1 N Hu NE e o N T R o L ¡ N" u N E e o 11 T R o l ¡ tl" u N E CONTROL 

11, 997 ± 1,703 9,:69 ± 1,741 10,740 ! 192 q,iz1 ± SO! 9,7l7 t 1,998 7,35!1 ± 145 
12,570 ± 1,189 !O,S:S ± 2, 124 10,:26 ! '104 e,~13 ± t,391 S,727 t l,1:.'5 a,253 t 184 

10 12,m ± 1,m -- -- !0,990 ± l,2b4 --- -- 0,717 t 731 
:o 13,413 ! 1,539 21,346 t 1,004 13,006 t 1, !0ó 14,Z93 ± 396 ~.;;;97 t 454 B,SIO ± 30ó 
so 2,237: 109 3,548 t 1,016 19,17Z ± 1, 938 18,213 i ::23 5,327 t 327 10,sn ± S,113 

100 2,Zb1 t Z89 -- -- b,510 ± 1,bbO -- -- J, 910 t 932 -- --
150 2,443 t 303 3,~ t ól9 5,983 t b8S 12,1"..li ± Z,645 0,230 ± :,605 6,087 ± 4,8911 

5" inOU11i:O un ratln ll!H de JO """""'' de l!did con porina> de Sallkrltll• tuphi .. riuo, 100 µp en 
ady11V"1i• cDlj)leta, en los cojinete. pl"1tares, 7 dtas dnpues se ol>tuvioron los g¡nglia. linWicas y 
el biza y sa cultivaron 200,000 cflul.s por po:o, a.dicion¡ndo diferent~ concentracicnn de i:ioriniS de 
Sal11ort!lla tYPhí1:11.1r-iu11 Sa.lr.xmella ~ y Eschel"ichia .. f.QJ..i, se íncluyef"Q"I cDID testigos cUulu de 
ratone. que 1-ecibieron OC! y SST. Las retultados esUn expresados en O'!! pl'OMdia ± el orrllf e1tandar. 



CUAllllO 8 

ESTll\llAClON DE LIWOCITOS ílJl COOCANAVALINA A 

TIPO DE callA 

eota!ITRACION [E Clll/Cr.NAVAllNA A tpg/•11 

10 
Uncorporacim de H--TOR, C?f!) 

BAZO tmt1Al. 5,357 ± t,ón :4,373 ± Z,954 55,640 ± 51078 
BAZO Itfl.lt€ 21,240 ± 2,570 ~0,847 ! %8 581947 ± 3,589 
IWG.10 llJllfAL 5,253 ± l,632 ll,ll7 ± liS1 57,793 ± l,BSO 
GA'Q.10 IlftJrf: 2,403 ± 525 ss,::n ± S,331 H,950 ± 7,292 

ESTllllAClON [E LlWOCITOS ílJl LlPlJ'a.ISrLARIOO 

TIPO CE call.A 

BAZO 10\IW. 
BAZO!,_ 
GAIG.ID tallW. 
GANGLIO IlfUE 

CCNCDlTRACION DE Cllt&lllAVALI~ A lpg/oll 

5,357 ± l,6T.? 
21,4:40 ± 2,570 
S,253 ± 1,b32 
2,403 ± 5¡:¡ 

llncorporaci"1 de 11-TOR, C'!tl 

4, S33 ± l, 445 
21,090 ± 6,320 
11,227 ± 734 
2,979 ± l,:SO 

6,493 ± :S6 
25,440 ± ~,0"5 
ó,597 ± 547 
l,323 ± 160 

10 

3,607 ± :41 
Ió,837 ± 372 

713 ± 115 
:llO ± 64 

20 

m ± 14B 
U,0'10 ± 2,713 

237 ± 49 
3:5:5 ± 55 

Se inui::O un rattn NIH con porinas de S.l.anelli tYPhimriut1. 100 µg en ra, en los cotnetes 
plantires coo el fin de evallW' li. respuesta proliferativa d1 cUulH linfoides. Par1 evallW' li 
viabilidad celular y el efecto del lioopolis.icárido containante, se cultivaron ZOO 11il ctlulas de 
b¡zo a 9111glia par pozo, adiciooanda concentrinciones •ilogtnicas de c:aicanavalina A o 
liPD!>Dlisacárido S.honella ll!El!i 0901. El cultivo se suspendió al quinto dla, dieciocho horas antn 
se agrego t ¡rCi de 3HTdr par pozo y 11 incorpor1ciCn del 111terial radiDICtivo 51 deterain6 en un 
cootador de centellea, los result1dos ie encuentrm expresados en cutntH por 1inuto t el error 
eitand1r. S. incluyeron testigos de ratones que recibieron SSF en ACF, cuya cUulis se cultiv•ron 
tubUn frente a distintas coocentraci«1es de porina. 



La. di ferenc:i.a ;;:in ~ste e::perimento es qw: lo~ r~3tones fueron 

inmt.ini=ados con porinas y na con la b~cteria comoleta. 

Todas las c:oncentr:3.ciones de pot~inas de las +.-t•es cepas 

bacterianas estimularon l~ proliferl'l.ción oe lin"fcc1tos. 

Hasta :(1 µg/ml, para las tres cepas. cL1alquier concentración 

iestímula l<J. pral i ter.ación celuli\r en el arden descendente: 

S.typhimurium, S. typhi y E.colí 

estimul ación mayor se invierte. 

Arriba de 50 µg/ml la 
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DISCUSION 

El presente trabajo se 1 levó a cabo con la finalidad de 

anali:ar la capacidad de las porinas de S. typhimurium de 

inducir una respuesta inmLtne de tipo celul.:\r especifica. 

Para ello se emplearon por1nas de 5. typhimurium obtenidas 

por el método de Nikaido y cromatografta de Ernclusión 

molecular <filtr•ación en gel). 

Se anali:O la t•espuesta prolifet•ativa de células 

linfoides det•ivadas del ba:o y de los ganglios linfáticos de 

ratones inmuni:ados y de grupos testigo. 

Los principales resl.tl tados son: 

1.- Las porinas son capaces de inducir la proliferación 

in vi tro de linfocitos murinos de los ratones inmuni::ados 

(tanto con la bacteria completa como con porinas>, pero no 

en aquel los de los grupos testigo. 

2. - El LPS contaminante en las porinas no influyó 

importantemente en esta respuesta. 

3. - Las porinas derivadas de otras bacterias Gram-

negativas s. typhi y E. col i ) indujeron una respuesta 

proliferativa por los linfocitos de ratones inmuni:ados con 

S. typhimurium 

Estudios previos han demostrado que la transferencia 

pasiva de. linfocitos contra antígenos de S. typhimurium 

confiere resistencia a ratones no inmuni;::ados C54). Nuestros 
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resultados indican qLte la.s porina.s indLtcen prol 1 feración 

celulat~. No obstante el rango amolio de concentric1ones de 

porinas, todas mostraron un nivel semejante de .:stimulación. 

A pesar de tener 2stimulación de 1 infocitos con LPS 

purificado, este efecto no fue dparente en los cultivos 

estimulados con F'ME-LF'S, e 1 cual, sin duda, generó 

proliferación celular de linfocitos totales, in vitro con 

valores de CPM mayores que los generados por LF·s sola. Lo 

anterior, indica que la proliferación observada dependió 

predominantemente de linfocitos T, ya que estos no 

proliferan in vi tro en resouesta al LPS, a diferencia de 

la que ocurre con los linfocitos 8. La obtención de PME por 

el método de Schnaitman contienen de 7-10% de contaminación 

con LPS. Por el método de Nikaido la contaminación disminuye 

a menos del f).051.. Sin embargo, adn con esta concentración 

ínfima de LPS, el sistema humoral del ratón genera 

anticuerpos específicos contra dicha molécLtla (36). 

Las perfiles electrofaréticos de las porinas de las 3 

cepas confirman las semejan:::as b ioou1mica a inmunogénica 

encontradas entre estas, sugiriendo un origen ancestral 

comLm C34). Tokunaga C67> y Lee Có8) encontraron secL1encias 

de aminoácidos en común entre las par.inas de 

S.tychimurium. El an~lisis de sus secuencias de nucleótidos 

en donde hay una similitud de hasta SOY.., confirmo dichos 

ha! laogos, 



Coincidente ..::en lo antet•ior, se ~ncontt'O 'Simí l i tud 

a.nti9énica, demostr~da en los· eHper1ment:os de protección 

activa y p~s1v.:\ en el ratón, donde los anticueroos generados 

con t;ra pori nas de S. typhi, cue prote9en al reto con la 

bacteria hcmolo9a, fueron también protectores ~l reto con 

s .. typhimurium • En las a~:perimentos de estimLllación iD.. 

~ , los linfocitos de ratones inmuni=ados con s. 

tvnh i muri unt respondieron contra las porinas derivadas de 

las tt•es c:epas en forma muy similar. 

La similitud antigénica ha sido demostrada en 

experimentos de protección activa y pasiva en el t'atón, 

donde los a.ntict.terpos generados contra porinas de 

5almonella typhi que protegen al reto con la bacteria 

homóloga, fueron también protectores al reto can Salmcn•l la 

typhimurium Sin embargo, mediante el método de 

inmunotransferencia se demostró que tales anticuerpos no 

reconocen a las porinas de Escherichia c:oli (34>. Lo 

anterior sugiere QUe a. pesar de haber similitud en el 

rec:onoc imiento de las porinas de las tt"es cepas por 

linfocitos T, esto no ocurre en e 1 caso de los 1 infoc i tes B, 

en los cuales la respuesta parece ser más $electiva. Dichos 

resultados esttitn de acuerdo con las observaciones de que las 

ep í topes en un an t igenc r~~c:onoc idos por un linfocito T no 

sen los mi :smos que aquel 1 os reconocidas por 1 infcc i tos B. 

En bca.se a los resultados del presente estudio, es 

evidente que las PME inducen una respuesta especifica por 
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lin'foc:itos (apar~n temen te linfocitos Tl de ratones 

inmu,ni=ados con la bacteria total. Los halla:gos no indican. 

sin tambargc, la capacidad protectora de dicha respuesta. 

Par.a ello, ;;e requiere de estudios adicionales. mediante 

transferencia de linfocitos T derivados de ratones 

inmurü:::ados a animales singénic:os sin inmuni:ar. La 

respuesta cru:::ada can tra por in.as derivadas de otros Gram­

negativos, sugiere que la inmuni:aci6n con una de ellas 

podria conferir protección cru:::ada contra otras bacterias 

re 1 ac i en ad as. 
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CONCLUSIONES. 

10. Las porinas de 

Esche~ichia cali 

Salmcnella tyehimuriu~, S.typhi y 

c:ontaminada.s con LPS estimulan la 

proliferación celular de linfoc:itos, in vítro , en un grado 

simila.t"',no obstante que los linfocitos provienen de ratones 

inmuni=:ados con S. typhimurium o con porinas de esta. 

:!o. La estimulación cru::ada. demuestra que ernisten 

determinantes .antigénic:os similares en las porinc.s de las ::; 

enterobacterias, reconocidos no solo por el sistema humoral 

sino también por el celular, aunque con un patrón diferente 

de reactividad. 
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