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RESUMEN.

Con la finalidad de sstudiar la respuesta inmune celular
hacia proteilnas de membrana eiterna (porinas) de Salmonella
typhiaurium ;§ s2 inmunizaron ratones NIH con la bacteria
total © con porinas, siete dias despues se wobtuvieron
células de bazo ¥ de ganglios 1linfaticos, las <cuales se
cultivaron durante © dias &n presencia de T a 130 pg/ml de
porinas de S. typhimurium, G. typhi o E. colio_E. coli.
La respuesta proliferativa se determnino madiante
incorporacion de timidina tritiada. lLas porinas de las ftres
cepas bacterianas estimularon de manera similar a tintocitos
provenientes de ratones inmunizados tanto con la bacteria
campleta como con porinas de S. typhimurium . La reactividad
cruzada gque se observa 2an nuestros resultados, sugiere que
1a respuesta esta dirigida hacia determinantes antigénicos

que comparten las parinas de esas enterabacterias.



INTRODUCCION.

La fiebre tifoidea e uné anfermedad infecciosa aguda,
transmisible que se adquiere mediante la ingestion de
alimentos © agua contaminados con materia fecal proveniente
de individuos enfermas. @s exclusiva del ser humano y el

agente causal =25 Salmonella typhi.

El género Salmonella comprende una gran variedad de
ezpecies patogenas para 2! haombre y animales. Salmonella
typhi 28 una bacteria Gram—-naegativa, movil, de la tribu

Salmonellae y tamilia Enterobacteriaceae. la a2structura

antigénica de superficie =2std constituida por los antigenos
flagelar H, somatico 0 que de acuerdo a la clasificacidn de
Kauffman~White corresponde a los antigenas 2,12 del grupo Dj
al lipopolisacarido o endotoxina; v antigeno Vi exclusivo de
Salmonella typhi {(1-3). La férmula 2,12 d, Vi denota a

Salmonella typhi en forma abreviada.

En 18B4~87 se realizaron las primeras inmunizaciones
experimentales exitosas con Salmonella typhi viva en
conejos, primero, ¥y en ratones despudés. Fara finales de 1887
se emplearon baciles inactivados como vacunas para 1la
inmunizacidn de humanos entre las cuales estaba la vacuna
feneolada inactivada por calor a 36°C (4) gque fue probada en
la India, Egipto, Italia y Sudafrica. Los resultados
mostraron una disminucion en la morbilidad y atenuacion de
los sintomas en los individuas inmunizados gue enfermaron de

fiebre tifoidea (5).



A partir de 1925 se emplearon vacunas a base de
bacterias atenuadas y administradas por via oral a humanos.
Desafortunadamente, generd muertes aentre los individuos
vacunados (&).Hasta ese antonces se carecia de modelos

animales en  los cuales se demostrase 21 efecto protector

real de las vacunas 2laboradas con sacterias auertas.

Es hasta 1955 cuanda, bajo los auspicios de la OMS, se
realizaron 2studios de campo en Yugoslavia., GBuyana, Folonia
v la Union Soviética con vacunas preparadas con células
anteras de §. typhi _inactivadas por acetona, calor y fenol
o alcohol. De los resultados abtenidos, se concluyo gue la
vacuna inactivada con acetona, designada con la letra K,
rasultd sar la mejor va que contirid una proteccian de mayar
grado y duracidn. La vacuna inactivada con calor y fenol,
dasignada con la letra L, manifestd menor proteccién que la
¥y, ¥ 1la inactivada con alcohal fue la menos efectiva. Se
observa gue la proteccion inducida por una sola dosis de las
vacunas K y L. era aceptable; sin embargo con dos dosis la
proteccion era de mayor duracion (7). Mas tarde, an 1968, se
demostrd gue la proteccion conferida por las vacunas K v L
agstaba #n funcién de la dosis a la aque el individuo

inmunizado estuviese expuesto (8).

Hasta la fecha se han estudiado dos vacunas, una de
administracidn parenteral la cual esta reconocida
oficialmente por 1la OMS. que emplea la bacteria completa

inactivada por el calor; la inmunidad que se induce con esta
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vacuna es de corta duracidn por lo gue se requiere aoe

reinmunicacianes cada affog. no se puede aplicar a nifios
v . prasenta alogunos efectos colatarales como Tiebre,

adenopatias, malestar general, etc. (5,9).

La otra ¥ la mas racisnte, es una vacuna oral elaborada
con un mutante de S.typhi deficiente =2n UDF-d~galactosa—-
epimerasa (designpada por Sermanier coma Tylla)l, la cual
induce una proteccion mas prolongada que la gue otorga la
paranteral (protegie al B7Y de los individuas inmunizados
cuando la dosis de desafio fue de 107 bacterias), ademas de
eliminar los efectos adversos, sin ambargo también requiere
de reinmunizaciones, asi como de la neutralizacion de la
acidez gastrica previa a su administracion 9). Esta vacuna
indujo protececidn en el 55% de 1a poblacion estudiada =n
Alejandria Egipto, sin embargo en Chile (1983) en una
poblacien infantil a razon de T dosis administradas en
capsulas con capa entérica a intervalos de 2 o 21 dias entre
cada dosis, soleo indujo una proteccion del S6 vy &67%

respectivamente (10},

En todos estos estudios se desconocia la naturalesa de
los antigenos de S.typhi relacionados directamente con la
proteccian y la respuesta  inmune del humanc a dichos

ant{genos.

La mayoria de los trabajos encaminadaes a identificar los
antigenos respansables de la inmunidad protectora se han

anfocado en los antigenos presentes en la superficie



bhacteriana tales como el somatico 0O, 21 {lagelar H vy sl
capsular Vi, Inicialmente se pensd que =1 antigeno somatico
0 era tan importante en la proteccion que se elaboré una
vacuna con 2l oligosacarido de repeticion del
lipopolisacarido (LFS). Igual gue las vacunas antariores,
asta indujo una proteccidn escasa y de corta duracién

(7,110,

Para el antigeno flagelar H se demostro la presencia de
anticuerpas anti-H on chimpancés inmunicados con S. typhi
pero que no protegian, atn en titulos elevados (12). Otro
estudio demostrd que ratones inmunizados con un mutante de
S. typhi sin flagelos obtenian la misma proteccion que los

inmunizados con cepas moviles (132).

Con respecto al antigeno Vi, los resultados ham sido
contradictorios. Se han detectado anticuerpos anti-Vi en el
suero de pacientes con fiebre tifoidea (14) pero incapaces
de conferir proteccién (15,16,17). Otros estudios seffalan
que e! antigeno Vi es capa:x de~indu:ir proteccion (8,18) y
25 impartante en la virulencia de S.typhi ;3 tanto que se ha
sugerido la necesidad de conservarlo durante la preparacion

de vacunas (8, 16,19).

Otros antigenos relacionados con la induccion de

inmunidad protectora (en ratones) estudiados por mucha

tiempo fueron fracciones ribosomales de Mycobacterium
tuberculosis , inicialmente, y posteriormente de bacterias

Gram-negativas (20,21), incluyendo Salmonella typhimurium
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{22y y S.typhi (23, Al investigar las Tracciones
inductoras de proteccidn en [os extractos ribosomales, ze
obtuvieran todos 1los resultados posiblesy tanto =21 RNA
ribosamal (22), como las proteinas ribasomales (24) o,
tnclusive, ambos, fueron propuestag como la parte
inmunogénica responsable de la  inmunidad protectora.  Sin
embargo, trabajos posteriores demostraron qus las fracciones
ribosomales estaban contaminadas con LFS ¥ prateinas de la
envoltura celular (20,25). En estudios subsecuentes se
demostra que las prateinas de la envel tura celular de
8. typhimurium protegian a  los ratones contra la infeccidn
por esta bacteria, en un grado semejante al inducido por las

fraccianes ribaosomales (26),

tas bacterias Gram~negativas contienen una envaltura
celular compleja constituida por membrana citoplasmica,
peptidoglicana y membrana externa. Esta Gltima ha sido
aobjeta de gran interés en aflos recientes y s ha estudiada

el papel que desempefla en la relacidn hospedero-parasita.

El conocimiento de las proteinas de la membrana externa
ha canducido a clasificarlas =n principales y menoregs; las
primeras representan el 804 del total e incluyen a las
porinas, a la prateina madificable por el calor (OmpA en =1

caso de E.goli ) v a la lipoproteina de Braun (1).

Las parinas son un grupo de proteinas con  pesos
moleculares de 30 a 40 Kd por monomera, algunas  san

canstitutivas vy atras ge expresan bajo ciertas condiciones



dal medio, o bien son codificadas por fagos o plasmidos. Las
porinas inicialmente estudiadas fueron las de E.cpli v su
funcidn biologica es la de transporte de iones y algunos
nutrientes o desechos metabolicaos (27), aunque también se ha
descrite qus algunas porinas puasden servir de sitio de
reconocimiento a ciertgs fagos (28). Se ha encontrado una

hamalogia entre las diTerentes parinas de E._coli de &S%.

t.as otras porinas estudiadas son las del género

Salmanella y los trabajos raalicados sugieren que las

parinas de S, __typhimurium son inmunogénicas en ratones
(29-317 Yy al utilizarse ligadas covalentemante a
polisacaridos, inducan uwna respuesta inmune gque canfiere
proteccidn efectiva cantra la infeccidn por la misma
bacteria. También se ha sugerido que las porinas del género
Salmonella tienen una gran similitud antigénica entre si
por lo que parece adecuado suponer que la inmunicacion con
parinas de cualquiera de las miembros de este génetra
resultaria en inmunidad contra las otras especies del mismo

(32).

En el labagratorio de Inmunoquimica del IMSS se demostrd
que las proteinas de membrana externa (PME) de S.typhi
2. 12,d,Vi generan proteccion en ratones (aungue éste no es
su hospedero nmatwral) de 100% al reta con S00 Dles tanto
para la cepa homologa como para S.typhi Ty2 y de 04 para
S. typhimurium . En experimentos de proteccién pasiva, la

administracién de suero hiperinmune de conejo anti-FME de

~



S. typhi 2,12,d,Vi logro proteger an un 100Z al reto con 100

Dl=o de la cepa homéloga y de S.typhi__Ty2, pero de 804
para S.typhimurium . En =2ste modelo murino, las porinas y
la OmpA fueran las FME que jugaron el papel mas importante
en la inducecidn de proteccion. Ademds, la inmunidad cruzada
antre las tres cepas de Salmonella utilizadas indico gque
los epitaopes que participan en la proteccion son
caompartidos; el suero hiperinmune de conejo reconocid an
inmunatransferencia FME de S. typhimurium , en aspecial al
grupo de las porinas. Un resultado de mayor relevancia fue
que 21 suero de pacientes con fiebre tifoidea producen
anticuerpos de clase IgG e IgM contra PME y fundamentamente
contra las porinas de S.typhi, . Estos wmismos sueras
reaccionaron contra porinas de S. typhimurium pero no de

E.coli (Z4).

En los resultados anteriores, la presencia de endotoiina
como contaminante an las PME impide v demostrar
concluyentemente que éstas sean los antigenas pratectores
per_se. Para eliminar este problema se decidid obtener las
proteinas con un gradoc mayor de pureza, libre de LFS,
mediante el wusa de inmunoabsorbentes; para lo cual se
amplearon dos métodos: anticuerpos policlonales de conejo
anti-parinas de S. typhi purificadas a su vez por
2lectroelucitn de geles de poliacrilamida (35); o bien
inmunoabsorbentes a base de anticuerpos monoclonales anti-
parinas (3&), Uno de los anticuerpos monoclonales contra

porinas de S, typhi 2,12, d,Vi se emples también en




experimentos de inmunidad pasiva =2n ratones, en los cuales
confirid proteccién de hasta un &0% al reto de 20 Dlhme de la
cepa homdloga. Estos resultados corroboraron la importancia
de las PME en los wmecanismos de proteccidén contra la

salmonelosis.

Tanto por su magnitud como por su trascendencia, la
fiebre tifoidea es un problema de Salud Pdblica en México.
Su control epidemiologico depende de aspectos sanitarios que
resultan directamente del grado de desarrcllo econamico y
social y comprenden medidas como la eliminacidn adecuada de
desechos y eucretas, el manejo higiénico de los alimentos,
la deteccion y tratamiento oportunos de los enfermos;
especialmente de los portadores asintomaticos, ya que estos
Ultimos 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
proteccién efectiva y duradera, sin olvidar que ademas
generan teacciones adversas indeseables. El abjetivo general
an el laboratorio de Inmunoguimica del IMSS es elaborar una
vacuna caontra la fiabre tifoidea a base de porinas y OmpA de
8. typhi 2,12,d,Vi que supere los inconvenientes de las
antericres. Sin embarge, el estudio de la fiebre tifoidea

ofrece varios prablemas a nivel experimental.

El primera se refiers a los mecanismos patogénicos de

asta enfermedad, las cuales no estan totalmente dilucidados.



Salmonella typhi penefira al arganismo a traves de la boca,
se multiplica rapidamente en e} intestino delgado, penetra a
la membrana basal sin causar daflo importante en los tejidos,
es fagocitada por macrofagos y transportada a los linfaticos
regionales donde se multiplica activamente; después de una
fase de bacteremia, se distribuye en el sistema
reticuloendotelial donde se reproduce y eas liberada
nuevamente al sistema circulatorio. La bacteria ocasiona un
proceso inflamatoria en los ganglios linfaticos, bazo e
higado, con escasos fagocitos mononucleares, dentro de los
cuales es capdz de proliferar ((37). Gran parte de las
manifestaciones clinicas son causadas por la liberacion de
endotoxina (383, la cual tiene diversos efectos bioldgicos
incluyendo: fiebre (39), hipotensién arterial (40), cambios
en la cuenta leucocitaria (41) y estimulacion paliclonal de

linfocitos B entre otros (41).

El otre problema se refiere a los pocos estudios
realizados sobre inmunidad celular. La mayor parte de ellos
con maltiples praoblemas de metodologia, incluyendo la
seleccion del antigeno y el método de analisis para valorar
la respuesta inmune. La mayoria de estos estudios se han
realizado utilizando extractos crudes de S.typhi que
contienen, ademas de wna gran variedad de antigenos,
diversaos componentes con actividad mitogénica inespecifica
para linfocitos B y posiblemente para linfocitos T (42). El
método utilizado hasta abora ha sido la inhibicion de la

migracion de leucocitos, que depende de la secrecian de

0



linfocinas mal caractericzadas, lo que hace adpn mas dificil
su interpretacidén. Otros estudios han sido en relacién a la
respuesta proliferativa inducida por la bacteria o sus
fracciones, método mas confiable desde el punto de vista
experimental, perec los resultados estan influenciados por la
presencia de endotoxina y otros contaminantes en los

preparados antigénicos (43-435).

Un problema mas, es la ausencia de un modelo

experimental adecuado, ya que el hombre s el Jdnico
hospedero especifico de S.typhi . Por 1lo tanto, es

necesario obtener cormaelacicon de estudias experimentales
realizados en ratones infectados con S. typhimurium que
desarrrollan un padecimiento de patogenia muy similar a la
fiebre tifoidea en el humano (46). Por esta razon la
salmonelosis murina constituye el Unico modelo experimental

para el estudio de la patogenia de la fiebre tifoifea.

En el desarrallo de la infeccion por 8S.typhisurium en
ratones, existe la influencia de un gene de susceptibilidad,
denominado 1ty®, codificado en el cromosoma 1, mientras que
el alelo que confiere resistencia se llama Ity”. Este gene
es importante en la fase inicial del padecimiento vy
determina una mayor habilidad de los macrofagos de ratones
resistentes para eliminar a la Salmonella intracelularmente.
8e ha demostrado que los linfocitos T no Jjuegan un papel

impartante en la actividad de este gene (47).
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Otro gene que participa #s el de respuesta a
lipopolisacarido, Lps9 confiriendo susceptibilidad a la
diseminacion inicial Yy a la progeesion del proceso
infeccioso, da& manera similar a lo que ocuwrre 2n presencia
de Ity=(48)., En la fase tardia de la infeccion participan
otros factares coma son  la produccion de anticuerpos
espacificos (8%}, y el desarroclleo de inmunidad celular
contra la bacteria (41,30); su importancia se demuestra en
21 caso de ratanes con inmunodeficiencia humoral ligada al
cromosoma Xy en los ratones desnudas (ratones atimicos con
deficiencia de inmunidad celular mediada por linfocitos
Tisya que ambos tipos de inmunodeficiencia se asocian a una
susceptibilidad a la enfermedad en fase tardia (47,49,50).,
Finalmente oatro estudio sugiere qua otra factor de
resistencia natural a 8. typhimurium se da a nivel de

células similares a las asesinas naturales (S1).

&1 resultado de la presencia de uno o mAas genes de
susceptibilidad o resistencia a la infeccion por
S. typhimurium es el desarrollo de enfermedad con indculos
de diferente magnitud. Las cepas I[ty®{(BALB/c, CB7BL/&)
enferman con 10 hacterias, en tanto gque las cepas
resistentes (CBA, A/J) requieren de un indculo de 10 mil

(47,52,583).

La inmunidad celular es primordial en el contral de la
infecciotn de wmicroorganismos ingracelulares, incluyendo a

S. typhi en humancs y de S.typhimurium en ratones. Los



aestudios sabre inmunidad humoral sugieren gue dsta e
insuficienta para el caontrol de estos padecimientos. For
ejemplo, se ha demastrads que la presencia de anticuerpos
czontra diversas fracciones antigénicas de S.typhi , no
corralacionan con el desarrollo de proteccidn contra las
recaidas o reinfecciones, a excepoion de algunos estudias
aislados gue sugieren que los anticuerpos contra el antigeno
H son un indicador de resistencia a la fiebre tifoidea
{1,8437). Tampacon se ha encontrade caorrelacidn con  la
presencia de anticuerpos sericos contra los antigeneos O y Vi
a pesar de gque en ratones, las anticuarpas contra Vi
confieren proteccion contra 5, typhi (aunque dicha especie
no es el hospedero natural de este,I7). Par otro lado, se ha
descrito que los anticuerpos secretorios (Igh) impiden la
adherencia de S.typhi a la pared intestinaly sin embargo
son protectores solo ante indculos pequefios de la bacteria.
La inmunidad caelular contra la bacteria depende de
linfaocitos T especificos los cuales al reconacer a los
antigenas bacterianos secretan divarsos facteores denominadas
linfocinas, responsables de la induccién de inmunidad
humaral y celular incluyende la activacion de macrdatagos.
Exta Udltima es de primordial  importancia ya que la
activacion permite a los fagocitos monopucleares eliminar a
microorganismos que en atras circunstancias son paradsitos
intracelulares dentro de los mismos macrdafagos. En base a la
anteriar y al hecho de que contra 1la invasion por

microorganismos intracelulares, solamente la inmunidad



czlular es eficiente; podemos suponer que frente a la
invasién por grandes cantidades de ésta, los mecanismos de
inmunidad celular, fundamentalmente la activacion de
macratagos, san indispensables para el control de la

infeccion (54).

Para el caso de la infeccién en ratones por
S. typhimurium ) se ha demostrado que el grado de
hipersensibilidad tardia contra antigenos protéicos o
polisacaridicos de la bacteria esta en relacidén directa con
el nivel de proteccion (29-31). La transferencia pasiva de
linfocitos especificos contra antigenos de S. typhimurium
contiere resistencia a ratones no inmunizados (S54), la
proteccion es efectiva adn empleando antigenos irre~
levantes, siempre gue se incluya un refuerco de inmunizacion
contra el antigenc al momento de retar con la bacteria viva
(58). También as posible transferir inmunidad pasiva
mediante sobrenadantes de cultivos de linfocitos estimulados
con Concanavalina A. Estos resultados, en conjunte, sugieren
que lo mas importante en la proteccidn contra =1 desarrollo
de salmonelosis murina es la presencia de un eavento que
resulte en la activacion de macrofagos que fTinalmente lleve

a la eliminacién de las bacterias fagocitadas.

Contar con porciones antigénicas purificadas de
S. typhimurjum permitira estudiar de manera independienfe
cada uno de los elementas que componen la respuassta inmune

en esta enfermedad. La generacién de inmunidad activa y la
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transterencia de inmunidad mediante anticuerpos heterdlogos
han dado resultados alentadores; no gbstante es necesario un
andlisis mas detallado sobre el papel que desempeflfan los
distintos elementos del sistema inmune, sobre todo en

relacién a la rama efectora celular.

£1 presente trabajo 2s el inicio de un proyecto que
pretende describir la capacidad de las proteinas de membrana
axterna para inducir respuesta inmune celular egpecifica,
medida in vitro a través de la incorporacicn de timidina
radiactiva, en células provenientes de ratones inmunizados
ya sea con la bacteria total o con porinas, lo que peranitira
estudiar la respuesta celular hacia un antigeno purificado,
evaluar su utilidad como inmundgeno y utilizarlo para
activar linfocitos en modelos de transferencia adoptiva de
inmunidad lo que eventualmente contribuira al desarrollo y

obtencion de vacunas mads eficaces.



1é
OBJETIVOS

A) INTERMEDIOS.

1. Purificar las porinas de Galmonella typhimurium,
Salmonella typhi_y Escherichia coli_ .

2. Obtener y cultivar células de ganglios linfaticos y

de bazo'de ratones NIH.

3. Determinar las condiciones optimas para la
estimulacidn de linfocitos con concanavalina A y porinas en
los cultivos celulares, asi como las concentraciones
adecuadas de ambas para lograr una proliferacion celular

étptima.

B) GENERAL.

4. Determinar 1la capacidad de 1las porinas de
Salmonella typhimurium, Salmonella typhi y Escherichia coli
para estimulairr la proliferacion de linfocitos murinos in

vitro .



HIPODTESIS

1. lLas porinas de Galmonella typhimurium contienen
determinantes antigénicos capaces de activar linfocitos

prdvenientes de ratones inmunizados con la bacteria total.

z. Debido a la homologia entre las porinas de las
diferentes enterobacterias, la inmunizacion con Salmonella
typhimurium induce reactividad cruzada contra porinas de

diferentes bacterias Gram negativas.



MATERIALES Y SOLUCIONES.
i.— MATERIAL BIOLOGICO.

A) Cepas de bacterias,

Se wutilizaron las siguientes cepas: Salmonella
typhimurium y Escherichia coli donadas por el Instituto
Nacional de Higiene y Salmonella typhi aislada de un

paciente con diagndstico de fiebre tifoidea.

B) Ratones.

Se usaron ratones de la cepa NIH con pesos de 18 a 20 g
de ambos sexos. Se emplearon para obtener bazo y ganglios
de los cuales se obtuvieron células que se cultivaron para

determinar la respuesta a concanavalina A.

A otro lote de ratones se inmunizaron con Salmonella
typhimurium acetonizada y porinas de la misma para

determinar la estimulacion de linfocitos por porinas.

2.~ SOLUCIONES,

A) Medio minimo A 10 X.
Fosfato moONOBASICO teveaesssesccaceseas 30 g/l
Fosfato dibasico v.eassvessssesacnnaesss 70 g/l
Citrato de sodioc dihidratado c.ceceeene S g/l
SULfato de AMONIO .eeeeessacasrsocnssas 10 71

Sulfato de MagnNesSio tceevcsvnscasescaas 19/l



Esta solucion se diluya 1:10D ¥y se esterilizo a 121°Cy 15

libras por 15 min. Por otro lado se asterilizo glucosa-al
12% v axtracto de levadura al 5% a 1Z21°C, 10 libras por 10
min. Por cada 150 ml de nedio minimo se adicionaron & ml de

glucosa vy 3 ml de aextracto.
B) RPMI- 1630 (Gibca).

Un sobre de =2ste medio 2n polvo se disolvid en 1 litro
de agua desionitada, juntoc con 2 g de bicarbonato de sodia.
Se ajustd el pH a 7.2 y se asterilizo por filtracion en
filtras Millipore de 0.2 um =2n campana de flujo laminar.
Como prueba de 2sterilidad se inocularon alicuotas del medio
filtrado en BHI. €1 medio se mantuvo a 4°C y al momento de
usarla se suplementd con: suero fetal bovino al 10W (Sigma),
gentamicina 100 pg/ml, penicilina 100 U/ml, L-glutamina
2%10°3M, y Z-mercaptoetanol Sx10-™™, Este medio se utilizo

en los cultivas can el nombre de medic campleto.
C) SOLUCION BALANCEADA DE SALES DE HANK 'S (HBSS, Sigma).

Un scbre de aste medioc se disalvid an 1 litra de agua
bidestilada junto con 2 g de bicarbonato de sodio (Sigma).
Se ajustd al pH a 7.2 (pH metro 12 Corning Scientific
Instruments) y s& filtre de la misma forma que =21 medic
anterior. Esta solucion se usa para lavar las células de

bazo y ganglios en todos,los experimentos.



D) PREPARACION DE CONCANAVALINA A (Camd) (type IV-S, Sigma).

Un frasco con 5 ing de :Dn.A liotilizada se diselvio con
3 ml de solucicén de Hanks’' para tener 1 mg/ml y de esta se
realizaron todas las diluciones empleadas 2n los cultivos
calulares. l.as concentraciones ar:ginales fueran: 1 mg/ml.
<00 ug/mi, 200 ug/ml, 100 ug/ml vy 20 ug/mly de astas se
tomaron 20 Bl  que se depositaron an cada pozo de
microcultivo para tenar las concentraciones fipales que
fuaron: 100, 350, 20, 10 y S ug/ml. De cada dilucion, antes
de ser empleadas, se inocularon 5 gl 2n medio BHI incubando

por 5 dias a I7°C.
E) PREFARACION DE PORINAS FPARA LOS CULTIVOS CELULARES.

Para las porinas de Salmonella typhimurium, Salmonella
typhi v Egscherighia coli s@ realizo un esquema de
diluciones similar al de con A. Las concentraciones
ariginales fueron: (.35 mg/ml, 1 mg/mi, SO0 pg/ml, 200 ug/ml,
100 pug/ml, SO ug/mi y 20 ug/ml; de cada una de =2stas ze
tomaran 20 pl/pozo para tener las concentraciones finales:
190, 100, S0, 20, 10, S y 2 ug/ml. Se les realizo prusba de

aesterilidad igual gque para con A.
F) REACTIVOS Y SOLUCIONES PARA ELECTROFORESIS.

1.~ Solucion de Acrilamida-bis:Se mezclaron 20 g de
Acrilamida (Bio-Rad) con 0.8 g de N'-N acrilamida bis

metilena (Bio~ Rad) y se aforaron a 100 ml con agua
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desianizada, se filtre an papesl Whatman # 2 ¥ sa& mantuva =n

frasco ambar 2n la eobscuridad a 4°C.

2= Tris-HC1 1.85M pH:8.8: Se pesaran 18.15 g de Tris
base (Merck) v o disolviersn 2n 80 nl de agua desionizada,
s2 ayusté el pH a 8.8 con HC1 concentrado, se agitd por 1
hora ¥ despues Jde gue este se 2stadniliszg ze atard a 100 ml.

Se mantuvo a 3°C,

T.- Tris-HCL 0.3M pH: 4.8, Se pesaren 5 g de Tris base,
se disolvieron en 80 i)l de agua desionizada, @l pH se ajuste
a 4.8, se agito por una hara y finalmente se aforo a (OO0 ml.

También se mantuva a 4°C.

4.- GDS al (0%, Se disolvio | g de dodecil sulfato de
sadia (Sigma) en 10 wl de agua desionizada v se mantuvo a

temparatura ambiente.

S.~ Fersul fato de amonio (AFS). Se diselvieran 100 ug de
persulfato de amonic (Sigma) ean 1! ml de agua desionizada y

s guardd a 4°C.

b,= TEMED (N ,N,N’N'-tetrametil 2tiléndiamina Sigmal.
Esta soelucidn se empled directamente de 1a botella y se

manptuva & 4°C.

7.~ amartiguador de corrimiento, Se mezclaron las
siguientes compuestos: 24 g de Tris-base, 118.,2 g de glicina
(Merck) v 1 g de 8SDS. Cada compuesto se disolviga par

separada en un voldmen minima de agua desionitada y después
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se juntaron para llevarlas a 8 litros. Este amortiguador ya
tenia un pH de 8.3, requerido para el corrimiento

electrofaorético.

8.~ Amortiguador de muestra iX para muestras liquidas.
Esta solucién contenia 1 ml de Tris pH &.8, 1 ml de SDS al
10%, 1 ml de glicerol, 1.8 bml de agua, 200 gl de azul de

bromofenal al 0.1% y 2 ul de 2-mercaptoetanol.

Con las soluciones anteriores se prepararon los geles

para la electroforesis en geles de paliacrilamida-SDS.

Gel Separador al 11.5%. Soluciédn de acrilamida-bis (11.5
ml), Tris-HC1l 1.35M (7.5 ml), agua desionizada (10,5 ml}), SDS

al 10% (0.6 ml), Temed (10 ul) y APS (S0 pl).

Gel espaciador al 5%. Solucién de acrilamida~bis (1.25
ml), Tris-HCl O.SM (1.82 ml), agua desionizada (4.22 ml),

SDS al 10 % (75 ul), Temed (3.25 ul) y ARS al 10 %Z (28 ul).

Todos los volumenaes para los dos tipos de geles eran

para una placa de 14 x 16 cm.
G) SOLUCIONES PARA LA TINCION DE COOMASSIE.

1.- Reactivo para teffir. Se disolvieron 1.25 g de azul
brillante de Coomassie R-250 (Bio-Rad) en 45 ml de acido
acético (Merck) y 454 ml de metanal (Merck) al S0%. Esta
solucién se mantuvo a temperatura ambiente y se filtréd cada

vez que se uso. Los geles fueron teffidos con esta solucidn



durante una haora sin agitacion en un voldmen que los cubrid

completamente,

-

2.~ Reactivo para desteflir. Se mezclaron 25 ml de
alcohol isopropilico (Baker) con 37 ml de acido acético y se
llevaron a 500 ml con agua destilada. Los geles fueron
desteflidos en agitacion continua con esta solucion haciendo
cambios continuos y filtrando despues de esto en filtro con

carbon activado.

H) SOLUCIONES PARA LA TINCION DE FLATA.

1.-Reactivo para prefijacion. Se mezclaron 5 ml de
atanol (Merck) con 7 ml de &cido acético y esto se llevo a

100 ml con agua desionizada.

2.~ Reactiva para fijar. Se meczclaron 40 ml de
glutaraldehido al 25% (Sigma) con &0 ml de agua desionizada

para tener una solucién al 10%.

3.~ Solucién de nitrato de plata. Esta solucion se
prepard, en el momento de teffir los geles, de la siguiente
manera: a 21 ml de NaOH O.1IN (Baker) se le adiciont 1.4 ml
de hidroxido de amonio (Baker) en forma rapida y agitando. A
continuaciéon, a esta‘soclucion se le agregaron, 4.1 ml de
nitrato de plata (Baker), gota a gota. Finalmente, se

adicionaron 79 m! de agua desionizada.
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4.~ Solucion reveladora. También esta solucion se
prepard en el momento de utilicarse. Se mezclaron 25 mg de
acido citrico (Baker) con 1 litro de agua desionizada y a
esta solucion se le adicionaron 500 pl de formaldehido en

solucidn al 374 (Baker).

S.~ Solucion de lavade final. Se mezclaron 1 ml de acido
acétice en 99 ml de agua desionizada y esta se utilizo para

lavar el gel después de ser revelado.
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METODOS.

1.~ PREPARACION DE CEPAS BACTERIANAS.

Fara confirmar la pureza ¢ identidad de los cultivas de

Salmonella typhimurium, Salmonella typhi v Escherichia coli

se llevd a cabo 21 siguiente procedimiento:

A partir de los cultivas en agar BHI se procedio a
inocular, par el método de estria cruzada. cada cepa en
medios diferenciales y selectivos: EMB (eosina azul de
metilena), MacCaonkey, Sulfito de bismuto y Verde brillante.
Con 21 fTin de observar la morfologia y seleccionar las
colonias redondas (lisas) se realizo una resiembra en agar
base para sangre (BAB). Se picaron de 3-5 de éstas y se
inocularon 2n  los medios para pruebas bioquimicas: MIO
(Movilidad Indol Ornitina), LIA (Agar de hierrc y Lisina) y
TSI (agar de tres aztcares v hierra) inoculando par
"picadura""picadura y estria", vy "picadura y estria"

respectivamente.

Del cultivo crecido en agar TSI recientemente incubado
(18-24 haras) se realizaron las pruebas de aglutinacién caon
antisueros especificos para cada microorganismo. Se recogio
parte del cultivo con asa recta y se emulsifico con SOul de
S5F en un portaabjetos, se nezcld con movimiento circular
durante 30 seg y se observd si la suspension ara uniforme.
Cuando la cepa auteaglutina (formacidn de grumos) no puede

serotipificarse.
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A continuacion, wn inoculo igual de bacteria se mezclo
(usando el asa) con antisusro especifico y se abserve
durante un @inuto sobre un fondo obscura si hablia a no
aglutinacion. La reaccidn era positiva si se formaban geumos

en 30 a 6 seg.

Finalmente, las calaonias con la mayor aglutinacion se
inacularon en BAB por conas hasta tener un gorecimientg
confluente vy entonces se inoculsd todo el cultivo en  los
madiaos de conservacion: Dorset, BABR, glicerina-TS caldo y
sangre. Los dos primeros se refrigeraron, y los atros se
congelargn a -70°C, De esta forma se conservaron los
cultivos bacterianos para 1la posterior obtencidan de

proteinas de membrana externa durante toda el trabajo (S6).

INQCULACION FARA LA IDENTIFICACION DE LAS BACTERIAS

Salmonella y Escherichia coli .

Cultivo em BHI

i estria cruzada
Agar Mac-Cankey

EMB
Verde brillante Sulfito de bismuto
BAB

37°C/24 h H 37°Cs48 h

Picar colonias y montae prushas bioquimicas
MID, LIA, TSI
H I7°C/18-24 K
Leer
'

Aglutinar con los antisueros

D, d y Vi para S.typhi .

B, i para Salmonella typhisurium .
017 para Eschecichia coli .



2.- CULTIVD Y COSECHA DE BACTERIAS.

Cada una de las cepas de bacterias se inoculé mediante
cultive estacicnario en medio minimo A por 4 horas a 37°C,
100 ul de bacteria concentrada por cada 1S5S0 ml de medio.
Después se pasaron a un pbotellon con § SO0 ml del mismo
medio y se cultivaron en agitacion (New Brunswick Scientific

Co.,INC U.S.A,) & 200 rpm a I7°C durante B horas.

Al final del cultivo, cada una de las cepas se coseché
de la siguiente manera: se centrifugaron a & Q00 rpm por 15
min a 4°C en urna centrifuga Sorvall RCSC (Sorvall
Instruments Du  Font), las pastillas se juntaron y el
sobrenadante se desecho (esterilizé). Se lavaren las
pastillas dos veces con Tris-HC]l 10mM pH:7.7 centrifugando
bajo las mismas condiciones, Finalmente se resuspendietron en
el minimo veolumen del mismo amortiguador. Cada 1lote de
bacterias se congeld para ser sonicado posteriormente.

S.— EXTRACCION DE PROTEINAS DE_MEMBRANA EXTERNA,

' se descongelaron lotes de bacterias y se diluyeron en la
solucion amortiguadora de Hepes 10mM pH:7.7 ajustando la
densidad éptica entre 1 y 1.5 a &aé0 nm (Espectrofotometro
Beckman DU-7). S5e hicieron alicuotas de BO ml y se sonicaron
(Lab 1line Ultratip Labsonic BSystem) & 1B0 watts (1%Q
decibeles), cizlos de dosh minutos, hasta alcanzar una
densidad ¢ptica de 0.4 a 660 nm. Siempre se sonico en bafio

de hielo.



Las bacterias intactas se eliminaron por centrifugaciaon
a & 000 rpm durante 1S min a 4°C. E1l sobrenadante que
contenia las membranas celulares y el citosol, se trats con
DNAsa y HRNAsa (Sigma) 25 pg/ml, adicionando una gota de
cloruro de magnesio por cada 10 ml, incubando a IS°C durante

45 min.

Se colectaron las membranas celulares por
ultracentrifugacion a 140 Q00O xg (45 Q00 rpm) durante 45 min
a S°C (Ultracentrifuga Beckman LB-M) para sedimentar la
envaltura celular; la pastilla resultante se resuspendiod en
Hepes 10mM pH:7.4 volviendose a ultracentrifugar bajo las
mismas condiciones. L& envaoltura celular contenida en la
pastilla se resuspendio en una solucion de Triton X-100 al
2% en Hepes 10OmM pH:7.4 y con el objeto de solubilizar y
eliminar la membrana citoplasmica se centrifugo a 100 QOO
durante 45 min a 5°C. L& pastilla resultante se solubilizo
en una solucidén de Triton X-100 al 2% en Tris SOmM EDTA SmM
pH:7.8 v se incube a 3I7°C. De esta forma el sobrenadante
contenia principalmente a las proteinas de membrana

Hterna.

4.- SEPARACION E _IDENTIFICACION DE PORINAS.

Las proteinas de membrana externa extraidas por el método
anterior fueron pasadés por una columna de filtracion en gel
{Zédmm 2 9Scm, LKEB 2137) con Sephacryl §-200 (Pharmaciar’.
equilibrada corn el buffer siguiente: Tris—-HCI SOmM pH:7.7

conteniende NaCl ©.4M, SDS al 1%, EDTA  Smh y 2~



mercaptoetanol al 0.05%; a una velocidad de 9 ml por hora, a
temperatura ambiente, colectando 3 ml por tubo. Se leyd la
densidad éptica de cada tubo a 280 nm y se colects el
volumen que eluyd® aproximadamente a los 250 ml donde se
encontraban las porinas. Fara confirmar que se tenian
porinas y que s6lo se recolectaban éstas, & los tubos que
contenian el volumen con la absorbancia maxima en el pico de
porinas, se les realizo electroforesis en geles de
poliacrilamida al 11.5% en presencia de SDS bajo condiciones
reductoras y un sistema de amortiguador discontinuo. Se
tomaron 100 ul de cada uno de los tubos 'seleccionados y se
mezclaron con un volumen igual de amortiguador de muestra.
Esta solucion se hirvie S min y se pusieron de ésta 30 pl
por carril en un sistema de electrofaoresis vertical (LKR

Bromma) de acuerdo a la técnica descrita por Laemmli (57).

Como marcadores de pesos moleculares (todos de Bio-Rad)
se emplearon Fosforilasa B (92.5 Kd), Albumina sérica bavina
(46.2), Ovoalbamina 45, Anhidrasa carbénica (31,

Inhibidor de tripsina (21.5) y Lisaozima (14.4).

El corrimiento electroforético se llevo a cabo a 10°C
con una corriente de 20 mA por place y un voltaje libre de
500, durante & horas aproximadamente (34). Al finalizar la
electroforesis (esto es cuando el frente de corrimiento se
encontrée a 1 em del final ‘de la placa), unos geles se
tiffieron con azul brillante de Coomassie R-250 (Bio-Rad? y

otros con npitratc de plata. los primeros se destiffieron



eihaustivamente con la solucién decolorante hasta que las
bandas de proteinas revelaron claramente. Fara los geles
teflidos con nitrato de plata se siguit el método de Dakley

{58) y algunas recomendaciones (59,60).

Los tubos que solo contenian las bandas de las porinas
se juntaron y se sometieron a didlisis eixhaustiva contra una
solucion  amortiguadora de Hepes 10mM pH:7.4, haciendo
cambios de ésta diariamente. Al final de la didlisis las
muestiras se concentraron por aereaciotn a 4°C a una cuarta
parte del wvoluamen original y se volvieren a dializar con el

mismo buffer para bajar la concentracion de sales.

A continuacion, se midié la absorbancia de las porinas y
enseguida se pasaron por filtros (HA Millipore) desde (0.8
hasta 0.2 um bajo una campana de flujo laminar (VECO). Como
pruebas de esterilidad se inocularon, tanto los filtros como

la solucidn, en BHI y RFMI-1640, a 37°C durante 5 dias.

A las muestras ya filtradas se les determind 1la
concentracion protéica por el método de Lowry modificado
(627, usandoc albumina 5é§xca bovina (Sigma) 1 mg/ml patra la
curva patron.

S.- CUANTIFICACION DEL L IFPOPOLISACARIDD (LPS) CONTAMINANTE
EN LAS PREPARACIONES DE PORINAS.

También a las muestras ya filtradas se lecs determino el
LPS en forma indirecta & través del contenido de KDO,
empleando como curva patrén KDO (Sigma) 100 pg/ml y

preparande la muestra problema de la siguiente forma:

Q



A 20 pl de muestra de proteina (por duplicado) se les
affadia 980 pl de acido sulfarico O.2N y se calentd a 100°C
(en un horno) durante 30 min, se dejé enfriar la mezcla y
posteriormente se centrifugé a 2 000 rpm por S min, se tomd
entonces S00 ul de esta muestra y se le affadi® 280 pl de una
solucién de acido peryddico O.04N en HxS0a. ©. 125N, dejandola
reposar 20 min a temperatura ambiente. Se afladieron 250 pul
de arsenito de sodic al 2.6% en HC1 0.SN, hasta desaparecer
el color café formado, enseguida se adicionaron SO0 pl de
acido tiobarbitarico al 0.6% y esta solucien se dejé a 100°C
por 15 ming por daltimo se afadi6o 1 ml de dimetilsulféxido en
caliente y se leyd a S4B nm (&3).

6.~ EXTRACCION DE t IPOPOL ISACARIDO D Salmonella t i_0901

Como para los cultivos celulares fue necesario tener un
testigo de LFS, se realizé la extraccion de éste por el
método de Westphal-Fann (fenol-agua) de la siguiente forma

(633,

Se inoculé Salmonella typhi en matraces con 100 ml de
caldo soya tripticasa por 4 haras a 3I7°C. Después se paso a
un botellén con 1 500 ml de este mismo medio y se cultive en
agitacion por 8 horas a 3I7°C & 2 000 rpm. Al final se
cosechd centrifugando & & 000 rpm por 10 min. lavando dos
veces con SB8F. BSe juntarqn las pastillas y estas se
coleacaron en una caja de Fetri a la cual se le adiciono

acetona al ras de la caja, se dejd¢ evaporar completamente (3

31



dias) quedando asi listas las bacterias para la extraccion

de LFS.

A 20 g de bacteria desecada se adicionaron 360 ml de
agua y se calent® a 68B°C en bafio ﬁaria. Se agregbd, entonces,
el mismo veolumen de fenol al 90% precalentadoc & la misma
temperatura, adicionandolo lentamente y agitando

vigorosamente por 15 min.

Después de agregar todo el fenol, la solucion se dejé de
10-15 min & esa temperatura. Enseguida, se enfrid a 10°C en
bafio de hielo; se centrifugd a I 00¢ rpm por 3JI0 min
formandose asi tres fases: una acuasa, una fendlica y un
residuo insoluble. Se recolectd la fase acuosa y al resto de
la solucion se le adiciono el mismo volumen de agua inicial,
repitiendo el procedimiento de extraccion fenol-agua dos
veces mas. Las fases acuosas se juntaron para dialicarlas
contra agua destilada a 37°C por 4 dias con cambios

constantes. La solucion dializada se ultracentrifugé a 80

2

00 g por T horas. lLa pastilla que se formo y gue contenia

LFS se resuspendit en buffer de bicarbonatos.

El contenido de LPS se determind por el método de KDO,

de la misma forma que para las porinas.

Se inoculeo Salmonella en cultivo estacionario durante

4 horas a IT7°C en medio minimo, se transfirio a cultivo
agitado por & horas a T7°C, se cosecho por centrifugacion a

& OOU  rpm a 4°C por 15 min y» se lavd dos veces con una



sa@lucién amortiguadora de TRIS 10 mM pH:7.7 mediante
centrifugacion. l.a pastilla se resuspendid en seis volumenes
de acetona, se dejo a temperatura ambiente por dos haras, se
centrifugd y la pastilla se transfirié a una caja de Petri
hasta que se evaporé la acetona. Las bacterias secas se
recolectaron con una espatula y se conservaron en

refrigeracion hasta su uso.

Se resuspendieron una o dos asadas de la bacteria en
solucibn salina fisiolégica (SSF), ajustando la absorbancia
entre 0.51 y 0.61 a &40 nmy, con lo que se obtuvieron 10%
millones de bacterias/mly se hicieron diluciones para
obtener 5, 25, S0, 100 y 200 mil bacterias por mililitro con
SSF estéril.

8.— METODO DE DBVENCION DE GANGL10S Y BAZO DE RATONES.

Se sacrificaron ratones por dislocacion cervical, hasta
perder los tltimos reflejos (movimiento de las patas
traseras) y entonces se introdujeron en etanol al 70% por 1
min., A continuwacidon, se fijaron con alfileres, en un campo
estéril, por las 4 patas, se hizo un corte en la piel y se
disectd ésta del resto hasta dejar al descubierto los
misculos de las patas traseras y delanteras asi como el

cuello.

Con nuevo material estéril, se localizaron los ganglios:
popliteos, ciaticos, inguinales, aiuilares, braquiales,
mediastinales y cervicales; se disecaron y se colocaron en

una caja de Fetri com RPFMI  comoleto con gentamicina 100



Hg/ml adicionada al momento (100 pl por cada 10 ml de

medio) .

Fara la obtencioén de bazo, se colocé al rateon de
costado, se hizo un pequefio corte en el hipocondrio
izquierdo y se introdujeron unas pincas hasta el bazo, se
corté ahf y se separd, teniendo cuidado de no tocar los
intestinos al momento de cortar. Se colocd en RFMI igual que
como se hizo para ganglios.

9.- OBTENCION DE CELULAS, TRATAMIENTO Y CULTIVO.

En una campana de flujo laminar, los 6rganos obtenidaos

se pasaron a otra caja de Fetri que contenia un tamic de

organdi de # 4 cmy, con poro de aproXximadamente 100 pm,

embebido en 8 ml de solucién de Hanks® a la cual se le
adicioné gentamicina al momento (100 pul/10 ml de Hanks')., Se
envolvieron los ganglios y 1los bazos en el tamiz y sge
sellaron con unas pinzas: a continuacién, con un ‘émbole de
jeringa de 10 ml se frotd sobre el tamic para disgregar el
tejido y liberar las células al medio, dejando dentro del

tamiz detritus y tejido estructural.

Al fipalizar de tamizar, con otras pinzas se exprimnio el
tamiz al maximo y se desecho. E1 contenido celular se
colectd con una pipeta Fasteur en tubos de plastico de 10 ml
{(Costar). A 1l&a caja de Fetri se le adicioné 1l ml mas de
Hanks’ para lavar y recoger las células restantes. Hecho
esto = centrifugaron células de ganaliec y bazo, de la misma

Torma, @ 2 000 rpm potrr 10 min  a temperatura ambiente; se
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decantd el sobrenadante (e flamed antes y después de hacer
esto) y 1a pastilla de células de ganglios se resuspendid
con B ml de Hanks' y se centrifugd de nuevo comn antes. Para
la pastilla de células de bazo, se resuspendid en i ml de
una salucion de clorura de amonio-Tris para lisar
eritrocitos, se dejd reposar por | minuto y se adicionaron 7
ml de Hanks’' para seguir el mismp procedimiento de lavado

que con las células de ganglio.

Finalizados los lavados, las pastillas se resuspendieron
en & ml de RFMI completn, se tomaron 10 gl y se diluyeron
con 90 pl de azul tripana. De esta mezcla se tamaron 10 gl y
se colocaron en una camara de Neubauer para contar las
células (&&).

10.~ DETERMINACION DEL NUMERD DE CELULAS Y LA CONCENTRACION
DE_CONCANAVALIMA A.

Fara determipar tanto la concentracidn O6ptima de
estimulacion de concanavalina A como el numerc adecuade de
células por pozo de microcultivo se emplearon ratones NIH
normales, sin  inmunizar, de los cuales se obtuvieron los
ganglios ¥y el bazo y las células fueron extraidas como se

desctibié antes.

Inicialmente se hicieran diluciones de la suspension
celular en RPMI completo para tener 10%, 2:10% y 5Sxi0®

células por pozo (180 pl de volamen por paozol.

Se llenaron poros con estas cantidades de células y se

adiciond concanavalina A & las siguientes concentraciones:
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11,— DETERMINACION DE LA DOSIS OPTIMA DE PORINAS PARA LA
ESTIMULACION DE t.0S LINFOCITOS,

En este experimento se usaraon ademas de tratanes
normales, ratones inmunizados (lotes de I animales) con
Salmonella typhimurium acetonizada en las cantidades: S
mil, 25 wmil, SO wil, 100 mil y 200 mil bacterias por
mililitro (en un volumen de 0.5 ml) o con porinas (lotes de
2 animales) de la misma bacteria en Adyuvante Completo de
Freund a wna concentracian de 100 ug/mly l1la bacteria
completa via intraperitoneal mientras que las porinas en 165

cojinetes plantares de las patas traseras y delanteras.

Otros lotes de ratones fueron inoculados con SSF astéril
como testigos de Salmonella typhimurium ¥ S8F-adyuvante

como testigo de porinas.

Después de 7 dias de inmunizacién, se sacrifico (de la
forma ya mencionada) un animal de cada lote y se hizo el
mismo procedimiento de obtencién de células de bhato vy

ganglios.

Las células fueron cultivadas en presencia de porinas de
Salmonella typhimurium, Salmonella typhi y Escherichia coli
a las siguientes concentraciones (igual para las I cepas):
2, 5, 10, 20, SO0, 10O vy 150 pg/ml. Se incluyo el control
positivo de con A. También se incluyeron cultivos con LPS de
Salmonella typhi 0901 a concentraciones equivalentes al
porcentaje de contaminacidn de los preparados de porinas. De

esta forma, se manejaron las siguientes variables: ndmero de
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bacterias, células de bazo inmune y testigo. celulas de
ganglio inmune Yy testigo, concentracion de porinas de tres

bacterias y concentracicén de LFS.

Los cultivos se mantuvieron por 120 horas (3 dias) y la
adicién de timidina tritiada, asi como 1la cosecha se
realizaron igual que como en 21 experimento anterior. La
activacion de les linfocitos se determing como la proparcion
de cuentas pot minuto obtenidas en los cultivos estimulados
con paorinas comparadas con los cultivos sin estimule. Asi
misma, se compard el nivel de estimulacion logrado con las
porinas de las tres cepas udtilicadas. teniendo como
referencia que los ratones inmunes fueron incoculados solo

con Salmonella typhimurium.



RESULTADOS.

1.-ESTIMULACION DE LINFOCITOS POR_CON A.

En 21 cuadro 1 se presentan los resultados de 1la
estimulacion de 1linfocitos de ganglio v baczo por con A. El
mayor numero de cuentas potr minuto se encontrd con S pg/ml
de con A para 200 y 500 mil células, aunque para células de

bazo no fue tan claro. Este cultivao se mantuvo por 72 horas.

En el cuadro 2 se presentan los resultados cambiando
unicamente el tiempo de cultivo. Con 100 mil células por
pozo no se presenta estimulacion sobresalienta. pero con 200
Q con S00 mil células por pozo hay una estimulacion con 5

ug/ml que se diferencia del resto.

En 21 cuadro 3 se presentan los resultados de la
estimulacion con las concentraciones de concanavalina A
reducidas a © a 20 pg/ml y con un lapso de culfivo de 120
horas. Las concentraciones de con A mas eficientes fueron
10 y 20 pg/ml en 1as cultives con 200 mil y SO0 mil células
por pozo. En los cultivos con 100 mil ceélulas por paozo,
definitivamente, la estimulacion fue muy baja para

cualquiera de las concentraciones de con A estudiadas.



CUADRD 1
ESTIMALACION DE LINFOCITOS CE RATON NIH POR CONCAKANAVALINA A
CELULAS DE GANGLIO

CONCENTRACION DE CONCANAVALINA A (yg/ml}

NUYERD DE CELULAS 0 5 % <0 100
POR POI0 {Incarporacién de H-TOR, CPM}
L] 0 7h ST 22 S5 LB 149t M
200,000 2,309 £ 1,726 4,416 ¢ 1,889 213% S5 A10 £ 319 196 £ 47
+ 2 t BT SI2£317 B S8 3T+

CELILAS DE BAZD

CONCENTRACION DE CONCANAVALINA A (pg/al)

NUMERD DE CELIRAS O § 3 & 100
POR PO20 (Incorporacién de H-TOR, CPM)
100,000 15+23 1,099¢ A5 1,29 ¢ 59 750 £209 1,351 £ 217
200,000 A1+ W B2 10 28+ % 33WE N 2: Y
500,000 765 £ 276 1,461 £ 1,39 2,670 £ 1,600 B0t 9 M N

Se obtuvieron ganglios linfilicos y bazo de ratones NIH noreales de 10 a 12 sesanasde edad. Se
cultivaron de 200 a 500 ail células en pozos de sicrocultivo, por sextuplicado adicionand distintas
concentraciones de concanavalina A. El cultivo se di6 por tersinado a las 9b horas, 1B horas antes se
agregé ! uCi de 3Tdr por pozo, la incorporacidn del material radiactivo se deteraint en un contador
de centellenc. Los resultades sa encuentran expresados en cuentas por sinuto ! error estandar,



CUADRD 2
ESTIMRACION IE CELULAS LINFOIGES OE RATON NIH CON CONCANAVALINA A
CELULAS DE GANGLIO

CONCENTRACION DE CONCANAVALINA A (ug/al)

HUMERD DE CELWLAS [} H -] 0 100
PR POD {Incarporacién de H-TGR, CFM)
100,000 2t 376 38T 2,129 695238 4162 154 3WE 1S
200,000 1,120 & 346 29,425 : 5,082 W £120 102+ & aTE &0
1 t 665 SNLETEI.ET2 I3t 2 13t 11 1,463 % 1,592

CELWLAS DE BAZD

CONCENTRACION DE CONCANAVALINA A {pg/al)

NUERD DE CELWAS 0 H e 50 100
FOR POI0 {Incorparacién de H-TOR, CPM)
100,000 IM4: 23T ML+ 76 18TE R X r T W B
200,000 1,92+ 1,218 5,964 £2,08 IB* 6 173 ¢ 3 158% 1
500,000 I,417 £ 2,071 41,333+ 3,850 357t &8 7,701 £ 4,178 198: 33

a1

Se obtuvieron ganglins linfdlicos y bazo de ratones NIH norsales de 10 a 12 semanas de edad. Se
cultivaron de 100 a 500 ail células en pozos de microcultivo, por sextuplicado adicionando distintas
concentraciones de concanavalina A, £} cultivo se di6 por terminado a las 120 horas, 18 horas antes se
agregd 1 uCi  de JHTdr por pozo, la incorparacitn dal saterial radicictivo se detersiné en un contador

de centelleo. Los resultados se encuentran expresados en cuentas por minuto & el errar estandar.



CUADRG 3
ESTIMLACION UE CELLLAS LINFOIDES DE RATON NIH CON CONCANAVALINA A
CELULAS LE GANGLID

CONCENTRACION TE CONCANAVALING A (yo/mi)

MMERD TE CELULAS [ t M 10 2

PCR POZ0 {Incorporacifn de H~TOR, CPM)
100,000 I3 & 180 485+ 112 1,874 % 323 3,644 & 359 14,835 & 15,508
200,000 2,201 £ 1,770 1,228+ 163 4,003 % 422 12,090 ¥ 1,406 20,180 % 1,001
500,000 1,250 ¢ 231 4,885 % 1,837 Thb1 % 12,072 52,917 £ 5,847 5,265 ¢ 3,49

Se obtuvieron ganglics linfilicos de ratones NIH norsales de 10 a 12 sesanas de edad. Se cultivaron de
100 a 500 @i} células en pozos de microcultivo, por sextuplicado adicionando distintas concentraciones
de concanavalina A, El cultivo se dié par terminado a 1as 120 haras, 1B horas antes se agregs | pli de
IHTdr por poza, [a incorporacidn de saterial radicéctivo se detersmind en un contador de centelleo. Los
resultados se encueniran expresades en cuentas por ainuto ¢ el error estandar,



—ANAL ISIS ELECTROFORETICO DE ' AS PORINAS.

En la figura anexa se auestra el corrimiento
alectrotorético de las porinas obtenidas de las tres
bacterias empleadas, después de ser separadas del resto de
proteinas de membrana eikxterna por filtracion =2n gel. Se
observa que corrieron =ntre los marcadores de peso molecular
de 71 y 45 Kd, manifestadas como un conjunto ae tres bandas,
aungue mucho mas visibles las porinas de Salmonella
typhimurium. Empleando la tincién ae plata, aue =2s SO0 veces
mas sensibls que la tincion de Coamassie, se abservo atra
banda de proteina (en los zarriles de las pnorinas de las
tres cepas), muy tenu2 que solo fue visible dejando revelar
por tiempo prolongado con 1o que las bandas de las porinas

se intensiticaron aun mas.
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. —ESTIMULACION DE_LINFOCITOS POR PORINAS,

En =21 cuadro 4 se muestran los resultados . de los
cultivos de celulas de ganglios linfaticos en presencia de
porinas de Salmonella typbimurium, Salmonella typhi vy
Escherichia coli. En este awperimento las ratones fueron

inmunizados con Salmonella typhimurium acatonizada. habianda

determinado previamente S0 mil bacterias par via
intraperitoneal como la dosis inmunogenica dptima. En 2l

cuadro @ se incluyen los testigos de con A y LPS.

Para las porinas de las tres cepas de bactarias, los
valares de estimulacion ne presentan ninguna tendencia de
una concentracisn dptima (maxima) de perinas, como sucede
con el mitdgeno con A. Las valores de estimulacion obtenidas
entre 2 y 20 ug/ml de porinas de las tres cepas fueron muy

similares., Sin  =mbargo, arriba de SO ug/ml los resultados

fueron inconsistentes.

A pesar de que los ratones fueron inmunizados con
Salmonella typhimurium, 1a proliferacien en respuesta a las
porinag de las tres cepas fue muy similar. En 21 cuadro & se
prasentan los resultados de la estimulacion de células de
baro con porinas de las tres cepas bacterianas, de la misma
forma que el experimento anterior. Las valores en cuentas
por  minuto san  mucho mas elevados en todas las
concentraciones can las tres cepas, comparadas con las

células de ganglios.
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Las porinas de las 2 cepas estimularon la oproliferacion
celular a tedas las coneentrsaciones =n  forma muy similar.
Asimismo., la dosis Sptima para las tres cepas Tue de 20

ug/ml .

En el cuadro 7 se muestran los resultados de la
estimulacion de linfocitos de bazo con parinas de las tres

cepas de bacterias.
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CUADRD ¢

RESPUESTA L€ LINFCCITOS FOR FORINAS  (GANGLIOS)

PORINAS SALMONELLA TYPHIMRIUM SALMONELLA TYPHI ESCHERICHIA COLI

(pa/al) THNMUNE CONTROL INMUNE CONTROL IMNNUNE CONTROL

2 %,800% 777 1,450 £ 189 4,197 ¢ 223 L3+ T 5,09 ¢ 1,283 3¢ U3
3 5,05: 542 L,IB3 4716 3,845+ 295 2,247+ 712 2640t 791 1,516t 182
10 3,167 & 704 2,113+ 747 3,800+ 560 2,300+ 475 1,747+ 238 1,006 % 423
20 4,093 & 704 1,080 £338 5,763 ¢ 137 3,173 £1,335 1,887 ¢ 4t Mo+ 223
S0 1,797% 714 Bl 1S9 4,443+ 458 2,170& b6 596 : 2% 1,704 8O3
100 5,263 £ 1,943 1,500 + 665 9,183 * 2,660 7,076 & 4,801 3,205 £ 2,332 13,020 & 8,203
150 770+ 283 2,220 £ 93 5,917 £ 2,309 5643 £ 1,274 91Tt 4y L076¢ 104
RESFUESTA DE LINFOCITOS POR FORINAS  (BAZD)
PORINAS SALMONELLA TYPHIMURIWM SALMONELLA TYPHI ESCHERICHIA COLI

{pg/ml} ITNMUNE CONTROL INMUNE CONTROL INNUNE CONTROL

TH 6,080 & 588 4,560 ¢ 974 473 : 408 5,220+ 195

40 5,404 + 534 592+ 990 7,22¢  I9 3,56t b

4051 10,183 £ 2,352 3,350+ 808 G410 % 1,095 J 40+ 05
0

2 8,803% 186 H

¢

L3

+ 4175 8237 1,339 7,760 428 3,303 434 10 130
+

¢

b4

4
Si,7: 43I 3
10 12,507 £ 993 4,
20 13,503 ¢ 483 ¢4,

1 2,940 1,493+ 487
[ 13,954 19,330 ¢ 7,752
4 947 14,623 £ 12,689

9 9,737+ BB

WA 940t 0 9,457 ¢ 9IS 10,663
100 12,817 ¢ 3,895 Ty

,486 25,414 £ 5,354 26,843 ¢ 10,207 30,
168 10,967 £ 804 2,875 ¢  5%0 2,867

-
e e iy

1

Se inmmzoun ratén de 10 semanas de edad con Salsonella typhimurius, 50,000 bacterias inactivadas
por acetona, por via intraperitoneal sin adyuvante, 7 dfas después se obtuvieron los gangles
linf&licos y bazo y se cultivaron 200,000 células por pozo, adicionando diferentes concentraciones de
porinas de Salsonella typhisurius, Salsonella typhi y Escherichia coli, se incluyeron come control
células de ratones no inmunizados,  Los resultados estan expresados en CPM promedio ¢ el error
eatandar.
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CUADRD S

ESTIMAACION TE LINFOCIYOS FOR CONCANAVALING A

CCHCENTRACION EE CONCAMAVALINA A (yg/al)

TIPD [E CELWA ! § 10 20 20
{Incorporacitn de H-TCR, CPW)

BAZO NORMAL 40,046 & 6,160 88,027 * 31,363 131,220 £12,437 2,257 ¢ 1,008 1,227 ¢ 247

BAID INMNE 14,199 £ 2,504 25,500 £ 960 104,257 + 4,bb) 21,720 £ 1,48 2,597 £ 257

BAID NORML. 7,527 & 1,081 63,777 ¢ 8Ot 122,370 + 5,989 (40 471 2,320 % 442

BAIO INMMNE 13,140 £ 784 45,047 ¢+ 3,081 71,923 £ 4,838 4210 K25 IS

ESTIMAACION DE LINFOCITOS FOR LIPOPOLISACARIDG

CONCENTRACION DE COCMCRNAVALINA A (ug/ald

0.00¢ 0.01 0.1 3 10 0
{Incorparacién de H-TOR, CPM)

BAZ0 NORMAL 3,597 & I8 3,880 t 102 33,887 ¢ 5,208 3,593 ! 9 1,493 £ 925 &3 £ 154
{B’Z;Di 1[!?”{ 7,567 ¢ ol2 4,660 ¢ 1,178 4,A73 E 1,297 7,557 % 1,956 2997 135G BW £+ 089
;Z;D_ ;‘IZ;MN. 3,003 & 487 1,97 ¢ 26 1,070 2 87 £, 407T% 202 1,087 £ b1 9T LIk
B“;:l!ll)3 %MT& 4,50 & 43 2,303 ¢ 72 331,073 4,016 1A 4T3 E 136 1,A83 £ 706
1,729 £ 348

Se inmunizé un ratén NI con Salsonella typhisurium tratada con acetona, 350 ail bacterias por via
intraperitoneal sin adyuvante, con el objeto de evaluar la respuesta poliferativa contra porinas. Para
establecer la viabilidad y el efecto de} lipopolisacdrido contaminante en las muestas de proteinas de
mcabrana extemna, sé cultivaron 200 @il células de ginglio o bazo adicionando concentraciones
nitogénicas de concanavalina A o lipopolisacérido de Salmomella tvphi. E) cultivo se suspendid al
quinto dia, dieciocho horas antes se agregh I pCi de JHTdr por pozo y la incorporacidn del saterial
radiactivo se detersinG en un contador de cenfelleo, los resultados se encuentran expresades en
cuentas por minuto & el error estandar. Se incluyen controles de ratoces no inmnizades con
Salsonella typhisurium, cuyas células se cultivaron frente a distintas concentraciones de porinas.
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CUADRD &
REEPUESTA IE LINFOCITOS FOR PORINAS  (BAID)

PORINAS SALMOMELLA TYPHIMURILM SALMOMELLA TYPHI ESCHERICHIA COLI

(ig/al) INNUNE CONTROL INMUNE COMTROL IMMUMNE CONTROL
&T5 51,390 £ 10,300 S.33 £ 795 67,576 £ 13,808 777 & 19t
99,870 £ 18,698 1,00 £ 21 119,976 £ 10,898 3T : B
10,0855 95 11,959 26,801 3,35 3,195 76 £ 409 TASEl : 2,413 T3¢ 43
84,230 £ 13,535,964 £ 1,655 118,953 £ 11,998 2,783 £ 693 136,947 £ 17,09 404 £ 178
SO S0 L 4,198 1476t A0 W407 & 8,432 6,143 £ 300 112,723 & 11,49 SR ¢ 318
100 49,781% 5,031 877+ 387 4,298 ¢ 6,005 10,173 £ 923 75,023t 5,23 IS0 ¢ 45

2,03 7,67 7,006 ¢
B30 £ 4,43 7,726 £ 1,958

BSuww

Sa inmumzoun rattn NIH de 10 semanas de a2dad con Salaonells Typhisuriue, 20,000 bacterias
inactivadas paor acetona, por via intraperitoneal sin adyuvante, 7 dias después se obtuvo el bazgy se
cultivaron 200,000 cdlulas gor pozo, adicionando diferentes concentraciones de porinas de Salmonella
typhisurium, 3Salsonella typhi y Escherichia cali, se incluyeron com controles células de ratones no
ineunizados. Los resultades estan expresadas en CFM prosedio : el error estandar.
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CUADRD &

ESTIMALACION DE LINFOCITOS FOR CONCANAVALINA A (pg/al)

CONCENTRACION [E CONCANAVALING 4 lyg/al)

TIFQ OE CELWA ¢ t M 10 i
30
{Incorporacitn de H-TOR, CFM)

BAIO NORMAL 2,092 + 1,079 87,454 * 30,387 (12,508 £ 18,406 99,144 & 19,732 101,603 & 9,71b 39,407 ¢
12
BAZD INMNE 1,120 ¢ 430 14,143 ¢ {,533 38,843 ¢ 1,433 4,267 £ 7,868 32,808 £ 12,189 1,993 %
Bt

ESTIMLACION DE LINFCCITOS POR CONCANAVALING A

CONCENTRACION D€ LIPOPOLISACARIDG (ug/ul)

TIFD LE CELILA 0,001 0,01 0.t { N 10 20
{Incorporacién de H-TOR, CPM)

BAZD NORMAL 109,617 % 9,012 72,628 * 15,705 83,003 £ 14,649 73,847 £ 31,358 112,007 £ 76,005 111,473 ¢
4,39 83,243 $10,535
BAID HNMANE 2,417 ¢ M5 2,417+ 545 §,143% 1,980 5,000 ¢ 2,054 8,933 £5,185 4,107 ¢
L8 3t 2

Se insunizd un ratén NIH con Salsonells typhisuriue tratada con acetona, S0 ail bacteriis por via
intraperitoneal sin adyuvante, con el objetivo de evaluar la respuesta proliferativa contra porinas.
Para establecer la viabilidad y el efecto del lipopolisacérido contaminante en las amestras de
protelnas de sembrana externa, se cultivaron 200 ail celulas de pénglic o bazo adicionanda
concentraciones mitogénicas de concanavalina A o lipopolisacarido de Salsonella typhi, El cultivo se
suspendid al quinto dfa, dieciocho haras antes se agregé ! yCi de JHTdr por pazo y la incarporacitn
del saterial radicdctivo se determind en un contador de centelles, los resultados se encuentran
espresidos en cuentas por minuto. Se incluyeron contrales de ratones no inmunizades con Salmonella
typhisurium, cuyas ctlulas se cultivaron tasbidn frente a distintas concentraciones de parinas.



CUADRG 7

RESPUESTA DE LINFICITOS FOR PORINAS  {BAIO)

PORINAS SALMDMELLA TYPHIMURIL SALMDNELLA TYRHI ESCHERICHIA COLI

lug/al) ITNNMURE CONTROL INMUNE CONTROL INMUNE CONTROL
2 TR0 %7 MO27,1602 2,306 6MI A8 T4EAT L LI 5153 % B4
S 0,493 £ 1,637 56,5132 W7 L6, W7 14,719 5,977 % A7 15883 r MUT 5,40 : iR
10 34,294 £ GBS 13,427 & 472 30,073 & 7,021 1,493 %G8l 19,507 ¢ 527 4,877 ¢ 7B2
20 32,73 & 2,748 14,075 £ 1,723 20,873 1,568 10,83 & 1,28 16,040 & 816 4,225 % S03
S0 16,472 £ 3,389 10,007 £ 301 30,194 & 512 F,H30% &4 19,984+ M5 5,93 £ 1,000

106 39,917 & 1,436 (7,153 & 298 31,390 £ 5,281 23,770 & 4,71} 5,675 £ 3,387 12,780 * 5,05

10 2,617+ 392 7,738+ 528 U977+ 303 7,203+ 388 37,399 £ 2,025 15,013 & 1,002

ESTIMALACION [£ LINFOCITOS POR PORINAS (GANGL.IOS)

PORINAS  SALMONELLA TYPHIMRIUM SALMONELLA TYPHI ESCHERICHIA COLL
(pgfal) INMUNE CONTROL INMUNE CONTROL INMUNE CONTROL
2 14,997 £ 1,703 9,068 ¢ 1,741 10,780 192 4127 ¢ BO1 9,774 1,399 7,385 % WS
S (2,570 & 1,189 10,528 £ 2,124 10,2265 W4 BT £ L, 57T 1,15 AT+ 144
10124077 2 4,732 —~ 10,99 ¢ 1,264 -——— o 5,717t TH -~

30 13,413 £ 1,539 21,344 £ 1,008 (3,088 & 1,006 14,293 ¢ 3% 4397 ¢ 454 B0 0%
N 2237 : 109 3,58 £ 1,006 19,472 £ 1,938 18,273 ¢ 223 5327 ¢ 327 10577 £ 5,103
100 2,267 ¢ 289 -~ o 5,510 % 1,480 e e 30108 82 —— -
150 2,43: 338 3589: 439 5,983 % 488 12,756 £ 2,645 4,200 % 1,405 6,087 % 4,898

Se insunizbun ratén NIH de 10 semanas de adad con porinas de Salsonella tuphisurium, 100 yp en
adyuvanta cospletq, en los cojinetes plantares, 7 dias despuds se obtuvieron los ganglios linféticos y
el bazg y se cultivaron 200,000 células por pozn, adicionande diferentes concentraciones de porinas de
Salsonella typhimurius, Saleonella thghi y Escherichia coli, se incluyeron como testiges cdlulas de
ratones que recibieron ACT y 88T. Los resulbados estdn expresadus en CPX prosedis * el error estandar.
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CUADRD 8
ESTIMWLACION DE LINFOCITOS POR CONCANAVALINA A

CONCENTRACION [E CONCANAVALINA A (pg/al}

TIPQ DE CELWA ] 10 2
(Incorporacién de H-TOR, CPM}

BAZD HORMAL 5,337 & 1,872 24,377 £ 2,954 55,640 ¢ 5,078
BAIO INMNE 21,290 £ 2,570 40,847 ¢ 968 SB,947 ¢ 3,569
GANGLIO MORMAL 5,253 2 {,632 M, N7 ¢ 637 97,793 ¢ 1,880
GANGLID INWMNE 2,403 £ §25 85,233 5,331 14,950 £ 7,292

ESTIMILACION DE LINFOCITOS FOR LIPOPOLISACARIDD

CONCENTRACION [E CONCANAVALINA A (yg/al}

TIPO D€ CELLLA 0 t H 10 20
{Incorporacitn de H-TOR, CFM)

BAZD MORMAL 5,357 £ 1,672 4,5} £ L, M5 5493 M6 JH07+T41 97t 148

BAID INMNE 21,240 £ 2,570 21,090 ¢ 5,320 25,440 & 3,025 16,837 £ 372 11,090 £ 2,743

GANGLIO NORMAL 5,253 £ 1,632 11,227 ¢ 734 4597 ¢ 547 M3 115 37 W

GARNGLID INRAE 2,403 % 525 2,979% 1,280 1,323+ 140 ROt M4 IH/E F

Se inmunizé un ratén NIH con porinas de Salmonella typhisurius, 100 pgen ACF, en los cofnetes
plantares con el fin de evaluar la respuesta proliferativa de ctlulas linfoides. Para evalur la
viabilidad celular y el efecto del lipopolisacirido contaminante, se cultivaron 200 mil ctlulas de
bazo o ganglis por poo, adicionando concentranciones eilogénicas de  concanavalina A o
lipopolisaciride Salmonella typhi (901. E1 cultivo se suspendi6 al quints dia, dieciocho horas antes
se agregd 1 yLi de 3MTdr por pozoy la incorporacién del material radioactivo se detersiné en un
contador de centellea, los resultados se encuentran expresados en cuentas por minuto £ 2l error
estandar, Se incluyeron testiges de ratones que recibieron SSF en ACF, cuyas ctlulas se cultivaron
tasbién frente a distintas concentraciones de parinas.



La diferencia =2n g@ste =uperimentn 2s que los raton2s tueron

inmunizados con parinas y no con la bacteria completa.

Todas las concentraciones da porinas de las tres cepas
bacterianas =astimularon la proliferacion de linfocitas.
Hasta 20 gg/ml, para las tres cepas. cualguier concentracion
estimula la protiferacion celular 2n el orden descendente:
S. typhimurium, S. typhi v E.coli . Arriba de 20 pg/ml la

agtimulacidn mavor se invierte.



W

DISCUSION

El presente trabajo se llévb a cabo con la finalidad de
analizar la capacidad de las porinas de 8. typhimurium de
inducir una respuesta inmupe de tipe ce2lular especitica.
Para ello se emplearon porinas de 8. typhimurium obtenidas
por el métode de Nikaido y cromatografia de exclusidén

molecular (filtracidn en gel).

Se analizo la respuesta proliferativa de células
linfoides derivadas del bazo y de los ganglios linfAaticos de

ratones inmunizados y de grupos testigo.
Los principales resultados son:

1.~ Las porinas san capaces de inducir la proliferaciodn
in _vitre de linfocitos murinos de los ratones inmunicados
(tanto con la bacteria completa como con porinas), pero no

en aguellaos de los grupas testigo.

Z.~- E1 LFS contaminante en las porinas no influyo

importantemente en esta respuesta.

3.—- Las porinas derivadas de otras bacterias Gram—
negativas ( S, typhi vy E. coli ) indujeron una respuesta
proliferativa por 1los linfocitos de ratones inmunizados con

S. typhimurium

Estudios previos han demostrado que la transferencia

pasiva de. linfocitos contra antigenos de S. _typhimurium

confiere resistencia a ratones no inmunizados (S4). Nuestros



resultados indican que las porinas inducen oroliferacidan
celular. No obstante el rango amplio de concentracionas de

porinas, todas mastraron un nivel semejante de estimulacion.

A pasar de tener =stimulacion de linfocitos con LFS
purificada, este efecto no fue aparente en los cultivos
estimulados con FME~LFS, el cual, sin duda, genera
proliferacison celular de linfocitos taotales, in vitre con
valores de CFM mayares que los generados por LFS sola. Lo
anterior, indica que la proliferacién obsarvada dependid
predominantemante de linfocitos T, ya que estos no
proliferan in vitro en respuasta al LFS, a diferencia de
lo que ocurre con los linfocitos B. La obtencidn de FME poer
al método de Schnaitman contienen de 7-10% de contaminacidn
con LFS, Por el métoda de Nikaido la contaminacidn disminuye
a menos del 0.054. 8Sin embargo, aun con esta concentracion
infima de LPS, el sistema humaoral del ratén genera

anticuerpos @specificos contra dicha molécula (Ié&).

Los perfiles electrofordéticos de las porinas de las 32
cepas confirman las semejanzas biodguimica & inmunogénica
encontradas entre estas, sugiriends un origen ancestral
comGn (34). Takunaga (67) y Lee (&8) encontraron secuencias
de aminodcidos en comin entre las porinas de E.coli vy
S. typhimurium. El analisis de sus secuencias de nucleatidos
en dande hay una similitud de hasta S04, confirmo dichos

hallazgos.

(i

(L}



Coincidente con  lo anteriaor, se encontra similitud
antigénica, demostrada en los’ experimentas de groteccidan
activa y pasiva en @l ratan, donde los anticuerpos generadas
contra porinas de 8. _typhi, aque protegen al reta con la
bacteria homolaoga, fuaron también pratectores al reto con

S. typhiaurium . En laos 2xperimentos de estimulacian in

@

vitro , las linfocitos de& ratones inounicados con
typhimurium respandieron contra las porinas derivadas de

las tres cepas en fTarma muy similar.

La similitud antigénica ha sido demastrada en
sxparimentos de prateccion activa y pasiva en 21 raton,
donde ios anticuerpos genarados contra porinas de
Salmonella typhi que protegen al reto con la bacteria

homdloga, fueran también protectores al reto can Salmonella

typhimurium . Sin  embargo, mediante a2l mé todo de
inmunotransferencia se demaostird que tales anticuerpos no
recanocen a las porinas de Escherichia coli (I4). Lo
anterior sugiere gue a pesar de haber similitud en el
reconocimiento  de las porinas de las tres cepas por
linfocitaos T, asto no acurtre en =21 case de los linfocitas B,
en los cuales la respuesta parece ser mas selectiva. Dichos
resultados estan de acuerda con las observaciones de que las
epitapes =2n un antigeno reconocidas por wun linfacito T na

S0n 1os mismes que aguellos reconocides por linfociteos B.

E£n bhase a los resultados del presente estudio, as

avidente que las FME inducen wna respuesta sspecifica por



linfocitos {aparantemente linfocitos ™ de ratones
inmunizados con la bacteria total. Les hallazgos no indican,
sin embargo, la capacidad protectora de dicha respuesta.
Fara ello, se requiere de astudios adicionales. mediante
transterencia de linfocitas T derivados de ratones
inmunizados a animales singénicos sin  inmunizar, La
respuesta cruzada contra portinas derivadas de otros Gram-
negativos, sugiere que la inmunizacién con una de ellas
podiria canferir proteccion cruzada contra otras bacterias

relacionadas.



CONCLUSIONES,

ta, Las poripas de Salmonella typhimurium, S.typhi vy

Escherichia coli contaminadas con LPS estimulan la

praolifaracion celular de linfocitos, in_vitro , en un grado

similar,no obstante que los linfocitas provienen de ratones

inmunizados con  S. _typhimurium o con porinas de esta.

2a. La estimulacion cruzada demuestra que axisten
determinantes antigénicos similares en las parinas de las 3
enterocbacterias, reconacideos no solo poar o1 sistema humoral
sino también por el celular, aunque con un patrén diferente

de reactividad.
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