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(\cifio 	pollinosí pico. 

Proteínas de membrana externa. 

r.lectroCoris 	e n 	geles 	de 	poli acrikamida-..dodecil- 

t o 	de 	L»..iciio, 

1'`; 	V. S 	A 	V i A '1' U í`,. A 8 

$.1;1 	 1 	t 	 • (3, 

11. WA 	 o 	 1 	 YJ:A 

11-Z 	 C 	Ft 11 e 	 «dí.4 	!irju:!d 	en 	el 	ratón. 

Acido4 -(i i 	 r "«. 

n t 	 t" nico. 

af- ía 	lícl uida 	de 	alta 	rireiz..)n. 

[:11:til- I] 	T 	n 

Gen 

 

tic 	inintinii»A 	 l mo ne I la 	t y phi fini r I u ¡a. 

LOC U5 	(lie 	eGritrOta 	IU 	rctiebta 	aLPS,' 

Prc t ciii 	 inayor. 

. 	Prot e ín a 	de 	ra 	na 	externa, 

. ni) 	 Proteína • 	 derivbda 	de 	tuberculina. 

• 

•••••••• 

ttfI i' 

31lTd 

• ity 

• KDO 	 Acido 	 t o-3 	e 5 O ;;r: í0Ct t! lánic o. 

IPS  

11,11,1 

• p-1 

adilb AM. 

.s̀ss 

ss, 

ts.,•;>4. 
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I 	r 	135 	• 	''.7; 

11-Wr:Vil) 	t fi 	;.3 rILlo 

con 30 ug e proteína;S ta  

Los 	r tones 	rue 1-  111 n 	 ¿Idos 

#.77 a ti e i 13 

typhj 	y 	piIC 	, 	‘77 	' 	/ a 	I 1111 	y 	t p i 	r 

Los 	espienexito5 	de 	k's!:/tils 	ratory::. 5 	5e 	cibtuvícTt-in 	dia 	pbra 	el • 

e ((y ,z)yo 	de 	prelirer ación 	echilür 	i a 	vitro, 	 tt)iib 	COMO 	¿tí) tig eno 

tz.,rna 	(PME) 	t e 	Salmonella 	typhi 	
sdlina 	vía 

i; t; 	itc 	105 	días 	O 	y 	7 	; 	1:1 	título 	-dk."?. 	L-,:nticuef os 

el 	ocio 	 A 	uwitra 	e; ,-, f-; -1;4ti 	de 	.q- Jimo n2lla 	t y phi „S(11- 

yphi s'II r u in 	Y 	17 c ,s! erichi ,3 	C O 	IPS 	 S a / onella 

S cultivar on 	¿•100000 	 espi nicas polo en malo R1.11 1G40 

y C)7 • 

141'; 	r 	 !a 

-"j A 3/c 	 A /J 

?: s FI 	t. / C  

. 	• 

r fl 5.1 	de • 	S , 	t yphi 	 t p 	uriu 	 col i. 

u', I): ritz3J) t L'Ido 	c(yn 	nt á iil«in 	10 	q 	I , 	2 	p.- merc:-..,:li)t 
 

r 

/6 

J 	 CHe3/Fed 

1.) 	 11 	C3H/HeJ 	x 
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e S 	gr1100 	10 

¿in t igurlr, 

FM iflPflOrk 	50tIlji iro•g; 

vis 1 I 	 11 1 1 i! 	v 

LII1tt HIV:1; 

11 ,1111 .  / 1 / 1 1  10 4 14 41 

Trmegur~r 

L ti 
	

FietIf•P 	tíf 	flPil 
	

11 	l`r,411 L 41!:§ 	1 1 4- 	1111,4 	1F11.  [kr; íl+tt 
	 I I 	 ! 

• COlisatia 	por 	la 	inqes 
	

1 	 (fp 

gr 	n 	(I ti V a 
	

I P7 ont'll 	1 y PI! 
	

!",'H.• 	 in 1. 

anaerobia; 	Prr t f?rd,e,'" t . 	1, 
tIt14 

• 

De 	ar.11Criio 	n 	; ;4  , 
11.4.1.11 

typhi 	per lenece 	cil 	iru1w1.). 	y 	epprivIt ( 	1 	 IJÍN(-fi v ,„ 

rtrulla: 	t.,),1?Vi:(1 ,  ,„., 

	

.., 	.7 .;!. l 1.1 .: 	.,. ,ri 	r 1.1$ 	flil 	ni,  

• Tlioman 	SV i 1 liS, 	f.,111 	W!.i(1), 	fils'',(1.¡I'lí/) 	ily , , 	Hififif.».; 	y 	III ri 1...11rwu:. 	r,f! 	la 

f iebre 	'tifoidea; 	sin 	eriii_Gir(..io, 	di..ii ;nite 	iJi-,,ifi 	 i.'unriinili,'1 	rmii 	r.q 	tifo. 

E/1 	1702 	ftuxhani 	describió 	las 	doro 	rill'rr•liwW•ffil,b,e; 	fphrlier. 	coloo 	Ht)tidii-,?-i 

clínicas 	diferentes: 	lo . 	fiebre 	rititil(fil 	iiHililn:.. 	H'ictl ..r! • 	Lif f‘iilft, ii 	y 

• nerviosa 	lenta 	• ( tifo). 	1.)(miter 	eii 	11i), 	(qi 	'-:!: 	!dm' qlt.illii•illf..1 	"'0.1:11.1r(! 	la 

.. ldertticlad 	y 	1I 	no 	itientia ti 	(it' 	lii.5 	lil1-f.1  

detriostró 	(lile 	1W-1 	1.I;i0rie5 	(IP 	lit 	plaram 	iie 	Pfyer 	y 	.ni.iffulp!.; 	lilltiitieril; 

eran • 	especificas 	de 	lo 	fiebre 	tifoidea. 	''r Iliivi-i 	Nur.,10, 	(:ti 	11;96, 	E.! . str1- 

.bleció 	que 	la 	enferrotWad 	PrI3 	(r. minatilitIa 	a 	1!.,-1 fP5--. 	tte 	nliffiefli (ti.'. 	y 	. 11!..1titt!:i 

•COlitaininaiitn; 	c()n 	lila t e r id 	l'iciil 	fir (ivpiiii-.911:i.• 	IN' 	Uttik`i(Ltil 	eltrr'riii()!,; 

• (:31,3136). 

Eberth, 	en 	1,;t30, 	tleseribi,5ti 	it-i!!*iii•l! 	del 	ti,,...ii..i 	rifTulíliii.'1.1 	pf, 

secciones 	hist ()lógicas 	dc! 	(lalto•-) 	iitlr:'Jliv,- (1... -. 	top!" i ;q•it 1::, 	V 	li, 1 	hi qailto 

. 	de 	pacientes 	con 	Fietn'P 	tirllidulh 	Pf- i?if.  N'u, 	r.ti 	111,P,r,, 	Ii'! i o 	vi 	prinfer 

aislamiento 	delbacilo 	1.-,1 	l'o-lrl ir 	HY 	iirrí.. 



wommilmir 	 " 	 tr. 

4 

En 	1895, 	Widal 	deser ibi 	la 	4.-  (Y, 

suero 	de 	pacientes 

diagnóstico 	de 	la 

t". (in 	1,if -•:, t!!. f! 	, Icifill! , ,,1 	y 	!'.11 	iSidieolIe i 6n 	en 	el 
0. 

enf e r m p (cid 	(,1. 	La 	ilr imnra 	itimiinil i.  u i i'.(1 	e Y ri f.? ri- 

mental 	con 	una 	suspensión 	(in 	 vivos 	 in It I I ,q 

typhi l  fue realizada 

ratones por Bauner 

bacilos muertos con 

en 	conejos 	por 	rran'í PI 	y 	irtulioris 	en 
• 

	

Y 
	

Preiífur 	en 	W:1.7. 	uít,ilvir 	005 t erifwmi:,(11 P 

	

el 	minino 	i.:ir - oroNit o. 	Lo 	noler-ft#t 	irt.ijo 	 (91 

Y en 

nropipi5 

Ingla t erra 

primera vez, 

estas vacunas 

encontró una disminución silnir lea t iv a 	 VI 	morbilidad, 	a.!:,í 	como 	una 

a 	Pfeiffer 	y 	Kolb, 	en 	Aipmonio, 	u 	empli,iii• 	er 	;t97 	por- 

vacunas 
	

ini3C tiy O f.1 OS 	en 	la 	num/pi/ación 	tic 	hipirano!:." 	Cuando 

se 	aplicaron 	en 	tu 	 t o, 	I taba 	y 	Gudtlf rica 	se 

atenuación de los síntomas en los individue5 vi,3cunatios que sufrieron 

la enfermedad (27). 

En 	19251.  • Besr edk a 	propuso 	el 	empleo 	de 	vacunas 	aplicadd s 	por 	yia 

ural l 	hechas • a 	base . de 	bnetrcias 	muerto!,„ 	1,n5 	vacuniu-, 	tfOiíNiS 	era- 
< 

boradets 	con 	bacterias 
	

futer t a 	5;910 er on 	u t ihiu ndo se 	durant e 	clec:odas 

sin conocerse su efek.,1:1 protector real,  ya twe se carecia tic modelos 

animales para probar su eficacia y no se lograba relacionar el efecto 

pro tector 	con 	algún 	indicador 	ser vi 	i c -  o. 

En 	1955, 	bajo 
	

los 	auspicios 	tic 	la 	Organi7aci6n 	Miinfflai 	de 	la 

Salud 	(OMS), 	se 	realizaron 
	

estudios 	de 	campo 	en 	Yugoslavia, • Guyana, 

Polonia 	y 	la 	Unión 
	

Soviú tica, 	con 	el 	f in 	de 	probar 	la 	eficacia 	cle 	ta5 

vacunas 	preparadas 
	

a 	base 	de 	cúlulus 	enter os 	de 	/ tu n 	t yphi 

inac tivadas 	con 	acetona 	(vacuna 
	

K) 	y 	con 	calor-fenol 	(vacuna 	I.), 	Estos 

estudios demostraron que la vacuna 
	

fu ó la mejor y se encont ró que la 

— 	protección 	era 	mayor 
	

t: ti ti n 0 
	aplicaban • dos 	doSis 	(15,32,71), 



ra  

El 	hecho 	de 	que 	las 	vacunas 	wir. oro.  er;iir's 	 en 	ef 07,.,etw; 	colaterales 

ha 	motivado 	la 	búsqueda 	de 	nuevos 	inoomhoenon 	pro t ec t ores. 	Hasta 	la 
Pi 

fecha 	se 	hora 	estudiado 	dof.3 	vacunas 	 nflroini tr an 	per 	i o 	or al 	y 

que se elaboran a base de liacteria,,,, vivtvi. llru (i(: ella5 '.V elabora 

base 	de 	una 	cepo 	de 	Sa Imonell,1 	t 'fftH 	depvndien t e 	(le 	u.,,,t reritornicino  

para 	su 	crecimiento 	y 	otra 	cf (1 	Ulla 	ItIU t Fin I e 	deficiente 	en 

UDP-4-galac tusa 	ertimerana 	( 	de .-iignailL, 	pi.,r 	E; fi-manier 	como 	Tfila 	) 

(30,85), 	Los 	resul I ocios 	051 f.mtidwi 	con 	Pi' 	VIICIMO 	riP,Chil 	ii 	base 	de 

bacterias 	estreptomicina tlepaendii ole 	rtieron 	contradiCtOriO!.-,„ 	ya 	que . en 

algunos 	casos 	no 	hubo 	pro tu.Triún 	(49). 

	

Los 	estudios 	realizadmi 	con 	la 	vacuna 	de 	Germanier 	f. n 	Cgip t o 

• demostraron • que 	protegió 	al 	95% 	de 	la 	población 	vacunarla 	(29,57); 	sin 

embargo, cuando se aplicó en Chile, se encontré) que ron tres dosin 

administradas 	(cápsulas • con 	capa 	en 1 erief,), 	COM 	ervo10,5 
	

O 	 2 

días • 	entre • cada 	dosis, 	solo 	se 	inducía 	pro lección 	del 	51 	al 	GT% 

(26), 

	

Por 	otro 	lado, • 	se 	han 	et',1 udiddo 	 an t llenos 	cica 	►upaerficie 

específicos 	de 	a Iirt onelle 	t y p ti I 	como 	¡u °hable 	andida t os 	VOCU- 

nos 	contra 	la 	fiebre 	I iroidea: 	¡int í geno 	{ionilí t feo 	"O" 	(endu toxina 	y/o 

.Ipopolisacárido), 	antígeno 	flagelar 	191" 	y 	el 	antígeno 	capsular 	"Vi". 

Durante • mucho tiempo se pensó que el mit i geno sorriñ tico "O" 	jugaba un 

papel Importante en lo protección, por lo que se elaboró una vacune a 

base 	del 	oligosacárido 	de 	reoet icffin 	del 	lipopolisaefirido 	(L1,13). 	La 

protección obtenida con esta vacuna Fi» f.'.:.icasa y de corta duración 

• (34,45). 



G 

Con 	r- eSpee t o 	al 	an t í q(..:,  o 	i'l 11,1 'ir. 	"q", 	. 	11,1 	;11" nos tri.11.11I 	uue 	tampoco 
........ 

está 	relacionado 	dice  c aírenteti 	( :Hl 	la 	iwounIclaft 	pr t) t (-,r t e a. 	T ul I y 	y 
p., 

cals. 	(1 9 Ci2) 	observaron 	que 	al 	winuoil „.• .H. 	thilittidnu-t)::, 	4..on 	uno 	cupo 

rugosa 	de 	S. 	I yphi l 	:se 	incluí:. 1 a 	la 	f► y (7)(.1«.:c < n 	de 	i. on clip pos 	contra, 

el 	anti geno 	"H", 	pero 	no 	se 	(lb tenia 	pr tN-ri:yn 	a 	pesar 	de 	tos 	t í t ulos 

altos 	de 	anticuerpos 	entif lagelares 	(115), 

La 	falta 	de 	relación 	de 	los 	on ticuerpo!-', 	ant i- Vi 	r r,ri 	arta 	estado 

inmune 	protector 	ha 	sitio 	denlos r 	ppr 	varios 	invef. iqadores 

(2134,68); 	sin 	embargo, 	otrora 	eni odios 	revelar, 	que 	el 	ant loen° 	"Vi" 

por . sí 	solo 	es 	capa? 	de 	inducir 	protecc ion 	0,73), 

en 	los 	timos 	arnis, 	las 	proteilla5 	de 	membrana 	cx torna 	(phin 	tic 

las • bacterias 	Gram-negativas 	han 	adquirido 	gran 	importancia 	y 	diversos 

investigadores 	han 	enfocado 	sus 	en tutlios 	baria 	el 	papel 	due 	ol!,!wmpulNan 

•-en la relación huésped-parásito, La importancia 	- estas PMC se pudo 

entender 	gracias 	al . estudio 	cita 	mé todos 	espet: í iGus 	que 	pernil t ieron 

Separar 	la 	membrana 	ex terna 	de 	la 	ci t oplasur tuca, 	Miura 	y 	Mizushima 

describieron 	por 	primera 	vez 	e) 	‘,fili-ituitmlo 	I 	membr-  olla 	ex terna 	de 

escherichic 	col' 	empleando 	esf'eropt as t os 	nreparados 	con 	lisozima 	y 

COTA; 	estos 	se 	Usaron 	por 	choque 	05ffió t aro 	y 	posteriormente 	se 	separo 

en • un • gradiente 	de 	sacarosa 	la - membrana 	ex terna 	de 	la 	citoplasma tica 

(52). 	El 	método anterior 	fue 	mottfricado 	por 	Osborn 	con el 	I in de 	dis- 

minuir la cantidad de LPS en las preparaciones de PMC (65). Schnailman. 

describió 	una 	metodología 	que 	evita 	la 	pr ,parani/ n 	e!lf.  eral fastos 	y 

consiste 	en 	el . rompimiento 	de 	las 	bac tenias 	en 	una 	prensa 	francesa, 

seguido 	de 	la 	sedimentación 	de 	la . envoltura 	celular 	y 	de 	la 	solubili- 

- ?ación 	de 	la 	membrana 	citoplasmiitica 	con 	un 	detergente 	no 	it nico. 
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La 	identif iCaCiÓn 	11(? 	 Hit) 

Beles 	tic 	poliacr• ilsirriirl¥i,  

fue Schnaitman 	 el 	pf lrrrf.7rtt 	un 	in f orlo r 	íe 	,:.ch e r I' u i p i Ív 	c o I i 

contenía 	una 	proteina 	principal, 	Id 	cual 	coli!..,ti uia 	el 	70 	„ ,, 	de 	laS 

proteínas 	totales 	de 	la 	membrana 	(77); 	pum 	de!',p ies, 	Ñ 	y 	n I r n- 	inves- 
. 

tigador es 	demostraron 	por 	electr o For (!sis 	un f: 	n 	y e a lidzui 	er itn 	Gua tr o 

(737) 	Settfliit yes 	y 	Henning 	(.le !--,trit+ii-'r fi 	tibJ pl•fl; e ina 	f IIII:i(1 1, que 

electroforéticamente 	se 	pod o 1 	!,,Sel.313c/31- 	en 	'-1 íci;- -, 	il í.) l ul d .:''i 	( iG). 	1“:1w-..ilmente 

se 	sabe que el número de lar, PM r, val- J(31,11y y depende de tu informa- 

ción 	genética 	(le 	la 	bacteria 	y 	Si.1 	eXprPS (In 	fluerie 	verse 	uf ectada 	por 

factores 	tales 	corno 	las 	condlcior es 	de 	cultivo 	y 	temperatura. 

y 	S, 

hirieron 

Los PMC que 
	

han etudiailo 	 i 

t y/)/J¡I71U(`1 U11i. 

Dl Rienzo, Nakaniura e lnouye en 19713 y Osberu y 'do r,rr 19PO, 

una revisión extensa de ellas y las clasificar 	 proteiriab 

cales y menores (20166). 

Las 	pro te nas 	principales 	pueden 	est ar 	expresadas 	con 

100000 copias por cólula y se han descrito alrededor de 

embargo, 	generalmente 	solo 	se 	e \ ItT!',111) 	 Dentro 	fde 	las 

principales 	se 	encuentran: 

Inas de 

10, 	sin 

Pi (Pi e írni 

1) Proteínas matrices o porinos (Omp C, 011ip Di Omp pho 

forman • poros 	tic 	difusión 	que 	permiten 	el 	trasporte 	pasivo 	de 	sustan- 

cias . de 	bajo peso 	molecular 	ti 	trayt s 	de 	la 	me oltIr ano (56). 

2) 	Proteína 	modificable 	por 	e=l 	color 	fflinp 	11.). 	¡fi oluerada 	en 

los 	procesos 	de 	conjugación 	y 	act tia 	corito 	ree ep nc 	para 	rudos 	y 	coliel- 

nas 	(16,17). 	 • 
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3) 	Lipoproteina 	Draun, 	1:1 	 covilentpnwrilt). 	a 	la 

peptidoglicana 	y 	cuya 	Pune:o .1 	t.•!b 	 iw•n mer 	lea 	intetuiiL I 	estruc- 

turol 	y 	funcional 	de 	la 	niendlratili 	u.1). 

En la figura 1 se muestra los componentes de la envoltura celular 

de 	las 	bacterias 	Gram-negativím 	y 	en 	la 	rigura 	P 	la 	o •nanización 	de 
9 

las 	proteínas 	de 	membrana 	ex terna. 

Con 	respecto 	o 	las 	pro te na5 	roen wes 	v,e 	ha demostrado que 	ellas 

intervienen 	corno 	acarreadores 	en 	el 	trani',ort e 	de 	sustancias 	de 	alto 

peso molecular y que están rel inníldas con la división celulnr, Entre 

ellas 	se 	encuentra . la 	única 	prot e í na 	de 	rilembrana 	externa 	nue 	tiene 

actividad 	de 	fosfolipana 	A 	(2.0 1 56,60). 

Debido a la localización de 111S ( I:) ;;obre la superficie de las 

Bacterias 	Grum 	negativas, 	estas 	han 	:,ido 	cow;ideradas 	como 	ant igenos • 

importantes en la inducción de una respueMa inmune protectora, siendo 

tál 	vez, 	las 	Porinas 	las 	proteínas 	r e spnie:',f,t lel 	cíe 	tál 	protección. 

rrasch • y 	cois. 	encontraron 	que 	las 	PIM.; 	de 	ivi5seria 	meningitictiS 

grupo • 13 	eran 	buenos 	intounógenos 	cuando 	se 	inoculaban 	a 	conejos. 	Los 

anticuerpos 
	

anti-PME 	presentaron 	activiond 	bactericido 	in 	vitro 

• mediada 	por 	complemento 	(26). 

Buchanan y • ArKo demostraron que el ami Hieno capaz de proteger a chhn 

pancts 	contra 	la 	ur etri lis 	stonoc6ccica 	e!st.lbil 	presente 	en 	i a • membrana 

•. externa 	de 	Nehiserin 	gonorrhopoe 

Posteriormente, 	demostraron 	que 	105 	pro t e iním 	Ite 	dicho 	memprona eran 

las 	que 	conferían 	la 	protección 	espec i filo 	en 	cobayos 	a 	los 	que 	se 

había 	inducido 	una 	Infección 	gonocórcica 	experimental 	(9). 

• 

1 
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ea respuesta inmune ijennuir 	 r en una intrinelwa r- ("(.1 

interacciones 	celulares 	uue 	 t.tri 	 (.1 e I 	t Je n° 	por 
44 

las 	células 	del 	si tema 	faooei tico 	m 9nutlear. 	Los 	roarroísallo; 	degra- 

dan 	las 	fracciones 	antiglSnicas 	a 	o iltidos 	tic 	menor 	 (94); 

pubso 	por 	un 	proceso 	no 	bien 	definido 	eypre!",an 	estos 	fraoroen t 	inmu- 

nogónicos en su membrana en conjunto ron olieoproteinas 

codificadas 	riOr' 	{lenes 	(Je 	C:141:.it, 	11 	t1P1 	t 	principol 	 ter...tíd.:pulpa- 

tibilidad 	(denominados 	 efl 	el 	ya 	 (Dr, 	D(1 	DR) 	en 	el 

humano, 	Solo 	entonces 	•lne, 	 u);.• 	T 	CfIrrt 	 reconocen 	al 

ant í geno 	e 	inician 	una 	respire ► tti 	contra 	el. 	l espués 	dei 	reconocimiento 

antigónico 	los 	linfocitos 	T4 	son 	activadoz, 	y 	las 	donas 	especificas 

contra 	los 	diferentes 	epitopos 	son 	expandidas; 	como 	consecuencia, 

estas 	CoMas 	secretan 	una 	serie 	de 	fiwl( res 	!',olt ble.1› 	de 	cotininiCación 

celular (linfocinash entre los cuales se encuentra 1L2 cuya función 

principal es actuar corno factor de creCiiiiiento de linfocitos T, Otra 

linfocina secretada por los linfocitos T4 es el interferón gama (92), 

Este 	tiene 	varios 	efectos 	biológicos 	sobre 	diversos 	tipos 	celulares: 

efecto 	antiviral, 	activación 	de 	macróforios 	y 	activacii'in 	iln 	diversos 

genes entre los cuales se encuentran los del 	crin' principal de hin- 

tocompatibilidad. 

Algunos 	estudios 	llevados 	a 	cabo . con 	flainninpita 	typhlinur/um 

indican 	la 	importancia 	de 	la 	inmunidad 	celular 	para 	el 	control 	de . ésta 

Infección. Se ha demostrado que la presencia de inmunidad celular 

(hipersensibilidad 	tardía) 	contra 	antiuellOS 	protr 'icen 	de 	flalmonella 

typhimurium, 	está 	en' 	 directa 	con 	r l 	nivel 	de 	protección 

contra la enfermedad, En un modelo frlijrittO (11.! Fiebre tifni 	Collins y 
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Macilness 	encontraron 	una 	c. t r (":1“.i 	rlqtTJ :ion 	entre 	d e 	r • nilo 	cíe 

inmunidad 	e 	hipersensibilidad 	retardada 	trAn1) 	dpf,put..'1.5 	de 	la 	inmuniza- 
i 

ción 	con 	dosis 	&utile tales 	tic 	S o / ia o n e / / a 	(41,42), 
r"" 

Otros estudios en ratones indican que por medio de transferencia 

pasiva 	de 	linfocitos 	T 	específicos 	con ti. rd 	a n I i( e n Or. 	de 	:Vi-fi/non e I 1 ii 

typhimurium 	es 	posible 	conferir 	re 	 ratones 	nr 	inrouni¿a- 

dos. 

El 	principal 	problema 	para 	el 	es !lidia 	la 	fiebre 	tif oidea 	es 

que S. typhi es patógeno balo en rlhrrrií)n(e Y chirripancos (P3). Debido 

a esto, se tiene al ratón como el mejor modelo experimental,ya que 

presenta una infección natural muy similar a la fiebre tifoidea humana 

( 6 5 11  5 7 ) 

La 	Galmonelosis 	rnurinn 	igual 	que 	en 	el 	oomhre 	se 	tr ansmi te 	por 	la 

ingestión de alimentos o agua contaminados crin heces de animales 

infectados 	o 	portadores 	(81); 	d !spués 	de 	que 	19 	infección 	tiene 	lugar 

por 	vía 	oral, 	la 	bacteria 	coloniza 	el 	intestino 	delgado 	sin 	causar 

síntomas 	apreciables, 	posteriormente, 	estas 	bac terias 	entran 	a 	tejido 

submucoso • atravesando 	el 	epitelio 	velloso 	O 	o 	través 	de 	las 	células 	M 

de 	las 	placas 	de 	peyer; 	de 	aqui, 	se 	diseminan 	por 	vía 	linfíi Hen 	a 	todo 

el 	torrente 	circulatorio 
	

y 
	

51t31errin 	¿Igor Men 	mononuciear, 	donde 	las 

bacterias son fagocitadas por macróf anos de bazo e hígado (células de 

Kupffer). 	Cstas 	células 	son 	el 	principal 	sitio 	de 	multiplicación 	de 	la 

Salmonella 	en 	los 	siguientes 	días 	de 	la 	infección 	(12,51). 	811 	mul- 

tiplicación 	tiene 	lugar 	intracelularmen t e, 	pro tegiendose 	de 	los 	anti- 

cuerpos 	y 	antibióticos 	(51). 	La 	cantidad 	de 	bac I erias 	en 	hígado 	y 	bazo 

llega 	a 	ser 	aproximadamente 	de 	10 8 	bticteriasiórgano, 	la 	Infección 

1 
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puede 	llegar 	a 	presentar 	una 	b 	t 
	

it; ol ¿di 1 c 
	

Pr 

duciéndose 	rapidarnen te 	la 	muerte, 

La 	Salmonela:31s 	murina 	puede 	ser 	di Vikjitni 	Li 	tifni 	b 	iabe 	tem- 

prana 	(menos 	de 	10 	días 	(le 	ir fel:°cion) 	y 	fa ie 	1 archa 	(mayor 	d 	10 

de 	infección) 	(5/3,84). 

El periodo de incubación de la 	 YPhimUriuto es de 3  

a 	6 	d í a5. 	Lo 	Sairnonelosis 	mullan 	puede 	kirlrinf' 	desde 	una 	inf eccion 

leve con signos clínicos a una enfermedad aguda y fatal, Los ratones 

se muestran menos activos, adoptan una postura encorvada con disten- 

ciÓn 	abdominal ) 	Pelaje 	asPero, 	Fibrítidd 	'tilj 	peso, 	a 	veces 	diarrea, 

esplenomegalia, 	hepa omegalia 	 I i s, 	(al), 	 ~os 	los 

ra tones 	llegan 	a 	sufrir 	salmonelosin 	al 	reto 	G 01 	la 	bacteria; 	rstudios 

anteriores 	han 	demostrado 	que 	la 	resistencia 	natural, 	a 	un 	numero • tire 

diferentes 	agentes 	infecciosos 	(bacterias, 	hongos, 	virus 	y 	protozoo',- 

los) está controlada en parte, por la constitución gent=tica de cada 

cepa en particular (64), un ejemplo de tal control 4tenojeu  son jos 

diferentes 	grados 	de 	13U,SCel I 	 a 	Si/1~mq in 	1 yt,► faitrrafrium, 

jT:‹t 

Benacerraf 	y 	Germain 	(1978), 	MeDevi t t 	(1976), 	Klein 	(1975), 	y 

Snell 	(1976), 	demostraron 	la 	influeral a 	del 	complejo 	de 	histocompati- 

bilidad- 	en 	el 	ratón 	(H-2) 	sobre 	la 	susceptibilidad 	o 	resin tencia 	ti 

diferentes 	cepas 	de 	ratón 	.a 	infecciones 	bac t erialla5 	(93). 

Otros 	grupos, 	a d e rn a s 	de 	los 	¿ira t erior e s, 	han 	Caracterizado 

genóticarnente 	la 	resistencia 	inna la 	s 	1:: a / ni o n c / / o 	1 ,Y p h i ni u r í u in 	en 

cepas de ratones hibrido5 (Plant y Glynn 1976; Hormaeche 1979; 0,0rien 

1979,1986; Robson and Vas 1972.) 
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En 	ratones 	singt- 13icoli 	inoculados 	por 	la 	 rui a, 	vio 	una 

susceptibilidad 	variable 	dependipndo 	de 	cada 	 en 	sticular 	al 

reto 	con 	 typhimul'iu m 	 e 'gitH 	 (.1(9qo: , u o 	wie 	para 

las 	cepas 	C57F31./6 	y 	5AL.I3 /e 	la 	LD50 	parenti- ral 	para 	una 	uppa 	virul en tz 

de 	S.typhimurium era de menos de 10 bi c terias y para A/..11  CEIA/J y 

C3H/HeJ la 050 era mayor de 104  bacterias (97,61). Esta diferencia en 

la respuesta del ratón a flalmonella typhinwrium, sirve corno modelo 

para 	el 	con t rol 	genOt ico 	de 	la 	reni stencia 	a 	organismon 	infecciosos 	y 

para evaluar los mecanil;mos de inmunidad a fiebre t oidei.11  otros 

mecanismos erectores tales como producción de anticuerpos, inmunidad 

celular, 	actividad 	fagoci tico 	y 	capacidad 	boíl f!riCittfl 	(Wf 	macrofago 	- se 

han 	considerado 	(69). 

de 	las 	cuales 	son 	holladas 	din) ro 	de 	un 	en 	llama 7) 

Salmunplosis, 

En 	la 	regulación 	del 	sis 1 ema 	inmune 	y 	el 	control 	gre,:tico 	a 

p ar ticipan 	1.11(1k-t.-mi )r, 	uudit 

cipal 	de 	histOcompatibilidod 	(MitC), 

p n.  

al quna.t. 

COMPLEJO PRINCIPAL DE 1119TOCOMPATIBI1IOAD. 

El 	sistema 	principal 	de 	bis t °compatibilidad 	esto 	formado 	por 	un 

• conjunto 	de 	genes 	que 	codifican 	glicoproteínas 	que 	se 
	

exPresorl 	sobre 

la superficie celular en todos los vertebrados, 

Estas 	moléculas 	son 	importantes 	para 	el 	reeonocimient o 	 y 	de 

seNal es 	entre 	cblulas, 	ejer ciendo 	resjul(lción 	era 	la 	di ;crisriinación 
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entre 	in 	nrooir) 	y 	lo 	ey trrii\(.1 	l•mr 	!lar 	 Indi1, 11 1 1 . • 
	 r ,  

principal 	de 	hist ocompat 	) 	en 	el 	,r1 	 orto( 
#44 

ebtá 	5i Wad() 	en 	el 	cromosoma 	17 	(4,11,¿'.5,67 1 -1,") 	y 	en 	el 	himidno 	e5 	el 

kiLA (hurnan lcukocyte antigens) situado en el cromosoma 6 (4,67), 

clescubrio-iiento 	 t 	ocompa l ibilidad 	oviene 	cte 

dos 	campos 	diferent es; 	Ft 
	

1  r/)11511irtf)1 
	u 	 inillUrtf)(ien 	iJ, 	lor 	prim- 

aros 	f enómenos 	tramiplant es 	es tudiatio;;. 	wq•iiii 	con 	uplulffi.i 	tuniorale_s 

en - ratones; 	P. 	Gorer 	comprotffi en cepas 	en( 	awiN#Z:v 	 tune 	el 	fun- 

damento 	inumnolÓgico 	de 	las 	reacciones 	de 	tsransolante 	y 	de t erminó 	que 

: las proteínas de la superficie celular eran los antígenos responsables 

del rechazo del transplante., A partir (le 1930 se obtuvieron los prin- 

. cipales 	conocimientos 	sobre 	la 	genó tira 	y 	los 	sistemas 	de 	histocompa- 

tibilidad 	(14). 	Luego, 	Pe 1 er 	Metlawar 	vio 	e!:; 1 as 	observacioni..!1::1 	injer- 

los 	de 	piel, 	demostrando 	que 	hi 	 t 	indue ia• 	ontteuerpos 	era 

rechazado • corno 	resultado 	de 	la 	inmunidad 	c6lular 	(4,153), 	más 	tarde, 

los 	estudios 	de 	Shret fier 	y 	J. 	Klein 	simplificaron 	el 	sistema 	H-2 

reconocieron que mas de un Wel era responsable de 	las diversas re c- 

adealás 	demostraron 	lo 	región • 8 	nue 	codifica 	para 	rnolórulaS 

clase 

En 	esta 	óptica, • 	el 	transplante 	clínico 	inicia 	su 	desarrollo 	con 	los 

estudios de J. Dausset en 1958, quien describió la presencia de anti-

cuerpos contra los leucocitos humanos en el suero de personas nue 

habían 	recibido 	varias 	transfusiones, 	en 	mujer eb 	MEI i t í puras 	y 	volun- 

tarios 	inmunizados 	con 	leucocitos 	(4,11). 	PW3 teriorrnett t el 	en 	la - 	(»cuela • 

de .los . GO 	con 	el 	estudio de 	 vió 	 to 	rpgulmlor 	en 	las 

interacciones celulares por parte del 11-2 en la resistencia al virus 
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de 	la 	leucemia 	en 	un 	rr4nfi,1G 	wurior 	 IT1-1 	t ¡Ne w!, 	 i.'';111(11(1!_'; 

genacerraf 	y 	Mac,Devitt 	ac 1 r3r ilron 	Id 	i tics v 1!111 	(T:1 	locii. 	I 	del 	Mile 

en 	la 	respuesta 	de 	animales 	endogamirw, 	(11 	ilii t ilienoti 	ore I e i f:W:1, 	encon- 

trando 	que 	a 	un 	mismo 	nnt geno 	((i11P priii-L-lidina) 	la 	ren pues t 	ne 

podía 	predecir 	de 	acuerdo 	a 	!.',ur.1 	 (le 	r e,r.,,pues 	 (Ir )(314,51, 

El 	complejo 	II-2 	t. a 	c91 	 pur 	I l'el; 	tipos 	(1 e 	molecul 

clase I, Ciará? II y elozx 	 dentro (R 

5 regiones (K, R,El  S, p), 

Los 	genes 	clase 	1 	r.,r,t nri 	ron rpni( ris 	en 	reoiorics 	y 	1) 	; 	I(JS 

yenes clase II en ia5 Vegioths,,y, A y 	(reqion -A y 1-t'l y los genes 

clase III en la rpgimi S nguri.; 3. 

• • 

Los 	genes 	clase 	I, 	antes 	conocido:, 	COMO 
	

ant .ícienos 	definidos 

serológicamente 	(ID), 	es tan 	Localizados 	en 	cuatro 	loe' 	definidos 

genéticamente 	corno: 	H-2K, 	H-2D/11-211 	Tia 	y 	Qa-2,3 	(111 25167). 	Los 

antígenos K y t) se localizan en la membrana de la tialyoriii tie la9 

células nucleadas (con excepción de las células musculares, neuronas y 

endot ello 	cornea!, 	estas 	mol Ekulas 	clase 	I 	son 	reconocidas 	por 

linfocitos CD8 (T citotóxicos) cuando las células se encuentran infec- 

tadas por virus. 

Las 	moléculas 	clase 	1 	son 	llamadas 	ant í cienos 	de 	trasplantes, 	debido 	o 

que se descubrIeron corno requilorios de estudios de t'echo/o de njirlor) 

tanto en ratones como tiuman05. 
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S o n 	glicoproteínas 	int egre.!- al, 	 effio flit . f 	 U 

cada 	una 	de 	las 	moléculas 	dase 	1 	est a 	ro friPtif.'S t a 	de 	una 	caiiHno 	llenada 

alfa de 45 Kd cocificada en el cromosoma 17 y una cadena ligera lla-

mada Beta 2 microglobulina de 12 1.,d la cual en constante y es codifi-

cada en el cromosoma 2. 

Estas 	dos 	moléculas 	forman 	un 	helerodi mero 	en 	la 	membrana 	celular 
	

Y 

estan unidas entre si-  por uniones no ov 	figuro 4, 

1 

MOICCUlari 	clase 	II: 

Los genes clase 11 estan en la resnon l y se subdividen en 5 loci 

(1-A; 	1-E; 	1-J; 	1-8; 	1-C); 	Solo 	r.n 	I-A 	y 	I-E 	se 	identificaron 	los 	pro- 

ductos 	de 	genes, 	La 	subregión 	I-A 	contipnt., 	tren 	Inri 	(;lir 	codifican 

para las cadenas /la, AÍ y CP; mientras que la subresnOn I-E contiene 

el locus que codifica para la cadena Eu, Una célula procedente de un 

célula 	endogámica 	expresa 	potencialmente 	dos 	pOlipéptidus 	diferentes 

de clase 	- Acy;f3 y 	Ect I EP (4), 

Estas 	moléculas 	clase 	11 	son 	reconocidas 	por 	linfocitos 	T 	coopera- 

dores(CD4) y se hallan en la superficie de las células que presentan 

antígeno corno los macrófagns, linfocitos O, células dendríticas y tam-

bién en linfocitos T activados; Las moléculas clase 11 figura 5 con- 

• • sisten en dos péptidos ex y p, la cadena ala a de 30 Kd y la cadena . beta 

de 	27 	Kd, 	unidas 	no 	covolentemente 	y 	arabas 	codificadas 	por 	el 	MI c i  

estas dos cadenas atraviesan la membrana plasmática y cada cadena 

polipepti'dica está compuesta de dos dominios (ni y (.0). ; pi y pP) los 

• cuales 	son 	extracetulares; 	ambas 	cadenas 	son 	polimtirficas, 	aunque 	hay 

se 
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más 	variación 	estructural 	en 	la 	cadena 	D. 	Estas 	rant lculas 	ciase 	II 	se 

requieren 	para 	la 	presentación 	del 	ant igen(' 	a 	células 	T, 	en 	la 	cooper- 
I, 

ación 	T /I 	para 	producir 	an ticuerpen 	y 	en 	in ter-accionas 	de 	regutación 

entre 	cálulas 	T. 

Mol bc ul as 	clase 	III: 

Los 	genes clase Hl se encuentran en • la región S y codifican para 

la estructura primaria de las proteinas del complemento C21  factor 131  

C4a 	y 	C4h. 	Las 	moltctitzis 	 111 	1 al 	ourr:F1(105 	por 	Imal ro 	nes 	que 

codifican para dos proteinas 	la vio t:1;:isica del co 'demento C 	y C4 

y 	una de la vía alterna que es el 	factor D. El 	gen que codifica para • 

C4 se encuentra duplicado (C4a y C4b), 

Además) 	se 	encuentra 	un • marcador 	el 	cual 	es 	el 	Sip, 	este 	tiene 	dos 

alelas 	Sipa 	(si 	está 	presente) 
	

91p` 	 está 	pr rente) 	este 

marcador es una proteína limitada al s(-..xo, pur:i se encuentra general- 

mente en sueros de ratones machos, esta limitación sexual parece ser 

un efecto hormonal (67). Además)  se encuentran dos genes que codifican 

para la 21-hidroxliasa (21-01I-A y 21-011-13); en resumen)  el orden de 

estos genes en la región S es el siguiente: P1-OH-D)  C4, 21--0H-A, Sip, 

13f 	y 	C2 	; 	hay 	una 	organización 	similar 	en 	id 	r e9lón 	clase 	III 	del 	com- 

plejo HLA del humano. 
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CONTROL GENCTICO A 1,1 Oliecuión 	 typhimurirm por 

los 	LOCUS 	I ty, 	Lpn 	y 	Xid, 

h. 4 

Ld 	respuesta 	de 	los ratones a 	la 	inrección por 	Sairnanella typhimu- 

rium 	(tifoidea 	murina) esta controlada 	aderrii s r el 	sin1 emri Ii-?, 	por 

la 	expresión 	(le 	tren 

son: 	locus 	1t y, 	Los 	y 

itici 	no 

'<id, 

per t pnecien 	e5 	í.11 terna rawles 

Locus 	ity: 

El 	locus 	Uy 	(inmunidad 	a 	t yphimuriurn) 	en ti 	situarlo 	sobre 	el 

cromosoma 	1, 	controla 	el 	crecimiento 	inicial 	(1(-3 	la 	,iillimene/h3 	t y phi- 

murium 	en 	sistema 	fagoeí tico 	monclouclear 	(1),TIo 	e 	'ligado), 	despuos 

del 	reto 	intravenoso 	o 	subcutáneo 	con 	Salmonel la 	t yphimurium 

(Plant 	y 	Glynn,1979) 	(54,57). 

Este gen dominante no unido al 1I.2 en el regulador primario de la 

-resistencia mata a la solmonelosis, debido a nue el alelo de 3uscep- 

(Ity5) 	y 	el 	alelo 	 renin 	 (I t yr) 	en !fin • 	din tribuidon 

entre todas las cepas (le ratones várifjorliucvs. 

El 	gene 	ny 	parece 	estar 	estrechamente 	relaciontido • con 	los 	fiene5 

- •que regulan la respuesta de ratones a leishmanis donovani (Lsh), 

Hycobactcrium bovis (i3eg) y a Nycobacterium leproernurium (Lar) 

33 63,83 ). 
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 ratones 	homorigoion 	para 	el 	-ileio 	' ue 	Ltoirier e 	il 	,,u,,J.It:_,Dtibilidafi 

(I ty5 / 1 45) 	no 	pueden 	controlar 	la 	reolir, 1:ion 	t Frorana 	¡le 	li 	,q,v1mo- 

nena en bazo e hígado y mueren t empranamen t e (menos de 10 días U e 

post-inoculación), 	observandose 	adf-nriar, 	un 	1,-iumpn1 n 	paralelo 	en 	e) 	peso 

del 	bazo 	(Plant 	y 	Glynri 	197G) 	(70); 	mien !Toll 	!w-:, 	r o t ()nes 	resis ten te5, 

(11. yr/lt ys 	o 	II yrjlt yr ) 	pueden 	con t r o I ar 	bien 	r 1 	C r (.4  cimi et t o 

bacteriano 	en 	el 	sistema 	fagoeí tica 	mononuch ir 	(8;?). 

La 	célula 	erectora 	para 	la 	expresión 	del 	alelo 	I I y 	es 	el 

macrófago (57170). Algunos de los hallazgos nue apoyan esta teoría son 

los 	siguientes: 

1) Los 	Linfocitos 	T 	rica 	se 	liPrer,i iin 	par a 	la 	res triecion 	del 	cre- 

cimiento 	temprano 	de 	.9.typhinturium, 	estos 	estudios 	se 	realizaron 

en 	ratones 	arimicos 	nu/nu 	(Jet 	fenol ipn 	I t yr, 	en 	los 	cuales 	se 	observó 

un 	eficiente 	control 	del 	crecimiento 	1.$¿-ic ter iaiio 	(MPteilir 	y 	 en 

1982); 	(57,58). 

2) Moler y Oels (1972) reportaron Que los macr6fuitos peritoneales 

de 	los 	ratones 	BRVR, 	los 	cuales 	eran 	I I yr 	destruían 	a 	galmonella 

typnimurium mejor nue los inacrófagos de la cepa f3SVS susceptible a 

Salmonella 	(57), 

LOCI15 Lps: 

El 	LPG es un componente in tegral de la membrana ex terna de las 

bacterias 	grarn-nega tivas t 	posee 	un 	 enpec tro 	ele 	ac tividades 

biológicas 	(Fiebre, 	hipoglicemia 	y 	necrosis 	turnara') 	(59,91) 	y 	Fun- 

ciones 	inmunológicas 	represen t ando 	así 	a 	la 	endotoxina 	y 	al 	ant ígetio 

somá tico 	O. 	 • 
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Clásicamente, 	el 	U% 	1. 5 	GOiluCt0() 	CUMt1 	un 	i..til t i . ierlo 	indeperuhente 

de 	células 	T 	(19), 	siendo 	ini 1 e,  len i 	p 1,1 r il 	iint mitos 	1.3 	( 79 119), 	el 
., 

lípido 	A 	puede 	actuar 	como 	adylivan te 	deNdo 	I 	la 	capacidad 	de 	inducir 

mi togénesis 	en 	células 	13 	(79,08), 

Estudios de Ziefiler y otros han ucear que el LPS ¡Jumenta la 

expresión 	de 	la 	rr olOcula 	/3 	en 	macróf agur, 	periloneales 	(91). 

Químicamente, 	el 	Lin 	está 	compuen t o 	de 	tí t,s 	regiones 	priori:1111es: 	(1) 

Polisacárido-0 	el 	cual 	está 	covalen temen 1 e 	un do 	a 	el 	core 	(núcleo), 

el cual a su vez se encuentra unido al 1ípi(1.10 A vlal un trisacárido de 

ácido 	2-celo-3-desoxioctanoico 	(K DO) 	(79), 

Estudios 	gen6 ticos 	han 	demostrado 	que 	la 	respuesta 	a 	Lin 	(endo- 

toxina) en diferentes tipos de cólulas está controlada jior la expre- 

sión 	.del 	loci 	Lps 	(221 751 91) 	el 	cual 	se 	(meneo ro 	a 	la 	mi tad 	riel 

cromosoma 	4 	(86) 	estrechamente 	unido 	al 	It cus 	de 	lo 	pro 1 pina 	urinaria 

mayor 	(Mup-1) 	(61,69). 

Los 	ratones 	que • son 	homociqo 1 OS 	o 	heteroelgo t os 	para 	el 	alelo 

normal Lpsn (C31-1/11E3FeJ, F3AL13/r, C57131/6) responden a bajas (10h15 de 

endotoxina, 	mientras 	los 	animales 	que 	son 	homocigo t os 	para 	el 	alelo 

defectivo • Lps0 	(C311/11eJ) 	no 	responden 	ri 	LPft. 

Los hallazgos de Sultzer en 19c,81  donde el ratón G311/HeU era 

resistente a los erectos letales del LPS, proporcionó un modelo impor-

tante para investigar el control genético de la resistencia a la endo- 

toxina 	(13,14,31) 	tanto 	in 	vivo 	corno 	in 	vitro 	(86). 

La baja respuesta mitogénica de los ratones C311/11eJ a LPS be ha visto 

que es intrínseca a la célula C3 y no se debe a la presencia de ctilliton 

supresores o a la ausencia de cOlulas T rlooperadoras; Ademas, hay evl- 

• 411. -••• 

 

1.~ Ma. Arroger~wili 
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dencias que sugieren que la interHecion de; 	con las ci•,lul B de 

C3H/HeJ 	produce 	una 	senas 	inhibitoria 	 Que 	iniciar 	una 	actividad 

celular 	(ag. 

Por otro lado, las chulas de bazo de ius C311/11eJ responden normal-

mente a otros mitódenos de cOlulas O. Estus .  resultados indican que la 

respuesta del Linfocito E3 a LPS envuelve la interacción del LPS con 

componentes 	específicos 	de 	la 	membrana, 	los 	Cir.alc 	50n 	def cc t uosos 	en 

los 	ratones 	,C311 / 1-iek) 	(90); 	Aunque 	e!', t os 	riitone5 	no 	responden 	a 	los 

• 
efectos 	mitogénicos 	y 	poli clonaies 	del 	IPS 	( i) 	ha 	visir) 	que 	dan 

respuesta 	a 	otros 	mittigenos 	de 	linf oci 	13 	como 	son 	el 	Sulfato 

Dextrán, 	Poly-I 	y 	PPD 	(14,31,130) 	Además, 	:,un 	ídtornen t e 	,r.useep tibies 	u 

infección por Saimunelia typhimurium (86) a pesar de ser Ityr 

(61). 	Esta 	susceptibilidad 	parece 	t. in* 	Co ;trolada 	por 	el 	alelo 

Lpsd 	(86), 	D'Orlen 	y 	Rosenstreich 	proponen 	que 	lea 	multiplicación 

no 	controlada 	de 	53,vptlimurium 	puede 	resui t ny 	de 	la 	incapacidad 	de. 

los macrófagos Lpsd de ser activados por el IPS sobre la superficie 

celular 	de 	S. 	typhimurium 	((6). 

Lucus Xid: 

Este 	tercer 	loci 	es . un 	alelo 	recesivo 	ligado 	al 	cromosoma 	X 	con- 

fleriendo 	susceptibilidad 	a 	la 	Sa filionpl 	typhimurium 	solamente 	en 

.pocas cepas de ratones (CF3A/N) (62). 

La susceptibilidad innata a 9.typhimurium en estos ratones es 

una consecuencia en la respuesta de anticuerpos (Ig 6) disminuirla y 

• retardada 	a 	la 	Salmonella 	(inmunodeCiciencia). 

r 
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El 	hallazgo 	de 	que 	por 	lo 	t so 	 qubit?r-nan 	ti! 	 tzi 

a 	S,typhiratirsium 	en 	ratones 	51ngOnicosl 	stigipre 	nue 	el 	resultado 
0. 

final 	de 	inf ección 	(sobrevivencin 	o 	fIllier t ) 	 teminado 	por 	una 

. serie de eventos inmunológicos y que un defetT.to en cualquiera do estos 

pasos 	puede 	resultar 	en 	la 	rrwer Lo 	del 	iinigui!, 	Por- 	lo 	t slrs to, 	la 	iderli 

fieaclén 	de 	¡os 	productos 	d e 	e 5 1 t) b 	11 e n e f-', 	¡1 -, 	r e sí .:i t e n e i a 	F', 	la 	Si. 

typhimurium 	as 	Importante 	17r1 	In 	di.''FinirlbrI 	dr 	lan 	in t. er acciones 

huésped-parásito 	(59).  
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013 JE T'YO 	PR 	P AL, 

awk 

-Determinar la ,puestare 	hiltitirle celular v humoral 	porinas dp. 

9,12,Vi:d 	 rlifrrenIe 	u: ri 	 ratone !':1 

hafJin i¡► o 

r n  

dP 

mejor wifier 	euftdear 

pro ter~ a 	nvlore 	brohlea, 

Saltnonella 

singónicas 

typhi 

a 	nivel 	del 

modelo murino en la indtiCel0f1 

• 

OBJETIVOS 	PAR TICULARCS, 

- Aislar y caracterizar PIlt: y porin de las siguientes cepas: 

Salmonella 	typhl 	9,12 ,Vial, 	,9 a / ni o n (9 / t) 	t y p 11 t.  M I/ r I li fil 	y 	F 

col', 

Valoración de la respuesta inmune celular y humoral a las 

'"'4 

Pfit 
Porinas 	de 	las 	diferentes. En telrobac t eri as 	ya 	mencionad(ist 	en - 

diferentes 	cepas 	singénicas 	murinas 	a 	•travós 	de 	transformación • bias-- 

tolde .  y la tócnica de ami.  

Determinar 
	

la 	respuesta 
	

a 	lipopollsacárido 	 ,9a/monp/h7 

typhl en la cepa que no responde (C31-1/ 11e4 la cual es Lpsd, ityr 

comparable con otras cepas de ratones Oso, 
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2. MA11.111AL Y MI:101)0s 

da,  

I.) M1:1ODOS 13AC11:11101.0GICOli Y 11100111111COU: 

1 , 1 , ) 	Ce» a r. 	Pac 1 erianas: 

Se 	emplear on 	fan 	ni pulen ter, 	 (;*j//(mor, ti I ¡ (.7 	I yi..1 111 	(ai 	¡ida 

de 	Un 	paciente 	c:un 	I' ietir t 	ilinitlei), 	,i d / lli o ti e / / 1,./ 	1 ,v p 11 i to u r i it in: 

donada 	por 	el 	Instituto 	Nacional 	tle 	iI-iinitme 	y 	I nuherienia 	enii 

X12: 	donada 	por 	el 	Centro 	(le 	!over. tigacim, 	Uolire 	Innenieria 	Geof,:tica 

y 	13lotecnología, 	1111Ah1, 	Cuernavaca, 	llore' ol'i, 

112.) 	Cepas 	rourinas 
	

l'it:tilf!Itiíj 	[je 	irlrrlliflí í fi', 41) 

CEPAS 

EML.U/e 

Cb7E31../6 

A/J 

IDEIA/2 

CEIA/J 

C31-1/1-lek) 

C3HeilireJ 

Fi(BALE3/e 

45713116) 

F1(1,AL1.3/c 

xC311/IIN) 
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Las cepas singénicas utiWat1;.: iteran obtenidas de Jaclsón Labo- 

ra tories, 	Bar 	Harbor, 	Plaine' 	De 	estas 	cenas 	ke 	rter ivaron 	los 	híbridos, 

cuyo entrecruzamiento y crianza 5e realizó en el nioterio del Labora- 

torio 	de 	investigación 	sobre 	antígenos 	parasitarios 	del 	instituto 

Nacional 	de 	Higiene. 

Los ratones fueron inmunizados con 30 uq de Proteína de Membrana 

externa 	(PME) 	de 	Saillio nella 	lyphi 	 en 	solucion 	salina 

fisiológica vía intraperitoneal (LH, los dios O y 7, al mismo tiempo 

se tuvo un grupo testigo, el cual fue inmunizado en los mismos tiempos 

con 	solución 	salina 

1.3.) Cultivo de bacterias 	cosecha de las pep11 bacterianas: 

1.3.1) Las bacterias empleadas para la obtención de PM' y poni- 

nos 	se 	cultivaron 	a 	37 0C 	durante 	f3 	h. 	(fase 	de 	crecimiento 

logarítmico) en medio mínimo A suplementado con 0.1% de extracto de 

levadura y 0.5% de glucosa, en un incubador rotatorio (Wew Hrunswick 

scientiric Co.) a 200 rota, Posteriormente, iras bacterias se cosecharon 

por centrifugación o 1650 x g durante 15 mins a 4°C. La postilla 

bacteriana se resuspendió en amortiguador de Hepes 0.01 M [di 7.4, con-

servándose a -200C hasta su uso. 

1.3.2) Las bacterias empleadas para la obtención de LPS se culti-

varon durante 113 h a 3700 en tioglicolato de sodio (1310xon); post-

eriormente, las bacterias se cosecharon por centrifugación, la pas-

tilla bacteriana se secó con acetona y se guardó a temperatura 

ambiente hasta su uso. 

1 
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1.4,) 	Obtencion 
	

Y 	ais niniPn o 	de 	p 	- O tr!IrIdG 
	

r(if-qatir 

externa: 

acuerdo al método 

das en la rase de  

PME 	de 	las 	cepas 	traba indas 	,se 	ruai7ó 

de 	Gebnaitrnan 	(78), 	['ara 	ello 	las 	1 ,,ie teria5 	cosecha- 
. 

crecimiento 	logari t mico 	se ajustaron 	o una absorban 

La obtención de 

cia de 1.0 a 660 m'oí posteriormente se rompieron mediante sonicación 

180 	watts 	(Lata 	Une 	Ul 1 ratrip 	Labsonic 	sys em 	sonicntnr) 	ciar 	periodos 

de 2 min en baño de hielo hasta disminuir la absorbancia a 0.3. Para 

eliminar 	las 	bacterias 
	

enteras 	de 	la 	suspe' nsión 	sonicada, 	ésta 	se 	cen- 

trifug6 a 7000 xg durante 13 mai, del sobrenadante se sedimentó la 

envoltura celular por ultracentrifugacIón a 200000 xg/45 min a 4°C (L8 

80 ultracentrifuge Deckman instruments, Inc:,), el sedimento se solubi-

lizó con Tritón X-100 al 2% en liepes 0,01 M pfl 7,4, La fracción insol- 

uble en Tritón X-100 (membrana externa 
	

peptidoglicana) se sedimentó 

por ultracentrirugación en las condiciones antes mencionadas y para 

lograr 	la extracción de 	las 	ME 	se resusot ndi6 en 	Tris-HCI 	p11 	7.2 que 

contenía Tritón X-100 al 2X y 5 mM de EDTA, se incubó durante 10 mit) a 

370C y posteriormente se ultracentriFugó a 200000 xg/45 min,/200 C 

(78). Las PME se 

-700C hasta que 

recuperaron 

se 	utilizaron, 

en el sobrenadante Y se mantuvieron a 

• 
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1,5.) 	Obt ención 	purificac.:ión 	rte 	ri r i!1 (1 k i 	p f` 	e ,c.eius;wi 	rriolecu- 

lar: 
#.• 

La 	obtención 	de 	porinas 	se 	efectuó 	empleando 	el 	me todo 	descrito 

Peor NiKaido (50), Las bacterias cosechadas en la fase de crecimiento 

logarítmico, se ajustaron a una clere.iidad óptica ltk 1.0 a 660 nui, 

posteriormente 	se 	rompieron 	por 	sonicoc!( n 	(Lab 	line 	11 ir -i rip 	Lab- 

sonic 	system 	5 unicat or) 	en 	per í odob 	(IE.? 	dos 	minut on 	en 	traiio 	de 	hielo 

hasta 	disminuir 	la 	densidad 	óptica 	a 	0.3. ' Seguido 	de 	la 	eliminación 	de 

las bacterias enteras por centrifuuación a 7000 xg /1t mio, la envol-

tura celular se obtuvo por ultracentrifugación a 100 000 xg/30 main a 

200C, 	ésta 	se 	solubilizó 	en 	Tris 	10 	niM, 	oil 	7.7 	adicionado 	t1c.? 	SEMI 	al 	2% - 

y. 	se 	incubó 	30 	mr► in 	a 	32°C, 	y 	Fle 	ul 1 	ri 	nuevamente. 

El 	sedimento 	se 	sometió 	a 	una 	segunda 	sol ubili aci ón 	 condi- 

ciones descritas anteriormente y por ultracentrifugaciÓn se obtuvo la 

peptidoglicana, las proteínas unidas a ella se extrajeron incubando 

ti 	a 370C " con tris 50 mM, pti 7.7 adicionado de • 2: 	de SOS, EDT A 5 mM, 

NaCI 0,4 M y 0.05% de Q-mercaptoetanol; derAni(?1.i de centrifugar a 100 

000 	xg/30 min/250C; el sobrenadan te  se pasó 	a través de una columna de 

Sephacryl 5-200 • (80 cm x 2.6 cm, Pharmacia Chemical Cu.) can una velo-

cidad.-  de flujo de 4 mi/h. 



2.) MCTODOS AM/WM:08: 

Deterrninacitln 	rae 	po pol is.ar 	 (,LJ7_1;,): 

El contenido de LPS presente en Kis preparaciones de ("ME y pori- 

nas 	se 	determinó 	de 	manera 	intfiree t 	cuan tificando 	el 	contenido 	de 

ácido 	2 -celo 	3 -desoxi-or tulosónice 	(KDO) 	segun 	el 	me todo 	de 	K kh oni r, 

(40), 	Empleando una curva pa trIln cfe KPO 

2.2.) 	Cuantificación 	 prntei na 

La 	cuantificación 	del 	contenido 	de 	pro t ;las 	tanto 	en 	las 

preparaciones 	de 	PME 	(obtenidas 	por 	Schnait man) 	corno 	en 	las 	de 

porinas 	purificadas 	(Nikaido); 	se 	realizó 	de 	acuerdo 	al 	rn0 todo 	de 

Lpwry 	(50) 	empleando 	albúmina 	sérica 	bovina 	corno 	proteína 	(le • referen- 

cia 	(Sigma 	Co.). 

2.3.) 	ElectroforÉsis 	en 	ráeles pollarrilamida 	11109-PAGE). 

La 	SDS-PAGE 	de 	PME 	y 	['orinas 	se realizó en una unidad elec tro- 

or é tica 	para 	geles 	verticales 	en 	placa 	(1.1113 	los triiMen1S) 	en 	condi-. 

ciones 	reductoras 	y 	sistema 	de 	amor tiguadores 	discunt inuos 	(48). 	El 

gel separador contenía 11.2 % de acrilamida, 2.5 	rte bis-acrilarnida l  f. 

0,19 % de SDS en amortiguador de Tris-11C1 9.35 M pll 8.8. 

31 
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el gel espaciador contenía 	 de a 	i , 0.13 Í d bin-acrilamitia 

0.1 	'A 	de SDS 	en 	amortiguador 	de 	Trii-11(.1 	 M 	6.8. 	Como 	amor ti- 
*4 

guador de muestra se usó Tris 0,1?5 fl p11 	G.R, 	que 	coral en i u fiDG 	al 

P-mercaptoetanol 
	

Illic.erol 	al 	10 
	

y 	ami 	de 	broma enol 	al 

0.005 	V, 	o 	El 	corrimiento 	vive t 	orp tico 	se 	llevó 	a 	t'ah° 	durante 

aproximadamente G h, empleando 50 fru) por placa y corno amor 1 iguador de 

corrimiento 	Tris 	0.025 	M, 	glicina 	0.1,1 P 	M, 	al 	0.1 	I 	pu 	8.3. 

Posteriormente, los geles se tilleron durante 1 h en una solución de 

azul 	de 	Coomasie 	R-250 	al 	0.25 	y. 	en 	rnetanol-ácido 	c 
• 

(45:10:45). 	Se 	destiñeron 	empleando 	una 	solución 	de 	me anol-tícido 

acético-agua (5:10:85) hasta que el fondo del ud fut:1 ron!-..paren 

4,.) 	Cnsayo 	Inmunoenzimti tico 	en 	l'al.; e 	 CLISA2, 

Para 	determinar 	la 	presencia 	de 	anticuerpos 	anti-PME 	y 	no ti- 

porinas en el suero de los ra trines, 	empleó vi mó todo de CL U 	(PM. 

Para ello, se recubrieron placas de poliestireno de. 96 pozos (Nunc 

Co.), 	con 	5,0 	p.g/rni 	de 	PMC, 	l'ORINAS 	Y 	LPI 	en 	autor tiguatlor 	t.le 	carbona- 

tos (carbonato/bicarbonato de sodio pli 9.0), 2 hrsla 37°C y posterior- 

- mente toda la noche a 40C 	Una vez transcurrido este tiempo, se Invó 

veces con PBS-Tween al 0.1% (PUS--T) y se llenaron los pozos con 

solución de bloqueo (PBS-lecne al 27.) y se dejaron dos horas ta 370C, 

luego 	se agregó 100 311 de los sueros oroblema y se incubó id (maca 

durante 2.0 h a 370C; después de cuatro lavados con PBS-T se agregaron 

100. 	i.I 	de 	conjugado 	(inmunoglobulinas 	de 	cabra 	on ti-inmunoulobulinas 	y 
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5e incubó la placa 1,5 t o 370C; defliuts de 4 1avadu5 	PPG-T 

agregaron 	100 	III 	de 	Solución 	(le 	sus t rato 	( 0..renilend¡nni ina, 	H ?0 2 	en 

amortiguador 	de 	ci tratos 	tul 	5.6) 	y 	a 	lw 	PO 	mire, 	l i 	reocGon 	(Jet IJVO 

agregando 1 gota de ác. sulroriro 2.5 M, Lob pozos se ley( ron a 490 nra 

en un lector de ELISA (minirender 11 Dynatec), 

 

,5, 	Medición 	del 	U! t LLi 	Slp 	11 tint r 

Densidad 	óptica 	inmune 	co 	¡Hit ígeno• 	Indice 	de 	Densidad 

Densidad 	óptica 	inmune 	sin 	on t i gen°. 	(n) tica 	inmune. 

Densidad óptica testigo con antígeno. 	indice de Densidad 

Densidad 	óptica 	testigo 	sin 	oil t í geno. 	óptica 	testigo, 

Indice densidad óptica inmune - Indice densidad óptica testigo.: 

Diferencial 	de 	djensidad 	/  p tira.  

3. METODOS INMUNOLOGICOS: 

3.1.) 	Obtención 	de 	células 	:1,spldnicas: 

Los bozos de los ratones inmunizadw; con PME tica saitironeild 

typhi 	se 	obtuvieron 	a 	los 	21 	días; 	en 	condiciones 	de 	esterilidad 

dentro de una campana de flujo laminar se extrajo el balo y se depo-

sitó en una caja de petri conteniendo 5 ml. de solución de Hank,s, Con 
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el 	objeto 	de 	liberar 	1a5 	có1u1(-Jri 	Pi" 	 ílisgreqo 	1Ini0; 

suspensión 	as; 	obtenida, 	se 	lavó 	tres 	veces 	ucin 	:-.;olución 	de 	Hank -S, 	a 

1200 	rpm/10 	miriu t os; 	en 	la 	!..->elltifula 	 1 	 i tr 

con cloruro de amonio 0.16 1.1. 

y 	tris-Hci 	0,17 	hi 	(10 	mi) 	pvin7,61,3; 	Pot 	ult imo, 	el 	setiimento 	celular 	5e 

resuspenclió 	en 	medio 	RPMI 	1040 	complementado 	con 	Gen tamicina 	10 	ug/ml, 

2 	Be ta-mercap to-e tuno! 	Bx10 	-51,1 	-GI u lamina 	 Penicilina 	200 

u/mi y SUD 10% . El número de células 	 Se contó en una cámara 

de 	Netibauer, 	htleitm(10 	previarcirm t 	 (111( 	I: 10, 

3.2) 	Activación 	celular 	in 	vitro: 

El 	ensayo 	de 	proliferación 	celular 	in 	vitro ; 	se 	rea1iZó cul- 

tivando 	200000 	células 	espiÓn1can 	por 	pri¿u, 	.rn 	i1Fr1k i:U; 	(.1H 

microcultivoi 	en 	un 	volumen 	de 	200 	tal 	de 	medio 	RPhli 	1640 	;Juni emen t arlo 

con 10% de SUB y utilizando corno antígenos: acTinas de Valmonella 

Salmonella typhimurium, Escherichla col! a una con- 

centración entre 6 y 50 ug/rnl, y LPS a una concentración de 5 ug/ml. 

4.44 Como control de viabilidad se usó Con A a una concentración de 10 

ug/ml. 	este - cultivo se realizó a 370C en atmósfera húmeda y 5 	de 002 

durante 	5 	dios, - en - las 	últimas 	18 	hrs. 	del 	cultivo 	se 	agregó 	1 	(reí 	de 

¥Timldina 	tratada 	(Amersham 	International 	5 	ruca). 	Pos teriormen I el 	al 

Final d la incubación se cosechó la placa en un cosechador (Semiau- 

tomhtico Mini-Mesh 11) y la incorporación de tirnidina se determinó en 

un contador-f3 (BecKman LS 580). 	
• 



• 

C.P.M 	testigo 	con 	¿Intigeno. 	indice 	de 	estirnulación 	del 

C.P,M testigo sin antígeno. 	 tustigu. 

Indice 	estimulación 	inmune. 	Coeficiente 	de 	estimulación. 

Indice 	estimulación 	testigo. 

• 
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1 

3.3, 	Medición 	de 	íntivación 

+4 
C.P.M 	inmune 	con 	ant í geno. 	Indice 	de 	es timulación 	del 

C.P.M inmune sin antígeno, 	 i n rn u n e .  
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VI. 	 RI:1;1ll A1)01;. 

A. Aislamiento 	y 	Carac t erización 	de 

a. 	Obtención 	de 	porinos 	(exclusión 	molecular). 

B. Estimulación de esplenocitos 

singénicas. 

rnurinas inniuneS de diversas 

C. 	Respuesta 	Humoral 	diversa , . 	1:f113:, 
	

Hit rii1i)11 
	

sing0ntei s. 

A. 	Aislamiento 
	

Carae t eri z ación 	(P., 
	

MC: 

De acuerdo al método de Schnaitrnan (78), se obtuvieron PMC de 

S.typhi 	9,12,VI:d. 	El 	comportamiento 	electrororilico 	en 	geles 	de. 

SDS-poliacrilarnitla 	de 	las 	PMC 	se 	;mies I r a 	en 	la 	Fig 	O. 	Leas 	proteínas 

obtenidas tuvieron pesos molerulares desde 1 4  Kd hasta 70 Kd, de donde 

las 	• que tienen pesos moleculares de 38 Kd a 	41 Kd corresponden a las 

proteínas Formadores de canales o porinase  así corno dos proteínas de 

7 Kd y 28 Kd. 

asOb tención 	cid 	aorinas 	por 	exclunion 	molveularo 

La obtención de porinas mediante la tounica de NiKaiclo se funda-

menta en el hecha de que esas proteínas se encuentran unidas por 

enlaces Jónicos a la peptidoglicanal  por lo tanto se pueden separar de 

mediante la solublilzacIón en un amortiguador qur contenga SDS y 

0,5 M de NaCI. Las proteínas así obtenidas se purifican mediante cro- 

matografía 
	

exclusión molecular con Sepitacryl 6-200. 
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En las figu 71  d y y se muestran los perfiles cromatográficos 

obtenidos 	de 	la 	columna 	de 	Sephncryl;- 2   00 	di 	las 	porir45 	(je o, 

typhi l 	S. 	typhimurium 	y 	1', 	col'. 	En 	ellos 	se 	observa 	uue 	la 

fracción que eluyó inmediatamente riespirP.5 del volumen vario contenía 

las porinos en forma de 	trírrierw,, (114 Ku a 1 3 Kd). Est() se demuestra 

por electroforósis Fig.10 pues solamente se observan dos bandas 

proteicas de 38 Kd a 41 Kd. Las ()orinas así purificadas estuvieron 

libres 	de 	LPS 	(cuantificado 	a 	trav(is 	del 	contenido 	de 	KDO). 	Sin 

embargo, cuando se empleó una técnica más sensible, corno es la deter- 

minación 	de 	ácido 	P-hiclroximírístico 	por 	lIPLC, 	corno 	indicador 	indi- 

recto de contaminación de LPS.se encontro que ésta era del 0.014% 
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75 	 150 	225 
	

300 

1 

VOLUMEN DE ELUCION. 

Fíguka 7. Elución de Porinns de SaImonolla typhi en columna de 

de Sephaery1 S-200. 
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Fígrout 8. 

SEPARACION DE PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA DE S. tuphimurlum 
FILTRACION EN GEL, COLUMNA DE SEPHACRYL S-200 

150 	180 	210 	240 	270 	300 

VOLUMEN DE ELUC1ON t ml ) 

360 390 330 



250 	 300 150 	 200 350 

1.2- 

1.0- 

1 

VOLUMEN DE ELUCION 	mi ) 

0.4- 

0.2— 

4100 

Fíg uta 

SEPARACION DE PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA DE E. col! 
POR FILTRACION EN GEL, SEPHACRYL S-200 
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Fígyita 	10. Etectito on(57.5(:‹s 	ne Ce .s de po tía c ,t41_ Can(' da-SDS. 
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B. Estimulación d espenoci Jos inmune '; 	divertas 	t•ripat, 

nas 	sin9énicas: 

1. 	Respuesta Inmune celular o purinas de diversos cepas bac te- 

Manas en diferentes cepas singfinicas: 

Con el objeto de determinar si la respuesta celular a purinas de 

0 

S. typhi t  S, typhimurlum y E, coll en diversas cepas murinas 

singónicas, estaba controlada a nivel del haplotipo 11-2, se. inmuni-

zaron los ratones de diferente cepas con 30 uy de PME cJe S. typhi 

9,12,Vi:d vía i.p, los días O y 7, Al tiiii 21 se extrajo el baio y se 

midió 	la 	estimulación 	de • estos 	esplenucitos 	a 	las 	porinas 	ya 	menciona- 

das; En la figura 11, se observa que los cepah que mejor responden a 

. las porinas de Saimonella typhi fueran las de hoplotipu 11-2R y 

11-2a ; Por otra parte, la cepa de respuesta intermedia fue de haplo-

tipo H-2b y la de menor respuesta la 11-2d, 

La 	respuesta 	es 	independient e 	de 	la 	concentración 	de 	antígeno 

usado, pues con tres diferentes concentraciones de este, se observó 

siempre el mismo fenómeno figuras III  12 y 13. 

• 
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C3HB C3H CBA AJ DBA BC C57 

ESTIMULACION DE ESPLENOCtTOS Com ponneks 

E porinas S.typhimurium 
• porinas E.coli 

porinas S.typhi 

CEPAS' 
Figura 11, 	Respuesta Inmune celular (le diferentes cepas 

mirillas a porinas de diversas cepas bacterianas. 
(concentración 12 ug). 
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CEPAS. 

Figura 12. Respuesta inmune celular de diferentes cepas murinas a 
porinas de diversas cepas bacterianas. 
(concentración G ug). 

4 5 

ty 

ESTIMULACION DE ESPLENOCITOS CON PORINAS 



46 

ESTIMULAC1ON DE ESPLENOC1TOS 
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a orinas. (concentración de 50 ug). 
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2. Respuesta Inmune celular un híbriciffli (11/11.13/c x C57111../(3) ri y 

(BALB/ci x 	C311/11eJ)F1 a por na5 de! 

	

iJ • 	typhi l 	g.typiiiir):/rium 	y 	E. 

culi. 

Como se puede observar en la figura 11 y 14 el híbrido FI(HALB/ c  

x 	C57BL/6) 	H_2d/b 	e 	I ty 5 / 5 	presentó 	una 	respues t a 	intermedia 	con 
• 

respecto . a 	sus 	parentales. 	para 	comprobar 	si 	el 	haplotipo 	II-2k 	era 

dominante 	para 	la 	respuesta 	a 	las 	poninas 	se 	utilizó 	un 	hi brido 

(BALO/ cj x C3H/IleJ) FI el cual es I-1-20/k . e I tyb/r, podemos observar en 

la figura 14 que la respuesta celular del' híbrido a las ponlas de 

Salmonella typhi Fue muy alta, en comparación con la respuesta 

original de la cepa purental Eq11.9/cd. 

3. Respuesta inmune celular a LPS en ratones C311/11eJ y C311e/Hreth 

Dado que estas dos cepas tienen el 1111,51110 haplotipo (11-c y el 

mismo 	alelo 	ltyr, 	se 	esperaba 	encontrar 	una 	r spuesta 	idtm .ica 	contra 

las 	porinas 	de 	S.typhi 	91 12,Vi:d 	en 	arabas 	cepas 	murinas; 	Sin 

embargo, en la figura 11 se observa que las don cepas responden bien u 

porinas de S.typhi l  pero la mejor respuesta fuó la de la cepa 

C3He/ElFeti; esta diferencia se puede deber rol locus Los el cual se 

expresa en la cepa C3H/BFeJ (Lpsn). Para ratificar este resultado se 

realizó el ensayo de proliferación celular in vitro en ambas cepas 

frente a LPS. Corno se aprecia en la figura 15 la cepa que responde 

LPS es ¡a C3He/GFeJ corno se había hipotetizado. 
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Figura 14. Respuesta inmune celular de ratones hrbridos FI a 
porinas de diversas cepas bacterianas. En la figura 
se observa el coeficiente de estimulación de los es- 
plenocitos inmunes 	PME de 8. 
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Figura 15. Respuesta inmune celular a MIS. 

En la figura se observa el Mica,  de estimulación de los 

osplenocitos inmunes a las PIVIE de S typhi contra I." 



4. Respuesta Celular a LPS en híbridos VI (DALII/Gj x C311/111:J): 

En la figura 16 se observa que el híbrido í1 (F3ALD/cj x C311/11eJ) 

el cual es Lpsn/d responde muy bien a LPS, corroborando con esto que 

la capacidad de respuesta a LPS es dominantv, puesto que proviene de 
• 

un Lpsd (C3II/HeJ) y un Lpsn (13ALB/c). 

C. Respuesta inmune humoral a Porifla51  PML y LPS en cliversm 

• 

cepas 
	murinas 	singénicas: 

El título de anticuerpos en los sueros de las cepas murinas 

singénicas se determinó por el FfiÓtodo de ELISA contra los siguientes 

antígenos : Porinas de S.typhi, S.tyhiphimurium y C.coli; PME. de 

S.typhi 	y 	S.typhimurium; 	y 	LPS 	de 	g.typhi; 	Se 	realizaron 	dilu- 

ciones dobles a partir de 1:25 hasta 1:1600 tanto para los litros pos-

itivos corno para los controles. 

Respuesta inmune humoral a purinas de diversas cepas bacte- 

Manas: 

En la figura 17 se observa lu respuesta humoral en los sueros de 

ratones sincrónicos utilizando una dilución 1:50 contra las porinas 

Salmonella 

	

	typhl 	9112,VI:d. 	Esta 	respuesta 	medida 	por 	la 

técnica de Elisa nos indica que la respuesta ti las purinas Fue mejor 

las cepas (C3He/BF'eJ,CBA/J) las cuales son de haplotipo H-2/,  Y en 

(A/J)1  siendo intermedia en la cepa 11-2b (C5701./6j) 

menor en la H-2d (BALB/cj). 	 • 
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f. 

ESTIMULACION DE ESPLENOCITOS CON 
L P S 

❑ Ratón no inmune 

Ratón inmune 

CEPA 
Figura 16. Respuesta inmune celular de ratones hibridos Vi a 

LPS. En la figura se ~oliva rol indice de estimula-

ción de los esplenocitos inmunes a P11E de S. typhi 

contra LPS. Se incluye al ratón control no inmune. 
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S. typhi. 
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2, 	11 espues t a inmune humoral 	a por ina s 	hi 	ic10s 	r l  

(BALB/cj x C5713L/0,1) y FI (BABL/c,i x C311/1IeJ): 
1. 

En la Figura lo 5e muestran los indices de DM, dt,  los sueros 

inmunes 	anti-PME 	de 	S. 	typhi 	de 	los 	 r l 	(BALP/r; 	Cli7E3L/G) 
• 

y 	Ft 	(BALB/c 	x 	C311/ 1-leJ), 	Los 	híbridos 	ft 	(11-2d/h) 	prenen aron 	una 

respuesta 	Inmune 	humoral 	a 	lar, 	porinas 	['rae ticatnun te 	igual 	gut, 	los 	F1 

(H.2d/b), 

3. Respuesta humoral a Un en 11 ValtiOnican mur' - 

nas: 

En la Figura 19 se muestran el coeficiente de 0.0, de los sueros 

contra LPS de S. typhi l  se observa uno respuesta normal al 

LPS en todas las cepas excepto en la C311/11eJ (Lpsd). 

4. Respuesta Inmune humoral a LPS en hibrldos 

(BALB/c x C57BL/6) y FI (BAL13/ c x C311/1IeJ). 

En la Figuro 20. Se muestran los índices de 0.0, de los sueros 

de 	Sdyphl 	en 	los 	híbridos, 	observanclose 	una antl-LPS 	 ma y or 

respuesta en FI (BALB/cj x C3H/HeJ) (Lpsn/d) que en los híbridas FI 

(BALB/cj 	x 	CBTBL /6j) 	(Lpsn/n), 

• 
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Figura 18. Respuesta inmune humoral de hibridos Fl a poriniis de 

diferentes cepas bacterianas. Se demuestra el indice de 

1).0 del suero de los ratones inmunizados con PME cae 

S. typhi. 
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RESPUESTA HUMORAL A LPS EN HISRIDOS 

EIALB/c x C31-1/1-leJ 	(BALS/cx Cr5 13L/6) 

Hif3RIDOS FI 

Figura 20. Respuesta inmune humoral a LPS en hfbrklos Fi. 
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V. 	 DIUCUUION 

La Fiebre Tifoidea sigue siendo uno de los principale5 twoblernali 

en Salud Pública aún en paises desarrollados; a pesar de todo, aún se 

conoce poco acerca de los factores microbianon que determinan la 

patogenicidad; 	esto 	se 	debe 	a 	que 	SaImonella 	typhi 	el 	agente 

causal de la fiebre tifoidea, solo es patógena un hurnanob y uhiropanc05 

(23), 

La infección por S. typhimurium en el ratón es hasta ahora el 

mejor modelo experimental para el estudio de la fiebre tifoidea; esto 

se debe a que presenta un cuadro clínico muy similar al que ocurre en 

humanos. 

Las porinas, proteínas de membrana externa (PME) localiradas en 

	

superficie 	de 	las 	bacterias 	grana-negativas; 	han 	sido 	consideradas 

COMO Inrnunógenos importantes para la inducción de una respuesta inmune 

protectora 	y 	especirlca. 

	

Trabajos 	previos, 	han 	demostrado 	que 	las 	porinas 	uonfle 1,n 	pro- 

tección al reto con la bacteria homóloga ; los hallazgos más impor-

tantes en cuanto a la capacidad inmunogónica de las porinas y las PME 

ante la Infección por Salmonella typhl son: 

Kussi y cols, demostraron que las porinas extraídas de una cepa 

rugosa de S.typhimurium protegían al ratón a un reto con una cepa 

homóloga. El mismo erecto se obtuvo en forma pasiva con anticuer- 

especíFicos 	(46 47). 

1 



codos de proteínas de membrana 

Las cuales se han reportado que 

celular corno humoral. En el ratón 

nivel del 11-2 (locus 1) y en los 
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Isibasi 	y 	cols. 	(38) 	han 
	

de MOS tramo 	WE? 	pdCiente.5 	con 	fiebre 

tifoidea producen anticuerpos de clase lg M hacia una PME de 28 KDa 
a' 

durante la fase aguda de su padecimiento. En la convalescencia, la 

respuesta fuá de lg G y se dirigió hacia las porinas (38 a 41 l(Da). 

Además, que la vacunación de ratones N111 con 10 itg a 30 1,1.11 de PME 
• 

de S. typhi, indujo protección del 100', al reto con 500 atm de 

S. 	typiii 	9 12 5 Vial 	y 	S, 	typhi 	Ty2; 	y 	(.911 	30% 	al 	re Lo 	con 	la 

misma dosis de 5. typhimurium. LH acimin ración pasiva de suero 

de 	conejo 	anti-PME 	de lar 	typhi 	91121Vi:'d, 	confirió 	protección 	del 

100% 	al 	reto 	con 	100 	DI.50 	de 	5. 	typhi 	9,12,V1:d 	y 	t) 

	 typhi 

Ty2; y del 80% al reto con S. typhimurium. 

	

La inmunización de ratones N111 Con 30 W4 	 PME, de ta, typhi, 

indujo 	respuesta 	prolif era tiva 
	

iri 	vitro 
	

de 	huí' oci tos, 	VII 	presen- 

cla 	de 	porinas 
	

de 	S. 	typhi l  

Inmunización de ratones C57BI/6 

respuesta 
	

proliferativa 	in 	vitro 

r o . 	typhimurivill 	o 	E. 

con PME de á. typhi 

específica 	de 	linfocitos  

col i. 	La 

indujo una 

T. 

La 	inmunización 	de 	ratones 	1,1111 	C011 	10 

typhi 9112,Vi:d indujo protección de 100% contra 

	

1113 	porinas 	de 

	

el 	reto de 	500 DL 50 

con la misma bacteria. 

En este trabajo, se demuestra la  respuesta (1w) se evoca a travós 

del contacto del sistema inmunológico del ratón con extractos purifi- 

externa de Cnterobactereaceaes 

inducen una respuesta inmune tanto 

esta respuesta se halla localizada 

fit) 	 (I tyl 	Los, 	Xid). 
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Otros autores han reportado que el control a la infección por 

S. 	typhimurium 	en 	la 	etapa 	inicial 	se 	encuentra 	a 	nivel 	del 
.4 

macrófago, proporcionado por el gene ny el cual se enuuentra en 

el cromosoma 1. 

Nosotros encontramos que en cepas singúnicas 	respuebta a la 
• 

porinas esta controlada por el H-2 siendo los mejores respondedores 

aquellos que tenían haplotipo 	 Ityr y Lpsn; observandose que la 

cepa C3HeB/FeJ era la que mejor respuesta presentaba; una respuesta 

Intermedia se observo en las cepas de haplotipo 11-2b en contraste los 
• 

menos respondedores fueron los H--2d, itys y Lpsn observada en la cepa 

BALB/cJ. 

Esta respuesta esta relacionada con la resistencia innata a la 

infección por Salmonella typhimurium en cepas rnurinus (Plant y 

Glynn 1976; Hormaeche 1979; O'Brien 19791  1986; Robson y Vas 1972). 

Por otro lacio, otros autores han demostrado una homología entre las 

porinas 	de 	diferentes 	cepas 	bacterianas 
	

esto 	podría 	explicar 	la 

respuesta inmune humoral y celular a las porinas de E. culi Y 

typhimurium cuando los ratones se inmunizan con las PME de Ir)* 

typhl 	9,12,Vl:d. 

Un dato de Interes es que algunas cepas de ratones corno fa H-2c1  

responde mejor a las porinas de C. con pera no a las de Si 

typhl; esto sugiere que las pocas diferencias en la secuencia de 

aminoácidos de ambas porinas son Importantes en asociación con 

moléculas que codifican para genes H-2. 

1 



GO 

Además, 	los 	genes 	no 	H-2 	tambiOn 	influyen 	en 	la 	re,soues t a 	inmune 

a 	porinas; 	las 	cepas 	BALB/c 	y 	DRA /2 	las 	(mies 	difieren 	soldmen te 	en 
ti 

el Iocu5 ity, responden de una manera diferente. 1.,ns ltyr son mejores 

respondedores que los lty5, se piensa que esta respuesta es contra las 

porinas. 

Un 	hecho 	inesperado 	es 	la 	diferente 	respues 1 a 	observada 	entre 	los 

ratones 	Lpsn 	y 	Lpsd 	(Me/Pf-Ni 	y 	Cali /lieJ 	respec tivamen t e). 	Los 

primeros son mejores respondedores a las porinas; esto pudiera deberse 

a 	que las porinas estan contaminadas con t 	de 0.05% de LI)13 (de t er 

minado 	por 	HM). 	Nosotros 	no 	sabemos 	si 	es tia 	contaminación 	aumente 

una 	respuesta 	policlonal 	proliferativa 	sobre 	los 	ratones 	Lpstl 	o 	si 

existe una interferencia provocada por el IPS en la presentación de 

antígeno en los ratones Lpsd corno a sido ya demostrado por otros 

autores. 

En conclusión, este estudio sugiere que los genes H-2 y no H-2 

son 	un 	factor 	importante 	en 	la 	infección 	por 	S. 	t y phi murium. 

la respuesta inmune celular y humoral a un antígeno protector dispo- 

nible para la elaboración de una vacuna contra fiebre tifoidea podrían 

ser 	las 	porinas. 

Pretendemos que esta cepa pueda utilirarse corno modelo experimental 

para 	la 	inducción 	de 	inmunidad 	especí rica 	y 	protectora 	en 	estudios 

posteriores. 

Sin embargo, es importante realizar los experimentos con retro-

cruzas para poder cuantificar el efecto aislado de los grupos de genes 

e los 11-2 o en relación con los no-H-2 ; para que finlmente pueda 



61 

estudiarse en detalle lo que parece ser evidente en este tr•aba,¡o que 

es la interacción de los diferentes grupos de genes en la respuesta 

Inmune. 
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