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RESUMEN

Para estudiar las interacciones celulares que se llevan a cabo
durante la infeccién con Salmonella typhi, pardsito exclusivo del
hombre, es necesario crear modelos de infeccidén; empleando el
modelo murino, se correlaciona 1la infeccidén por Salmonella
typhimurium, en diversas cepas singénicas con diferentes genes Ity

y H-2.

Por otra parte mediante la transferencia pasiva celular se
investiga la participacién de linfocitos T durante la infeccién
con Salmonella.typhimurium. Los resultados obtenidos en este
trabajo indican una estrecha dependencia entre la infeccién por la
bacteria y la expresién de los diferentes genes mencionados,
ademds se sugiere una importante participacién de linfocitos T en
el control de la infeccidén por Salmonella typhimurium en
macréfagos murinos.



INTRODUCCION.

Salmonella typhi es una enterobacteria cuyo huésped es el
ser humano, pertenece a la tribu Salmonelae y a la fgmilia
Enterobacteriaceae. Segin la clasificacién de Kauffman-White,
pertenece al grupo D con antigenos somaticos 9,12; los flagelos
contienen el antigeno "d" y expresa en la superficie el antigeno
denominado "Vi"; por lo que la férmula antigenica de Salmonella
-typhi es 9,12,Vi:d (47). .

La fiebre tifoidea es causada por Salmonella typhi, y es
una enfermedadwinfgé§§iééﬁfaéiésa exclusiva del ser humano. La via
de entrada al organismo es oral y segin Woodward y col. (1968) mil
millones de bacterias enferman al 95 % de las personas que la
ingieren. Este parédsitc puede reproducirse en la luz intestinal
antes de penetrar la mucosa del intestino delgado. La salmonella
no lesiona el epitelio intestinal y parece tener selectividad por
las células "M" (6) que de alguna manera 1é permiten el paso al
torrente sanguineo.

Posteriormente se presenta la bacteremia, en la cual
preferencialmente la bacteria es fagocitada por macréfagos Yy
llevada al sistema fagocitico-mononuclear de donde posteriormente
se disemina por todo el organismo, de manera gue en 24 h la
bacteria se localiza intracelularmente y no es accesible a algunos
antibidticos.

Los mecanismoé‘ patogénicos de esta enfermedad no estan

totalmente esclarecidos, a pesar de que se han intentado describir



desde el siglo pasado, sin embargo se sabe que las manifestaciones
clinicas estan dadas por la liberacidn de endotoxinas y por
‘factores solubles liberadoé por €l macrdéfago (IL-1 y INF-T) (8,9).
Su estudio se ha visto limitado por que Salmonella typhi es un
parasito exclusivo del hombre lo cual impide el establecimiento de
modelos baratos y de facil manejo. Para sortear el fendmeno de
restriccién hacia el huesped se ha implementado el modelo
experimental que emplea como huesped al ratén y como parédsito a
Salﬁonella typhimurium (2,50,4,60,18), esto porgue la bacteria es

par&sito natural del ratén y la enfermedad gue produce semeja en

varios aspectoéAéligséﬁferme éd ocasionada por Salmonella typhi en
humanos.

Salmonella typhimurium es un inmunégeno complejo gque
‘interactda con el sistema inmune-del huésped suceptible despertando
una respuesta inmuhe humoral © celular a una gran variedad de
antigenos ya sea de naturaleza proteica, polisacaridica o lipidica.
Dentro de los antigenos proteicos estan las proteinas de membrana
externa (PME), de estas, las porinas, con un pesc molecular de 36
a 38 KDa, se han emplezdo en modelos de proteccidén contra la
infeccién por la bacteria (79). De esta manera se ha demostrado que
las porinas de Salmonella typhimurium inducen proteccién frente al
reto con la bacteria homéloga en ratones (48).

Adem&s se ha demostrado una gran homologia entre las porinas
de Salmonella typhi 9,12,Vi:d y Salmonella typhimurium (48);
por otra parte se hé—observado que el suero de conejo anti-porinas

de Salmonella typhi inducen proteccién pasiva en el modelo murino



frente al reto con la bacteria (37,38); més aun; el suero de
pacientes convalecientes con fiebre tifoidea contiene

anticuerpos de clase IgG gque reconocen especificamente a las
porinas (63) y la inmunizacidén con estas proteinas a ratones NIH
confiere proteccién activa frente al reto de 500 DL, de la bacteria
(79), ademds, en la respuesta inmune a las porinas, se ha

constatado una proliferacidén T especifica (26).

Sin embargo, respecto a otros antigenos de la membrana
externa _.de 1a“bacteria, se ha demostrado que cuando Salmonella
‘ tyé%igzriﬁﬁ:eé obsonizada, con anticuerpos contra LPS, puede ser
eliminada facilmente por ratones susceptibles a la infeccidn
(12,67), sin embargo se sabe que estos anticuerpos no confieren
proteccién pasiva frente al reto con la bacteria, de ahi gque la

importancia gue pueda tener la respuesta inmune humoral contra

este tipo de antigenos todavia es controversial.

En cuanto a la vacunacidén contra la enfermedad se han hecho
varios intentos, los cuales inician en 1897 en Alemania con
Pfeiffer y K®lle utilizando por primera vez vacunas inactivadas
para inmunizacién en humanos. En este caso por ejemplo la vacuna
fue preparada en medio s6lido e inactivada por calor a 56°C (24)
y se utilizdé en la India, Egipto, Italia y Suddfrica con lo gue se
observé cierta disminucioén de la morbilidad y en los casos en que

se presenté la enfermedad hubo atenuacidén de los sintomas (24).



Las vacunas antitifoidicas elaboradas con bacterias muertas
siguieron utiliz&ndose durante décadas sin demostrarse su efecto
protector real, ya que se carecia de modelos animales qﬁe probaran
su eficacia y, ademds, no se acertaba a relacionar el supuesto
efecto protector con algin indicador serolégico. Esto se logréd
hasta 1955, a partir de esta fecha bajo los auspicios de 1la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), se realizaron estudios de
campo en Yugoslavia, Guayana, Polonia y la Unién Soviética, en
estos lugares se investigd la eficacia de vacunas preparadas con

células completas de Salmonella typhi, inactivadas con acetona

(vacuna K) y con calor-fenol (vacuna L). Estos éstudios demostraron
gue la vacuna K fué la mejor y se encontrd que la proteccién era

mayor cuando se aplicaban dos dosis (14,31,69,83,88).

El hecho de éue las vacunas parenterales presenten efectos
colaterales indeseables, motivé la blsgqueda de nuevos inmundgenos
protectores. Hasta la fecha se han estudiado dos vacunas que se
administran por via oral y que se elaboran con bacterias vivas.
Una de ellas se prepara con una cepa de Salmonella typhi
dependiente de estreptomicina y la otra con una mutante deficiente
en UDP-4-galactosa epimerasa (Designada por Germanier como Ty2la)
(23,70). Los resultados obtenidos con la vacuna hecha a base de
bacterias estreptomicina dependientes fueron contradictorios, ya

gue en algunos casos no hubo proteccién (70).

Los estudios realizados con la vacuna Germanier en Egipto
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demostraron gue era capaz de profeger al 96 % de la poblacién
vacunada, segin los resultados obtenidos durante un periodo de
seguimiento que durdé 36 meses cuando la vacuna se administrd a
nifios de edad escolar en un esquema que incluia 3 dosis en una

semana, previa neutralizacién de la acidéz gastrica, con NaHCO;;

‘sin -embargo, cuando se aplicd en-Chile, se encontré gue con 3

dosis administradas (cdpsulas con capa entérica), con intervalos

de 2 a 21 dias cada dosis, solo se inducia proteccién del 51 al

67% respectivamente (23).

En México se elabora una vacuna a base de Salmonella typhi
inactivada por calor, la cual se aplica por via intramusular y
requiere de dos dosis y revacunacién al afio, no se utiliza en
menores de edad ni en grandes campafias de vacunacién por los
efectos colaterales gue ocasiona la presencia de endotoxina,

ademds confiere proteccidn por corto tiempo.

Por lo tanto, es necesario hacer uso de los conocimientos
actuales para la elaboracién de una vacuna contra fiebre tifoidea
que no cause efectos secundarios, asi mismo se hace necesaria la
estandarizacién de modelos de infeccién bacteriana en especies
animales cuya sintomatologia refleje la del humano con el fin de

probar dicha vacuna.

A.l.- GENERALIDADES de Salmonella typhimurium.

Salmonella typhimurium, es wuna enterobacteria gram-negativa,

11



contiene una envoltura celular compleja constituida por membrana
citoplasmdtica, peptidoglicana y membrana externa; es un

parasito intracelular movil y anaerobio facultativo.

A.2.- CONSTITUYENTES DE LA MEMBRANA EXTERNA Salmonella
typhimurium.

La enveltura celular de las bacterias gram-negativas es
compleja, ademas de la membrana citoplasmatica y la peptidoglicana,
tienen una membrana exterior conocida como membrana externa. Esta
membrana actia como una barrera impidiendo la entrada a la célula
éé sﬁ§£éncias téxicas como detergentes, y estd relacionada con los
procesos de conjugacidn, divisidén celular y con el transporte de

sustancias al interior de la célula (33).

La composiciénAproteica de las dos membranas es completamente
distinta, en la membrana citoplasmdtica se encuentran una gran
variedad de proteinas, mientras que en la membrana externa la
composicién proteica es simple ya que existen pocas proteinas pero

en cantidades elevadas (33).

" Braun y Rehn (1968) fueron los primeros en aislar una
proteina de membrana externa, de naturaleza lipoproteica que se
encontraba unida covalentemente a la peptidoglicana, a la cual

actualmente se le conoce con el nombre de lipoproteina de Braun

.
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Schnaitman (1970) estudio el patroén électroforético de ias
proteinas de membrana externa (PME) de Escherichia coli en
geles de poliacrilamida SDS y encontrd que una banda proteica
- principal con un peso ﬁolecular de 44000 Da, constituia el 70 % de
las proteinas totales de la membrana externa, a esta proteina la
llamd "proteina principal de membrana externa" (77) posteriormente
demostrd que la banda proteica principal estaba constituida por
cuatro polipéptidos diferentes a los cuales llamé la, 1lb, 3a, 3b
(77) .

Las cuatro proteinas la, 1b, 3a y 3b descritas por Schnaitma
junto con la lipoproteina de Braun constituyen el grupo de las
proteinas principales o mayores de la membrana externa de E. colil

ya que son las mas abundantes ep‘dicha membrana.

Las PME de S.typhimurium son muy similares a las de E. coli
ya que contienen cuatro proteinas principales con pesos
moleculares que van de 33 a 36 KDa, tres de estas proteinas se
han identificado como porinas 34, 35 y 36 KDa y la proteina de 33

KDa como la proteina modificable por el calor (59).

Osborn y Wu (1980) clasificaron la PME en principales y
menores. Las proteinas principales las dividieron en tres grupos:
Las proteinas matrices o porinas (la y 1b), la proteina modificable

por el calor (3a) y la lipoproteina de Braun (64).
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Proteinas matrices o porinas.- se caracterizan pdf estar
fuertemente unidas a la peptidoglicana, su composicién varia
dependiendo de la cepa de origen, Rosenbusch (1974) encont;é gue
la cepa de E. coli B producia solo un tipo de proteina matriz,
la la, mientras que la cepa salvaje de E. coli K-12 producia

los dos tipos la y 1b.

" Pugsley y Schnaitman (1978) demostraron que E. coli K-12
tiene la capacidad genética de producir otro tipo de proteinas
matrices, las llamadas nuevas proteinas de membrana externa, estas

sélo se encuentran en cepas de E. coli que han perdido la capacidad

de sintetizar las proteinas la y 1b (77).

Nakae y Nikqido (1975) demostraron gque la incorporacién de
estas proteinas a vesiculas artificiales de fosfolipidos vy
lipopolisacarido hacian a las vesficulas permeables a sacadridos de
bajo peso molecular. Por los resultados anteriores se concluyd que
la funcién de estas proteinas es la de formar "poros" de difusidn
pasiva, que permitieran el paso de sustancias hidrofilicas de bajo
peso molecular a través de la membrana y por esta propiedad se les

conoce come porinas (77,19).

Nakae (1976) demostré que estos poros facilitaban el
transporte de compuestos tales como azlicares, aminodcidos e iones
orgénicos cuyos pesos moleculares no excedian de 550 Da. Estas

conclusiones estan apoyadas por el hecho de gque mutantes de S.
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typhimurium y E. coli deficientes en estas proteinas presentan

defectos en el transporte de dichas sustancias.

Las proteinas matrices se encuentran 1localizadas en la
superficie de 1la membrana y actiian como receptores de fagos Yy
colicinas. Estas proteinas wmatrices se arreglan en unidades
triméricas, que constituyen la unidad funcional del poro; estudios
de microscopia electrénica sugieren que estas unidades forman redes
hexagonales en la membrana } cubren el 60 ¥ de la superficie de la

peptidoglicana (59).

Las proteinas matrices de S. typhimurium pesan 34, 35 y
36 KDa y tienen caracteristicas quimicas y funcionales similares

a las proteinas la y 1b de E. coli (59).

Lee y Schnaitman (1980) hicieron una comparacién desde el
punto de vista geﬁéfico de las PME de E. coli y S. typhimurium y
encontraron una gran similitud entre los genes estructurales gue
las codifican, dichos autores propusieron . establecer una
nomenclatura dnica para las PME de ambas cepas ya gque la posicién
de los genes gque codifican para la sintesis de estas proteinas en
el mapa genético de ambas bacterias es aproximadamente la misma.
En base a esta similitud en 1la nomenclatura propuesta se
idégtifican las proteinas por sﬁs genes estructurales o por el

locus genético que determina su producciéﬁ; asi por ejemplo 1la

proteina OmpC es el producto del gene estructural omp C (77).
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Basdndonos en esta nomenclatura la cepa E.;oli K-12 produce
dos especies de porinas: la proteina OmpC (1b) y OmpF (la) y los
genes estructurales que codifican la sintesis de estas proteinas
son el omp C y omp F respectivamente, la expresién de estas
proteinas estd regulada por un gene presente en el locus omp B. La
‘cepa de S. typhimurium LT2 produée tres clases de porinas la
ompC (36 KD), OmpF (35 KD) y la OmpD (34 KD). La expresién de las
proteinas OmpC y OmpF al igual que en E. coli también esta
regulada por un gene presente en el locus omp B. Finalmente los

autores proponen que estas proteinas derivan de un gene ancestral

" com@n presente en las encerobacterias.

La proteina modificable por el calor es el producto del
gene estructural omp A y se le conoce como la proteina OmpA. Esté
involucrada en proégsos de conjugacién y actlia como receptor para

fagos y colicinas.

La lipoproteina de Braun estd unida covalentemente a la
peptidoglicana y su funcién es la de mantener 1la integridad

estructural y funcional de la membrana.

Con respecto a las jroteinas menores se ha demostrado gque
intervienen como acarreadores en el transporte de sustancias de
alto peso molecular y dgue estédn relacionadas con la d4ivisién

celular.
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Debido a la localizacién de las PME sobre la superficie de
las bacterias gram negativas, estas han sido consideradas como
antigenos importantes en la induccién de una respuesta inmune

‘ protectora, las porinas son las proteinas responsables de tal

proteccién (67).

A.3.- CONTROL GENETICO DE LA SUSCEPTIBILIDAD A Salmonella
typhimurium.

Al menos dos genes estdn implicados en la resistencia o
éusceptibilidad del ratén a S. typhimurium y son el gen Ity y el
geﬁ-H-z (60). E1 gen Ity es un ééﬁ pS?fT§§T§§;>ﬁéminénte,
autosémico, no relacionado con el haplotipo, y los alelos que
confieren resistencia o suceptibilidad se designan "r" o "s“
respectivamente. Por otra parte se ha demostrado la existencia de
un segundo gen autosdmico gue confiere suceptibilidad a S.
typhimurium y es el locus lps, el cual se encuentra en el cromosoma

cuatro y estd involucrado en la respuesta al LPS (60).

La cepa de ratones C3H/HeJ, a diferencia de otras cepas, no
responde a los efectos biolégicos inducidos por este activador
(LPS) (54). Esta respuesta anormal es debida a una mutacién en el
locus Lps. El1 alelo mutante de éﬁH/HeJ se ha llamado Lpsd
y el alelo normal se denomina Lps". La expresién de este gene se
encuentra en linfocitos B, iinfocitos T, macrdéfagos y fibroblastos.
Los macréfagbs de la cepa C3H/HeJ, son ihcapaces de desarrollar una

actividad tumoricida o bactericida cuando se tratan con una gran
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variedad de agentes activadores entre ellos él LPS (60). Se ha
demostrado que la inmunidad natural presentada por cepas murinas
resistentes (diferentes de C3H/HeJ), se debe a la capacidad
-bactericida de los macréfagos Lps". Por otra parte, en las etapés
tardias de la infeccién murina, los anticuerpos juegan un papel

relevante en el control del proceso infeccioso (79).

Recientemente se ha demostrado que la respuesta inmune celular
y humoral contra las porinas y las PME varia acorde al haplotipo

de la cepa murina en cuestién; el haplotipo mejor respondedor es

el H—ék-§ los menos respondedores a ambos antigenos son los H-2¢ y

H-2° (55).

B.1.~ MECANISMOS DE PROTECCION CONTRA Salmonella typhimurium.
. La salmonelosis murina igual que en el hombre se transmite
por la ingestién de alimentos o agua contaminados con heces de
animales infectados o'portadores;‘después de que la infeccidn
tiene lugar por via oral, la bacteria coloniza el intestino del
gado ' sin causar sintomas apreciables, posteriormente, estas
bacterias entran al tejido submucoso atravesando el epitelio
velloso o a través de las células M de las placas de peyer; de
aqui, se diseminan por via 1linfatica a todo el torrente
circulatorio y sistema fagocitico mononuclear, donde las bacterias
son fagocitadas por macréfagos de bazo e higado (células de
kupffer). Estas células son el principal sitio de multiplicacién

de la salmonela en los siguientes dias de la infeccién y su
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multiplicacién se lleva a cabo en forma intracelular protegiéndose

de los anticuerpos y complemento.

La inmunidad celular es primordial en el control de la
infeccién por microorganismos intracelulares incluyendo a S.
typhimurium en ratones, y consiste de una intrincada red de
interacciones celulares que inician con la captacién del antigeno
por las células del sistema fagocitico mononuclear. Los macrdfagos
degradan las fracciones antigénicas a péptidos y después por un
.proceso no bien definido expresan estos fragmentos inmunogénicos
en su membrana junto con glicoproteinas de suﬁérficie codificadas
por genes de clase II del sistema principal de histocompatibilidad;
s6lo entonces los linfo:itos T cooperadores (CD4') reconocen el
antigeno e inician una respuesta contra é&l. Después del
reconocimiento antigénico los linfocitos T CD4' son activados y las
clonas especificas contra los diferentes epitopos proliferan, como
.consecuencia, estas células secretan una serie de factores solubles
de comunicacién celular (linfocinas), entre los cuales se encuentra
1a -interleucina 2 (IL-2) cuya funcién primordial es la de actuar
como factor proliferativo de linfocitos T. Otra linfocina secretada
por células T CD4' es el interferén gama; este factor proteico
tiene varios efectos biolégicos sobre algunos tipos celulares como:
activacidn de macréfagos, efecto antiviral y activacién de 1la
expresidon de diferentes ‘enes, entre los cuales se encuentran los

del sistema principal de histocompatibilidad.
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Estudios sobre inmunidad humoral sugieren gque ésta es

insuficiente para el control de infecciones intracelulares. Por
ejemplo, se ha demostrado que la presencia de anticuerpos contra
diversas fracciones antigénicas de S. typhi no correlacionan con

el desarrollo de proteccién contra las recaidas o reinfecciones.

Por otra parte en un modelo murino de fiebre tifoidea Collins
y Mackaness encontraron una estrecha relacidén entre el desarrollo
de inmunidad e hipersensibilidad retardada (DTH) despues de la

inmunizacidén con dosis subletales de Salmonella (2,15,17,42,46).

B.2.~ Anticuerpos y complemento.

" cuando el organismo es invadido por agentes extrafios, -
sabemos gque se desarrolla una respuesta inmune humoral, en la gue
la produccién de anticuerpos se activa teniendo cierta
especificidad contra el antigeno invasor; ademis, a 1la formacién
de complejos antigeno-anticuerpo le secunda una serie de reacciones
enzimdticas por un conjunto de proteinas a las que se les conoce

como complemento.

El complemento puede activarse por dos vias, la via cléasica
y la via alterna o de la properdina. Existen 11 proteinas en la
activacién clésica del sistema del complemento gque se designa con
‘la letra C y un nimero C1, C2, €3...C9. En realidad la proteina C1
esta integrada por un conjunto de subunidades conocidas como Clqg,

Clr y Cls gue estan unidas por enlaces no covalentes, pero el ién
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Ca™ es necesario para manﬁenerlas unidas (72).

B.3.- MACROFAGOS.

La fagocitosis es una funcién celular éue se lleva a cabo por
células especializadas, conocidas como células fagociticas
brofesionales. Este grupo est4d formado esencialmente por células
gue se encuentran en la corriente sanguinea asi como en algunos

érganos, o bien son atraidas a los tejidos (18).

Las células fagociticas profesionales sé dividen en dos
grandes grupos: a) las células fagociticas polimorfonucleares:
Neutréfilos, Eosinéfilos y Baséfilos. Estas tienen la capacidad de
destruir parasitos extracelulares que en ocasiones causan
infecciones agudas; -sin embargo los polimorfonucleares tienen una
vida media de menoé de 10 horas, una vez que salen de médula dsea
y entran al torrente circulatorio (8) y b) las células fagociticas
‘mononucleares, que tienen una vida media en circulacién sanguinea
larga y eliminan parédsitos intracelulares (12). Se considera que
la fagocitosis juega un papel importante en los fendmenos de.
resistencia inespecifica, ademis en ciertas enfermedades causadas
por pardsitos intracelulares el proceso fagocitico esta intimamente

relacionado con la actividad de reconocimiento de los linfocitos

T al parésito (46).

Ciertos parédsitos evaden los mecanismos bactericidas del

fagocito y se establecen dentro de é1 (58,65,71); este fenémeno se
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presenta principalmente con los fagocitos mononucleares:y algunos
pardsitos intracelulares, como Mycobacterium lepra

(7,25,49,78), Mycobacterium tuberculosis (5), Leshmania

mexicana (54,74), Trypanosoma cruzi (1), Ricketsia tsutsugamusi
(10,11), y Salmonella typhi (63). Los parasitos intracelulares se
han clasificado en: a) patégenos intracelulares obligados, ya que
requieren vivir dentro de células y no en otro medio y b) parésitos
intracelulares facultativos porgue pueden vivir dentro o fuera de

la célula blanco.

“ZA principios de la década de los sesentas, sblo se conocian

tres aspectos acerca de 1los fagocitos mononucleares: a) su
actividad bactericida , b) su susceptibilidad a ser infectados por
algunos parési;os que ocasionaban enfermedades crénicas y, c) gue
probablemente eran los responsables de la dégradacién y digestién

de los antigenos.

Mackaness y colaboradores, relacionaron 1la actividad del
linfocito T con la del sistema fagocitico mononuclear. Sus trabajos
sugerian que el linfocito T se activaba al reconocer a los
antigenos del parasito; de esta manera, la célula T secretaba
-factores que actuaban sobre los.macréfagos activandolos y matando
en forma inespecifica a otras bacterias o parasitos no relacionados
(12,40,46).

Para activar un macréfago en "reposo" se requiere de dos
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sehales, uné gue sensibilice ‘a la célula y otra gue active
completamente al macréfago (3,27). La sefial sensibilizadora mas
usual es el interferon I', y entre las sefiales que activan al
macrdfago se encuentran: ‘ Lipopolisacarido (Lps), altas
\coﬂééntracibnes de linfocinas, édbrenadantes de células tumorales,

bacterias gram-positivas muertas por calor, y muramil dipéptido

encapsulado en liposomas.

El lipopolisacarido induce dos tipos de respuesta en
macréfagos: 1) Una respuesta rébida, tales como la secrecién de
metabolitos del &cido araguidénico, proteasas neutras e hidrolasas
lisosomales en unas cuantas horas después del estimulo, 2) cambios
de actividad, como por ejemplo la induccién de la. actividad
citotéxica hacia microbios o células tumorales, en un lapso de
horas o hasta dias después del estimulo.

Se ha observado'que el interferdén I' induce RNAm para
moléculas clase II de histocompatibilidad, y el lipopolisacéarido
induce la expresién del factor de necrosis tumoral. Sin embargo,
el lipopolisacarido, suprime la expresién de RNAm para antigenos
clase II de histocompatibilidad (27), inducido por interferdn I' de
esta forma el lipopolisacdrido tambien disminuye la capacidad de

la célula de presentar antigeno (46).

Por otro lado, se encontrd que la presencia del fagocito

mononuclear era indispensable para que se efectuara tanto una
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respuesta de tipo humoral como celular. M&is tarde, se demoséré gque
el linfocitoe T reconocia los antigenos parasitarios previamente
transformados y asociados a antigenos de clase II del Sistema
Principal de Histocompatibilidad (44)'y que a su vez, el linfocito
T cooperaba con linfocitos B, ocasiondndose una respuesta de
anticuerpos contra el antigeno manipulado. Se halld también que el
fagocito mononuclear secretaba un factor proteico que inducia la
maduracidén de linfocitos T, asi como la aparicién sobre la membrana
rde receptores para linfocinas que a su vez inducian la

proliferacién_y d;ferenciacién de linfocitos T. La importancia que
estaba_Edqﬁfﬁfzﬁég;éiigggbéito mononuclear en la respuesta inmune
hizo que muchos investigadores comenzaran a buscar la relacién gque
existia entre el fagocito mononuclear y las otras células que

formaban el sistema inmune (28,43,46,53).

Por otra parte, se sabia gque las enfermedades ocasionadas por
parasitos intracelulares presentaban las siqguientes
caracteristicas: a) una baja respuesta de la inmunidad celular a
los antigenos de los parésitos intracelulares, tanto in vivo como
in vitro (6), b) una baja produccién de IL-2 (29,34,53), c) una
diéﬁinucién en la secrecién de citocinas activadoras de fagocitos

mononucleares como el Interferdn I', (9,35,40,42,57,89).

Ante estas observaciones, algunos autores comenzaron a pro
poner hipdétesis a través de las cuales trataban de explicar la

falta de respuesta a las infecciones por parasitos intracelulares;
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entre éstas se encontraban las siguientes: a) el receptor de la
clona T especifica para el antigeno relevante, en la infeccidn por
parasitos intracelulares, no existia en las personas gue adquirian
la enférmedad; sin embargo en la mayoria de estas infecciones habia
hipergamaglobulinemia (5), pero los anticuerpos no estaban
dirigidos contra los antigenos relevantes, b) otros investigadores
proponian que el defecto se hallaba a nivel de los mecanismos de
induccién, ya sea por irhibicién en la presentacién del antigeno
(1), 6 bien en la secrecidén dé monocinas; sin embargo se demostréd

que los mecanismos inductores no eran los afectados, c) también se

pensé en la participacién de factores subreﬁgfzgzag;lavégépUesta,
ya sea secretados por un linfocito T supresor 6 por macréfagos
(53), sin embargo el linfocito T supresor y el papel de los
macréfagos in vivo no esta aclarado y d) la explicacién mis
probable, es la éue se refiere a que los antigenos del agente
patdgeno son los responsables de la inhibicién de la proliferacién

de linfocitos T por lo que disminuyen los mecanismos bactericidas.

B.4.- L;NFOCITOS T.

Se han descrito dos subpoblaciones de linfocitos T: los
linfocitos T Cooperadores y los linfocitos T Citotéxicos. Los
primeros tienen el fenotipo CD4%, CD8 , e intervienen en la
secrecidén de linfocinas y cooperacién con el linfocito B; 1la
segunda subpoblacién tiene funcién de lisis tanto de células
alogénicas como de infectadas por virus y su fenotipo es CD4'CD8’.

La primera pregunta acerca de estas subpoblaciones de linfocitos
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T, era sobre el papel que jugaban en los fenémenos de proteccién
(30,51); algunos autores encontraron gue la proteccién estaba dada
por linfocitos T cooperadores (2,41,62), otros por linfocitos T
citotéiicos (16,44), y un tercer grupo que no se trataba de ninguna
de las dos subpoblaciones, ya que suponian que las células
efectoras eran precursores de linfocitos T, los que al estar en
contacto con el antigeno maduraban y daban la respuesta protectora,

pues el fenotipo de las células era CD4°CD8" (48).

Reaientemente, se ha encontrado que la actividad funcional
del linfocito T es en algunos casos, independiente del fénbtipo;
esto significa que se pueden tener subpoblaciones cp4’,cp8” con
actividad citotéxica sim.lar a las T CD4°CD8" (22,82). Por lo tanto
para conocer la subpoblacién de T involucrada en el fendmeno de
proteccién no s6lo basta determinar el fenotipo, si no que . es
necesario hacer otras pruebas de tipo funcional como lo son la

liberacién de linfocinas y la actividad 1litica sobre células

infectadas por el parasito.

Estudios realizados por diferentes grupos demuestran la
importancia de la citotoxicidad dada por diferentes subpoblaciones
de linfocitos T en tres sistemas de infecciones intracelulares. El
primero utiliza como huésped el ratén y como parésitos a Listeria
monocytogenes o Mycobac'erium bovis BCG (16,17,44), el segundo
emplea como huésped bovinos y el parasito es Theile ria parva y,

el tercer sistema es el humano y el parésito Ricketsia prowaseki
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(10,11). En el segundo sistgma se ha observado :un efecto
bacteriostatico (16), y a este respecto, se ha propuesto que los
linfocitos T citotdxicos lisan a las células infectadas con el
pardsito intracelular para gue el patégenc sea liberado y pueda ser
endocitado y destruido por fagocitos mononucleares, los cuales
elevan su capacidad bactericida y metabélica al estar en contacto
con IFN-T (45,56), previamente producido por linfocitos T
cooperadores. Sin embargo, podria suceder gue el par&sito fuera
endocitado por fagocitos mononucleares no activados, y de esta

manera el pardsito seguiria reproduciéndose.
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- OBJETIVO.GENERAL.

Determinar los mecédnismos celulares que intervienen en la
respuesta inmune en diferentes cepas de ratones singénicos cuando

se infectan con Salmonella typhimurium.

OBJETIVOS PARTICULARES.

a) Estandarizar el método para infectar macréfagos murinos in
vivo.
. .. b) Correlacionar la infeccién por S.typhimurium a
macréfagos murinos con el gehe de susceptibilidad a la infeccién
por S.typhimurium Ity y los genes H-2.

c) Investigar sobre la participacién de linfocitos T en la

resistencia a infeccién por S. typhimurium, usando modelos de

transferencia adoptiva.
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MATERIALES Y METODOS.

Cepa bacteriana. Se utilizé Salmonella typhimurium
1,4,5,12 en todos los experimentos de infeccién; esta cepa se
obtuvo del Instituto Nacional de Higiene, GGBR de la Secretaria

de Salud.

Ratones. Se emplearon ratones endogdmicos de las siguientes
cepas: BALB/cJ (H-2%, Ity®, LPs"), CS57BL/6J (H-2°, Ity®, LPS",
C3He§/?gg“(ﬂ—2k, Ity", LPsS"), obtenidas de los laboratorios
‘JSE??EH;;%haﬁtenidas en el bioterio del Instituto Nacional de

Higiene, GGBR, SS.

Cultivoe de bacterias. Las bacterias enmpleadas para la
infecciéﬂ de macroéfagos, se crecieron durante 18 horas a 37°C y
200 rpm (New Brunswici Scientific Co.) en medio minimo A
suplementado con 0.1% de extracto de levadura y 0.5% de glucosa.
Posteriormente las bacterias, en fase de crecimiento logaritmico,
se cosecharon por centrifugacién a 1650 % g durante 15 min a 4°C.
La pastilla bacteriana se resuspendié en amortiguador de Hepes 0.01

M pH 7.4 .

obtencién de macréfagos peritoneales. Los ratones se mataron
con cloroformo, se sangraron de corazén Yy posteriormente a cada
raton se le inyectd 5 ml de solucién de Hanks' en peritoneo.

Posteriormente se di6 masaje en el sitio de inoculacién. Se aspiréd
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la solucién de Hanks' y las células se lavaron con 10 ml de 1la
misma solucién centrifugando a 1200 rpm, 3 minutos. Las células de
exudado peritoneal se contaron y ajustaron a 2 millones de células

en 0.5 ml (44).

Infeccidén de macréfagos in vivo con S. typhimurium.

Los ratones se inoculafon por via intraperitoneal con 5X10°
‘bacdterias en 0.5 ml de PBS. Veinticuatro horas después se tomaron
las células de exudado peritoneal como se hizo anteriormente, se

ajustaron a una concentracién de 2x10° células en 0.5 ml de

solucién de Hanks'. Posteriormente sé lavaron 3 veces centrifugando
a 1200 rpm durante 5 min. con la misma solucién de Hanks'; en el
Gltimo lavado se decanu$ el sobrenadante y se resuspendid el
paquete celula;' en 0.4 ml de agua bidestilada estéril, se
realizaron 4 diluciones seriadas 1:10 Y se sembraron 50 ul de las
diluciones en placas de Agar BHI (infusién cerebro-corazén).
Finalmente, se dejaron incubar las placas a 37°C por 12 horas y se

conté el nimero de coloniés por placa (44).

Determinacién por inmunofluorescencia de 1la presencia de
antigenos de S. typhimurium sobre la membrana de macréfagos
infectados con S. typhimurium. Grupos de dos ratones de las
siguientes cepas singéni:as se utilizaron para este experimento:
BALB/cJ, C57BL/6J, y C3HeB/FeJ. Cada ratén se inoculd con 5x10° S.

typhimurium en 0.5 ml de PBS por via intraperitoneal, 24 horas
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después los ratones se sacrificaron y se obtuvieron los macréfagos

.como. se ha descrito previamente, las células de los animales de

cada cepa se mezclaron y resuspendieron en 0.5 ml de DME-20 % SFB
(DME~Suero Fetal Bovino), a continuacién se colocaron 6x10° células’
del exudado peritoneal en cajas de Petri de 35x10 wmm. (Falcon,
Oxnard, California), en un volumen final de 1.5 ml de DME-20 % SFB
suplementado con 100 upg/ml de Gentamicina (Sigma Chemical Co., St.
Louis Mo.), y se incubaron de 2 a 3 horas a 37°C con 5% CO, y
humedad, posteriormente las cajas se lavaron 5 veces con Hanks' y

al final de los lavados se agregd DME-20%SFB se incubaron durante

~48horas adicionales en una estufa para cultivos célulares (NAPCO,

Portland, Oregon). Después de la incubacién anterior las células

.se lavaron 3 veces con Hanks' y luego del altimo lavado se adicioné

1.0 ml1 de PBS y 1.0 ml de Formaldehido al 2% en FBS, y se incubé
a 37°C durante 5 minutos, pasado este tiempo las células se lavaron
5 veces con PBS y se les agregd 1.5 ml de solucidén de Hanks' con
10% de suero de ratdén descomplementado y se incubaron a 37°C por
5 minutos, para después lavar 5 veces las células con PBS y se
afiadi6é 1.5 ml de suero de conejo anti~PME de S. typhimurium diluido
1:10 con PBS, y se incubd a 37°C por un periodo de 30 minutos.
Luego las células de exudado peritoneal se lavaron 5 veces con PBS
y se les adiciondé un conjugado fluoresceinado anti-inmunoglobulinas
de conejo diluido 1:90 con PBS y se incubd a 37°C durante 30
mingtos, posteriormente se ;qvaron las células de exudado
pefitoneal 5 veces con PBS; en el Gltimo lavado se elimindé todo el

PBS, se afiadié una gota de PBS-glicerol (50% v/Vv) y se colocd
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encima un cubreobjetos el cual se selldé con esmalte para uias. La
fluorescencia se observé en un microscopio de epifluorescencia
(Carl Zeiss, Alemania) con el objetivo de inmersién (100X) .
Mientras las preparaciones no eran leidas se protegieron de la luz
y se guardaron a 4°C. Se utilizaron los siguientes testigos: a)
Macréfagos sin infectar, para determinar falsos positivos
‘originados por el antisuero anti-PME, b) Para determinar si el
conjugado fluoresceinado pudo ocasionar falsos positivos se eliminé
el paso de agregar anti-PME y se afiadio directamente el conjugado
anti-inmunoglobulinas_de conejo, se utilizaron tanto macréfagos
infectados como‘ﬁgé%ﬁfaaggfﬁ;'ihfectados, y ¢) para determinar la
especificidad del suero anti-PME, se agregd en vez de éste, suero
de conejo anti-inmunogobulinas de burro y se siguieron exactamente
los mismos pasos descritos en el método anterior, se utilizaron

macréfagos infectados con S.typhimurium.

"~ Inmunizacién de animales y obtencién de linfocitos T de bazo.
Se utilizaron dos grupos de ratones de las cepas C3HeB/FedJ,
C57B1/6J Y BALB/cJ , cada uno compuesto de seis animales, un grupo
se inmunizé por via intraperitoneal (i.p.), al dia 0 y 7 con 0.5
ml de una suspensién de 10° bacterias por ml de S.typhimurium
muerta por calor, Yy el t2gundo grupo de ratones no se inmunizan.
Cinco dias después de la dltima inmunizacién, de ambos grupos se
obtuvieron las células del bazo y se les eliminaron eritrocitos con

cloruro de amonio.
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Purificacién de linfocitos T. La purificacién de los
linfocitos se hiz6é modificando la técnica descrita originalmente
por Julius, et al (33), en resumen: las células del bazo; exentas
de eritrocifos, se resuspendieron en 1 ml de DME~SFB al 10%, y se
agregaron a una columna e lana de nylon previamente equilibrada
con el mismo medio. Se dejd salir el medio de la columna (por
goteo) para que se depositaran las células. Posteriormente se
agrego lentamente 1 ml de DME-SFB al 10% y se permitio que goteara
la columna hasta que el medio llegé a la cama de ésta, se tapond

la aguja de salida y se incubé la columna a 37°C, 5% CO, por 45

min.. Luego se destapd la columna, y se esperé “a queiﬁgéteara
lentamente sobre un tubo de centrifuga estéril de 50 ml se agregd
més medio hasta que se recibieron en el tubo 25 ml de medio.
Finalmente se centrifugé el tubo a 1200 rpm/10 min, el paquete
celular se resuspehdio en 1 ml de DME-SFB al 10%, se determind la
viabilidad de los linfocitos T, que se emplearon para los ensayos

que se describen posteriormente.

Eliminacién de linfocifos T. Se utilizaron 10 ratones
singénicos de la cepa C57B1/6J los cuales se irradiaron con 450
rads con una bomba de cobalto, en el Hospital de la Mujer (SS
México D.F.) Los ratones se colocaron en una caja de pléstico
exactamente debajo de la fuente de radiacién de la bomba, después
que se activé la fuente de cobalto los ratones permanecieron 5

minutos recibiendo la radiacién.
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viabilidad de linfo;itos T de ratones irradiados. Se tomaron
2X10° células T y se sembraron en placas de cultivo con RPMI
suplementado con 10% de suero fetal bovino, y se agregé 100 ul de
concanavalina~A (Con-A) a una concentraﬁién de 15 pg/ml, se
‘dejaron incubande a 37°C y 5 % de CO, por 54 horas, al término de
este tiempo se agregd un puCi de Timidina tritiada en cada pozo; 18
horas después se cosecharon en un cosechador para células (mini
mash II, Walkersville, Marylan), se dejaron secar y se colocaron
en viales a los cuales se les agregé 3 ml de liquido de centelleo,
posteriormente se leyero. en el contador dé centelleoc (Beckman LS

5801).

Transferencia celular adoptiva. Se utilizaron 2 grupos de
ratones sinqén%cos de las cepas C3HeB/FeJ, C57Bl/6J Y BALB/cJ, al
primer grupo de ratones se le transfirieron i.v. 3x10% células T
-isogénicas inmunes y como control células no inmunes, al segundo
grupo de ratones previamente irradiados (con radiacidén de cobalto)
se le transfirieron i.v. 15x10% células T isogénicas inmunes y como
control células no inmunes, en ambos casos las células T
provenientes de bazo se inmunizaron con S. typhimurium, al dia
siguiente se inocularon i.p. con 0.5 ml de una suspencién
bacteriana gue tenia una concentracién de 10° bacterias/ml de S.
typhimurium. Posteriormente, se realizaron las lecturas del
nimero de colonias bacterianas acorde al método de “infeccién

in vivo de macréfagos" descrito anteriormente.

34



RESULTADOS

INFECCION DE MACROFAGOS in vivo CON Salmonella typhimurium.

De acuerdo al modelo de infeccidn en macréfagos murinos el
nimero de colonias aisladas vario en funcién de la cepa utilizada,
asi tenemos gue la cepa que mejor controla la infeccidén es

C3HeB/FeJ H-2%, Ity" (figura 1).

INFECCION IN VIVO CON S. typhlmunum

250 250
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BALB/cJ C5781/6J C3HeB/FeJ
DILUCION 1:100
Se infectan ratones de 3 cepas singeni-

cas y se evalua la infeccion por conteo
de UFC en macréfagos peritoneales.
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La tabla A nos muestra el numero de colonias de las cepas de
ratones singénicos utilizados en los experimentos de infeccidn de
macrofagos peritoneales en las diferentes diluciones utilizadas
(1:10, 1:100, 1:1000 y 1:10000), eﬁ estos podemos determinar gque
la cepa BALB/cJ es la que mas se infecta, presentando diferencias
significativas con las cepas restantes en cuanto a la cantidad de
colonias bacterianas. Sin embargo, las diferencias entre las cepas

C57B1/6J Y C3HeB/FeJ no es significativa.

TABLA A.- Infeccidn con Salmonella typhimuriuw en macréfagos de diferentes cepas murinas singdnicas.®

CHeB/Fed C5781/60 BALB/cd
CEPR 3
DIL Infectados $/Infecter Infectados S/Infectar Infectados §/Infectar
1:18 423 [} 442 8 1) [
1:160 80 ’ 8 §8 ? 197 [}
1:1608 14 b 1 g 52 [
1:16833 3 & { [4 H ¢

¥ Ratones sinf&nicos se infectan con 187 bacterias intraperitonealmente, a las 24 h se cbtienen macrofagos perito -
neales, se lisan y se evalua la infeccion por conteo de UFC en 4 diluciones.

36



INMUNOFLUORESCENCIA. La fotografia 1 huest;a macréfagos
infectados con Salmonella typhimurium que-t eﬁé~éngsu superficie
antigenos bacterianos asociados que soniféééhwcidosvpor anticuerpos

anti-PME de conejo. e

En la fotografia 2 podemos observar macréfagos sin infectar
que no tienen antigenos bacterianos asociados y por lo tanto los

anticuerpos anti-PME no los reconocen.

FOTOGRAFIA NUMERO 1

FOTOGRAFIA NUMERO 2
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ELIMINACION DE LINFNCITOS T. En la grafica de la figura 2
podemos apreciar la activacién de células T (200 mil), de ratones
irradiados y normales, con Con-A, podemos ver gue existe mayor
nGmero de cuentas por minuto (cpm) en las células provenientes de
ratones normales y por el contrario un menor nimero en las células
provenientes de ratones jrradiados, ademis, se incluyeron células
sin Con-A de ambos grupos de ratones y se puede ver gue el nimero

de cuentas por minuto es menor que en los casos anteriores.

FIGURA 2
ACTIVACION DE CELULAS T DE BAZO DE RATO-
NES C57Bl/6J POR CONCANAVALINA-A

20

16+

101

owx. 3-v-0
<,
T

=3

S/CON-A IRR  S/CON-A NO IRR  C/CON-A IRR  C/CON-A NO IRR
200 MiL CELULAS
DE RATONES C57BI/6J SE OBTIENEN CELULAS

T SE COLOCAN 200 Mil. POR POZO, SE AGREGA
HT13Y SE MIDE SU INCORPORACION (c.p.m.).
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Tabla B en esta observamos el nf;mero de cuentas por minuto
para 200 mil células no activadas y activadas con Con-A
provenientes de ratones C57Bl/6J irradiados y normales, también
podemos ver que los indices de estimulacidn mantienen una
diferencia notable y por lo tanto el coeficiente de estimulacién

también es relativaments grande.

THBLA B .- Activacion de Iinfocitos T de ratones C57B1/6] por concanavalina-A.*

RATONES RATONES X0
ESTINILO 1RRADIADOS LL 1RRADIADOS 1L, C.E
i | NINGDNO 26 1855
ML
CELS
CONCANAVALINA-R | 383 1.6 167% 9.8 53

* Se obtienen celulas T de bazo {mvemen(es de ratones CS7BI/6J y se activan con concanavalina-f, a las §
agrega HIrlal medio, se cosechan las chlulas y se mide incorporacidn de HIrc(c.p.w.) en un contador de centelleo
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TRANSFERENCIA DE T INMUNES Y NO INMUNES EN RATONES NO
DEPLETADOS DE CELULAS T. La figura 3 nos muestra las diferencias
.en el crecimiento del nimero de colonias bacterianas en macréfagos
de ratone singénicos C3HeB/FeJ a los cuales se les transfirié 3 X
10® células T inmunes Yy 3 X 10% células T no inmunes; observéandose
claramente que el numero de colonias es mucho mayor cuando se
inocularon células T no inmunes, y cuando la inoculacidén se hizo

con células inumunes el nimero de colonias disminuyd notablemente.

Se transfirieron 3 X 10° células inmunes y 3 X 10% células no

inmunes a ratones singénicos de la céﬁé C57B1/6J; cuando la

transferencia se hizo con células no inmunes el nimero de colonias
bacterianas después de la infeccidn es mucho mayor comparativamente
con el niimero de colonias para el caso de la transferencia con

células inmunes (figura 4).

En la figura 5 se puede observar el nimero de colonias des
pués de la infeccién en ratones BALB/cJ a los cuales se transfirié
3 X 10° células inmunes y la misma cantidad de células pero no
inmunes, aunque la diferencia en la cantidad de colonias
bacterianas existe, é&sta no es tan notable como en los ratones

C3HeB/FeJ Y C57B1/6J (figuras 3 y 4 respectivamente).

En la tabla C, en los experimentos de transferencia adoptiva
celular podemos ver el numero de colonias correspondiente a

ratones de las cepas C3HeB/FeJ, C57Bl1/6J y BALB/cJ después de la
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FIGURA 3
TRANSFERENGIA CELULAR ADOPTIVA EN RA-
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infeccién con Sélmonella typhimurium, cuando se transfirieron

con células inmunes, no inmunes, cuando no se transfirieron
células y cuando no se infectaron, ademds para cada dilucidén
utilizada 1:10, 1:100, 1:1000 y 1:10000 se calculd un porcentaje

en el cual difieren los grados de infeccidn.

TABLA C .- Transferencia celular adoptiva en ratones de 3 cepas singénicas.®

CEHEM!J ) €57B3/6J BALB/cd

). 14 C 1
o | s
N B

N
: s o o , 0
o | s
% | Do 8 B 8
SN
sy S % % 197
DIFEREACIA 8.5 e g

A

# Se transfieren 3x10° cblulas 1 inmunes y no_inmunes, posteriormente se retan con 187 hacterias, se obtienen macrdfa-
gos peritoneales y se cuenta el numero de UFC en la dilucion 1:182.
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TRANSFERENCIA DE CELULAS T INMUNES EN RATONES DEPLETADOS DE
CELULAS T.

Tabla D observamos el nimero de colonias en 4 diluciones
seriadas 1:10 después de transferir células T inmunes y no inmunes
a ratones C57Bl/6J irradiados y no irradiados, los resultados de
este experimento nos muestran, en la dilucién 1:100, para ratones
irradiados: con células no inmunes menor nimero de colonias
comparativamente con los inmunes; para ratones no irradiados: en
el caso de células no inmunes es mayor el nimero de colonias que

los inmunes se, puede ver graficamente en la figura ndmero 6.

14BLA D.- Transferencia celular adoptiva e infeccion con Salwonella typhimuriun a ratones C57B1/6d irradiados.%

IRRADIADOS NO LRRADIADOS
DIL s KO INHUKES IKNUNES NO INNUNES INHUNES
{118 n INCONTABLE 1688 =1
1:188 8 %5 483 16
1:1888 7 3 3 4
1:18283 8 8 3 8

# Se transfieren 12x18° cdlulas T igwenes y no inmunes a ratones singénicos irradiados CS7B1/6J, posteri t
::é:nd:rl\lﬁ:: nntonnlnnu con lﬂqheterm. se obtienen ucrjhgos peritoneales y se cuenta ‘lP:um:ao:l‘:ﬁ}'E :f\
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En el eje de las ordenadas tenemos el nimero de colonias y en
el eje de las abcisas la dilucién 1:100 de la cual se tomaron los
datos del namero de colonias bacterianas para ratones de la cepa
CS7Bl/6J irradiades y no irradiados, a los cuales se transfirieron
células T inmunes y no inmunes, se puede observar que con la
transferencia de células T inmunes en ratones no irradiados
disminuyd el nimero de coleonias en relacién con la transferencia
de células T a ratones no irradiados, sin embargo, cuando la
transferencia de células T se realizé en ratones irradiados los
resultados en cuanto al nimero de colonias, fueron contrarios al
caso anterior, es decir, que con la transferéncia de células T
inmunes hubo mayor crecimiento bacteriano y con la transferencia

de células T no inmunes el crecimiento fue menor.

FIGURA 7
TRANSFERENCIA CELULAR ADOPTIVA EN RATO-
NES C§7B1/6J IRRADIADOS.
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DISCUSION.

Hasta el momento se ha tenido dificultad para dilucidar los
mecanismos inmunolégicos gque se presentan'durante una infeccién
‘con “Salmonella typhi, debido a que la bacteria es exclusiva
del hombre. Para resolver este problema ha sido necesario usar un

modelo de infeccidn que se le parezca, éste es el modelo murino.

La infeccién en el ratdén por Salmonella typhimurium es muy
semejante a la que se prxsenta en la fiebré tifoidea.

En este trabajo se muestran las interacciones de diferentes
tipos celulares que intervienen durante la infeccidén con Salmonella
typhimurium en el ratén y la correlacién que existe con los

complejos H-2 y no H-2 (Ity).

- - Trabajos previos han demostrado que en cepas singénicas la
respuesta a porinas esta controlada por el complejo H-2 y que los
més‘respondedores son aquellos que presentan el haplotipo H—2ﬂ
Ity", los que presentaron una respuesta intermedia tienen el
s

haplotipo H-zb, Ity® ¥ los menos respondedores fueron H—zd, Ity

(48) .

Asi mismo se ha encontrado que el control de la infeccidn con
Salmonella typhimurium en cepas singénicas es mejor en ratones que
presentan el haplotipo H—Zk, Ity" y Lps”, un control intermedio en

el haplotipc H-2°, y el H-2° es el menos eficiente. Tomando en
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consideracién lo anterior podemos sugerir gue el control de la
infeccién no sélo estd en funcidén del alelo Ity sino también del

complejo H-2.

"~ Los resultados en los gue se utilizd bacteria total, en la
infeccidn, correlacionan en buena medida con los resultados en los
que se cuantificé la respuesta inmune humoral y celular a porinas

(48).

Por otra parte la i.munofluorescencia indirecta sugiere la
posibilidad de que en el proceso dé iffeccidn por la bacteria, el
macrdfago digiere una parte de la misma y expresa sus proteinas

en la superficie. Para verificar ésto se necesitan experimentos

especificos relacionados con el procesamiento del antigeno.

-- En este modelo podemos observar ademds que las interacciones
celulares durante la infeccidn por Salmonella typhimurium se
llevan a cabo entre los macrofagos propios de las diferentes cepas
de ratones infectados y otras células inmunes gque han sido
transferidas de ratones singénicos; encontrandose igualmente que
los ratones con haplotipn H-2* controlan con mayor eficiencia la

infeccién a los macréfagos.

La cepa C3HeB/FeJ tiene este haplotipo, en el cual como puede
observarse en la tabla C, presenta_una disminucién del 82.5 % de

bacterias gue estdn infectando al macrdfago con respecto a los

46



ratones testigo no inmunes.

La cepa murina C3HeB/FeJ es también la gque mejor controla la
infeccidn a través de la transferencia celular adoptiva y es la
misma donde existe menor nimero de cuentas bacterianas en ausencia
de transferencia de células T inmunes. Lo anterior puede explicarse
al menos por dos mecanismos no excluyentes: 1) los
macrdfagos son infectados con las bacterias en menor grado gue los
de las otras cepas murinas y 2) gque por la interaccién de células
~T i;hunes a proteinas de membrané‘exﬁerna, de otras bacterias gram-

negativas, que cruzan con las de Salmonella typhimurium activan los

macréfagos para controlar la infeccidn.

Como experimento colateral se transfirieron células T inmunes
a ratones irradiados; por los resultados obtenidos podemos sugerir
gue la radiacién no solamente elimind células T, sino que también
interfirié en las funciones fagociticas de los macrofagos. En este
caso al transferir células T inmunes en los ratones irradiados se
restablecid cierta actividad celular, pero cuando se transfirieron
a los ratones irradiados células T no inmunes la capacidad
fagdéitica del macréfago no se reéuperé de) todo, lo gue explicaria

la menor cantidad de bacteria intracelular.
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