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-R E.§ U M E N

La Espondiiit:is Anauliosante (EA) es una enfermedao
artrfitica crénica orogresiva inflamatoria aque afecta las
articulaciones periféricas, Su etilogfa es aun desconocida
pero se ehcuentra asociada al antigeno de Histocompatibilidao
HLA-B27 v a 1nfecciones microbianas principalmente con Kleb-—

siella ppeumoniae w.
Estudios recientes demuestran gque pacientes con EA v

sus familiares en ler. Qrado. B27 positivos, reconocen inten—
samgnte a una proteina de 55 KDa. (pS5) en K, pheumoniae
oor Inmunoelectretransferencia (IET) ae). En éste trabajo la
nSSKo  fué opuriticada del oapel de nitrocelulosa © oara
1nmunizar a ratones obtuvientgose una buena groduccidn de an——
ticuerpos. Esta protel na (pS3) fuw® reconocida por un anti—--—
cuerpo cantra la HSF &0 de Bodetella pertussis (Bp) al igual
aue fué detectada en otras enterobacterias por el monaclonal.
.a alta inmunogenicidad. la reacc1dn cruzada contra HSP 60

age Bp. v la conservaci1dn en toda la familia enteropcacteria—--
ceae de la pS5, nos indica gue s una protel na de chogue

térmico, que puede estar i1nvolucrada en el proceso gr au—

toinmunidad de la EA.



INTRODUCCION

ESPDNDILUARTRUPATI‘AS:

Uno de los a&dgelantos mas amportantes en €! campo de la
Reumatologla en los Gltimos affos es la separacidn y clasificacién de un
grupo de enfermedades consideradas por mucho tiempo como variantes de la
artritis reumatolde (AR), a las gue se les conoce como espondlloartro—
pati as. Esta clasificacidn se debe en gran parte a la obhservacién cli m-
ca. encuestas epldeminldalcas. mejor entendimiento en las alteraciones
nistopatoldgicas. observacién de las diferencias de las alteraciones
radiolégicas y muy especialmente a los adelantos de la inmunogenstica
con #1 descubrimiento del antigeno de histocompatibillidad HLA-B27 en
el aNo 1970 w.

El término espondiloartropatias fue introducido por Moll
en 1974 para designar un grupo de enfermedades caracterizadas por:

1)Factor reumatoide neqativo

2)Ausencia de nddulos reumatoides.

3)Inflamacidn articular periférica.

4)Sacroill tis radioldgica.

5)Sobreposicién de alteraciones clinicas.

b)Alta asociacidn con HLA-BR7. aumentando la tendencia para la

agregacién familiar.

7)Tendencia a inflamacién ocular (conjuntivitis).

8)Diversas lesiones mucocutaneas.

Debido a la ausencia del factor reumatoide en el suero de es——



tos pal:ienl:‘es este grupo. de enfernedades’ se  ha ’dencm'inadp Espnnqilaar.—-

tropatias seronenativas. e 1ncluyen:

1) Espondilitis anauylosante.

2) Artropatf{a psoriitica.

3) Artritis reactiva (S{ndrome ‘de Rext

-4). Artropati a juvenil crénica (ARJ ée"nnggativa) :

%) Colitis ulcerativa crdnica,

&) Enfermedad de Whipple.

7) Enfermedad de Cronn,

8) Uveitis anterior aguda.

' ?) Enfermedad de Behcet.

El padecimiento mAs frecuente, v mis estudiado que reﬁr;e mavor
nimero de similitudes con la AR, es la Espondilitis Anauitlosante (EAX:
por esta ratdn constituve el prototioo de este aruno de enfermedades.

@2,

ESPONDILITIS ANDUILOSANTE:

t.a espondilitis anquilosante (EA) es una enfermedad artritica
crénica progresiva inflamatoria que afecta las articulaciones sacroilfa-
‘cas, la columna vertebral y las grandes av;ticula:iones periféricas.
Noventa por ciento de los enfermos son hombres que fluctdan alrededor
de la segunda o tercera década de la vida.wm.

El término EA deriva del griego spdndylos vértebra v ankylos
inclinado o encarvada aunque actualmente implica adhesién o fusidn.a

El trastorno comenza con la presencia de dolor y rigidez en
la poreidn inferior de la espalda, que por lo general es mas giave en

la mafiana. Los sintomas de la enfermedan aguda incluven dolor e niner—
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sensibilidad en las articulaciones sacroiliacas y espasmo de los
misculos paravertebrales. Las mamfestaciones en la enfermedad avanzada
incluye la anquilosis (fibrosis) de las articulaciones sacroiliacas v
de la columna con opérdida ae la lordosais lumbar. la cifosis
dorsocervical acentuada y la disminucién de la expansiédn del pecho, esto
probablemente ocurre como consecuencia del proceso inflamatorio crénico.
sin embargo puede no ocurrir en algunos pacientes con enfermedad mode
rada. También puede observarse artritis periférica, particularmente

de las articulaciones axiales, 25% de los pacientes presentan
1ritis o 1ridociclitis. La carditis, €CON 0 SN aortitls. se@ observa en
10% de los enfermos, y en 1-4% pragresa a insuficiencia de las valvulas
adrticas.a

Se han formulado algunos criterios clinicos que sirven como
ayuda para el diagndstico de la €A, los cuales son los siguiéntes:

1) timitacidén en la movilidad de la columpa lumpbar en los 3
planos: Flexiﬁn,. lateral y extension.

2) Historia o presencia de dolor en la unién dorsolumbar o en
la columna lumbar.

3) Limitacidén en la expansidén torAcica de 2.5 cm o menos,
medida a la altura del 4to. espacio intercostal.

Con la avuda de radiograflias de la pelvis que muestran el
grado de sacroilitis y el resultado del laboratorio del factor reumato:
de neqativo se completan los criterios para dilaanosticar EA definida
o prabable EA segin sea =1 caso.u

La diferenciacién de la EA de aauellas enfermedades asociadas
con sacroilitis y espondilftis, {(otras espondiloartropatias) depende de
la presencia o ausencia de las caracteristicas clinicas y radiograficas
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de dicha enfermedad.am

La etiologia precisa de la EA permanece ascura, aungue esta
bien eastablecida la predisposicidén genética asociada al HLA-B27. o
La 1ncidencla de este antiaeno es cerca del 90% en los pacientes con EA
v de &0 a 80% en cacientes con artritls reactiva. A pesar de que se ha
gemostrado la agregacidén familiar. los estudios de la susceptibilioad
genética no revelan una transmisidén mendeliana. Es posible que el anti-
geno B27 juegue un papel importante en la patogénesis de la enfermedad
aunado con otros factores ambientales como infecciones intestinales por
entercbacterias especialmoente con Klebsiella ppeumoniae. La impresidén
general es que estos microorganismos pueden desencadenar la enfer-—-
medad en i1ndividuos gendticamente susceptibles.«.s.6

La prevalencia @ incidencia de EA y  HLA-B27 respectivamente
fluctdan en la poblacidn general de acuerdo con sus caracteristicas é&t-

nicas v raciales. Mienptras la prevalencia de EA en caucAsicos se

17

encuentra entfe 0.5 y 2. . En ciertos arupos oscila de 0.7 a 93 por
1000. La frecuencia de HLA-B27 en japaneses. neqros norteamericancs v

sudafricanos es menor de 4%, en caucidsicos britAnicos y nortea-
mericanos es de alrededor de 8%. En indios norteamericanos la fre--
cuencia del HLA-B2? varia de 28 a S0%4Z. En la peoblaciédn mestiza

mexicana Que es una mezcla de caucAsicos, la mayoria espaffoles e indios
}nenicanus, la frecuencia del antigeno es de 5.5%, sin embargo, la preva-—

lencia de EA es desconocida., A pesar de éstas diferencias, esiste una

verdadera asociacidn entre la EA y HLA-B27 tanto en caucasicos como en

No caucdsicos aque oscilla entre 75% v LOO%Z. Se calcula ague emtye 68.6%4 v

B0.7% de los mestizos mexicanos con EA tienen el anti{ aeno HLA-EB27. @



COMPLEJD PRINCIFAL DE HISTOCOMFATIBILIDAD

Se conoce desde hace tiempo que el éxito de la transfusion
sanguinea depende de la compatibilidad entre 1los grupos sanguineos
del donante y los del receptor. En 193! Landsteiner sugirid que gru——
pos antigénicos similares podrian intervenir en la aceptacién o el re--—
chazo de otros tejidos transplantadostm. E£sta 1dea conduj)o a Gorer a
indentificar en ratones un grupo de antigenos cuya compatibilidad entre
2l animal donante y el receptor mejoraba de forma notoria la capacidao
de supervivencia de un 1njerto. Por elio. a esos agentes 1nvolucracos en
el rechazo del injerto se les did el nombre de antigenos de histocampa-—
tibilidad. También se aprecid que los productos de una regién particular
del genoma tenfan upa i1mportancla predominante en el procesa de recha=-—
zo, esta regién es el complejo principal de histocompatipilidgag (MHC).En
el hombre, dicho complejo esta constituwldo por el grupa de genes HLA
(antigenos de los leucocitos humanos), localizados en el cromosoma &7 .

Den:ru‘de esta reg1dn se hallan codificagas tres Qqrandes
qrupos de moléculas: a) de clase [. b) de clase [l v £) de clase [II.

al.-Moléculas de clase [: Los qenes humanos oe esta clase
codifican a las cadenas pesadas de los antigenos HLA-A, -B y -C. Existen
por lo menos 18 alelos distintos en el locus HLA-A y por 1o menos 32
alelos distintos en el HLA-B. Estos antigenos se componen de una cadena
polipeptidica alucosilada con peso molecular de 45000 KDa, asociada
de forma no covalente al dominio alfa-3 de la cadena pesada de un pépti-
do no glucosilado (beta 2-microglobulina de 12000 D).

Las células T citotoxicas., 1nvolucradas en el recanncimento v

rechazo de células i1nfectadas bor virus e 1njertos, reconbcen & estas



moléculas de clase I dé las. células entrafias 'y las destruyen para lo
cual :ulabm'ar; con células T cnouerad‘orays«vv:.

v~ Moléculas de clase [i: Lds genes humanos de esta clase se
arrealan en tres subreolones: DP. DB v LR. cada uno de las cuales tiene
como mimmo, un aen  alfa v otro beta. El producto de estos aenes da
dos cadenas distintas de oolipéptidos: la cadena alfa v la beta. Estos
péptidos se mantienen unidos entre si mediante fuerzas no covalentes,
v ambas cadenas atraviesan la membrana citoplasmitica. Las moléculas de
clase Il actuan como seffales de reconocimiento entre las células pre-
sentadoras de antigeno vy las linfoci1tos T cooperadores on.

c).~ Moléculas de clase IT1I: La regié&dn humana de esta clase
comprende los genes para los componentes C2 y factor B del cnmn‘lementn
sérico .

Como se dijo anteriormente el antigeno HLA-B27 (molécula
perteneciente al grupo de antigenos de histocompatibilidad clase I)
juega un papel importante en la patovénesis de la EA w».Fara poder can-
firmar esta suposlcidnN SB han @laborado varios traba)os de los cuales se
han derivado una serie de teor:las que tratan de explicar como el ant{-—
geno B27 se involucra en la patogénesics de la enfermedad (w.

A continuacidn se resumen estas teori{as:

~-— En 1970 se pensaba que otros arnes del MHC genéticamente ligados
can el antigeno HLA-E27. eran los princibales factores de suscestibili-
dag a la EA; los 1ndividugs portagores de estos genes al sufrir i1nfec—-
cionespor clertos microarganismos éstos podl an desencadenar la enferme-—
dad.ayn

-— En un reciente simposium 1nternacional celebrado en mavo de 1991
en Oosterbeek en The Netherlands., dos teortfas fueron aceptadas para
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eyplicar -la asociacidn de HLAjBZ7 con ER; QSCEs,sunnhen uué,el neﬁ HUA- -

-B27 es artritog@nico, y Que en .asoéﬁacicn  con un: Fabtqr« adﬁiental;:
causa la enfermedad. ‘ ' o :

La primera teoria llamada oel recentor Se basa en la idea pro--
puesta por Zinkernagel y Doherty, donde proponen que las —hoiéfulas
de clase [ presentan antiaeno. por lo cual la enfermedad es- mediracda por
linfocitos 7. uo.m

Otra hip&étesis de receptor propone que el antigeno HLA—ﬁ27 s1rve
como receptor para ciertos factores liberados por algunos
microorganismos especialmente Klebsiella ppeumoniae. Esta hipédtesis se
basa en el trabajoe de Saeger y cols 1979 . donde reportan que un  an=
tisuera obtenido contra kKlehsiella causa lisis de linfocitos de pas--
tcientes B27 positivos con EA, pero no lisa las células T de pacientes
aspondi liticos B27 neaativos como tampoco las de testiqos sanos B27 po-
sitivos y negativos aey. Esta Hipdtesis se refuerza con el trabajo de
Sydney quién madificd la capacidad de reconocimiento de células B27 po-
sitivas de un individuo sano por incubacidn con el sobrenadante del cul-
tivo de Klebsiella. Después de la rncubacién las células tuvieron un
comportamiento parecido a la de los pacientes caon EA B27 positivos e,

Por lo anterior se deduce que Klebsiella pneumoniae libera en el medio

un factor modificante y gue solo las células que portan el anti{geno
B27 pueden ser modificadas por ese factor. assse

La sequnda teoria corresponde al! modelo de mimetismo molecular,

propuesto inicialmente en 1974, la cual plantea que varios microor-
ganismos gram—negativos, como Klebsiella ppeumoniae y Yersinia pre-—-—

sentan antigenos protéicos que dan reacciédn cruzada con el antigeno HLA-



-B27 @»n, En 1987 se demostrd una homolaala del xooi entre léé residuns
de am1ncAc1dos 72—77 del HLA-B27 v el residud lEB—l?jfég ii eﬁz:ma_n{—f_

trugenﬁ fea;:tasé de Elégsiella pneumontae.En esta teoria ei‘ antiqenoc
HLA-E27 esta directamente relacionado con el daffo al tejido;. - va aque
é8te al ser reconocido par anticuerecos gosencadena el oroceso de infla-
macidn, ‘dando como +resultado Una respuesta 1Nmune a ComEonentes pro—-—
P105.410,15

Estudios bacterioldnicos de pacientes cen EA en  Lonures v

Arizona demuestran que K. ppneumoniag s ailslada de las heces de estos

pacientes en un  Y9% durante la tase activa de la enfermedad, la
persistencia de el microorganismo on €Stas personas e crec  que aenera
la nrcaucchQ de anticuerpos cuantitativa v cual:itativamente inadecuados
para la eliminacidén de este agente. (hipédtesis de tolerancia crutada, la
cual apoya la tearfa de mimetismo molecular). Sin embargo existen com—
troversias entre algunos autores para poder asociar a K. pneumoni ae
con la EA. ya que resultados obtenidos por Van Kregten contradicen

la . hipétesis anteraor. 10,14,42)

KLEBSTIELLA PNEUMONI AE.

Klebsiella pneuminiae (Kp) es una bacteria aque pertenece a
la familia Enterobacterisaceae. Son pacilos cortos Gram negatilvos. in-
méoviles. capsulados que se encuentran en forma atslada. en pares o cade-—
nas, Son anaeroblos facultativos., crecen en medios con extracto de carne
produciendo colonias elevadas., brillantes y mucoides, son oxidasa neqa-
tivos, pueden utilizar el citrata y glucosa como tinica funte de carbono;

fermenta glucosa con produccidn de &cida vy gas, la reaccidn de Voges-—



—proskaver es positiva, hidrolisa urea y:no produce

;acido o sulfhidrico

& g.neumonlge forma parte aé la. Fla(afgormal" czé‘l tr‘a:coj resoi—
ratorio v del i1ntestino del hcmnré v»,: alqu/nos i a|1;mélés. - Se conace . su-
participacidn en varios brocesos 3rn=ec:c1c'|sns.rcuma san: “1nfecciones. ae
:vxasrurxnar.xas v bacteriemias, desarralladas en DAc1Entes 1AMUNOCOMOro-—
metidos por 1o gue se 1@ ha denominado como un patédgeno opartunista as

Su  distribucidn en la naturaleza es ubicua. lo que na
permitido su aislamiento de suelo, aire y agua um.

K.. pheumoniae tiene 1la capacidad de Fiiar nitrégeno
atmosférico por medio del complejo enzimdtico nitrogenasa. Una proteina
de este complelo se encuentra posiblemente ligada a la etiologla de la
EA par presentar similitud antigénica con el antigeno HLA-B27 21,22).
annembargo recientemente en el laboratorio de Ismunoguimica 1 del Dep-
to. de Inmunoloofa de la £.N.C.H8. del [.F.N.., se ha tranaj)ado con sue-—
ros de uacxenres.cun EA v sus famtliares sangs tanto BZ7 positivos como
B27 negativos: analizando el perfil de respuesta de anticuerpos por in—
munoelectrotranferecnia (IET) contra proteinas totales de K. pnoumoniae.
cepas nitrogenasa positivas y negativas: en donde se ha obtenido una
respuesta seroldgica marcada hacia una proteina de aproximadamente '55
¥Da (p55kp! cue no estd relacionada directamente coun la oresencia ae la
nitrogenasa en la bacteria, pero si tiene relacién con la presencta
del antf{qeno HLA-B2? .

En el presente trabajo se estudian alc;unas de la propiedades
itnmunoldgicas de ésta proteina de K. pneumoniae (pSSKp)., enfocandose
hacia la hip&tesis de que esta proteina se encuentra relacionada dae
algun modo a las protelnas de choque térmico.
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PROTEINAS DE CHOGUE TERMICO

Las pratel nas de choque térmico (HSEP) es un grupo de protefnas
extraordinariamente bien conservadas en la naturaleza. La induccidén o
incremento de la sintesis de éstas, tanto en células procaridticas como
2n eucaridticas se debe en gran parte a una respuesta de estrés
provocado por el medio ambiente celular como: cambio en la temperatura,
inflamacién y fiebre, 1rradiacion, infecciones virales, transformacidn
maligna v exposici1dn a agentas oxidantes. 1ones de metales pesados,
y etanol ee. €stas oroteinas oresentan varias funciones i1moartantes
(tanto en células normales como en células estresadas) basadas princi--
palmente en la capacidad de asociarse con otras protefnas de tal manera
que modifica el destino y la funciédn de éstas. Se ha detectado la' acti-
vidad de ATPasa asl como la de proteccién a cambios de temperatura, da-
NMos oxidativos vy ademds estAn involucradas en la fusién de protelnas de
ensamble 9.

Las HSPs han si1do aqrupadas en diferentes famililas basagas en:
tamaffo (peso molecular), cruce de actividad antigénica, similitud en

funcién y en la secuencia de aminocAcidos. Las familias son:

FAMILIA MIEMBROS

- HSP peugueflas

- HS5P&0O H5P&S. aqroEl

— HSP70 HSP70, Bip, hsc70, grp78
danak

- HSP9O HSF90, HSPE3

- HSP11Q



i,a importancia de la inmunologia de estas protelnas se debe
principalmente & su caracteristica de antigenos inmunodominantes, agran
parte de las cuales se encuentran presentes en microorganismos
patdaenos. €n vista del alto arado de similitud entre la secuencia de
oroteinas de cstrés del huésoed v del agente i1nfectante. las HSP oueden
incluirse en el modelc del mimetismo molecular. travendo como consecuen—
cia una relacidn entre i1nfecciones DOr microorganismos v enfermedades

autoinmunes.z9,80,00
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OBJETIYOS

—~— Estudiar por Inmunoelectrotransferencia (IET), las propie—
dades inmunolégicas de la proteina de 55 KD de Klebsiella pneumoniae
{pSSKp) que es reconocida 1ntensamente en la mayoria de las personas

portadoras del antigeno HLA-B27.

~— Medirante los estudios i1nmunoldgicos a realizar. demostrar
=i la pSSKp puede ser agrupada en alguna de las Familias de las prote-—

1nas de choque térmico.



MATERIALES Y METODOS
A). - MATERIALES

) .- MATERIAL BIOLAGICO
) a).— Se trabajaron dos cepas oe Klebsiella pneumoniae
(nitrogenasa negativo y positivo) aisladas de hemocultivos, las cuales
fueron donadas por el Hospital Infantil de México. S.5.0.
b}.- Las siguientes enterobacterias:Escherichia colf.Sal-

monella typhi, Salmonella typhimurium, Shigella sonnei. Entercbacter

agglomerans vy Yersinia enterocalitica: fueron donacas por el cepario del
Departamento de Microbiologla de la E.N.C,E. del I.P.N.

=) .~ Mycobacterium tuberculosis donadc por el Instituto
Trudeam, E.U.

Q).-— Sueros humanos: Un suero ae nac:iente con EA portador
del antigeno HLA-B27 aue da respuesta intensa a la protelna de S5 KDa de
K. pneumoniae y un suero testigo de respuesta débil, ae un sujeto sano
(HLA-E27 negativo).

e).~ Sueroc de ratédn hiperinmune, anti-eSSkp obtenido Dpor
inmunizacién de ratones.

f).- Anticuerpa monoclonal de ratén anti-proteina de cho-
que térmico de Bordetella pertussis (anti-RBPHSP). donado por Juan L. é&r-
ciniega de la Division of Bacterial Froducts. Center for Biologics Eva-
luation and Researcn. (E.U.).

n) .~ Inmunoalaobuwlina 6 (1aBG) de cabra anti-inmunoalobu-—
linas totales de humano v de ratén (IgA, IgM e I1aBG) conjugadas a

peroxidasa {(Cappel).



1) = Ratohes) ge cepa ablertadonados per el bioterio cel

Dpto.

Sagar’ ‘sangre

(BIOXON}

3).— Medio € de Vogel y Bonner con ~iones amonio (NH&+)
como fuente de nitrdgenoc (ENs: ] e
MasSo4 0.2

a

Acigo Cltrico 2.0 -] s
NHi NaHFO4 4H20 - 3.5 a '
K2HPO4 10.0 ¢
Glucosa 5.0 a

Auua destilada hasta 1 litro

41.- Mem1o E. de Vogel v Haonner modificado sin fuentes de

nitrégeno (ES):

MaSn4 a.2 a

Acion Citrico 2.0 aq

rIZHF‘DAi [

. NaH2F04 H20 2.3 a
NaMoQ4 THI0 . 0.02 aq

FeClZ &HZ0 c.1 g

Glucosa 15.0 a

Agua destilada hasta 1 litro

LOS reactivos para. los medins de cultive &N v ES  de
Merck.



4.~ Rearctivos y equipo para desar?ﬁllar la ‘téé;i:e de
electroforesis en geles de poliacrilamida“'en’ condiciones  reductoras
(FAGE~3S0S!. Todos los reactivos dge Siama Cnem:éé;'Cp{ los solvantes de
Baker, 5.8, Una vez pregarados se filtran en dgbel Whatman. No.1 v se

guardan a 4 grados centi{grados,

1Y.— Solucién de >ﬁnn$mercs
(30.8%).

Acrilamiaqa

Bis—acrilamida
Agua bidestilada hasta 100 mli

2).~ Regulador del gel separador (Tris-HC1 1.5 M, pH=B8.8)
Trizima base 18.15 a
Agua bidestilada 9C.0 ml
Se ajusta oH=8.8 con HCI concentrado
Se afora con agua bidestilada a 100 ml.

31— Regulador del ael concentranor (Trais-fCl 0.5
pH=6.8).
Trizma base 3.0 a
Agua bidestilada Q0.0 ml

Se ajusta el oH=6.8 con HCl concentraado

Se afora con agua bidestilada a 100 ml

4).~ Lauril sulfato de sodio (8DS) al 10%4.
SDS 10.0  a
Aqua bidestilada hasta 100, 0 ml

9) .~ Persulfato de amonio al 10%.
Persulfato de amonic 20,0 ma

agua bidestilada 200.0 ul

&) .= TEMED. (N.N.N.N-tetrametilettlendiaminal . Siama. Co.

1o



0.192M-5DS al 0.1%, pH=

7V, TReauiadar | de —‘curnmenca: TR H.02SM-Glicina

1.3) . i Novse ajusta elipH.

T frizma ‘pase

8).~ Reaulagor de muestra 24,

Tris 0.5M, pH=6.8 X L RS
S0S al 10% LY
agua bidestilada 0.5 T m
Glicerol 2.0 @l
2-mercaptoetanol 1.0 ml

Se agregan unos cristales de azul de brpmofenol

e Snlu:idn madre de azul de Coomasie para tiocidn de
protei nas en geles.
Azul Coomasie R250 2.0 a
Agua destilada 200.0 ml

10).~ Colorante de trabejo para tincidn de protelnas.

Sol. madre de Azul Coomasie 62.5 ml
Metanol absocluto 250,10 mt
Ac. acético alacial S0.0 ml
Agua destilaga 137.5 ml

11).- Decolorante para gel 1.

Metano!l absoluto S00.0 ml
AC. acético glacial 100.0 ml
Aoua destilada 400.0  ml

12).- Decolorante para gel 1l. (Solucidn conservadaral.
Ac, acético alacaial 7.0 ml
faua destilada 3.0 ml

17



13),~ Marcadores de oeso molecular. MW-SD3~70L de . Sigma
chemical: Co. :

PROTEINOS . r{pa‘.,,,;,‘ K
Alpumina. bovina B N »e;b; -
Ovalboamina 3 45 .
Gliceraldehtdo 3—-fosfato

deshidrogenasa 36
Anhidrasa cartdnica ’ 29
Tripsindoeno 24
Innibi1dor cge triosina 20.1
Alfa-lactoalbdmina 14,2

14) .- Equipo para desarrollar la técnica.
—— Equipo para electroforesis vertical Hoefer
Scientific [nstruments.
-- Fuente de poder para electroforesis Hoefer
Scientitic [ntruments.

€2, - Reactivos y equipo para desarrollar la técnica ae
transferencia de proteinas. Todos los reactivos de S:ama. Ca. v solven—
tes de Baker.

1).~ Reaulador de transterencia.

Trizma base

K]

Blicina

a
Metanol absoluto &O0. 0 ml
Agua bidestilada 2400.0 mi
2).~ Tincidn de protefnas transferidas.
Tinta china t(Pelikan? 20.Q ul
FBS 0.1M, Tween 20 al
Q. 3%, pH=7.2 10,0 ml

18



o).— Equxpn para desarrcllar ]a té:nxLa.,

Amara de. ele:tro:ranefprencxa.

‘Hoeter, Scii’

1nmunodeteccisn, Todos™ los reactivas’de Sia

1) .- Regulador sal:na—#usFa:os.iPBS)
NaCl R
KH2PO4
a2HPD4 12H20
KC1
Agua bidestilada hasta

2) .- Reaulador de blogueo
Gelatina 6.25 -]

Disalver en 200 ml de agua bidestilada caliente

EDTA disddico 4,54 -]

PRS 10X To250.0 mi
B Tween 20 7 2.5 ml

Agua bidestilada 1.5 L

Ajustar el pH=7.3

Afarar con agua hasta 2.5 [

3).- Reguladar diz lavado FBS-Tween 20 al 0.1%

FPBES 10 X 100, ml
Tween 20 1.0 ml
Agua destilada F00.Q ml

19



4) .- Sustrato para la:oeroxidasa’

4-cloro~1~naftol i 3 30.0 mg
Metanol absoluto. 7 el S10.0 ml

PBS 1X
H202

50.0. S ml

@.~ Reactivos para la obtencien” de “las ‘protetinas . de

membrana externa; (FME).

1).— HEFES (Aci1do 2-N-midroxietil pioerazina 2-N-etano--
sulfénico). V.UM, oH 7.4.

HEFES 2.3 a
Agua bidestilada 200.0 ml
Alustar oH=7.4

Aqua nasta 1200.0 ml

2).— HEPES 0.0iM -~ tritén X-100 al 2%

HEPES 0.01M 78.0 ml
Tritédn X—-100 2.0 ml
- 3).— Tris tHidromimetil amino metano) ©.05M — EDTA (eti-~
len diamino tetracetata) 0.05M, pH 7.8.
Trizma base V.o a
EDTA 1.8 g
Agua bidestilada FC.0 ml

Ajustar el pH=7.8
Aforar con agua hasta 100,0 ml

4) .~ Tris 0.05SM - EDTA 0.05M - tritén X-100 al 2%

Tritdn X-100Q 2.0 mi
Tris 0,05M = EDTA 0.05M

hasta aforar con 100.0 m}
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"Sy:+ Cloruro de-Madnesio” (MaC12). 1M,

| método de Law

£.~ Reactives para 1a 'inmyniizﬁaciéfn’ a‘é',:anlmalés.'

1).= Dimeti) sul¥éx:iao.. de Siama chemical™Ca.l

‘el



B. - HETODOS' : o - T R

45, - Corservacién v ' crecimento de. 1as.  Ceoas  bacterianas

trabajadas. : R

.Todas las cepas estudiadas fueron Ccrecidas ; A4 tranavjabdas oar

separado de la siguiente manera.
a).,~ Las bacterias s@ conservaron en t.u.l:.mswln:lxna'dqs aque
conteni an base de agar sangre , en refigeracidn. ’

b),— De un tubo con agar inclinado se tomd una asada de
bacteria . se hiza crecer en cajas de petri con agar de sova
trapticaseina a 37 U por i horas.

€).- Se inocularon dos tubos de ensaye que contentan 10
ml cada uno del medio de cultivo correspondiente, y se dejaron crecer
a las condiciones dotimas ac temoeratura v tiempo para cada ceoa
bacteriana; como sigue:

K. pneumoniae cepa nitrooenasa pPOosSitiva se N1Zo crecer en
medio (ES) sin fuente de nitrdaeno a temperatura amblente durante cin-
co dias.

K. pneumoniae ceua nitrogenasa pasitiva se N1Zo crecer en
medio (EN) con fuente de nitrda=no a 37 C durante cinco horas.

K.. pneumoniae cepas nitrogenasa negativa se crecid en
medio (EN) a 37 € durante cinco horas.

Todas las demds cnterobacterias estudiadas se  hicieron
crecer en caldo de sova tripticasefina a 37 C durante 1B horas.

d) .-Pasado el tiempo de crecimiento cl contenido de los
dos tubos (20ml) sirvié para inocular un matraz gue conterda 500 mi
de medioc de cultivo correspondiente para cada bacter:ia.

e).- Se cosechd el cultivo bacter:iano por centrifugacidn
a 6000 rpm durante 20 minutos en uwuna centrifuga Sorvall RC-5SB,

descartanowse el sobrenadante y obteméndose el paquete celular.

&>.- Tratamiento de la muestra para su analisis electroforé-—

tico.
a).- El paquete celular obtenido de 1a cosecha. se lave
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tres: . veces con sclucxcn sal:na al o, BJZ pcr centr:Fugac:én a 6@00 G rpm

durante 20 minutos:

BYJSTEY paquete celular se aJustévcun ‘solu lén sarlna al
0.B85% a una densldad optica de 0.8 en. un Fatccolnrimetra
a 549 nm. . a ) -
: i c).— Estarsugﬁénsién bé:fériana ajustada se dividis en
alfcuotas de 5 ml.. las cuales fueron. centrifugadas a 3500 rom gurante
25 minutos.

).~ El soorenagante fué gescartado v el paocuete celular
se conservd en congelacién hasta su uso.

e2).— A cada tubo que contenfa el paquete celular s=2 le
agregd 250 ul de regulador de muestra 2X e inmediatamente después se
colocd en baffo de agua hirviendo durante 10 minutos.
' f).= La muestra fué centrifuQada para eliminar restos
celulares Qruesos.

g}.— E! sobrenadante obtentdo corresponge a la . muestra
bacteriana usada en el amalisis electroforético.

Para Mycobacterjum tuberculosis la masa bacteriana fue
sometida a somicacién par 30U minutos: Se obtuvo un  extracto crudo. el
cual se diluyé con requlador de muestra 1X volumen a valumen opara su
analigis electroforético.

35.- Electroforésis en aeles oe poliacrilamiga en congicio--~
nes reductoras (PAGE~SDS).

Todos los geles fueron preparados a unha concentracién
final de acrilamida del 12% con un qrosor de $.5 mm:i utilizando el
sistema de reguladores discontlnuos de Laemmli. am

a).— Se montd el aparato de acuerdo a las instruccio-—
nes del fabricante perfectamente limpio y desgngrasaaa.

p).~ Se elabord el qel separador mediante la mezcla de
los siguientes reactavos:



REACTIVO™ - L ml7gel

Sol. de 'n_mnbmt.-'ras: U 20
Tris 1.6M. oH=g.8 potgls
8Ds a1l 107 i AT Y
Agua brdestilaca : 1606

Persulfato de amonia | . o R (X
TEMED - . . : Sl in.018

c).~ Se vacid raoidamente la mezcla anterior entre tas
olacas de vidrio con ia avuda de una jeringa. hasta 4 cm abajo del borde
superior e inmediatamente después se agregd una capa de agua bidestilada
haciéndola deslizarse suavemente.

d) .~ Se dej¢é aque polimerisara durante unos minUtos.
el gel concentrador se realizd de la siguiente manera:

REACT IVO ml/sael
Sol. de mondmeros 1.33
Tris 0.5M. pH=6.8 2.5
8DS al 10% 0.20
Aqua bidestilada &.10
Persulfato de amonio 0.07
TEMED Q.007

e).~ La mezcia fué vaciada sobre el qel separador va oe-
limerizado e inmediatamente después se colocd el peine ciego o de diez
carriles segdn el caso y se deid polimerizar durante unos minutos.

).~ Se montaran los geles en ei aparato v se sellaron a
presién evitando la fuga de liquidos en la camara.

Q.= Se llenaron los tangques con regulador de
corrimiento v se colocaron las muestras en los carriles segun el caso,
se aplicéd una corriente constante de 15 mA hasta aue la marca del
frente idnico penetrara en el gel separadar para después
corriente a 30 mA.

aumentar 1la



32, - Electrotransferencia de protel nas’por la téenica de Tow-

bin ey s

a)i- 5@ humeoecieron en’ reoulaoor de  transferencia 3

pedazos ’dé.bapel filtro del mismo tamaffc al igual gue un pedazc de papel
de nitrocelulosa de 0.45 um-de poro.

K b))~ Se tomd un cassetrne del anarato de electrotranste—-—
rencia v se calocd una esponja  (Scotch. Brite? - humedeciaa sobre el
n&isﬁu. Sobre la esponja se colocd un pedazo de papel filtro y sobre éste
se coloed el pamel de nitrocelulosa. Sobre el ocapel ge nitrocelulosa  se
coloecd el gel que conterda las protelnas ya separadas oor electroforesis
teniendo cuidado de no dejar atrapadas burbujas entre el gel y el papel.
Se hicieron las marcas necesarias con un lApiz y se colocaron 2 pedaz:os
de papel filtro sobre el gel. Enseguida se puso la otra parte del casse-—
te v se cerrd aprisionandolo firmemente.

c).~- Se colocd el cassette en la camara de transferencia
la cual contenia el requiador de transterencia v se conectaron los elec—
trodos de tal manere que el cAtodo (polc negativo) quedd del lado dei
gel.

).~ Se conectd el sistema a la fuente de poder.
colocando una corriente de 100 mA. durante 12 horas.

®2) .- Las orotelnas transferidas en el papel se nudieron
detectar, asi como los marcadores de peso molecular al ser teffidas con

solucidn de tainta china.
5>. - lnmunodeteccidn.

a).~ Las peyasos oe ocapel oge mtrocelulosa con  las
oroteinas transteridas de cada ensavo e colocaron en  regulador de
blogueo a 37 C durante 2 horas y después a 4 C toda la noche.

b).- Dueszpués del bloqueo el papel se recubrié con una
cantidad minima mecesaria de regulador de blogueo gque contenia el suero
problema a ensavar diluido 1:50, v se incubd por 1| hara a 37 cC v
después toda la noche a 4 C.

©).- Se lavd 10 veces con PES-T 0.1%4.

o
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d).- Se aéregé una cantidad m!.mma ne:esana del
conjugado de peroridasa— 1g6 de cabra anti=Ig tntales'humana5 o de ratén;

sechln el caso a la da lucxén ge 131000  en-reaulada
1n:uné 2 horas a 37 C. ‘
: ©).— Se hicieron -7 lavadﬁs
lavados . con PBS.sin Tween 20. SRR
5 TR f).-  Se agregd el sustrato.de:la éq rO
'ﬁasta rlé aparicién de.las bandas. :
) a).— Se retird el sustrato v.se’ lavo:
llave vy se dejé secar para su posteriar anausxs.,f : S

62. - Dbtencién de la protef na de 5% KDa‘. de K. pneumoni ae.
(pSSKp) .

a).~ Se tomaron 2 tubos CcoOn  pagueEt2 bacteriano de
K. pneumoniae t(cepa nitraogenasa negatival. orovenientes de  una  suspen-—
s514n bacteriana ajustada a una D.0. de 0.8 en un volumen ae § ml. al
cual se e agregd 250 ul de regulador de muestra 2X. Se agité v se
colocd en bafo Mar{a durante 1S minutos.

b).~ Se mezcld el comntenido de cada tubo haciendo  un
total de S00 ul de muestra.

C).~ LOS S00 ul ge muestra fueron colocados en un  qel
con peine cieqo de tamafio ge 14:x1& cm. de 1.5 mn de arosor t(al 12%) oara
su corrimiento electroforético.

d) .- Las protefinas contenidas en el ael fueron transte-
ridas a un papel de nitrocelulosa .

e).~ l.a porcidn del papel que contenta las protefl nas.
fué cortada en ambos extremos en pequefias tiras para poder detectar por
medio de una 1nmunodeteccidn la piSHP. utilizando un suero de resouesta
intensa para esta protet na.

f).- Una ver detectada esta banoa. ambas tiras fueron
perfectamente bien centradas junto al papel de donde provenian., para
cortar el fragmento de papel aque contenla a esta proteina.

g).- Este fragmento do paocel fug disuelto en 1 ml. de
dimetil sulfduido y quardado en congelacidn hasta su uso.



El procedimiento anterier fug hecho hasta‘-:_‘nbﬁ:éne_rqhvn—tutal de-
8 fragmentos de gel los: cuales. se _disnlvxerun' en
sulféiido. E P o Sl

Tl Cdimetils

7.~ Inmunizacion de anaimales.

El siguiente esquema de inmunizacitdn esta basado ’en’elitrabajols
presentado por Minory Ogasawara. -a?i:Considerando gues : S

——.Una fraccidn de ael equivale a-un~ fraamenta’ de “napel’ ge.”
nitrocelulosa que contiene la pSSKP,

-— En 7 ml de dimetil sulfoxido (DMS) se encuentran

disuel-
tos 8 fragmentos de papel de nitrocelulosa que contienen la pSSKP.
ESULEMA DE INMUNIZACION DE RATONES
LOTE tml de (DMS) por ratén)
Na. de Dosis total ira. 2da.
ratones del Ag. en Inmunizacién lnmunizachién
(fracciones de gel} Dia O Dia 15
1 (5 Q.30 0. 131 0. 132
11 (&) Q.60 0, 260 0. 260
I11 (3) 1.0G0 0.430 0. 430
IV _—

tos ratones fucraon sangrados una semana despuéds de la

segunda
inmunizacidn (dia 22).

82, - Obtenc16n de oroteinas de membrana externa (PME)}.

Se siquid el métogo de Scnnaitman con alaunas  modificaciones:
Trabajandose con K. ppeumoniae cepa.- mitrogenasa negativo.

at.=

18,

Drl paquete bacter:iano oreviamente cosechado v lava—
veces con solucidn salina al 0,85%,
suspendido en HEPES 0.01M {(pH=7.4)

do 3 se tomo una porcidn para ser re

hasta dar una densidad éptica de 1.0

en un fotocolorimetro a 540 fm,



b).~Un volum&n de 250 ml de esta suspensidn se sometid a
sani1cac1én durante 25 minutos en un sonicador t(Heat Svstems Sonicator)

a intervalos de S minutos obteniéndose una disminuciédn de la D.0O. a a.

€).- Rotas la células se centrifugd T veces a 3020 a
aurante 10 min. para eliminar las bacterias completas. El sobrenadante
obtenido corresoonde al extracto cruoo al cual se le aaregaron las
soluciones de ribonucleasa, desoxirribonucleasa y de ! a 2 gotas de
solucidn de MgCl2 1M por cada 10 m]l de suspensién, dejando actuar a
estas enzimas durante 15 minutos a 37 C.

d).~ El extracto crudo se centrifugd a 150,000 g por 45
min, a 4 C en una centrifuaa Feckman LB-80 para la obtencidn de las
envolturas celulares, el sobrenadante contenta las protefnas citoplasma-
ticas.

e).- El sedimento se resuspendid en HEFES 0.01M-tritén
X=~-1-- al 2/Z. Se homogenizé en un potter vy se centrifugd a 140,000 g por
45 minutos a 4 C con el fin de solubilizar las protefnas de la membrana
citoplasmica.

f).~ E1 sedimento se resuspendid en tris O.0SMN-EDTA . 05N
tritdn X-100 al 2%. Se homogenizéd en un potter y se 10cubd a 37 C por
15 minutos en una estufa con el fin de solubilizar las FME.

g).— FPosteriormente se centrifugd a 140,000 g por 45
minutos a 37 C v se conservé el sobremagante gue corresponde a las PHE
solubilizadas en tritén -X—-100-EDTA.

h).—- Se determind la concentracidén de proteinas de las
fracciones obtenidas en cada paso por el método de Lowrv.

i).= Para su analisis electroforético las fracciones de
protef nas de: citoplasma, de membrana citoplasmatica v de membrans
externa, fueron precipitadas con & volumenes de acetona fria dejdndolas
nor 12 horas a —-20 C.

j).) Posteriormente se centrifuzéd a 12.000 g durante 15
minutos a 4 C abteniéndaose un nrecipitado el cual fue solubilizado con
cierta cantidad de regulador de muestra 1X para obtener una concentra—-—-—
ci1édn final de 1 ma/ml.
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k)= Las muestras fueron :nla:adas en baffo Maria durante

-5 minucoB e xnmedxatamente fueron guardadas en cnngelaclén para’su

puster:or usn./

9) = Se realizaron inmunoeletrotransterenclas  con diversas

‘combznaczones de varlables 'bara estudiar las . -propiedades’ inmunalas’

gicas de ra nSSKP.
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RESULTADOS

Todas las figuras que se muestran a continuacidn correspon—-—
den a las electroforesis en geles de poliacrilamida e inmunndetgc:iones

desarrolladas para el estudio inmuncldgico de la pSSKp.
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Se 1mci1d el estudio 1nMunoldaico de la oS5 haciendo crecer:las
cepas diferentes de Klebsiella pneumoniae  (Nasa + y: Nasaii=){
diferentes medios: Medio pobre sin fuente de nitrégeno (ES),

das
“en
medio con’
Ffuente de nitrédgeno (EN) v medio rico Caldo Seya Tripticasel na ,(I’ZST)'; (El
natrdn electroforético (Fiaura No.1 )
el contenidd proteico de ambas cepas bacterianas.  La’ fiaura No;r 2
muestra que la p55 esta presente en ambas cepas. ST T

]

Figura No, r. Patrdon electroforético de Klebsiella
pheumoniae «knp) tNasa + v Nasa —) crecida en dife-
rentes medios de cultaivo.

Carril A Ko. Nasa. negativo creclda en medio EM
Carril B Kp. Nasa. positivo crecida en medio EN
Carril C Kp. Nasa. positivo crecida en medio ES
Carril D Kp. Nasa. positivo crecida en medio (CST)
Carril E Kp. Nasa. negativo crecida en medio (CST)

12}
N

muestra gue existe diferenciaiien



Figura No. 2. Inmunoaeteccidn de la pSSKop con el
suero de humano de respuesta intensa en cepas de —-
Klebsiella pneumoniae (ko) (Nasa + v Nasa -) creci-
da en diferentes medios.

Carril [ Marcavores de peso molecular

. Susros
Carril A@al D Suerc de humano con respuesta
1ntensa
Carril E al H Suera de humano con respuesta
debil
Extracto
Carril A vy E Kp. Nasa negativo crecida en medio EN
Carril B v F Ko. Nasa negativo crecida en medio
(CST)
Carril D v H Kp. Nasa positivo crecida en. medio
(CST)
Carri1l C v 6 Kp. Nasa oositivo crecida en medio EN
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Por otra parte la inmunegenicidad de la pS35 en ratones fue
comorobada oor la cécnica de  [nmunoelectrotransferencia (IET).  Los
sueros de los ratones que respondieron a la inmunizaciédn mostraron wuna
intensa banda de reconocimiento despuéds de la inmunizacidn no asi con
1os sueras preinmunes (Figura No. 3). La tabla I resume los resultados
de las diferentes lotes de inmunizacidén utilizados para este propésito.
El suero obtenido de estos ratones sirvid camo  reactivo (denominado

suern de ratédn Ant1-n53) oara los sigUientes exoerimentos.

pSS

Figura No. 3. Inmonoaenicidad oe la 0SS5ko en
ratones comprobada por la técnica de IET.

Sueros
Carril A y B Suero de ratén inmunizado
Carril C.y D Suero de ratédn preinmunune

Extracto
Carril A,B,C y D. Kp. Nasa. negativo. .
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Tabla I. Resultados de la tinmunizacton de ratones por via
intraperitoneal, con Llos fragmentos de papel de nitrocelulosa que
contenta la PsS5Kp.

Dosis total Numero de
Lote del antigeno en ratones
- - fracciones de gel gue respondieron
1 03 1p0E 3
2 0.6 4 pE 6
3 10 2pE 3
4 0.0 O DeE 4

Se encontréd que un anticuerpo monoclanal Anti—Bp HSP reconocid a la
p5SS .de igual manera que el suvero humano de respuesta intensa y el suero
de ratédn Anti-p55 (Figura No.4). Obtenido este resultado se buscd 1la
1pmunodeteccién por el monoclonal de ésta misma proteina en extracto
total de Mygobacterium tuberculosis. ta Figura No. 5 muestra que no esta
presente la pSH en esta bacteria vy la Ffigura No.' & comprueba la

existencia de protefnas en el extracto total de Mycobagterium
tuberculosis. :



Figura No.
diferentes

pneumoni ae

Carril
Carril
Carril
Carril
Carril

A
=
E
G
I

LA 4 44

Da
o6
P
8,
29
Alsfciplefrlolu] ]
4. Reconocamiento de ta pSSko. oor

sueros en extracto total de Klebstella
Nasa negativo.

Sueros
Suero humano con respuesta intensa
Suero de ratén anti-pSSKp.
Anticuerpo monoclonal anti-BP SHP.
Suero de ratédn preinmunune.
Suero de humano con respuesta debil,

arTmom

Extracto

Carril AB,C,D,E,F,G,H,I y J Kp. Nasa. negativa.



en M.
Q.Umj cglggg,

Figura . No. 5. Ausencia de pSaKp
Sueroc
Carril A,BE y C- Anticuerpo monoclonal anti-EP HSP.

Ex:racLo
Carril Ay B Mycobacterium Luberculosls
Carril € Klebsiella pneumoniae.



Figura No. 6. Patrén electroforético de’’
tuberculosis v K. pneumonize.’ :

Carril A K. pneumoniae
Carril By C M., tuberculosis.
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Cada una de las eonterobacterias trabajadas. presentd un paérén
electroforético diferente (Figura No.7); rar lo que se  buscé en todas
estas bacterias la pS5, la cual Ffué 1mmunodetectada tanto con el
monoclonal como con el suero de ratén Anti1-pSS en todas las  bacterias
ensayadas. (Figura No. 8). »

Figura No. 7. Fatrén electroforético de las En—
terobacterias. se observa la diferencia en el con-
tenido proteico de cada bacteria.

Carril A E. goli
Carril B Enterobacter agglomerans
Carril C Salmonella typhi

R Carril D Salmonella typhimurium -
Carril E Shigella sonnei .
Carril F Yersinia enterocolitica
Carril 6 K, pneumeniae.
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Figura

clonal

No. 8, peteccidn de la o055 por el mono-
y suero de ratédn Anti-pS5 en todas las ente-

tercbacterias ensavadas utilizando la técnica de

CAarril
Carril

Carril
- Carril
Carril
Carril
Carril
Carril
Carril

Sueros
A al G Suero de ratén Anti-p5S
H al N Anticuerpo monoclonal Anti-Bp HSP

Extracto

Enterobacter agglomerans
Yorsinia enterocelitica
K. pneumoniae.

aDPMWONO
PR AR N B
IZX3IL=rz

ARl

O

o

s

]

0

&

E]

]

b=



Otro experimento planteado para’ este trabajo fué la  obtencidn de
las fracciones protéicas e los aoiferentes  compartimentos celulares
bacter:anos, la Figura No. % muestra el patrédn electroforético de estas
fracciones; la pS% fué detectada por el suero de ratdn anti-p55 en las
fracciones protéicas de : Citoplasma, Membrana citoplasmatica y total
de K. pneymoniae. pera no en la fraccidn progéxca de la membrana externa
Figura No. 10.

I e

Figura No. © Patrén electroforético de las

fracciones protéicas celulares de K. pneumoniae.
Carril A Marcadores de peso molecular

Carril B Frotelnas cxtnnlasmticas

Carril C v F Extracto tatal de K.

Carril [+] FProtel nas de membrana cxtopiasm&txca
Carril E FProtelnas de membrana externa.
Carril G

Sedimento sobrante.



Figura No.

Io.
diferentes compartimientos celulares de K. pneumo--
plae por el suero de ratén Anti—pS55.

Inmunodeteccidn de la p5SKp en  1los

Suero

Carril A,B,C,D,F vy G Suerc de ratén anti-pSSKp.

Carril
Carril
Carvil
Carril
Carril

A
B

aonN<<

E
F

Extracto
Protei nas citoplasmiticas
Extracto total de K. pneumoniae
Protel nas de membrana citoplasmatica
Protei nas de membrana externa.
Sedimento sobrante.
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. DISCUSION

Este trabajo es la continuacidn de un provecto aue se pesta
desarrollando en el Laboratorio de lnmunogumica 1 del Depto. de lnmuno-
lonta de la E.N,C.B. del [.F.N.. Estos estudios tratan de encontrar una
relacién inmunolégica entre las protefinas de K. phuomoniae y la Espondi-

liti1s Anguilosante. Los resultadcs obtenidos mediante el andlisis por

inmunoelectrotranferencia han demostrado aue una protef{ na de
K. rneumpopniae de aproximadamente S5 KDa es reconacid’  1ntensamente  nor
sueros de sujetos portadores del antfigenc HLA-E27 sin importar si la
cepa bacteriana ensayada presenta o no la actividad de fijacidn detl

nitrdgeno. wte.te Estos hallazaos se oponen de una forma i1ndirecta a
la hipdtesis del mimetismo molecular apovada en la similitud antigénica
entre la enzima nitrogenasa de K. ppuemoniae y el antigeno HLA-B27
que reportan algunos autores. (20,21,22), Si1n embarao la alta asoci1acidn
entre la EA y el antigenc HLA-BZ7 (22423 nos oodria orientar
para ;'elacxunar esta protefna (pS5¥p) con la enfermedad.

A continuacidn se discuten los resultados obtenidos = (oS
_estudios inmunolégicos para la pSSkp.

La fiqura No.1 nos 1ndica aqaue exi1sten diferencias en el
contenido protél1co de una misma cepa bact@riana cuando es crecida en  un
medio de cultive diferente, lo cual nos llevd a pensar que a ciertas
condiciones de cultivo posiblemente la pSS5Kp podria estar o no presentes
si1n embargo al analizar los resultados que nos muestra la fFigura No.2 se
observa oue la pSSKp sxemnn; s@ encuentra en la’ bacteria. va que esta

fué reconocida pgor el suern CON resouesta 1ntensa o bacter:ias crecidas



en los tres medios diferentes, ademis se puede observar gue la pSS5SKp
no tiene relacidn con la actividad de fijacioén del nitrégeno, parque
tanto en cepas nitrogenasa positivas como nitrogenasa negativas  fué
detectada. Estos resultados nos indican que la pSSKp no es 1a . enzima
nitrogenasa y aue ¢sta corresponde a una protelna constitutiva de la
bacteria.

Por otro lado al ser orobada la inmunogenicldad de ia 035Kn:
se encontrd que esta proteina al ser inoculada en ratones por via intra-
peritoneal. i1nduce la proguccidn de anticuernos  anti-oSS5Kp los cuales
fueron detectados por inmunodeteccidn, (el resultado se muestra en la
figura No.3). Para esto fueron probadas tres dosis diferentes de anti—
geno para la inmunizacién, v no se encontré diferencia alguna entre
estas va que la mavaria de los ratones tuvieron una buena resouesta de
anticuero0s como sSe puede observar en la tabla [. Debido a gue se traba-
Jj& con una cepa abierta de ratones; y que se manejaron muy pequefias
cantidades de aﬁtigenu para la inmunizacién, alqunos ratones no
respondieron.

Con lo anterior se demostréd que la pSSKp es un buen inmurdgeno
en ratones 1lo cual indica que esta proteina posiblemente este
involucrada en los procesos inmunoldgicos de la EA; basAndose en que

algunos autores han encontrado que sueros de pacientes espondiliticos

presentan una hipergamaglobulemia con anticuerpos dirigidos contra K.

pheumoniae. 26,27
For otra parte se trabajd con un anticuerpo monoclonal
(anti-BPHSP), que reccrnce a una protelna de chogue térmico de &3 KDa de

Bordetella pertussis. la cual oresenta  similitud estructural con
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el grupo de las proteinas de chogue térmico de ‘G;OEL de . E, ' coll .ea
Este anticuerpo monoclonal al igual que el suero de;rat‘an' ahtg-pSSKp v
el suero humano con respuesta intensa, se enfrentaron caon exﬁractp total
de K.. pheuneniae nitrogenasa negativa; - se observe "que‘ el " anticuerpo
monoclaonal reconocid a la misma protefina gue es reconocida potr. los
sueros ant i~pS5kp de humano y de ratdn, como se ve en la figura No.4.
Este cruce antigémeco entre el anticueroo monoc lonal
tant:-BPHSP) v la p35Kp.: nos lleva a pensar gue la o0S5Kkp Dposiblemente
corresponda a una proteina de chogue térmico de K. pneumoplae; aungue en
los resultados anteriores se demostrd que pSSKp es una proteina consti-—-—
tutiva de la bacteria, no se descarta la pusibilidad de que sea de cho--
que térmico va gue ci1ertos autores han dgetectado la oresencia ue estas
proteinas aun en células no estresadas: como es el caso de la HSP&O

de E. colil gue en condiciones normales de crecimiento se encuentra en

1.4% del total de oroteinas celulares. aumentando a 15%4 cuando esta
bacteria es estresada. 29,80 Ademads otra do las caracteristica de las
HSPs es la de ser antigenos altamente 1nmunogénicos (antfgenos 1nmu-—
nodominantes); <ai,m2 caracteri{stica 1géntica de la p3SSKn que se de—-
mogstrd en los amimales trabaj’agos.

Varios estudios demuestran la respuesta inmunaoldg:ica hacia las
HSPs especialmente las que corresponde a la familia de HSP&0 que se han
encontrado involucradas principalmente en la patogénesis de las enferme-
dades inflamatorias crénicas. Una HSP de 60 KDa de Borrelia burgdorferi
se §so:ia con la artritis Lyme. am La artritis reumotoide (AR) en
humano vy artritis por advuvante en ratas {como modelo animal en el

laboratorio) son las mAs estudiadas actualmente: se ha encontrado  que



una protei na Aque ..oFresponde a la VFamilxa de HSPbO.‘f(nrntE!. na d; 65 ‘K‘Da .
de Mycobacterium tuberculosis) provusca la Droliiéraclon de,:éluléstT con
receptor gamma v delta de pacientes can AR vy de Dersu“nas con 'historlé
clinica de tuberculosis.wo,s:ssm» Ahora bien la EA  as un; Enferﬁéuad
inflamatoria crénicta cuyva etioloala es desconocida, perc asociadga a fac—
tores germdticos v ambientales; como uno mis de estos factores
ambientales considerados hasta el momento podemos agregar a 1la pS3ko
Como una proteina ge chooue térmico aue puede desentadenar una respuesta
autoinmune por mimetismo molecular parecida a la HSFLS ge Mycobacterium
Ltuberculosis gue aenera la artritis por advuvante en ratas v la AR en
bumanos. de 1gual manera la pSSEp puede generar la €A en humanc.

La pS5Kp la podemos 1nclulr como un mrembra mds de la fam:sia
de HSP&O por compart:ir similitud antigénica y tamafio con el grupo ae

las protet nas parecidas a qgroElL de E, coll. moy Aunaue bISkp e

diferente antigénicamente con la HSF de &5 KDa de M.tuberculosis (que
pertenece a esta misma familial), como lo muestran las figuras Nos. S v &
no se puede descartar la posibilidad de que esta protelna tenga el mismo
pape! en la generacidn de la enfermegad autoinmune como oosiblemente sea
la E.A.

Por otro lado existen reportes de que algunas enterobacterias
aparte de la K. pneumoniae. se encuentran relacionadas también con  la
EA y el antfgeno HLA-B27, como son: Yersinia enterocoliticacan Shigella

flexneri .«6,860 vy E. coli, & entre otras. Esta asociacién se basa en

los cruces antigénicos gue presentan ciertas protefinas de estas
bacterias con anticuercos monoclonales anti1—-HLA-B27 (B27M1 y B27M2). La

figura No. 7 muestra la diferencia entre los patrones electroforéticos



praotéicos de las bacterias: E. coli. Salmonella typhi. S. typhimurium.

Shigella sonnet. Enterobacter agglomerans. Yersinia enterocolitica v K.

pneumoniae: las cuales se enfrentaron con los sueros de ratédn antl—pSShb
v el anticuerpo monoclonal anti—-BPHSP para comorobar si  la pSSKp es
comin en las demids bacterias de la Familia a la que pertenece K.
pneumoniae. La fiaura No. 8 muestra oue o33Kp es derentada tanto con el
anticuerpo monoclonal como con €l suero .de ratédn anti-pS5Kp en todas las
bacterias antes mencilonadasg lo cual demuestra que la pSSKp es
conservada en la mavoria de las pacterias que pertenecen a la familia
Enterobacteriaceae: caracterfstica comin de las gprotelnas de choque
térmico. 930,30 Ademads cste resultado se asemela al  reportado por
Bohemen y cols.tem donde obtienen reaccidn cruzada entre entercﬁacte——
rias nac:a una oprotefind de anroximadamente 35 KDa de las membranas
externas de éstas bacterias. Con estos resultagos no ocodemos descartar
la posibilidad de ocue éstas enterobacterias se encuentren relacionadas
directamente al igual cue K. pneumoniae en el nroceso patolégico de la
E.A.; va gue estudios epidemiolégicos han comprobado el aislamiento de
estas bacterias en pacientes con E.A .

Por otro lado un resultado mas que apova qQue pSSKp es una pro-
tefna de chogue térmico. es que ésta proteina se encuentra en citoplas—
ma v membrana citanlasmatica v No en membrana externa como lo muestran
las ¥figuras Nos.% v 10.Las HSPs se ha encontrado aque real;zan funciones
fisiolégicas citoplasmicas 80> v no como protefnas estriicturales de las
bactarias,

Por Gltimo taomando en cuenta los resultados de este trabajo v

de otros autores, se presenta a continuacidén una hipdtesis que puede

a?



exnlicar la eticuloaia de EA considerando lD’leUIEntE:
-~ l.a pS5Kp como una protel na de chogue ermico
-~ El1 factor modificante liberado por algunas - cepas o= K.
pneumoni ae »
- -= El antfgeno HLA-B27 como un antigeno artritogénico

Algunos autores reportan un factor protéico opbtenido del

sobrenadante de los cultivos de alqunas cepas de K. pneumoniae aque es
capaz de modificar linfocitos T (B27 positivos) age personas sanas

para bacerlos suscentaibles al iqual que los lintocitos T (B27 positivos)
de pacientes con EA. a la lisis por complementeo cuando es agregado un
anticuerpo ant:-K. pneumoniae.dssodom La capacidad de liberar dicho
factor por las bacterias se encuentra codificado por um plasmido. tag)
Este factor modifica a los linfocitos T mediante un procesa metabdlica-
mente activo. involucrando la sintesis de protefnas. sz Esto nos lleva
a pensar que este factor puede en algun momento inducir la sf ntesis de
protel nas de c}’mque térmico en las células del hospedero 1as cuales
pueden estar asociadas gensticamente al antigeno HLA-BIZ7 w@os: Las
protel nas de estas células por ser de choque térmico pueden compartir
similitud antigénica con las proteinas de choguc térmico de cirertos
microorganismos infectantes danao como resultado el desencadenamiento de
una respuesta autolnmune.

Aun falta mucho que demostar para la comprobacién de esta hipd
tesis por lo que se sugieréd gque para acercarse fds a esta, se realicen
estudios para buscar la pS55SKp en células sinoviales de pacientes espon—

dil{ ticms portadores del antigeno HLA-BE27.

48



ESTA TESIS MO DEBE
SAUR O Lh BIBLIOTECK

CONCLUSIONES

=-. La alta inmunogenicidad en ratones de la pSSKp, el cruce
antigénico con la HSP de B. pertussis. la conservacién de é&sta protefna
en la familia Entercbacteriaceae y la localizacién en la bacteria en
si1ti1os caracteristicos de las HSFs. hacen concluir oue la oSSp es wuna

pratef na de choque térmico.

-~ Esta nroteina puede ser aarupada en la familia de las HSFP&O

oor presentar un peso molecular de aproximadamente de G5 KDa.

La pSSkp como protef na de choque térmico puede jugar un papel
importante en el desencadenamiento de una inapropiada respuesta autoin——
mune contra proteilnas que presentan similitud ;antigénicax como pueden
ser proteinas de células de personas espondiliticas portadoras del

antiarna HI.A-B27.
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