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AllRllVIATIJllJUI 

ADCC citotoxicidad mediada por anticuerpos. 

BBI infusión cerebro corazón. 

CPA célula presentadora de antigeno. 

DL,o dosis letal al 50l. 

DKEK medio Eaqle modificado p~r Oulbecco. 

BOTA sal disodica de etilen diamino tetra acético. 

BLIBA ensayo inmunoenzimático en fase sólida. 

BR reticulo endoplásmico. 

BBPBS acido N-2-hidoxietil -N'- 2 etano sulfónico. 

'BTnr timidina tritiada. 

IL interleucina. 

IHI' interferón. 

Iq inmunoglobulina. 

LPS 'lipopolisac6rido. 

XAC complejo de ataque a la membrana. 

KI muerte inducida. 

KIC concentración mínima de antibiótico capaz de inhibir 

el crecimiento bacteriano. 

llBC complejo principal de histocompatibiliad. 

HK células asesinas naturales. 

PBS amortiguador salino de fosfatos. 

PKB proteínas de membrana externa. 

»M'C papel de nitrocelulosa. 

SD suero bovino. 
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SDB dodecil sulfato de sodio. 

SDB-PAOB electroforesis en qel de poliacrilamida con sos. 

&•B suero fetal bovino. 

SSX solución salina isotónica. 

To linfocito T citotóxico~ 

TCR receptor de antiqeno del linocito T. 

Th linfocito T cooperador. 

TRXS hidroximetil amino metano. 

UA Unidades de absorbencia. 
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l:. RBBUHl!N. 

Para evaluar la capacidad que tienen las porinas de inducir 

respuesta de linfocitos T, capaces de activar a los macr6fagos, se 

utilizó un ensayo de infección in vitro. Con ésto se determinó la 

cantidad de bacteria internalizada por cuenta en placa. 

La inmunización con porinas de s. typhi, indujo tanto 

respuesta de anticuerpos como respuesta de proliferaci6n celular 

ant1geno-espec1fica. Además, fue capaz de inducir una respuesta de· 

linfocitos T capaces de activar a los macr6fagos, de tal manera, 

que eliminaron alrededor del· 50% de la bacteria que podria 

infectarlos en condiciones normales. 

Estos resultados, sugieren que la inmunización de ratones con 

porinas de S. typhi, induce la activaci6n de linfocitos T 

coperadores, de modo que éstos son capaces de producir los factores 

solubles (como interfer6n gamma) necesarios para activar los 

sistemas microbicidas de los macrOfagos. 
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rr. rNTRODUCCION 

Sa.lmonella typhi es una bacteria intracelular que posee 

mecanismos de evasión que la permiten sobrevivir dentro de l.os 

-faqocitos mononucleares y proliferar en su interior. Esto favorece 

que la bacteria crezca en un microambiente, protegida de la acción 

de anticuerpos, complemento y algunos antibióticos. 

Los fagocitos mononucleares cumplen con dos papeles 

fundamentales en el curso de la enfermedad, uno de ellos, ea servir 

de células hospederas, y el otro, actuar como células efectoras. 

Para que este dltimo proceso se lleve a cabo, es indispensable la 

participación do linfocitos T especificas, capaces de proporcionar 

los factores solubles necesarios para activarlos (principalmente 

interleucinas 4 y 6 e interterón gamma) (26). Esto se ha 

evidenciado en estudios con ratones que indican que por medio de 

transferencia pasiva de linfocitos T específicos contra antígenos 

de s. typh1murium, es posible conferir resistencia contra el reto 

de la bacteria homóloga (59). 

Por otra parte, rsibasi y col .. empleando un modelo murino, han 

demostrado que tanto la inmunización con porinas de Salmonella 

typhi, como la administración de suero hiperinmuna contra este 

antigeno, son capaces de inducir una respuesta inmune protectora 

contra la infección por la bacteria homóloga (22). Estos resultados 

iJDplicaban a las porinas como inmunógenos protectores y sugerían la 
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activación de la respuesta inmune celular. 

En base a estos antecedentes, se desarrolló un modelo de 

infección in vitro, con al fin de evaluar la capacidad que tienen 

las porinas de Salmonel.la typhi de inducir una respuesta de 

linfocitos T especificas, capaces de activar a loa macrdfagos, de 

tal manera, que estos pudieran elimin~r a la bacteria fagocitada. 
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U:t. OBJBT:tVOS 

1. OBJBT:tVO OBllBllAL 

Determinar la capacidad que ti~nen las porinas de Salmonella 

typhi para despertar una respuesta de linfocitos T, capaces de 

activar a los macrófagos para que eliminen a la bacteria que los 

infecta. 

2. OBJBT:tVOS PAaT:tCULAJIBB 

a) Determinar el nivel de anticuerpos anti-porinas generados 

después de la inmunización con el antígeno. 

b) Evaluar el papel de las porinas de inducir una respuesta 

proliferativa antigeno-especifica in vitro de linfocitos murinos. 

e) Determinar la cantidad de bacteria internalizada por 

macrófagos inmunes y testigo, en un modelo murino de infección in 

vitro. 
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XV, OllllllRJ.LXDADBS , 

1. BAC'rBRJ:lUI lJl'rllCllLllLARJIS Y llrl!llACBLllLl'JUIS. 

Las bacterias patógenas son aquellas que pueden penetrar las 

defensas naturales del hospedero y desarrollar un proceso 

patoldqico en el individuo. Estas bacterias se dividen en dos 

categorías: las que son capaces de sob~evivir en el interior de los 

taqocitoa del hospedero (bacterias intracelulares), y las que son 

rapidamente destruidas por éstos (bacterias extracelulares). 

Las bacterias extracelulares cotno Klebs:J.alla pnsumoniae y 

Straptococaus pyogenes, se rep~oducen rapidamente causando un da~o 

a los tejidos del hospedero, sin embargo, como estas bacterias son 

facilmente eliminadas por tagoei tos, producen generalmente 

enfermedades en forma ac¡uda y relativamente breve. 

Las bacterias intracelulares, a diferecia de las anteriores, 

pueden evadir loa mecanismos de muerte intracelular de monocitos y 

neutrófilos, lo que facilita su permanencia en los tejidos y la 

cronicidad de las enfermedades que causan, como en el caso de la 

tuberculosis. 

Las bacterias intracelulares se dividen en dos grupos, de 

acuerdo a su capacidad de sobrevivencia en diferentes tipos de 

células: a) especializadas, aquellas que pueden vivir en ragocitos 

no profesionales, pero no sobreviven dentro de los macrótagost y b) 
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generalizadas, las que son capaces de crecer en macrófagos y 

algunas veces en neutrófilos y monocitos. 

Un ejemplo tipico de bacteria intracelular especifica, es 

Shigella, esta bacteria posee mecánismos de virulencia que le 

permiten crecer unicamente en las células del epitelio intestinal. 

En cambio, Salmonella typhi, se clasifica dentro de las bacterias 

intracelulares generalizadas. Esta bacteria es el agente etiológico 

de la fiebre tifoidea, una enfermedad infecciosa, contraída por la 

ingestion de agua o alimentos contaminados con el agente causal. 

Las principales manifestaciones de esta enfermedad son: fiebre, 

malestar general, cefalea y dolor abdominal (19). 

2. Salmonella typhi. 

Salmonella typhi es una bacteria gram negativa, móvil, no 

esporulada, perteneciente al género Salmonellae de la familia 

Enterobacteriacea. Esta bacteria, al igual que todos los miembros 

de su género, no es capaz de fermentar la lactosa ni la sacarosa 

(7). 

2.1. Estructura antigénioa. 

De acuerdo a su composición antigénica, Sltlmonella typhi 

pertenece al grupo D de la clasificación de I<auffman-White: 

presenta los antígenos somáticos 9 y 12, el antígeno flage1ar "d11 

y el antígeno capsular Vi. 
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El antígeno "º" o som4tico ea un lipopolisacArido (LPS) cuya 

especificidad eat4 dada por la composición de azucares (SO). El 

anti9eno Vi es un homopolisAcarido, que forma parte de la membrana 

externa y su presencia indica virulencia (10). El antigeno "H" o 

flagelar es, a diferencia de los anteriores, de composición 

proteica (SO). AdemAs de los mencionados, existen muchos otros 

productos potencialmente antigénicos (69) como son las proteínas de 

membrana ext•rna entre laa cuales se encuentran las porinas, la 

lipoproteína de Braun y otras proteínas con diversas funciones que 

han sido muy poco estudiadas desde al punto de vista inmunológico~ 

2.2 Pftto9enia 4• l• tiebre titoiaea. 

Salmonella typh1 penetra al organismo por via oral, coloniza 

el intestino delgado sin causar síntomas apreciables y penetra la 

membrana basal intestinal a través de las células M de las placas 

de Peyer. oe·ahi, viaja por via linfAtica a la circulación, donde 

es fagocitada por células del sistema fagocitico mononuclear, 

macrófagos en el bazo y células de Kupffer en el higado. Estas 

células son el principal sitio de multiplicación de la Salmonella 

en esta etapa de la infección (37). 

La invasión en el sistema hepático facilita la entrada de la 

bacteria al sistema biliar, donde se multiplica en forma masiva 

debido a su resistencia a las sales biliares. De ahi, las bacterias 

pasan al sistema digestivo y son eliminadas en las heces, lo cual 

facilita la diseminación de la enfermedad. 
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Gran parte de las manifestaciones clinicas son provocadas por 

la liberación de endotoxina; entre otros efectos se ha comprobado 

que induce fiebre, hipotensión arterial, leucopenia y estimulación 

policlonal de linfocitos B (19). 

3. PROTBINAS DE MEMBRANA EXTERNA. 

La membrana externa de las bacterias gram negativas difiere de 

la membrana citoplasmática por contener un componente 

lipopolisacaridico y menor cantidad de fosfolfpidos y proteinas. A 

pesar de que la variedad de proteínas presentes en la membrana 

externa es escasa, parece que éstas son las responsables de la 

mayoría de las funciones de la membrana, además de jugar un papel 

importante en la relación huésped-parásito (SO). 

En la década de los an.os 7 o, la separación de las proteínas de 

membrana externa (PME) fue optimizada por Osborn (57) y Schnaitman 

(67), lo que permitió un estudio sistem6tico de las mismas. 

Actualmente, se sabe que el nOmero de las PME varia 

dependiendo de la información genética de la bacteria y su 

expresión puede verse afectada por factores como condiciones de 

cultivo, temperatura, mutaciones, etc. (49). 

Las PME se clasifican de acuerdo a su abundancia en la 

membrana en proteínas principales y proteínas menores (56). Las 

primeras, son las prote!nas más abundantes de la membrana; h<:t~ta 
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ahora, se han descrito alrededor de 10, aunque generalmente solo se 

expresan 5 de •lla• en una misma bacteria, con mAs de 100 ooo 

copias por célula. Cabe mencionar, que alqunas proteinas menores 

bajo ciertas condic~ones de cultivo llagan a expresarse en 

cantidades tan altas como las proteinas mayores. 

Dentro de las proteinas mayores se encuentran las proteinas 

matrices o porinas, la proteina modificable por el calor y la 

lipoproteina de Braun. 

3.1 ~roteína• •atrio•• o porinaa. 

Estas proteinas se caracterizan por estar asociadas en forma 

firme, pero no covalente, con la peptidoglicana, por lo que se les 

llamó proteinas matrices (8). La composición de estas proteinas, 

asi como su nWnero y movilidad electrofor•tica, varia dependiendo 

de la cepa de origen. AdemAa, reciben el nombre de porinas, por 

formar canales que permiten el paso de pequeñas moléculas 

hidrofilicas (So, 36). 

Nakae demostró en 1976 (46 1 47), que las porinas forman 

canales de difusión, al recostituir estas proteinas purificadas con 

fosfolipidos y LPS en vesiculas, las cuales resultaron ser 

permeables a moléculas de bajo peso molecular e impermeables a 

aligo y polisacAridos de peso molecular mayor a 700 Da. 

Las porinas se arreglan en forma regular en la superficie de 
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~IGURA 1. RBPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA ENVOLTURA 

CELULAR DE LAS BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS. 

Abreviaturas: LPS: lipopolisacárido; ME: membrana 

externa; PG:peptidoglicana; MC: membrana citoplasmAtica; 

PP: prote1nas periplásmicas. 
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la membrana ex.terna (fi9. 1), formando estructuras triangulares 

constituidas por homotrlmeros (50, 62). 

En salmonella typhimuríum, las porinas estan codificadas por 

los genes ompF, ompC y ompD, y su expresión se encuentra regulada 

principalmente por la actividad osm6tic~ del medio y la temperatura 

(SO). 

La síntesis de la proteina ompF, a diferncia de Ompc, es 

reprimida por un aumento en la osmolariad del medio y la· 

temperatura. 

3. 2 Antiqanicidad de las porinas. 

Algunos estudios indican que las porinas de Salmonella 

typhimuríum son inmunogénicas en ratones (27, 28). 

Las porinas de Salmonella typhi han sido poco estudiadas, sin 

embargo, se cuenta con ouf iciente evidencia para pensar que 

desempef\an un papel importante en el desarrollo de inmunidad contra 

esta bacteria. 

Algunos de los puntos más importantes que apoyan la idea de 

utilizar a las porinas como inmun6genos son los siguientes: 

1. Los pacientes con fiebre tifoidea produjeron anticuerpos 

de clase I9M hacia una PME de 28 KOa durante la fase aguda de su 
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padecimiento. En la convalescencia, la respuesta fue de IgG Y se 

dirigió hacia 1as porinas (36 a 41 KDa) (55). 

2. Anticuerpos monoclonales (IgM) anti-porinas de s. 
-typhi confirieron una protección del 60\ al reto con 

20 DLs0 de la bacteria homóloga (21) , mientras que anticuerpos 

monoclonales anti-LPS no produjeron ningún efecto (58). 

J. La vacunación de ratones NIH con JO"""'g de PME de s. 
typhi, indujo respuesta proliferativa in vltro de linfocitos en 

presencia de porinas .de S. typhi, s. typhimurium o E. coli (17). 

4. La administración de vacuna antitifoidica oral indujo, en 

las personas estudiadas, la producción de anticuerpos anti-porinas 

cuantificados por el método de ELJ:SA (2). 

s. La vacunación de ratones NIH con 10.,,c.Ag de porinas de 

s. typhi indujo protección de 100' contra el reto de 500 oi:.,0 de 1a 

bacteria homó1oga (22). 

4. llBCIUIXSMOB XHEBli'ECXJ'XCOB DE DEl'ENBA CONTRA LA Xll1'ECCXON. 

Los organismos superiores pueden vivir en contacto intimo con 

bacterias potencialmente patógenas debido a que cuentan con 

mecanismos que previenen su invasión. En los mamíferos los 

principales mecanismos de defensa inespecifica consisten en las 

barreras del epitelio dérmico y mucoso, los componentes 
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antimicrobianoa del •Uero y la tagocitosis. 

Los epitelios funcionan como barreras tísicas que impiden la 

invasión de microorqaniamos. Adem4a, laa c'lulas epiteliales pueden 

faqoci tar a los microorganismos invasores ayudando a su 

eliminación. sin embargo, alqunas bacterias pueden sobrevivir 

dentro de estos taqocitos no profesionales. 

Otro factor mecAnico que protege la superficie epitelial de la 

penetración bacteriana ea el efecto de lavado de laa 16.grimas, la 

saliva y la orina. Muchos de estos fluidos biolóqicos contienen 

componentes bactericidas, como· son: la acidez del jugo gástrico, la 

espermina y el zinc en el semen, la lactoperoxidasa en la leche y 

la lisozima en las lagrimas, las secreciones nasales y la saliva. 

Si una bacteria logra penetrar al organismo, deber4 a1l.n 

enfrentarse a dos distintos mecanismos de defensa: los efectos 

antimicrobianos del suero y la fagocitosis. Dentro del primer 

mecanismo encontramos tanto la actividad antibacteriana directa del 

complemento, como mecanismos de secuestro del hierro de los fluidos 

(12). 

Las bacterias gram negativas son resistentes a la acción de la 

8-lisina y la lisozima, pero son sensibles a la lisis por 

complemento activado por la via alterna. La muerte se debe a la 

deposición del complejo de ataque a la membrana (MAC, cs-c9) en la 
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membrana de la bacteria. La interacción resultan te permite el 

acceso de la lisozima del suero a la peptidoglicana, ocasionando su 

lisis. 

La fagocitosis representa el mec~nismo más efectivo de defensa 

inespec1fica. Los principales fagocitos profesionales involucrados 

en la destrucción de bacterias invasoras son los neutr6filos, 

monocitos y macrófagos. Estas células son atraidas al sitio de 

infección por sustancias quimiotácticas como péptidos que contienen 

N-forrnilmetionina (importantes en la iniciación de la síntesis de 

proteínas bacterianas) y algunos factores resultantes de la 

activación de la cascada del complemento, como esa. Estos Qltimos 

factores funcionan como anafilatoxinas, que provocan la liberación 

de histamina por células cebadas y bas6f ilos, ocasionando un 

aumento de permeabilidad en los capilares. 

cuando los factores quimiotácticos se unen a sus receptores 

leucocitarias provocan además de un movimiento dirigido, una de las 

sef\ales de iniciación del estallido respiratorio y el aumento en la 

expresión de receptores para CJb y la fraci6n Fe de la IgG. Estos 

receptores permiten la adhesión de las bacterias opsonizadas para 

ser endocitadas por los leucocitos. 

A medida que se forma el fagosoma durante el englobamiento 

microbiano, los gránulos del neutr6filo se fusionan con la vacuola 

fagocitica. Los gránulos mas frecuentes son los secundarios o 
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especificas que contienen lactoferrina y lisozima. Les grAnuloa 

primarios, que son mas efectivos en actividad bactericida, 

contienen abundantes enzimas lisosómicas hidroliticas, defensinas 

(proteinas catiónicas), lisozima, elastasa y mieloperoxidaaa (32). 

cuando esta l1ltima se une con un ion haluro y H202 , generado por el 

estallido respiratorio, se forma un agente bactericida 

extraordinariamente efectivo (el ácido hipocloroso o hipoclorito) 

(72) • La muerte celular se debe a un aumento en la permeabilidad de 

la pared celular del microorganismo. otras especies reactivas del 

oxigeno como los radicales hidroxilo y superóxido favorecen 18. 

actividad bactericida de los fagocitos profesionales. Les 

macrófagos no expresan el siste'ma de la mieloperoxidasa pero pueden 

ser activados inmunológicamente por el interferón gamma, el cual 

eleva su capacidad de generar especies reactivas del oxigeno. 

5. FACTORBB DB VIRULBNCIA. 

A los mecanismos por los cuales un microorganismo puede evitar 

las defensas del hospedero y causar una infección, se les llama 

factores de virulencia. La importancia de estos factores depende de 

la etapa de la infección. 

En el caso de Salmonella los factores más conocidos de 

virulencia son los siguientes: 

5.1 ~••• de entrada. 

Nnalue y Lindeberq (51) comprobaron en 1990, que el LPS jueqa 
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un papel importante en esta etapa de la infección. Para ello, 

probaron la virulencia de tres cepas mutantes de s. choleraesuis 

deficientes en antígeno "0 11 inoculadas por tres vías a ratones 

BALB/c. Cuando estas cepas se inocularon por via intraperitoneal o 

intravenosa resultaron ser tan virulentas como la cepa original. 

Sin· embargo, cuando se inocularon por vía oral resultaron ser 

avirulentas. Eato indica que el LPS desempeña un papel importante 

en facilitar la sobrevivencia de la bacteria en el tracto 

gastrointestinal. 

s.2 Pasa da penetración 

La invasión de la mucosa gastrointestinal es un paso esencial 

en la patoqénesis de Salmonella, que depende de factores como la 

movilidad y la capacidad de adherencia y penetración. 

Janes y col. comprobaron en 1981, la importancia de la 

movilidad en esta etapa de la infección (24). Para ello, realizaron 

experimen~os de invasividad de Salmonella typh1mur1um a células 

HeLa y encontraron que cuando se usaban mutantes sin movilidad no 

se producía el contacto entre los dos tipos de células y por lo 

tanto no se producía la invasión; sin embargo, cuando las células 

HeLa se centrifugaron con las mutantes no móviles, se produjo la 

invasión. cuando estos experimentos se repitieron con s. typbi y 

células de riñón de perro MDCK no se obtuvo el mismo resultado lo 

que sugiere que esta especie bacteriana requiere de movi1idad 

intrinseca para invadir células epiteliales, y que ésta no puede 
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ser sustituida por tuerzas mec4nicas (34). 

Por otro lado, los mismos autores han propuesto que los 

pl4smido11 de virulencia e11tAn involucrados en la adherencia e 

invasión de células da mamíferos, y que e~tos pl4smidos pueden 

introducirse en el cromosoma bacteriano, lo que evita la expresión 

del fenotipo de virulencia (23). cuan~o los plAsmidos se escinden 

del cromosoma, se presenta da nuevo la virulencia bacteriana. 

5.3 raa• de di•eminaoión. 

Una vez qua las bacterias han penetrado el tejido mucoso 

viajan por via lintAtica a la circulación. En esta etapa es 

probable que el antígeno Vi funcione como un factor protector del 

antígeno 110 11 , contra la acción de los anticuerpos o el complemento, 

evitando da esta manara la fagocitosis y la acción bactericida del 

suero (34). Una evidencia que apoya esta hipótesis, es que los 

anticuerpos dirigidos contra el antígeno Vi facilitan la 

fagocitosis de bacterias con este antígeno capsular, que en 

condiciones normales son típicamente resistentes (19). 

s.4 •••• d• oreoimi•nto intracelular. 

Se han obtenido evidencias que apoyan la hipótesis de que la 

sobrevivencia de Salmonella en macrófagos es un factor primordial 

en la patogenia del microorganismor una de ellas es que mutantes 

por inserción de transposdn de s. typhimurium que no sobrevivieron 

intrcelularmente en me.eró fagos cultivados, tienen reducida 
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virulencia en ratones (11). 

se han propuesto tres probables mecanismos por los cuales la 

bacteria evade su destrucción en el interior de los fagocitos (26); 

a) inhibición de la fusión fa9osoma-Íisosoma1 b) interferencia con 

los metabolitos reactivos del oxigeno o con las enzimas 

lisosomales; y e) transición al interior del citoplasma. 

Se ha comprobado que Salmonella posee cuando menos el sequndo 

mecanismo de evasión. Buchmeier y Heffron demostraron en 1990 que 

este proceso requiere una regulación en el genoma bacteriano, que 

provoca la síntesis de más de 30 proteínas selectivas del periodo 

de infección de Salmonella typhi a macrófagos (5). También 

demostraron que dos mutantes de Salmonella, sensibles a muerte 

intracelular, fallaban en la síntesis de diferentes grupos de estas 

proteínas normalmente inducidas cuando la bacteria infecta 

macrófagos (5). 

Con respecto a la regulación de la expresión génica, en 

estudios simultáneos, los grupos de Mekalanos (40) y Heffron (18), 

demostraton que s. typhimurium con mutaciones en el locus regulador 

phoP (responsable de la síntesis de una fosfatasa ácida 

periplásmica) son avirulentas cuando se inyectan en ratones BALB/c, 

son incapaces de sobrevivir en macrófagos y son extremadamente 

sensibles a péptidos con actividad antimicrobiana, tales como las 

defensinas. El locus phoP está compuesto de dos genes presentes en 
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un oper6n: phoP y phoQ, y las secuencias de aminoácidos de los 

productos génicos tienen alta homolog!a con otros miembros de 

reguladores tran~cripcionales bacterianos de dos componentes que 

responden a estímulos ambientales, tales como PhoB y OmpR; por los 

que se ha propuesto que existe en saimonella un sistema regulador 

de dos componentes phoP/ phoQ que regula la expresión de genes 

invloucrados en virulencia, que co~ifican para proteinas de 

superficie que participan en la resistencia del microorganismo a 

factores microbicidas del ambiente. 

Por otro lado, se ha com~robado que las porinas además de 

funcionar como poros de difusión astan involucradas en la 

patogénesis de ciertas bacterias. Porinas de s. typhimurium inducen 

la activación del complemento por la v!a clásica y por la v!a 

alterna (15); son capaces de unirse a leucocitos polimorfonucleares 

de humanos, afectando la integridad de su membranas y su actividad 

funcional (76); parecen tener relación con la adherencia e invasión 

de las bacterias a células epiteliales y son capaces de inducir la 

liberaci6n de histamina en células epiteliales (14). 

G. RESPUES~A INKU!IE 

El sistema inmune esta formado por una intrincada red en la 

que participan diferentes tipos de células, que permiten el 

reconocimiento de lo propio y de lo ajeno, para formar un 

equilibrio con el medio ambiente. Este sistema se enfrenta 

continuamente con sustancias extranas y organismos que tratan de 
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. infectarlo. Estos pueden encontrarse en los fluidos biológicos (ej. 

toxinas, bacterias) o dentro de las células del hospedero (virus, 

productos de oncógenes y algunas bacterias intracelulares que pasan 

al citoplasma). El sitio donde se encuentra el antígeno Cintra o 

extracelularmente), es determinante ~n la via de procesamiento que 

llevará a cabo la célula presentadora de antígeno y finalmente en 

el tipo de célula T que lo reconocer6 (78). 

'·1 Proa••&ai•nto de antiqeno. 

Los antígenos extracelulares, que son fagocitados por células 

del sistema fagocitico mononuclear, son digeridos a péptidos y 

expresados en la superficie de estas células, unidos a las 

moldculas de clase II (H-2 I-A e I-E en el ratón y HLA DR, OQ y DP 

en el humano) del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) 

(78). Estos antígenos son internalizados y degradados gradualmente 

en su tránsito por la vía endocitica, primero en los endosomas 

primarios, luego en los endosomas tardios y finalmente son 

convertidos a péptidos en los lisosomas. Estos compartimentos 

aumentan gradualmente su poder proteolitico a medida que bajan en 

pH. Las moléculas de clase II permanecen en la vía endocitica (61), 

hasta que son liberadas de la cadena invariable. una vez liberadas 

las moléculas clase II pueden unir péptido y transportarlo a la 

membrana celular (fig. 2), (3). 

sadegh-Nasseri y Germain demostraron en 1991 (66), que la 

unión del péptido al MHC II se favorece en un microambiente ácido, 
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PIGlll\A 2. TRAFICO INTRACELALAR DE LAS VIAS INVOLUCRADAS EN EL 

PROCESAMIENTO Y PRESENTACION DE ANTIGENO (modi~icado da 3). 

Los antígenos ex6genos son fagocitados por células del sistema 

fagoc1tico mononuclear, digeridos a peptidos por la v1a endoc!tica, 

y expresados en la superficie de estas células, unidos a las 

moléculas de clase II del MHC. En cambio, los antígenos endógenos 

son degradados a péptidos en la v1a citos6lica y transportados al 

ER, donde se unen a moléculas de clase I para ser expresados en la 

superficie de las células. 

Abreviaturas: MHC: complejo principal de histocompatibilidad, 

END: endogeno, EXO: exo9eno, TGN; red de trans-Golgi, CGN red de 

cis-Golgi, ER: retículo endoplásmico. 
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formándose un complejo MHC II-péptido que se estabiliza durante la 

neutralización, dando como resultado una unión de alta afinidad. 

Por otra parte, los antígenos endógenos se generan 

principalmente por tres vías: a) por degradación da las proteina• 

sintetizadas en :forma endógena a péptidos por proteasas 

citosólicas, los cuales son transportados al retículo endopl4smico 

(ER) 1 b) por transporte de proteinas a un compartimento intermedio 

entre el ER y el aparato de Golgi, y c) ocasionalmente las 

proteinas pueden transportarse al lisosoma o al endosoma. tardío, en 

un proceso que involucra la interacción de una proteína de 70 KD, 

que forma parte de la familia de las proteínas de choque térmico. 

Los péptidos generados en el ER pueden unirse con las moléculas de 

clase I (H-2 K, D en el ratón y HLA a, e y A en el humano) o 

competir con la cadena invariable para unirse a las moléculas de 

clase U (fig 2), (3). 

Esta_primera fase, llamada de procesamiento y presentación de 

antigeno, es indispensable, pues los linfocitos T son incapaces de 

distinguir al antigeno en su forma nativa (38). 

s.2 Linfocito• T 

El reconocimiento del péptido ligado a la molécula de clase I 

o clase II del MHC divide a los linfocitos T en dos grupoa: los 

llamados T citotóxicos (Te, coa•), que se unen a las mol4culas de 

clase I, y los linfocitos T cooperadores (Th, co4•), que se unen a 
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las mol4culaa da claae ZI (78). 

Los linfocitos To, como células efectoras, tienen la capacidad 

de lisar células infectadas directamente y secretar linfocinaa como 

el interferón gamma y la interleucina 2, por lo que son importantes 

para erradicar c•lulaa infectada• por virus o ctlilulas tumorales 

(45). 

En cambio, la principal función de los linfocitos Th, cuando 

son activados, es liberar linfocinaa que conducen la fase efectora 

de la respuesta inmune, de manera que activan células como 

linfocitos e, macrófagos y otros linfocitos (30). Promueven la 

producción de anticuerpos, por lo qua ayudan a la eliminación de 

antigenos extracelulares sensibles a mecanismos inmunes como: lisis 

·por la via cl6.sica del complemento y citotoxicidad mediada por 

anticuerpos (ADCC), entre otros. 

La actividad de los linfocitos Te y Th correlaciona con el 

tipo de antigeno requerido para su activación. Mientras las células 

Th son activadas principalmente por c•lulas presentadoras de 

antígeno (CPA) que han fagocitado un antígeno extracelular, los 

linfocitos Te reconocen antígenos que han sido biosintetizados 

dentro de la c~lula que los presenta. 

La activación de los linfocitos T n~ solo depende de la unión 

del complejo receptor (TCR) -CD2-CD3 al antígeno asociado a las 
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moléculas del HHC, ya que existen otras mol•culaa en la superficie 

da loa linfocitos T que intervienen en la regulación de la 

adhesión a la célula preeentadora da antiqeno (CPA) (fiq. 3). 

&.3 lloléoula• d• adha•ión 

Las mol•culas d• adhesión ademAs de reqular las interacciones 

célula-célula, requlan la miqración célular. Estas mol4culas 

desarrollan un papel importante frente a la infección, ya que su 

regulación permite que la• c•lulas inmunes, que circulan en forma 

no adherente en la sangre, puedan migrar como células adherentes a 

través de los tejidos. Este proceso permite que las células inmunes 

en presencia da un antígeno, puedan congregarse en loa órganos 

linfoides y atravesar el endotelio para llegar finalmente al sitio 

de infección. 

Se han descrito tres familias de moléculas de adhesión que 

median estas interacciones: la supertamilia de las 

inmunoglobulinas, que incluyen los receptoras antígeno especificos 

de los linfocitos T y B; la familia de las inteqrinas, qua tiene 

especial importancia en la requlación de la adhesión y la 

migración; y por ~ltimo las selectinas, que son importantes en la 

interacción de los linfocitos y neutrófilos con el epitelio 

vascular (71). 

1.4 Bubpoblaoion•• de linfocito• Th 

En el ratón se han demostrado dos subpoblaciones funcionales 
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FIGURA 3, KOLBCULAB DE ADEHBBION RELACIONADAS EH 

LA PREBIUITACIOH DE AHTIOENO (modificado de 65). 

CPA- célula presentadora de ant1qeno 

TCR- receptor de ant1geno del linfocito T 

ICAM- molécula intercelular de adhesión 

CD- grupo de diferenciaci6n 

MHC- molécula del complejo principal 

histocompatibilidad. 
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de linfocitos cooperadores con distinta capacidad de producción de 

interleucinas (IL): los Th1 se relacionan con la hipersensibilidad 

de tipo retardado, ya que elaboran principalmente IL-2, interfer6n 

gamma y linfotoxina; en cambio, los Th2, producen fundamentalmente 

"' interleucinas 4, 5, 6 y 10, de las cuales las tres primeras son 

factores de crecimiento y diferenciación de linfocitos B y la 

Oltima es un factor inhibidor de la secrecion de citocinas por 

linfocitos Thl (42, 43). 

Recientemente se han presentado evidencias que sugieren la 

presencia de estas subpoblaciones en el humano (65). As1, en 

pacientes con diversos estados patológicos se ha encontrado 

acumulación de linfocitos T co4• que secretan diferentes tipos de 

interleucinas; por ejemplo, en los pacientes con tiroiditis se ha 

encontrado que la mayoría de los linfocitos T co4• que infiltran 

dicha glándula, pueden producir interfer6n gamma pero no IL-4, lo 

que sugiere que esta población sea equivalente a los linfocitos Thl 

encontrados en los ratones. 

6.5 Linfocitos B 

Los linfocitos B, a diferencia de los linfocitos T, pueden 

reconocer al antígeno en su forma nativa y funcionar como. células 

presentadoras de antígeno. sin embargo, estas células necesitan la 

participación de los mediadores solubles producidos por los 

linfocitos Th para iniciar su activación y diferenciación hacia 

células plasméticas productoras de anticuerpos. 
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La capacidad de los linfocitos B de procesar y presentar 

antigenos aumenta la eficiencia del sistema inmune, sobre todo en 

respuestas secundarias (30). 

6.6. W••• •feotora de la r••Pu••ta inmune. 

La tase efectora de la respuesta inmune puede dividirse en dos 

ramas: la hum.oral, que comprende las a?tividades biológicas de los 

anticuerpos y el complementot y la celular, que involucra los 

fenómenos mediados por los linfocitos Te, que se describieron 

anteriormente. 

Otros mecanismos efectores no especiticos, de gran 

importancia, dependen de los macrófagos y las células aseaina• 

naturales (NK) • 

Los macrófagos cumplen con varios papeles importantes en la 

modulación de la respuesta inmune y en la inflamación (77). Entre 

ellos se cuentan: 1) funcionan como células presentadoras de 

antígeno, que pueden fagocitar y presentar péptidos provenientes 

del procesamiento de moléculas solubles o microorganismos1 2) 

liberan al medio productos biológicamente activos como la 

interleucina l, que es un mediador de algunos efectos de la 

endotoxinas, el interferón-m que presenta actividad antiviral, el 

factor de necrosis tumoral, metabolitos derivados del Acido 

araquidónico (prostaglandinas, leucotrienos) y algunos componentes 

del complemento; 3) est4n situados en sitios criticas en varios 
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tejidos, regularmente cerca del sistema microvascular Y rodeando 

las células epiteliales; y 4) tienen receptores de superficie para 

diversas linfocinas que median su activación, permitiendo que 

aumente su poder microbicida y tumoricida. 

-Kaufmann describió en 1989 (26) el papel del interfer6n 

gamma producido por las células T co4• como el principal factor de 

activación de los sistemas microbicidas de los macr6fagos. Algunos 

factores estimulantes de linfocitos B, como IL-4 y 6 provenientes 

de las c6lulas Th2, as1 como el factor de necrosis tumoral (TNF), 

contribuyen también en la activación de los macr6fagos. 

6.7 Mediadores solul:>les de la respuesta inmune. 

El interfer6n (INF) tipo 1, comprende dos tipos diferentes de 

prote1nas. El primer grupo, llamado INF-a, es una familia de 

aproximadamente 20 estructuras polipéptidicas relacionadas, de 

aproximadamente 18 KDa, codificadas cada una en qenes 

independientes y producidas principalmente por fagocitos 

mononucleares. El segundo grupo llamado INF-B consiste en una 

glicoprote1na de aproximadamente 20 KDa, producida principalmente 

por fibroblastos. Ambos grupos de INF cumplen con funciones 

similares: inhiben la replicación viral, inhiben la proliferación 

celular, incrementan el poder 11tico de las células NK, y modulan 

la expresión de las moléculas del MHC (i). 
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El INF-qamma, homodimero de glicoproteina formado por 

subunidades de 21 a 24 KDa, es producido por las células Thl. y 

algunas Te. El INF-gamma al iqual que el INF-a/ 8, tiene efecto 

antiviral (68) y promueve la expresión de diversos genes (64), de 

manera notable, los del MHC (6). Además, el INF-gamma es un potente 

activador de loa sistemas microbicidas de los fagocitos 

mononucleares y los neutrófilos, pr~mueve la diferenciación de 

células T y B, y activa las células NK en forma más eficiente que 

el INF tipo l. 

La IL-2 es una glicoproteina de 14 a l.7 KDa, producida 

principalmente por los linfocitos Thl y algunos Te. Esta IL actüa 

como el principal factor de crecimiento de linfocitos T (70), 

promueve el crecimiento de clonas antígeno especificas, funciona 

como factor da crecimiento y diferenciación de linfocitos T 

citotóxicos, y promueve la expansión de células NK (54). 

La IL-3 es producida por los linfocitos Th y funciona como uno 

de los factores estimulantes de colonias que regulan la 

hematopoyesis (41). 

La IL-4 es producida por los linfocitos Th2, actüa como factor 

de crecimiento y diferenciación de linfocitos B, favorece el 

mecanismo del 11switch" necesario para la producción IgG y de IgE y 

aumenta la expresión de las moléculas de clase II (53). 
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La IL-5, que es producida por l.infocitos Th2, induce 1a 

prol.iferación de los linfocitos B que hayan tenido contacto previo 

con el antigeno y favorece la secresión de IgM. Además, funciona 

como factor de crecimiento y diferenciación de eosinófilos (1). 

La IL-6 es sintetizada por fagocitos mononucleares, células 

del epitelio vascular, t'ibroblastos, linfocitos Th2 y otras células 

en respuesta a l.a IL-1. Interviene en la diferenciación de 

linfocitos B hacia células plasmáticas (53). 

La IL-7 es secretada por células estromales de médula ósea, 

induce la producción de timocitos y linfocitos B inmaduros (74). 

La IL-B que es producida por l.infocitos T activados y 

monocitos, act~a como factor quimiotractante de neutrófilos y en 

menor grado para eosinófilos, basófil.os y linfocitos; además, 

inhibe la adhesión de l.os neutrófilos a monocapas endotelial.es 

(16). 

La IL-10 que es secretada por los linfocitos Th2 en el ratón, 

act~a como l.infocina reguladora de la actividad de los ThHl (43). 
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V. JO.TBRIALllB Y XBTODOB. 

1. CBPA BACTBRIJO. 

Se utilizó Salmonella typhi 9, 12, Vi:d aislada originalmente 

de un paciente con diagnóstico clínico y bacteriológico de fiebre 

tifoidea. 

2. »IIKALllB DB BltHRillBNTACIOH 

se utilizaron ratones de la cepa <;HeB/FeJ (H-2k, Ityr, LPS") 

de B a 12 semanas de edad. 

3. OBTBNCIOH DB lUITIGBHOB 

Las porinas de s. typhi fueron purificadas por una 

modificación al método de Nikaido (49). 

La bacteria se creció durante e horas a 37°C con agitación a 

200 rpm (New erunswick Scientific Co.) en medio mínimo A 

complementado con O.l\ de extracto de levadura y 0.5\ de glucosa. 

Posteriormente las bacterias se cosecharon en fase logaritmica, por 

centrifugación a 1650 g durante 15 min a 4ºc. La pastilla 

bacteriana se resuspendió en amortiguador de Hepes (ácido N-2-

hidroxietil-N' -2-etano sulfónico) 0.01 M pH 7.4, conservándose a -

2oºc hasta su uso. 

Posteriormente la bacteria se recuperó en amortiguador Tris 

(Hidroxi metil amino metano) 0.01 M, ph 7.7 y se rompió en forma 
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mácanica (DYNO-MXLL, Glen Milla co.) con 60' de perlaa de vidrio, 

empleando 10 ciclos de ruptura de un minuto con descansos de 5 

minutos. Después de la ruptura, el sobrenadante se recuperó dejando 

sedimentar las perlas de vidrio; las bacterias enteras y las perlas 

residuales se eliminanaron de este centrifugando a 7000 g por 15 

minutos. El lisado, asi obtenido, se trató con DNasa y RNasa para 

disminuir la viscocidad y eliminar lo~ ácidos nucleicos. 

La envoltura celular se obtuvo por ultracentrifugacion del 

lisado a 100 ooo g por 30 minutos a 2oºc, se solubilizó en Tris ici 

mM, pH 7.7, SOS (dodecil sulfato de aodio) al 2\ y se incubó 30 

minutos a 32°C; posteriormente. se ultra.centrifugó a 130 000 g, 35 

min y el sedimento se sometió a una segunda solubilización en la 

condiciones descritas anteriormente. El sedimento de este segundo 

proceso, contenia peptidoglicana, de donde se extrajeron las 

proteinas unidas a ella solubiliz6.ndola con Tris 50 mM, pH 7. 7, SOS 

2\, EDTA 5 mM, NaCl 0.4 M y 2-mercaptoetanol o.oS'J después de un 

periodo de incubación de 2 horas a 37°C, se ultracentrifugó a 100 

000 g por 30 minutos a 25°c y el sobrenadante se pasó por columna 

de sephacryl s-200 (80 cm por 2.6 cm, Pharmacia Chemical co.) con 

un flujo de 4 ml/hr. se recuperó la fracción que levigó 

inmediatamente después del volumen vacio, detectando la presencia 

de proteínas a 280 nm. Para reutilizar la columna, se lavó con un 

volumen equivalente a dos veces el volumen total del gel. 
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4. DBTBRKillACIOH DB PROTBIHAB 

La cuantificación de proteinas en laB preparaciones de porinas 

purificadas, se realizió de acuerdo al método de Lowry (35) 

empleando albúmina sérica bovina como poteina de referencia (Sigma 

Co). 

5. BLBCTROl'ORBSIS DB PROTBIHAS BH GBLBS DB POLXACRILlUlIDA. 

Las porinas se caracterizaron de acuerdo a su movilidad 

electroforética, en geles de poliacrilamida y dodecilsulfato de 

sodio (SDS-PAGE), segiln la técnica de Laemmli (29), Se utilizó una 

unidad electroforética para geles verticales en placa (LKB 

Instrumenta), en condiciones reductoras y sistema de amortiquadores 

discontinuos. El gel se.parador contenía 11.2\ de acrilamida, 0.25% 

de bisacrilamida, o.19% de SOS en amortiguador de Tris-HCl 0.125 M 

y pH 6.8. Como amortiquador de muestra se usó Tris 0.125 M pH 6.8, 

sos 2 \, 2-mercaptoetanol 5\, glicerol al 10 \y azul de bromofenol 

al o.oos,, 

El corrimiento electroforético se llevó a cabo empleando 15 mA 

por placa y como amortiguador de corrimiento Tris 0.025 M, qlicina 

0.192 M, sos al 0.1%, pH B.J. Posteriormente lo geles se tifteron 

durante l hora en una solución de azul de Coomaaaie R-250 al 0.25\ 

en metanol-ácido acético-agua (45:10:45). Después de teñir, los 

geles se decoloraron con una solución de metanol-Acido acético-agua 

(5:10:85) hasta que el fondo de los geles quedó transparente. 
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&. IJIMUNOBLJICTROTRAJIB~BRBHCIA 

La electrotransferencia de porinas de los geles de 

pol iacrilamida a papel de nitrocelulosa ( PNC) se llevó a cabo 

durante una 1 h 15 min a 500 mA en un equipo Transphor (LKB 

Instrumenta). se empleó como amortiguador para la transferencia 

glicina 192 mM, metanol al 2ot en Tris 20 mM pH a. 3, sag11n lo 

descrito por Towbin (75). Transcurrido este tiempo para comprobar 

que la transferencia se llevó a cabo, el PNC se ti~ó con rojo de 

Ponceau al 0.1,. Después de lavar con PBS-T (TWeen 20 al O.lt en 

PBS: NaCl 0.15 M, fosfatos o.al M pH 7.2) hasta que desaparecieron 

las bandas, el papel se introdujo en solución de bloqueo (gelatina 

al 1.5\ en PBS), durante 2 horas a 37°C. Después de 4 lavados con 

PBS-T, el PNC se incubó 1 hora a 37°C y toda la noche a temperatura 

ambiente con suero de conejo anti-PME absorbido con LPS, se lavó 6 

veces con PBS-T y se incubó 1.s h a 37°C con la dilución óptima de 

antisuero de cabra conjugado a peroxidasa (anti-l:qG de conejo, 

Cappel Lab.) • Una vez pasado el tiempo de incubación se lavó 6 

veces con PBS-T y 2 veces con PBS. Finalmente se reveló con 

solución de sustrato ( 3, 3-diaminobencidina, H202 en PBS) , 

eliminándose el exceso con agua destilada. 

7. BBQUBJIA DB IHMUHIZACIOH. 

Los ratones se inmunizaron intraperitonealmente (i.p.) con 30 

J.A.g de porinas de s. typhi en o.s ml de solución salina fisiológica, 

los dias O y 7. El dia 14 se sacrificaron obteniéndose de cada 

ratón: sangre por punción cardiaca, macrófagos de exudado 
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peritoneal y células de bazo. 

8. OBHllCXOll DB ncaorAGOS DB CAVZDAD PBRZ!l!OllEAL 

Los ratones se anestesiaron con cloroformo y se sangraron por 

punción cardiaca. Después, se fijaron a la tabla de cirugia, se les 

cortó la piel para exponer el epitelio y se les inyectó (en 

condiciones de asepsia) 5 ml de soluci~n de Hanks en el peritoneo. 

se dio masaje en el abdomen durante 5 min, y ss recuperó el medio 

introducido por aspiración (manteniéndolo en fria para evitar la 

adherencia de las células). Las células se lavaron con la misma 

solución, a 255 g, 10 min y se resuspendieron en DMEM (medio de 

Eagle modificado por OUlbecco) complementado con 1ot de suero fetal 

bovino (SFB) • La concentración celular se ajustó contando las 

células viables en 06.mara de Neubauer mediante tinción con un 

colorante vital (azul tripano). 

9. OB!l!BNCZON DB CBLULAB DB BAZO 

A los ratones sacrificados para la obtencion de macrótagos se 

les extrajo el bazo en condiciones da esterilidad. LOS esplenocitos 

se obtuvieron por disgregación mécanica del bazo y se lavaron con 

solución de Hanks, a 255 g, 10 min. Los eritrocitos presentes se 

eliminaron por lisis con cloruro de amonio 0.16 M, Tris-HCl 0.17 M, 

pH 7.65. Las células se recuperaron en DMEM complementado con SFB 

al lOt, antibióticos (penicilina y gentamicina), 2-mercaptoetanol 

2 x l0°5M y L-glutamina. La concentración celular se ajustó de la 

misma manera que para los macrófagos. 
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10, BHB•YO XIDIUlfOBHSXllJITXCO (BLXB•I• 

Los niveles ·de anticuerpos anti-porinas y anti-LPS, en' al 

suero de los ratones, se evaluaron con el método de ELXSA, descrito 

por Engvall (9). Las placas de poliestireno de 96 pozos (Nunc Co.) 

se sensibilizaron con 100,,.U.1/pozo de una solucón da 10 9/ml de 

porinas o LPS en amortiguador de carbonatos (carbonato/bicarbonato 

de sodio pH 9.6), lh a 37°C y posteriormente toda la noche a 4°C. 

Las placas se lavaron 4 veces con PBS-T al o. lt y se bloquearon con 

PBS-gelatina al 2% durante dos horas a 37°c. oespuás de este 

periodo de incUbación, las placas se lavaron, 4 veces, con PBS-T al 

o.1t, y se adicionaron 100,.A.Al/pozo de las diluciones seriadas del 

suero problema (se probaron diluciones desde 1:50 hasta 1:12 800). 

Con el primer anticuerpo se incubó 1.5 h a 37°C, se lavó 4 veces 

con PBS-T al o.1!t· ··y se agregaron 100 M1/pozo del conjugado 

(inmonuglobulinas de cabra anti-irununoglobulinas de ratón, Sigma 

Co.) • Con el segundo anticuerpo se incubó 2 hrs a 37°c y después de 

lavar 4 v~ces con PBS-T al o.1!t, se agregó 100..,AA.l/pozo de sustrato 

(o-fenilendiamida, 11,02, en amortiguador de citratos pH 5.6), A los 

10 min de incubación en oscuridad, la reacción se paró agregando 30 

.Ml/pozo de HzS04 2 N. La absorbencia se leyó a 490 nm en un lector 

de ELXSA (Minireader XX, Dynatec). 

11. BHBAYO DB ACTXVJ.CXOH in vit:ro COH MXTOOBHOB 

LOs esplenocitos se ajustaron a una concentración de 1x106 

células/ml y se cultivaron 200 000 células por pozo en placas de 
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microcultivo de 96 pozos de fondo plano (NUNC). Se agregaron 

cantidades variables da Concanavalina A 0.1 mg/ml (Con A), tipo IV

S (Sigma Co.), para llegar a una concentración final de s, 10 y 20 

,,..q/ml. Laa c•lulaa ae cultivaron durante 5 dias a 37°C, en cámara 

h\l.meda y st de co2• Dieciocho horas antas de terminar el cultivo se 

agregó l,M.Ci de timidina tritiada (3HTDr, Amereham International 5 

mCi de actividad especifica) por pozo •. Las células se transfirieron 

a papel de fibra de vidrio mediante un cosechador semiautom~tico 

(Mini Maeh II) y se determinó la concentración de timidina 

incorporada en un contador de centelleo liquido (Beckman LS 580)~ 

LOS esplenocitos, provenientes de ratones inmunes y testigos, 

se cultivaron en placas de 96 pozos (NUNC), a una concentración de 

200 000 células/pozo en 200¡U.l da medio DMEM complementado y se les 

agregó porinas de s. typhi a una concentración de 25 y 50,u.g/ml. 

Como control de activación se cultivaron células con Con A a 10 

,.V.g/ml. Las células se cultivaron y su activación se evaluó en las 

condiciones descrita• para la activación con mitógenos (44). 

13. PRIJBDA DB BDBCBPIIDILIDAD A JUITIDIOTICOB. 

Con el fin de obtener la concentración óptima de antibiótico 

necesaria para eliminar a la bacteria extracelular en el ensayo de 

invasividad, se realizó la prueba de susceptibilidad. Para ello se 

realizaron diluciones seriadas de diferentes antibióticos partiendo 

de una solución de 2 OOO¡t.Ao.g/ml, en placas de agar (2 m1 de dilución 
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en 18 ml de medio, para tener una concentración final desde 0.25 

hasta 120µ9/ml). E•tas pl.acas se inocularon con 2¡U.l de Salmonella 

typh1 ajustada a 5xl07 UFC/ml. Como controles se utilizaron cepas 

de susceptibilidad conocida. Después de un periodo de incubación de 

18 horas, el indice de susceptib1lidad se determinó como la 

concentración minima de antibiótico que fue capaz de inhibir el 

crecimiento bacteriano (MXC). 

U. llJUB'l'll DB DACTBRJ:A 

La bacteria empleada para los ensayos de infección, se creció 

en medio BHX, durante 18 hrs. Después de la incubación, se cosechó 

en fase logaritmica de crecimiento, (en este caso se incubó 19 hrs 

tomando en cuenta el periodo de adaptación requerido por la 

bacteria para utilizar un medio de cultivo diferente), y se ajustó 

au concentración en SSX (solución salina isotónica) a una 

absorbencia de 0.59-0.61, a 540 nm, lo que equivale a una 

concentración de 109 bacterias/ml. A partir de esta concentración 

se realizaron diluciones seriadas de la bacteria hasta llegar a la 

concentración deseada (107 en Hanks para el ensayo de inrección). 

El ajuste bacteriano, se comprobó haciendo una cuenta en placa en 

medio BHX, de las tres ~ltimas diluciones bacterianas (800, 80 y 

8). 

Con el fin de evaluar la relación óptima de infección 

(bacteria:macrófagos), se realizó el siguiente ensayo: macrótagos 

46 



proveniente• da exudado peri toneal se ajustaron a una concentración 

da 106 cals/ml, en medio DMEM (sin antibióticos y complementado con 

15\ de SFB sin descomplementar) y se infectaron segdn el m•todo 

descrito por Falkow (12), con s. typhl (crecida en BHI, 18 hra 

antes) en relación 1:1y1:10, (células:bacteria). Después de tres 

horas de incUbación a 37ºc con aqitación, las ctlilulas se lavaron a 

255 q/10 min y se resuspendieron en 2 ~l de PBS con tritón x-100 al 

25\, se incubaron durante 5 minutos y se agitaron en vortex para 

lisar las células y permitir la liberación de la bacteria 

internalizada, la cual aa avaluó por cuanta en placa (en medi0 

BHI) • Como control de crecimiento bacteriano se utilizaron muestras 

a las cuales no se lea agregó c•lulas y como control de eaterilidad 

células no infectadas. Ambos controles se manejaron de la misma 

forma que loa problemas. 

1•. BXBAYO DB IllJ'BCCIOX 1n vlt:ro. 

Para determinar la capacidad qua tienen las porinas de inducir 

una respuesta de linfocitos T capaces de activar a los maorófaqo• 

se inmunizaron ratone• <;HaB/FeJ como aa indicó anteriormente y •l 

dia 14 se sacrificaron junto con ratones testigo de la misma cepa. 

Los macrófagos de exudado peritoneal y las células de bazo, 

provenientes de ratones inmunes y testiqos, se ajustaron a una 

concentración de 1 x 106 cels/ml en medio DMEM (sin antibióticos y 

complementado con 15\ de SFB sin descomplementar) y se infectaron 

seg\ln el m~todo descrito por Falkow (13), con s. typhl (crecida en 
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BHI, 18 hrs ante•) en relación 1: 10. Después de tres horas· de 

incubación a 37°C con aqitaoión, la• c•lula• •e lavaron a 255 9/10 

min y se eliminó la bacteria extracalular incubando durante 30 min 

en medio complementado con gentamicina, a la concentración 

evalulada como óptima (lOMg/ml). Las células fueron lavadas, 4 

veces con PBS, para eliminar el antibiótico y se reauapendieron en 

2 ml de PBS con tritón x-100 al 25t, •• incubaron durante 5 ainutoa 

y se aqitaron en vortex para lisar las c•lulas y permitir la 

liberación dca la bacteria internalizada, la cual se evaluó por 

cuenta en placa en agar con infusión da cerebro-corazón (BHX). 
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VJ:. U8UL'fAD08. 

1. Obtención 4el anti9eno 

Las PME obt•nidae por al método da Nikaido (49) se puriricaron 

en columna de exolu11ión molecular (Sephacryl S-200) obteni4ndose al 

perfil cromatogr4fico que ae muestra en la fiqura 4. se recuperó la 

fracción qua l•viqó inmediatamente . daapu4a del volumen vacio 

(fraccionea entra 40 y 4!5), que corre•ponde a la• porina•, cuyo 

peso molecular en forma nativa (como homotrimero) e• de 120 KDa 

aproxi•adamenta. La concentración da protainaa en ••ta fracción a8 

determinó por el método de Lowry (35). 

2. Blaotrororaai• 

El corrimiento electroforético de esta fracción muestra dos 

bandas, qua en condicione11 reductora• (en forma d• monómeroa) 

corresponden ·a un intervalo de peso molecular de 36 a 41 KDa (fig. 

5.a, carriles 5 y 6). Este corrimiento no presenta bandas 

contaminantes, a diferencia del corrimiento electrofor'6tico de 

porinas no puriricadaa (carriles 2, 3, y 4) • En base a este 

resultado ae decidió trabajar con las porinaa purificada.a, qua 

correspondan a loa carriles 5 y 6 de la tiq. s.a. 

3. Inaunoal•otrotran•f•r•naia. 

La transferencia de las porinas a papel de nitrocelulosa 

presentó una banda ~nica con peso moleclular aproximado de 38 KOa, 

cuando se reveló con suero de conejo anti-PME (fig. 5.b). 
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ELUCION DE PORINAS 

o.e 

o.e 

0.4 

0.2 

o~~~~~~~~~~~~~~~~~~~'--~~~ 

ªº 40 41 10 

NUMERO DE FRACCION 

rIGlllUI 4. CROJIATocnuuot. DB BLUCIOB DB LAS l'ORillAS 

COLUIOIA BBPllACRYL 8•200 

IO 

El pico que levig6 imediatamente después del volumen 

vacio (Vo), entre las fracciones 40 y 45, corresponde a las 

porinas purificadas en su forma nativa. 
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A B 

FIGURA S. CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE LAS PORINAS EN 

CONDICIONES REDUCTORAS E INMUNOELECTRANSFERENCIA. 

a} En el carril número 1 se muestran los marcadores de peso 

molecular correspondientes a: albúmina sérica bovina 66 KDa, 

ovoalbúmina 45 KDa, pepsina 34 KDa y tripsin6geno 24 KDa. Las 

porinas purificadas, correspondientes al primer pico del 

cromatograma de la figura 4, se corrieron en los carriles 5 y 6. 

Porinas no purifacadas se corrieron en los carriles 2, 3, y 4. 

b} Transferencia de porinas a PNC revelado con suero de conejo 

anti-porinas. 
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4. sva1uaoi6n 4• la :reapueata inaune a po:rinaa. 

4.1 Reapu••t• buaoral. 

Loa niveles de anticuerpos anti-porinas, medidos por ELXSA en 

los ratones inmunizados con por inas se encuentran dentro del 

intervalo da l.. 5 unidades de absorbencia (UA) para la primera 

dilución (1:50) y 0,4B UA para la ~ltima dilución (1:12 BOO), en 

cambio los ratones control presentaron niveles menores a O.le UA a 

partir de la dilución 1:1 600 (fig 6). 

cuando se determinó el nivel de anticuerpos anti-LPS se 

encontró un comportamiento similar en ambos grupos de ratones: 

tanto inmunes como controles presentaron niveles menores a 0.2 UA 

a partir de la dilución de l:BOO (fig. 7) • 

.t.2 .. apueata oelula:r 

4.a.1 Bnaayo 4• aotivaoión in vitro oon aitóganoa. 

La curva de activación de linfocitos con Con A, presenta un 

m6ximo de incorporación de timidina tritiada de 43,000 c.p.m. 

(promedio de tres determinaciones), cuando las c61ulas se 

cultivaron con lOµg/ml de Con A (fig. B), en concentraciones 

menores o mayores se observa un descenso en la actividad 

proliferativa. En base a este resultado se decidió trabajar con la 

concentración de 10)>.g/ml de con A para verificar la viabilidad de 

las c6lulas en los ensayos posteriores. 
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ANTICUERPOS ANTl-PORINAS 

ABSORBANCIA A 480 nm 1.e.--------------------------, 
1.4 

1.2 

4 e a 10 12 14 
INVERSO DE LA DILUCION (MILES) 

- CONTROL __._ INMUNE 1 -- INMUNE 11 

rIGURA l. TITIJLACIOH DB JUITICOJIRPOS AHTI-PORIHRS. 

Determin4ci6n por el método de ELISA en suero de ratones 

<;HeB/FeJ inmunizados o no con 30 µg de porinas de s. typhi 

los d1as o y 7 y sacrificados el dla 14. 
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ANTICUERPOS ANTl-LIPOPOLISACARIDO 

1.e:.:AB:::ª:::º:::R.::B::A:::N:.:C:::IA:..:A~4::..8º:....:::•m:::.._ ____________ ~ 

1.4 

1.2 

o.a · 

0.2 

4 e e ro u u 
INVERSO DE LA DILUCION (MILES) 

- CONTROL --1- INMUNE 1 _.._INMUNE 11 

~XQDJUI 7. TITULllCIOH DB JUfTICUBRPOS JUfTI-LPS. 

Determinaci6n por el mátodo de ELISA en suero de ratones 

c;HeB/FeJ inmunizados o no con 30 ,µg ~e porinas de s. typhi 

loa d1as O y 7 y sacrificados el dia 14. 
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ACTIVACION CON MITOGENOS 

c,p.m.únllH) 

110 

o e 10 20 

Con A <1111tml) 

FXGlllUI o. ACTXVACXON DE EBPLENOCXTOB TOTALBB CON Con A. 

Esplenocitos provenientes de ratones ~HeB/FeJ se 

cultivaron en presencia de concentraciones variables de ConA. 

Los datos representan el promedio de tres determinaciones. 
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4.a.a •n•ayo d• aotivaaión anti9eno-•apeoifiaa. 

Como puede observarse en la figura 9, los esplenocitoa 

cultivados con porinas de s. typi presentaron diferencias en 

activación dependiendo si habian tenido o no previo contacto con el 

antígeno. Las c6lulas provenientes de ratones inmunizados con 

porinas presentaron una activación ( 25 ooo c. p.m. de incorporacion 

de timidina tritiada) aproxinus.damen~e 6 veces mayor a la que 

presentaron las células provenientes de ratones control (4 000 

c.p.m.), cuando se cultivaron con 50).Ag/ml de porinas. En cambio, 

cuando las células se cultivaron con 25,.U. g/ml de porinas lii 

diferencia en activación resulto ser aproximadamente cuatro veces 

mayor. Además, las células provenientes de ratones inmunes 

presentaron una activación mayor al doble de la que presontaron en 

ausencia del antigeno. 

Como control positivo se realizó una activación con 10}-'g/ml 

de Con A (concentración previamente establecida como óptima), con 

la cual se obtuvieron cuentas mayores a 12 000 c.p.m., en las 

células provenientes de ambos grupos de ratones tanto inmunes como 

control. 

4. 3 !In.ayo 4• infeaaión .tn vitro. 

4.3.1 Batandariaación de la r•laaión de infeooión 

En la figura 10 se observa que no existe diferencia en la 

cuenta bacteriana del control y el problema cuando se utilizó una 
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ACTIVACION ESPECIFICA DE LINFOCITOS 

o 26 GO 

µ/ML PORINAS 

~CONTROL E!!?i! INMUNES 

10 con A 

rIGORA 9. ACTIVACION AHTIGENO BBPBCIPICA. 

Esplenocitos provenientes de ratones c 3HeB/FeJ 

inmunizados o no con 30 µg de porinas de s. typhi, los d1as o 

y 7 y sacrificados el dia 14, fueron cultivados en presencia 

de medio de cultivo, porinas, o Con A. Los resultados 

representan el promedio de tres determinaciones. 
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ENSAYO DE INFECCION 

11 o 111 1; 10 

RELACION MACROFAGOS: S.typhl 

~CON MACROF,t,<108 !!:1'Zl SIN MACROFAGOB 

FIGURA 10. EBTANDARIZACION DE LA RBLACION DB IN!'BCCION 

( MACROFAOOBIBACTBRIA ) 

Macrófagos provenientes de exudado peritoneal se 

infectaron con s. typhi en diferentes relaciones. La infección 

se evalu6 por-el crecimiento bacteriano (extra e intr.acelul.ar} 

determinado por cuenta en BHI. 
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relación de infección macrófagos: bacteria de 1: 1. En cambio, cuando 

la relacón utilizada fue 1:10 la cuenta bacteriana resultó ser 

aproximadamente J veces mayor en presencia de macrófaqosr ya que 

esta relación favorece la i~fección se escogió para realizar los 

ensayos posteriores. 

4.3.2 Prueba de auaoeptibilidad a antibióticos. 

Los resultados de susceptibilidad expresados como la cantidad 

mínima de antibiótico capaz de inhibir el crecimiento bacteriano 

(MIC) fueron los siguientes: 

ANTIBIOTICO MIC ~g/ml) 

gentamicina 

aztronam 32 

cefoperazona 16 

ceptacidina 32 

ceptriaxona 32 

carbanicilina 64 

En base a estos datos se dec~dió trabajar con qentamicina a 10 

}.\9/Ml, ya que esta concentración al ser mayor· que el MIC nos 

asegura la eliminación de la bacteria extracelular en el ensayo de 

infección in vitro. 
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4.3.3 Ensayo de inteooi6n in vitro. 

Las células provenientes de ratones testigos permitieron un 

desarrollo bacteriano aproximadamente dos veces mayor al que se 

encontró en células provenientes de ratones inmunes. Este 

comportamiento fue general para macr6fagos y esplenocitos. La 

figura 11 muestra un ensayo repres1;mtativo, de tres ensayos 

repetitivos, cada una de las barras representa el promedio de tres 

determinaciones. 

4.3.4 Porcentaje de muerte inducida. 

Para determinar la eficiencia con la que se están activando 

los sistemas microbicidas del macr6f ago se determinó el porciento 

de muerte inducida, es decir, el porcentaje del total de bacteria 

internalizada por un macr6fago normal que es eliminada por un 

macr6fago activado por células inmunes (fig 12). Los datos 

obtenidos indican que la inmunización con por inas induce una 

respuesta de linfocitos T capaces de activar a los macr6fagos de 

tal manera que estos eliminen alrededor de un 50% de la bacteria 

que los infectarla en condiciones normales. 
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ENSAYO DE INFECCION 

500 

400 

300 

200 

100 

o 
CONTROL INMUNES 

~ MACROfAOOS l'i.l.\'l EBPLENOCITOS 

rIOUl\A 11. BNS~~O DB IllFZCCION in vi~. 

Macr6fagos y esplenocitos provenientes' de ratones 

inmunizados o no con porinas se infectaron con S. typhi en una 

relaci6n 1:10 (céls:bact). El crecimiento bacteriano 

intracelular se evaluó por el método de cuenta en placa. Se 

muestra un experimento represntativo de tres ensayos. 
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MUERTE INDUCIDA 
* % MI= (Cont-lnm)/Cont X 100 

CONTROL INMUNE %MI 

MACROFAGOS 
11,400 4,078 64 
322,000 139,333 56.7 

ESPLENOCITOS 
. 422,000 248,750 41 
533.3 233.3 56 
11,400 5,150 54 

FXGURA 12. DETERMXNACXON DEL PORCENTAJE DE MUERTE XNDUCXDA 

Porcentaje del total de bacteria internaliza por un 

macr6fago normal que es eliminada por un macr6fago activado por 

células inmunes. Los datos mostrados son el promedio de tres 

determinaciones. Abreviaturas: MI: muerte inducida¡ CONT: 

crecimiento bacteriano dentro de macr6fagos normales; INM: 

crecimiento bacteriano dentro de macr6fagos inmunes. 
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VXX. DXSCllBXOJI 

Un problema importante en el estudio de la respuesta inmune en 

fiebre tifoidea es la falta de un modelo experimental adecuado, ya 

que el hombre es el hospedero especÍfico de Salmonella typhi. Por 

lo tanto, es necesario relacionar los estudios experimentales 

realizados con esta bacteria en ratones, con la infección en el 

humano (20). 

A pesar de que s. typhi no es el patógeno natural del ratón, 

se logró estandarizar un modelo de infeción variando condiciones 

tales como: a) fase de crecimiento bacteriano en fase logaritmica 

se favoreaer la infección) (31.) ¡ b) medio de cultivo ( sin 

antibióticos y con complemento para favorecer la fagocitósis) 1 e) 

re1aci6n de infección ( l:lO macr6fagos bacteria) (fig. 10) y d) 

concentración de antibiótico necesaria para la eliminación de la 

bacteria extracelular. 

El modelo propuesto requiere del uso de ratones singénicos por 

dos razones: en primer lugar, debido a que la susceptibilidad de 

ratones a la infección por Salmonella depende en la fase temprana, 

del producto del gen Ity (33, 52, 60 y 73) 1 y en segundo, a que la 

capacidad de la respuesta a las porinas es diferente según la cepa 

de ratón, lo cual sugiere a su vez, asociación con el sistema H-2 

(39, 48). 
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En este trabajo se decidió utilizar la cepa de ratones 

sinqénicos <;HeB/FeJ (Ity") , pues al estudiar la respuesta a porinas 

de seis cepas, ésta fue la que mejor respondió a la inmunidad 

humoral y celular (39). 

La inmunización con dos dosis de 30Mq de porinas, indujo 

respuesta proliferativa cuando los ~splenocitos de los ratones 

inmunes se cultivaron en presencia del antigeno (fig. 9); sin 

embargo, no pudimos distiguir que poblaciones estaban participando. 

La respuesta inmune especifica de los linfocitos B a las 

porinas fue alta (fig. 6), lo q\ie sugiere la participación de éstos 

en los mecanismos efectores en el modelo utilizado. Por otra parte, 

hay que hacer notar que a pesar de que las porinas utilizadas para 

la inmunización estAn contaminadas con endotoxina, el titulo de 

anticuerpos a·nti-LPS fue bajo (fiq. 7). 

Actualmente se sabe que los anticuerpos dirigidos contra 

antigenos de superficie, tales como los anti-porina, son 

importantes unicamente en la fase de invasión por Salmonella typhi. 

Asi, en modelos murinos se ha comprobado que la presencia de este 

tipo de anticuerpos permite la inactivación de Salmonalla en las 

primeras horas después del reto. Esto produce un decremento en la 

mortalidad en los primeros dias, pero no previene el crecimiento de 

la bacteria remanente en los dias posteriores (12). 
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La permanencia de Salmonella typhi en los tejidos, se debe a 

que posee mecanismos de evasión que le permiten sobrevivir dentro 

de los macrófagos y proliferar en su interior1 por lo que en una 

respuesta protectora, se busca la activación de linfocitos T que 

produzcan las citocinas necesaria~ para activar los sistemas 

microbicidas del macrófago para eliminar la bacteria intracelular. 

Esta activación fue evaluada en forma indirecta en un modelo de 

infección in vitro de s. typhi a macrófagos. 

De esta manera, se encontró que macrófagos provenientes de 

ratones inmunizados con porinas, eliminaron la bacteria 

intracelular de manera más eficiente que los macrófagos 

provenientes de ratones control (fig. 11 y 12). Estos resultados 

sugieren la participación de linfocitos Th (L3T4•) especificas para 

porinas. Esto puede explicarse, a que las porinas son proteinas 

solubles, por lo cual, son degradadas a péptidos por la via 

endocitica y presentadas en el contexto de clase ri:, a células 

inmunocom~etentes (3, 77). 

Los linfocitos Th son capaces de proporcionar los factores 

solubles que activan a los macrófagos, tales como interferón gamma, 

XL-4 e XL-6 (1, 25). Los dos Ultimas act~an también como factores 

estimulantes de los linfocitos B (53). Por tanto, la presencia de 

linfocitos Th en el modelo, puede explicar la activación y 

participación de los linfocitos B y los macrófagos en la fase 

efectora de la repuesta inmune. 
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Por otra parte, existe la posibilidad de que Salmonella typh!, 

al igual que otras bacterias intracelulares pueda pasar de un 

compartimento de la via endocitica al citosol, donde los antigenos 

serian presentados en el contexto de moléculas de clase I a 

linfocitos Te. Este mecanismo se lleva a cabo en Listeria 

monocytogenes, pues la bacteria posee un factor de virulencia, 

llamado listeriolisina, que le permit;e perforar la membrana del 

compartimento endosomal y pasar al citosol (25). En el caso de que 

un mecanismo similar se llevara a cabo en s. typhi, los linfocitos 

Te participarian como células efectoras lisando las célulaS 

infectadas, lo que facilitaría la fagocitosis de estas bacterias 

por macrófagos previamente activados, que finalmente llevarían a la 

eliminacion de la bacteria (26). 

Por otro lado, existen evidencias que apoyan la idea de que 

otra población de linfocitos T (gamma/delta) con poder oitolitico, 

participan en el control de las infecciones causadas por bacterias 

intracelulares (4). Estas células pueden distinquirse de los 

linfocitos T alfa/beta en que presentan un receptor de antigeno 

(TCR) especial, el cual es parecido estructuralmente al TCR de loe 

linfocitos T alfa/beta pero esta codificado por un grupo de genes 

dierentes (63). 

Poco se sabe acerca de la participación de los linfocitos T 

gamma delta en la respuesta inmune contra Salmonella, sin embargo, 

su localización preferencial en la mucosa epitelial sugiere que 
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este tipo de células sean importantes en la respuesta inmune local 

(4, 63). 

Por los datos obtenidos en E!:ste trabajo, se sugiere la 

participación de cuando menos tres poblaciones celulares activadas, 

como consecuencia de la inmunización con porinas: linfocito• Th, 

macrófagos, y linfocitos B. Estos resultados no excluyen la 

participación de otras poblaciones celulares, tales como linfocitos 

Te, linfocitos gamma/delta, células NK, etc. Estas poblaciones 

podrian evaluarse utilizando ensayos de citotoxicidad midiendo 

liberación de 51cr, lo que repercutiria en un mejor conocimiento 

de la respuesta inmune en fiebre tifoidea. 
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El modelo de infección in vitro de Salmonella typhi a 

macrófagos murinos permite evaluar la activación de los sistemas 

microbicidas del macrófago, como consecuencia de la inmunización 

con porinas. 

La inmunización de ratones C,HeB/FeJ con dos dosis de 30,µ.g de 

porinas es capaz de inducir una respuesta en la cual participañ 

cuando menos tres poblaciones celulares: linfocitos B, linfocitos 

Th y macrófagos. 

La inmunización con porinas despierta en el modelo murino una 

respuesta especifica, tanto en la fase temprana de la infección 

(anticuerpos anti-porinas), como en la fase tardia (macrófagos 

activados). 

Los resultados sugieren que las porinas son un buen candidato 

como inmunógenos protectores, en el control de la infección por s. 

typhi en el modelo murino. 
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