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I. RESUNEN.

Para evaluar la capacidad que tienen las porinas de inducir
respuesta de linfocitos T, capaces de activar a los macrdfagos, se
utilizé un ensayo de infeccién in vitro. Con é&sto se determiné la

cantidad de bacteria internalizada por cuenta en placa.

La inmunizacién con porinas de S. typhi, indujo tanto
respuesta de anticuerpos como respuesta de proliferacién celular
antigeno-especifica. Ademas, 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 inmunizacién de ratones con
porinas de 8. typhi, induce 1la activacién de 1linfocitos T
coperadores, de modo gue &stos son capaces de producir los factores
solubles (como interferd6n gamma) necesarios para activar los

sistemas microbicidas de los macr6fagos.



II. INTRODUCCION

Salmonella typhi es una bacteria intracelular que posee
macanismos de evasién que la permiten sobrevivir dentro de los
fagocitos moncnucleares y prolifera; en su interior. Esto favorece
gue la bacteria crezca en un microambiente, protegida de la accidn

de anticuerpos, complemento y algunos antibidticos.

Los fagocitos mononucleares cumplen con dos papeles
fundamentales en el curso de la enfermedad, uno de ellos, es servir
de células hospederas, y el otro, actuar como células efectoras.
Para que este ultimo proceso se lleve a cabo, es indispensable la
participacién de linfocitos T especificos, capaces de proporcicnar
los factores solubles necesarios para activarlos (principalmente
interleucinas 4 y 6 e interferdén gamma) (26). Esto se ha
evidenciado en estudios con ratones que indican que por medio de
transferencia pasiva de linfocitos T especificos contra antigenos
de S. typl?imurium, es posible conferir resistencia contra el reto

de la bacteria homéloga (59).

Por otra parte, Isibasl y col. empleando un modelc murino, han
demostrado que tanto la inmunizacién con porinas de Salmonella
typhi, como la administracién de suero hiperinmune contra este
antigeno, son capaces de inducir una respuesta inmune protectora
contra la infeccidn por la bacteria homdéloga (22). Estos resultados

implicaban a las porinas como inmundgenos protectores y sugerian la
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activacién de la respuesta inmune celular.

En base a estos antecedentes, se desarrolld un modelo de
infeccidén in vitro, con el fin de evaluar la capacidad que tienen
las porinas de Salmonella typhi de inducir una respuesta de
linfocitoa T especifices, capaces de activar a los macréfagos, de

tal manera, que estos pudieran eliminar a la bacteria fagocitada.

11



III. OBJETIVOS

1. OBJIETIVO GENERAL

Determinar la capacidad gue tiénen las porinas de Salmonaella
typhi para despertar una respuesta de linfocitos T, capaces de
activar a los macréfagos para gue eliminen a la bacteria gque los

infecta.
2. OBJETIVOS PARTICULARESB

a) Determinar el nivel de anticuerpos anti-porinas genarados

después de la inmunizacidén con el antigeno.

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

proliferativa antigeno-especifica in vitro de linfocitos murinos.

c) Determinar la cantidad de bacteria internalizada por
macréfagos inmunes y testigo, en un modelo murine de infeccién in

vitro.

12



IV. GENERALIDADES.

1. BACTERIAS INTRACELULARES ¥ EXTRACELULARES.

Las bacterias patégenas son aguellas que pueden penetrar las
defensas naturales del hospedero y desarrollayr un proceso
patoldgico en el individuo. Estas bkacterias se dividen en dos
categorias: las que son capaces de sobrevivir en el interior de los
fagocitos del hospedero (bacterias intracelulares), y las gue son

rapidamente destruidas por éstos (bacterias extracelulares).

Las bacterias extracelulares como Klebslella pneumoniae y
Streptococcus pyogenes, se rapioducen rapidamente causando un daio
a los tejlidos del hospedero, sin embargo, como estas bactarias son
facilmente eliminadas por fagocitos, producen generalmente

enfermedades en forma aguda y ralativamente breve.

Las bactaerias intracelularaes, a diferecia de las anteriores,
pueden evadir los mecanismos de muerte intracelular de monocitos y
neutréfilos, lo que facilita su permanencia en los tejidos y 1a

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

tuberculosis.

Las bacterias intracelulares se dividen en dos grupos, de
acuerdc a su capacidad de sobraevivencia en diferentes tipos de
células: a) especializadas, aquellas que pueden vivir en fagocitos

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

algunas veces en neutréfilos y monocitos,

Un ejemplo tipico de bacteria intracelular especifica, es
Shigella, esta bacteria posee mec;nismos 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 etioldgice
de la fiebre tifoidea, una enfermedad infecciosa, contraida 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, mévil, no
esporulada, perteneciente al género Salmonellae de la familia
Enterobact_eriacea. Esta bacteria, al igual gue tcdos los miembros
de su género, no es capaz de fermentar la lactosa ni la sacarosa

(7).

2.1. Bstructura antigénica.

De acuerdo a su composiclén antigénica, Salmonella typhi
pertenece al grupo D de la clasificacién de Kauffman-White:
presenta los antigenos somaticos 9 y 12, el antigeno flagelar "4a"

y el antigeno capsular Vi.
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El antigeno "O" o somético es un lipopolisacédride (LPS) cuya
especificidad estd dada por la composiclién de azucares (S0). El
antigeno Vi es un homopolisécarido, gque forma parte de la membrana
externa y su presencia indica virulencia (10). El antigeno "H" o
flagelar es, a diferencia de los anterlores, de composicién
proteica (50). Ademads de los mencionados, existen muchos otros
productos potencialmente antigénicos (§9) como son las proteinas de
membrana externa entre las cuales se encuentran las porinas, la
lipoproteina de Braun y otras proteinas con diversas funciones que

han sido muy poco estudiadas desde el punto de vista inmunolégico.

2.2 Patogenia de la fiebre tifoidesa.

Salmonella typhi penetra al organismo por via oral, coloniza
el intestino delgado sin causar sintomas apreciables y penetra la
membrana basal intestinal a través de las células M de las placas
de Payer. De ahi, viaja por via linfatica a la circulacién, donde
es fagocitada por células del siastema fagocitico monohuclear,
macréfagos en el bazo y células de Kupffer en el higado. Estas
células son el principal sitio de multiplicacidén de la Salmonella

en esta etapa de la infeccidén (37).

La invasién en el sistema hepatico 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 diseminacién de la enfermedad.
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Gran parte de las manifestaciones clinicas son provocadas por
la liberacién de endotoxina; entre otros efectos se ha comprobado
que induce fiebre, hipotensién arterial, leucopenia y estimulacién

policlonal de linfocites B (19).

3. PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA.

La membrana externa de las bacterias gram negativas difiere de
la membrana citoplasmitica por contener un componente
lipopolisacaridico y menor cantidad de fosfolipidos y proteinas. A
pesar de que la variedad de proteinas presentes en la membrana
externa es escasa, parece gque é&stas son las responsables de la
mayoria de las funciones de la membrana, ademas de jugar un papel

importante en la relacién huésped-pardsito (50).

En la década de los afios 70, la separacién de las proteinas de
membrana externa (PME) fue optimizada por Osborn (57) y Schnaitman

(67), lo que permitié un estudio sistemdtico de las mismas.

Actualmente, se sabe gue el nGmero de las PME varia
dependiendo de 1la informacién genética de la bacteria y su
expresién puede verse afectada por factores como condiciones de

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

Las PME se clasifican de acuerdo a su abundancia en 1la
membrana en proteinas principales y proteinas menores (56). Las

primeras, son las proteinas mas abundantes de la membrana; hé’gta
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ahora, se han descrito alrededor de 10, aunque generalmente solo se
expresan 5 de ellas en una misma bacteria, con més de 100 000
copias por célula. Cabe mencionar, que algunas proteinas menores
pbajo ciertas condicicnes de cultivo 1llagan 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 Proteinas matrices o porinas.

Estas proteinas se caracterizan por estar asociadas en forma
firme, pero no covalente, con la peptidoglicana, por lo que se les
llamé proteinas matrices (8). La composicién de estas proteinas,
asi come su numero y movilidad electroforética, varia dependiendo
de la cepa de origen. Ademas, reciben el nombre de porinas, por

formar canales que permiten el paso de pequefias moléculas
hidrofilicas (50, 36).

Nakae demostré en 1976 (46, 47), que las porinas forman
canales de difusién, al recostituir estas proteinas purificadas con
fosfolipidos y LPS en vesiculas, 1las cuales resultaron ser
permeables a moléculas de bajo peso molecular e impermeables a

oligo y polisacAridos de pesc molecular mayor a 700 Da.

Las porinas se arreglan en forma regular en la superficie de

17
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FIGURA 1. REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA EKVOLTURA
CELULAR DE LAS BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS.

Abreviaturas: LPS: lipopolisacarido; ME: membrana
externa; PG:peptidoglicana; MC: membrana citoplasmética;

PP: proteinas periplésmicas.

18



1a membrane externa (fig. 1), formande estructuras triangulares

conatituidas por homotrimeros (50, 62}.

En Salmonella typhimurium, las porinas estan codificadas por
los genes ompF, ompC y ompD, Y su expresién se encuentra regulada
principalmente por la actividad osmética del medio y la temperatura
(50) .

La sintesis de la proteina OmpF, a diferncia de OmpC, es
reprimida por un aumento en la osmolariad del medio y 1la’

temperatura.

3.2 Antigenicidad de las porinas.
Algunos estudiocs indican que las poripas de Salmonella

typhimurium son inmunogénicas en ratones (27, 28).

Las porinas de Salmonella typhai han sido poco estudiadas, sin
embargo, se cuenta con bpuficiente evidencia para pensar gue

desempefian un papel importante en el desarrollo de inmunidad contra

" esta bacteria.

Algunos de los puntos mas importantes gue apoyan la idea de

utilizar a las porinas como inmun6égencs son los siguientes:

1. Los pacientes con fiebre tifoidea produjeron anticuerpos

de clase IgM hacia una PME de 28 KDa durante la fase aguda de su
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padecimiento. En la conval ia, la r a fue de IgG Yy se

P

dirigis hacia las porinas (36 a 41 Kba) (55}.

2. Anticuerpos monoclonales (IgM) anti-porinas de S.
typhi confirieron una proteccion dei 60% al reto con
20 DL, de la bacteria homéloga (21), mientras que anticuerpos

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

3. La vacunacién de ratones NIH con 30aag de PME de S.
typhi, indujo respuesta proliferativa in vitro de linfocitos en
presencia de porinas de S. typhi, S. typhimurium o E. cold (17).

4. La administracidén de vacuna antitifoidica oral indujo, en
las personas estudiadas, la produccidén de anticuerpos anti-porinas

cuantificados por el método de ELISA (2).

5. La vacunacidén de ratones NIH con 104kg de porinas de
S. typhi ipdujo proteccién de 100% contra el reto de 500 DL, de la
bacteria homéloga (22).

4. MECANISMOB INESPECIFICOS DE DEFENSA CONTRA LA INFECCION.

Los organismos superiores pueden vivir en contacto intimo con
bacterias potencialmente patégenas debide a que cuentan con
mecanismos que previenen su invasién. En 1los mamiferos los
principales mecanismos de defensa inespecifica consisten en las

barreras del epitelio dérmico y mucoso, 1los componentes
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antimicrobiancs del suero y la fagecitosis.

Los epitelios funcionan como barreras fisicas que impiden la
invasién de microorganismos. Ademds, las células epiteliales pueden
fagocitar a los microorganismos invasores ayudando a su
eliminacién. 8in embargo, algunas bacterias pueden sobrevivir

dentro de estos fagocitos no profesionales.

otro factor mecdnico que protege la superficie epitelial de la
penetracién bacteriana es el efecto de lavado de laa l&grimas, la
saliva y la orina, Muchos de estos fluidos biolégicos contienen
conponentes bactericidas, como son: la Acidez del jugo gastrico, 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.

81 una - bacteria logra penetrar al organismo, deberAd aun
enfrentarse a dos distintos mecanismos de defensa: los efectos
antimicrobianos del suero y 1la fagocitosis. Dentro del primer
mecanismo encontramos tanto la actividad antibacteriana directa del
complemento, como mecanismos de secuaestro del hierro de los fluidos

(12).

Las bacterias gram negativas son resistentes a la accidn de la
B-lisina y la 1lisozima, pero son sensibles a la 1lisis por
complemento activadoe por la via alterna. La muerte se debe a la

deposicidén del complejo de atague a la membrana (MAC, C5~C9) en la
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membrana de la bacteria. La interacci6tn resultante permite el
acceso de la lisozima del suerec a la peptidoglicana, ocasionando su

lisis.

La fagocitosis representa el mecanismo mis efectivo de defensa
inespecifica. Los principales fagocitos profesionales involucrados
en la destruccién de bacterias invasoras son los neutréfilos,
monocitos y macréfagos. Estas células son atraidas al sitio de
infeccién por sustancias quimiotécticas como péptidos que contienen
N-formilmetionina (importantes en la iniciacién de la sintesis de
proteinas bacterianas) ¥y algunos factores resultantes de la
activacién de la cascada del complemento, como C5a. Estos Gltimos
factores funcionan como anafilatoxinas, gque provocan la liberacién
de histamina por células cebadas y baséfilos, ocasionando un

aumento de permeabilidad en los capilares.

Cuando los factores quimiotdcticos se unen a sus receptores
leucocitar_ios provocan ademas de un movimiento dirigido, una de las
sefiales de iniciacién del estallido respiratorio y el aumento en la
expresién de receptores para C3b y la fracién Fc de la IgG. Estos
receptores permiten la adhesién de las bacterias opsonizadas para

ser endocitadas por los leucocitos.

A medida que se forma el fagosoma durante el englobamiento
microbiano, los grdnulos del neutréfilo se fusionan con la vacuola

fagocitica. Los granulos mas frecuentes son los secundarios o
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especificos que contienen lactoferrina y lisozima. Los granulos
primarios, que son mas efectivos en actividad bactericida,
contienen abundantes enzimas lisosémicas hidroliticas, defensinas
(proteinas catidénicas), lisozima, elastasa y mieloperoxidasa (32).
Cuando esta Wltima se une con un ion halurc y H,0,, generadc por el
estallido respiratorio, se forma un agente bactericida
extraordinariamente efectivo (el acido 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 superdéxido favorecen 1a
actividad bactericida de 1los fagocitos profesionales. Los
macréfagos no expresan el sistéma de la mieloperoxidasa pero pueden
ser activados inmunolégicamente por el interferén gamma, el cual

eleva su capacidad de generar especies reactivas del oxigeno.

5. FACTORES DE VIRULENCIA.

A los mecanismos por los cuales un microorganismo puede evitar
las defensas del hospedero y causar una infeccidédn, se les llama
factores de virulencia. La importancia de estos factores depende de

la etapa de la infeccién.

En el caso de Salmonella 1los factores més conocidos de

virulencia son los siguientes:

5.1 Yase de entrada.

Nnalue y Lindeberg (51) comprobaron en 1990, que el LPS juega
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un papel importante en esta etapa de la infeccién. Para ello,
probaron la virulencia de tres cepas mutantes de S. choleraesuis
deficientes en antigeno "0O" inoculadas por tres vias a ratones
BALB/c. Cuando estas cepas se inocularon por via intraperitoneal o
intravenosa resultaron ser tan viruiantas como la cepa original.
8in- embargo, cuando se inocularon por via oral resultaron ser
avirulentas. Esto indica que el LPS desempefia un papel importante
en facilitar la sobrevivencia de la bacteria en el tracto

gastrointestinal.

5.2 Fase de penetracicn
La invasidn de la mucosa gastrointestinal es un paso esencial
en la patogénesis de Salmonella, que depende de factores como la

movilidad y la capacidad de adherencia y penatracion.

Jones y col. comprobaron en 1981, la importancia de 1la
movilidad en esta etapa de la infeccién (24). Para ello, realizaron
exparimen;os de invasividad de Salmonella typhimurium a células
HeLa y encontraron que cuando se usaban mutantes sin movilidad no
se producia el contacto entre los dos tipos de células y por 1lo
tanto no se producia la invasién; sin embargo, cuando las células
HeLa se centrifugaron con las mutantes no méviles, se produjo 1la
invasién. Cuando estos experimentos se repitieron con S. typhl y
células de rifién de perro MDCK no se obtuvo el mismo resultado lo
que sugiere que esta espacie bacteriana requiere de movilidad

intrinseca para invadir células epiteliales, y que ésta no puede
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ger sustituida por fuerzas mecdnicas (34).

Por otro lado, los mismos autores han propuesto que los
plésmidos de virulencia estan involucrados en la adherencia e
invasién de células de mamiferos, y que estos pldsmidos pueden
introducirse en el cromosoma bacteriano, lo que evita la expresicn
del fenotipo de virulencia (23). Cuanc}ob los plésmidos se escinden

del cromosoma, Se presenta de nuevo la virulencia bacteriana.

5.3 Fase de diseminacidn.

Una vez que las bacterias han penetrado el tejido mucoso
viajan por via 1linf4tica a ia circulacidn. En esta etapa es
probable que el antigeno Vi funcione como un factor protector del
antigeno "O", contra la accidén de los anticuerpos o el complemento,
evitando de esta manera la fagocitosis y la accién bactericida del
suero (34). Una avidencia que apoya esta hipdtesis, es que los
anticuerpos dirigides contra el antigeno Vi facilitan 1la
fagocitosis de bacterias con este antigeno capsular, gque en

condiciones normales son tipicamente resistentes (19).

5.4 Fase ds orecimiento intracelular.

Sa han obtenido evidencias que apoyan la hipdtesis de que la
sobrevivencia de Salmonella en macréfagos es un factor primordial
en la patogenia del microorganismo; una de ellas es que mutantes
por insercién de transposdén de S. typhimurium que no sobrevivieron

intrcelularmente en macréfagos cultivados, tienen reducida
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virulencia en ratones (11).

Se han propuesto tres probables mecanismos por los cuales la
bacteria evade su destruccidn en el interior de los fagocitos (26):
a) inhibicién de la fusidn faqosoma-iisosomn; b) interferencia con
los  metabolitos reactivos del oxigeno o con las enzimas

lisosomales; y ¢) transicién al interior del citoplasma.

Se ha comprobado gue Salmonella posee cuando menoS el segundo
mecanismo de evasién. Buchmeler y Heffron demostraron en 1990 gue
este proceso requiere una regulacién en el genoma bacteriano, gue
provoca la sintesis de méds de 30 proteinas selectivas del periodo
de infeccién de salmonella typhi a macréfagos (5). También
demostraron <ue dos mutantes de Salmonella, sensibles a muerte
intracelular, fallaban en la sintesis de diferentes grupos de estas
proteinas normalmente inducidas cuando la bacteria infecta

macréfagos (5).

Con respecto a la regulacién de la expresidén génica, en
estudios simulténeos, los grupos de Mekalanos (40) y Heffron (18},
demostraton que S. typhimurium con mutaciones en el locus regulador
phoP (responeable de la sintesis de wuna fosfatasa 4cida
periplasmica) son avirulentas cuando se inyectan en ratones BALB/c,
son incapaces de sobrevivir en macrdfagos y son extremadamente

sensibles a péptidos con actividad antimicrobiana, tales como las

defensinas. El locus phoP est4 P to de dos g presentes en
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un operén: phoP y phoQ, y las secuencias de aminoc&cidos de los
productos génicos tienen alta homologia con otros miembros de
reguladores tranécripcionales bacteriancs de dos componentes que
responden a estimulos ambientales, tales como PhoB y OmpR; por los
que se ha propuesto gque existe en Salmonella un sistema regulador
de dos componentes phoP/phoQ que regula la expresi6én de genes
invloucrados en virulencia, que codifican para proteinas de
superficie que participan en la resistencia del microorganismo a

factores microbicidas del ambiente.

Por otro lado, se ha comp.robado que las porinas ademds de
funcionar como poros de difusién estan involucradas en 1la
patogénesis de ciertas bacterias. Porinas de S. typhimurium inducen
la activacién del complemento por la via clésica y por la via
alterna (15); son capaces de unirse a leucocitos polimorfonucleares
de humanos, afectando la integridad de su membranas y su actividad
funcional (76); parecen tener relacién con la adherencia e invasién
de las bacterias a células epiteliales y son capaces de inducir la

liberacién de histamina en células epiteliales (14).

6. RESBPUESTA INMUNE

El éistema inmune esta formado por una intrincada red en la
que participan diferentes tipos de cé&lulas, gque permiten el
reconocimiento de 1lo propio y de 1lo ajeno, para formar un
equilibrio con el medic ambiente. Este sistema se enfrenta

continuamente con sustancias extrafias y organismos que tratan de
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- infectarlo. Estos pueden encontrarse en los fluidos bioclégicos (ej.
toxinas, bacterias) o dentro de las células del hospedero (virus,
productos de oncégenes y algunas bacterias intracelulares que pasan
al citoplasma). El sitio donde se encuentra el antigeno (intra o
extracelularmente), es determinante ;n la via de procesamiento que
llevara a cabo la célula presentadora de antigeno y finalmente en

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

6.1 Procesamiento de antigeno.

Log antigenos extracelulares, que son fagocitados por células
del sistema fagocitico mononuclear, son digeridos a péptidos y
expragados en la superficie de estas células, unidos a las
moléculas de clase II (H-2 I-A e I-E en el ratdn y HLA DR, DQ y DP
en el humano) del complejo principal de histocompatibilidad (MHC)
(78) . Estos antigenos son internalizados y degradados gradualmente
en su trdnsito por la via endocitica, primero en los endosomas
primarios, luego en los endosomas tardios y finalmente son
convertidqs 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 via 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

unidén del péptido al MHC II se favorece en un microambiente acido,
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FIGURA 2. TRAFICO INTRACELALAR DE LAS VIAS INVOLUCRADAS EN EL

PROCESAMIENTO Y PREBENTACION DE ANTIGENO (modificado de 3).

Los antigenos ex6genos son fagocitados por células del sistema
fagocitico mononuclear, digeridos a peptidos por la VI:a endocitica,
Y expresados en la superficie de estas cé&lulas, unidos a las
moléculas de clase II del MHC. En cambio, los antigenos endégenos
son degradados a péptidos en la via citos6lica y transportados al
ER, donde se unen a moléculas de clase I para ser expresados en la
superficie de las cé&lulas,

Abreviaturas: MHC: complejo principal de histocompatibilidad,
END: endogeno, EXO: exogeno, TGN; red de trans-Golgi, CGN red de

cis-Golgi, ER: retfculo endoplasmico.
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formandose un complejo MHC II-péptido que se estabiliza durante la

neutralizacién, dando como resultado una unién de alta afinidad.

Por otra parte, los antigenos enddégencs Se generan
principalmente por tres vias: a) po; degradacidén de las proteinas
sintetizadas en forma enddégena a péptidos por proteasas
citosélicas, los cuales son transportados al reticulo endopldsmico
(ER) ; 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 1i © al end tardio, en
un procesc que involucra la interacecién de una proteina de 70 KD,
que forma parte de la familia de las proteinas de choque térmico.
Los péptidos generados en el ER pueden unirse con las moléculas de
clase I (H-2 K, D en el ratén y HLA B, C y A en el humano) o
competir con la cadena invariable para unirse a las moléculas de

clase II (fig 2), (3).

Esta primera fase, llamada de procesamiento y presentacidén de
antigeno, es indispensable, pues 108 linfocitos T son incapaces de

distinguir al antigeno en su forma nativa (38).

6.2 Linfooitos T

El reconocimiento del péptido ligado a la molécula de clase I
o clase II del MHC divide a los linfocitos T en dos grupos: los
llamados T citotéxicos (Tc, c€Ds'), que se unen a las moldculas de

clase I, y los linfocitos T cooperadores (Th, CDA') , Que se unen a
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las moldculas de clase II (78).

Los linfocitos Tc, como células efectoras, tienen la capacidad
de lisar cdédlulas infectadas directamente y secretar linfocinas como
el interferdén gamma y la interleucina 2, por lo que son importantes
para erradicar células infectadas por virua o cdélulas tumorales

(45).

En cambio, la principal funcién de los linfocitos Th, cuando
son activados, es liberar linfocinas que conducen la fase efectora
de la respuesta inmune, de nanara qua activan células como
linfocitos B, macréfagos y otros linfocitos (30). Promueven la
produccién de anticuerpos, por lo que ayudan a la eliminacién de
antigenos extracelulares sensibles a mecanismos inmunes como: lisis
‘por 1a via clésica del complemento y citotoxicidad mediada por

anticuerpos (ADCC), entre otros.

La actividad de los linfocitos Tc y Th correlaciona con el
tipo de antigeno requerido para su activacién. Mientras las células
Th son activadas principalmente por células presentadoras de
antigeno (CPA) que han fagocitado un antigeno extracelular, los
linfocitos Tc reconocen antigenos que han sido biosintetizados

dentro de la célula que los presenta.

La activacién de los linfocitos T no solo depende de la unién

del complejo receptor (TCR)-CD2~CD3 al antigeno asociado a las
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moléculas del MHC, ya que existen otras moléculas en la superficie
de los linfocitos T que intervienen en 1la regulacién de la
adhesién a la célula presentadora de antigeno (CPA) (fig. 3).

6.3 Noléculas de adhesién

. Las moléculas de adhesién ademads de regular las interacciones
célula-célula, regulan la migracién célular. Estas moléculas
desarrollan un papel importante frente a la infeccién, ya que su
regulacisén permite que las células 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 de un antigeno, puedan congregarse en los d&rganos
linfoides y atravesar el endotelio para llegar finalmente al sitio

de infeccidn.

Se han descrito tres familias de moléculas de adhesién que
median estas interacciones: la superfamilia de las
inmunoglobulinas, que incluyen los receptores antigeno especificos
de los lir.\tocitOl T y B; la familia de las integrinas, que tiene
especial importancia en 1la regulacién de la adhesién y 1la
migracién; y por ultimo las selactinas, que son importantes en la
interaccién de 1los 1linfocitos y neutréfilos con el epitelio

vascular (71).

6.4 Bubpoblaciones de linfooitos Th

En el ratdn se han demostrado dos subpoblaciones funcionales
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Célula
infectada

FIGURA 3. MOLECULAS DE ADEHEBION RELACIONADAS EN
LA PREBENTACION DE ANTIGENO (modifiocado de 65).
CPA- célula presentadora de antigeno

TCR- receptor de antigeno del linfocito T

ICAM- molécula intercelular de adhesién

CD- grupo de diferenciacién

MHC~ molécula del complejo principal de
histocompatibilidad.
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de linfocitos cooperadores con distinta capacidad de produccién de
interleucinas (IL): los Thl se relacionan con la hipersensibilidad
de tipo retardado, ya que elaboran principalmente IL~-2, interferé&n
gamma y linfotoxina; en cambio, 1os Th2, producen fundamentalmente
interleucinas 4, 5, 6 y 10, de las Euales las tres primeras son
factores de crecimiento y diferenciacién de linfocites B y la
filtima es un factor inhibidor de la secrecion de citocinas por

linfocitos Thl (42, 43).

Recientemente se han presentado evidencias gque sugieren la
presencia de estas subpoblaciones en el humano (65). Asi, en
pacientes con diversos estados patol6gicos se ha encontrado
acumulacién de linfocitos T CD4* que secretan diferentes tipos de
interleucinas; por ejemplo, en los pacientes con tiroiditis se ha
encontrado que la mayoria de los linfocitos T CD4* que infiltran
dicha glandula, pueden producir interfer6n gamma peroc no fL-4, lo
que sugiere que esta poblacién sea equivalente a los linfocitos Thi

encontrados en los ratones.

6.5 Linfocitos B

Los linfocitos B, a diferencia de los linfocitos T, pueden
reconocer al antigeno en su forma nativa y funcionar como cé&lulas
presentadoras de antigeno. Sin embargo, estas células necesitan la
participacién de 1los mediadores solubles producidos por los
linfocitos Th para iniciar su activacién y diferenciacién hacia

células plasméticas productoras de anticuerpos.
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ILa capacidad de los linfocitos B de pr r y pr tar
antigenos aumenta la eficiencia del sistema inmune, sobre todo en
respuestas secundarias (30).

6.5. Fase of de 1la ta 4

La fase efectora de la respuesta inmune puede dividirse en dos
ramas: la humoral, que comprende las actividades bioldgicas de los
anticuerpos y el complemento; y la celular, que involucra los
fanémenos mediados por los linfocitos Tc, que se describleron

anteriormente.

Otros mecanismos atacéotes no especificos, de gran
importancia, dependen de los macrdéfagos y las células asesinas

naturales (NK).

1os macréfagos cumplen con varios papeles importantes en la
modulacién de la respuesta inmune y en la inflamacidn (77). Entre
ellos se cuentan: 1) funcionan como células presentadoras de
antigeno, que pueden fagocitar y presentar péptidos provenientes
del procesamiento de moléculas solubles o microorganismos; 2)
liberan al medie productos bilolégicamente actives como la
interleucina 1, que es un mediador de algunos efectos de la
endotoxinas, el interferdén-a que presenta actividad antiviral, el
factor de necrosis tumoral, metabolltos derivados del 4&cido
araquiddénico (prostagiandinas, leucotrienos) y algunos componentes

del complemento; 3) estAn situados en sitlos criticos 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 activacién, permitiendo que

aumente su poder microbicida y tumoricida.

‘Kaufmann describi® en 1989 (26) el papel del interferén
gamma producido por las células T CD4A* como el principal factor de
activacién de los sistemas microbicidas de los macréfagos. Algunos
factores estimulantes de linfocitos B, como IL-4 y 6 provenientes
de las cé&élulas Th2, asi como el factor de necrosis tumoral (TNF},

contribuyen tambi&n en la activacidén de los macréfagos.

6.7 Mediadores solubles de la respuesta inmune.

El interferédn (INF) tipo 1, comprende dos tipos diferentes de
proteinas. El primer grupo, llamado INF-a, es una familia de
aproximadamente 20 estructuras polipéptidicas relacionadas, de
aproximadamente 18 Kbpa, codificadas cada una en genes
independientes y producidas principalmente por fagocitos
mononucleares. El segqundo grupo llamado INF-B consiste en una
glicoproteina de aproximadamente 20 KDa, producida principalmente
por fibroblastos. Ambos grupos de INF cumplen con funciones
similares: inhiben la replicacién viral, inhiben la proliferacién
celular, incrementan el poder litico de las cé&lulas NK, y modulan

la expresién de las moléculas del MHC (1).
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El INF-gamma, homodimero de glicoproteina formado por
subunidades de 21 a 24 KDa, es producido por las células Thl y
algunas Tc. El INF~-gamma al igual gue el INF-a/B8, tiene efecto
antiviral (68) y promueve la expresién de diversos genes (64), de
manera notable, los del MHC (6). Ademas, el INF-gamma es un potente
activador de 1los sistemas microbicidas de 1los fagocitos
mononucleares y los neutréfilos, promueve la diferenciacién de
células T y B, y activa las células NK en forma mas eficiente que
el INF tipo 1.

La IL-2 es una glicoproteina de 14 a 17 KDa, producida
principalmente por los linfocitos Thl y algunos Tc. Esta IL actua
como el principal factor de crecimiento de linfocitos T (70),
promueve el crecimiento de clonas antigeno especificas, funciona
como factor da corecimiento y diferencjacién de 1linfocitos T

citotéxicos, y promuave la expansidn 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 1la

hematopoyesis (41).

Ia IL-4 es producida por los linfocitos Th2, actua como factor
de crecimiento y diferenciacién de linfocitos B, favorece el
mecanismo del "switch" necesario para la produccidén IgG y de IgE y

aumenta la expresién de las moléculas de clase II (53).
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La IL-5, que es8 producida por linfocites Th2, induce 1la
proliferacién de los linfocitos B que hayan tenido contacto previo
con el antigeno y favorece la secresién de IgM. Ademas, funciona

como factor de crecimiento y diferenciacidén de eosinéfilos (1).

La IL-6 es sintetizada por fagocitos mononucleares, células
del epitelio vascular, fibroblastos, linfocitos Th2 y otras células
en respuesta a la IL-1. Interviene en 1la diferenciacién de

linfocitos B hacia células plasmAticas (53).

La IL-7 es secraetada por células estromales de médula dsea,

induce 1a produccién de timocitos y linfocitos B inmadurcs (74).

La IL-B gque es producida por 1linfocitos T activados y
monocitos, actua como factor quimiotractante de neutréfilos y en
menor grado para eosinéfilos, baséfilos y linfocitos; ademas,
inhibe la adhesién de los neutréfilos a monocapas endoteliales
(16) .

La IL~10 que es secretada por los linfocitos Th2 en el ratdn,

actia como linfocina reguladora de la actividad de los ThH1 (43).
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V. MATERIALES ¥ METODOB.

1. CEPA BACTERINA

Se utilizé sSalmonella typhi 9, 12, Vi:d aislada originalmente
de un paciente con dlagnéstico clinico y bacteriolégico de fiebre
tifoidea.

2. ANIMALES DE EXPERINENTACION
Se utilizaron ratones de la cepa CyHeB/FeJ (H-2%, Ity", Lps")

de 8 a 12 gemanas de edad.

3. OBTENCION DE ANTIGENOSB
Las porinas de S. typhi fueron purificadas por una
modificacién al método de Nikaido (49).

La bactéria se crecié durante 8 horas a 37°C con agitacidn a
200 rpm (New Brunswick Scilentific Co.) en medio minimo A
complementado con 0.1% de extracto de lavadura y 0.5% de glucosa.
Posteriormente las bacterias se cosecharon en fase logaritmica, por
centrifugacién a 1650 g durante 15 min a 4°%. La pastilla
bacteriana se resuspendié en amortiguador de Hepes (4cido N-2-
hidroxietil-N'-2-etano sulfénico) 0.01 M pH 7.4, conservandose a -

20°c  hasta su uso.

Posteriormente la bacteria se recuperd en amortiguador Tris

(Hidroxi metil amino metano) 0.01 M, ph 7.7 y se romplé en forma
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mécanica (DYNO-MILL, Glen Mills Co.) con 60% de perlas de vidrio,
empleando 10 ciclos de ruptura de un minuto con descansos de 5
minutos. Después de 1a ruptura, el sobrenadante se recuperd dejando
sedimentar las perlas de vidrio; las bacterias enteras y las perlas
residuales se eliminanaron de este centrifugando a 7000 g por 15
minuteos. El lisado, asi obtenido, se tratd con DNasa y RNasa para

disminuir la viscocidad y eliminar los acidos nucleicos.

La envoltura celular se obtuvo por ultracentrifugacion de.l
lisade a 100 000 g por 30 minutos a 20°C, se solubilizé en Tris 10
mM, pH 7.7, SDS (dodecil sulfato de sodio) al 2% y se incubd 30
minutos a 32°; posteriormente' se ultracentrifugé a 130 000 g, 35
min y el sedimento se sometid a una segunda solubilizacidén en la
condiciones descritas anteriormente. El sedimento de este sagundo
pProcess, contenia peptidoglicana, de donde se extrajeron las
proteinas unidas a ella sclubilizéndola con Tris 50 mM, pH 7.7, SDS
2%, EDTA 5 mM, NaCl 0.4 M y 2-mercaptoetanol 0.05%; después de un
periodo de incubacién de 2 horas a 37°C, se ultracentrifugé a 100
000 g por 30 minutos a 25°% y el sobrenadante se paséd por columna
de Sephacryl S-200 (80 cm por 2.6 cm, Pharmacia Chemical Co.) con
un fluje de 4 ml/hr. Se recuperd 1la fraccidén gue levigd
inmediatamente después del volumen vacio, detectando la presencia
de proteinas a 280 nm. Para reutilizar la columna, se lavé con un

volumen equivalente a dos veces el volumen total del gel.
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4. DETERMINACION DE PROTEINAS

La cuantificacién de proteinas en las preparaciones de porinas
purificadas, se realizié de acuerdo al método de Lowry (35)
empleando albumina sérica bovina como poteina de referencia (Sigma

Co) .

5. ELECTROYORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA.

Las porinas se caracterizaron de acuerdo a su movilidad
electroforética, en geles de poliacrilamida y dodecilsulfato de
sodio (SDS-PAGE), segun la técnica de Laemmli (29). Se utilizé una
unidad electroforética para geles verticales en placa (LKB
Instruments), en condiciones reductoras y sistema de amortiguadores
discontinuos. El gel separador contenia 11.2% de acrilamida, 0.25%
de bisacrilamida, 0.19% de SDS en amortiguador de Tris-HCl 0.125 M
Y PH 6.8. Como amortiguador de muestra se usé Tris 0.125 M pH 6.8,
SDS 2 %, 2-mercaptoatancl 5%, glicerol al 10 % y azul de bromofenol
al 0.005%.

El corrimiento electroforético se llevéd a cabo empleando 15 mA
por placa y como amortiguador de corrimlento Tris 0.025 M, glicina
0.192 M, SDS al 0.1%, pH 8.3. Posterjormente lo geles se tifieron
durante 1 hora en una solucidén de azul de Coomassie R-250 al 0.25%
en metanol-acido acético-agua (45:10:45). Despuéds de teiiir, los
geles se decoloraron con una solucién de metanol-Acido acético-agua

(5:10:85) hasta que el fondo de los geles quedd transparente.
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6. INMUNOBLECTROTRANSFERENCIA

La electrotransferencia da porinas de 1los dgeles de
poliacrilamida a papel de nitrocelulosa (PNC) se llevé a cabo
durante una 1 h 15 min a 500 mA en un equipo Transphor (LKB
Instruments). Se empleé como amortiguador para la transferencila
glicina 192 mM, metanol al 20% en Tris 20 mM pPH 8.3, seguin lo
descrito por Towbin (75). Transcurrido este tiempo para comprobar
que la transferencia se llevé a cabe, el PNC se tifid con rojo de
Ponceau al 0.1%. Después de lavar con PBS-T (Tween 20 al 0.1% en
PBS: Nacl 0.15 M, fosfatos 0.01 M pH 7.2) hasta que desaparecieron
las bandas, el papel se introdujo en solucién de bloqueo (gelatina
al 1.5% en PBS), durante 2 horas a 37°C. Después de 4 lavados con
PBS-T, el PNC se incubé 1 hora a 37°C y toda la noche a ﬂemparatura
ambiente con suero de conejo anti-PME absorbido con LPS, se lavé 6
veces con PBS-T y se incubd 1.5 h a 37°C con la dilucién éptima de
antisuero de cabra conjugado a peroxidasa (anti-~IgG de conejo,
Cappel Lab.). Una vez pasado el tiempo de incubacidén se lavd 6
veces con PBS-T y 2 veces con PBS. Finalmente se reveld con
solucién de sustrato (3,3-diamincbencidina, H,0, en PBS),

eliminadndose el exceso con agua destilada.

7. EBQUENA DE INMUNIZACION.

Los ratones se inmunizaron intraperitonealmente (i.p.) con 30
g de porinas de 5. typhi en 0.5 ml de solucidén salina fisioldgica,
los dias 0 y 7. El dia 14 se sacrificaron cbteniéndose de cada

ratén: sangre por puncién cardiaca, macréfagos de exudado
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peritoneal y células de bazo.

8. OBTENCION DE MACROPFPAGOS DE CAVIDAD PERITONEAL

Los ratones se anestesiaron con cloroformo y se sangraron por
puncién cardiaca. Despuéds, se fijaron a la tabla de cirugia, se les
corté la piel para exponer el epitelio y se les inyectd (en
condiciones de asepsia) 5 ml de solucién de Hanks en el peritoneo.
Se dioc masaje en el abdomen durante 5 min, y se recuperé el medio
intreducido por aspiracién (manteniéndolo en frio para evitar la
adherancia de las células). Las células se lavaron con la misma
solucién, a 255 g, 10 min y se resuspendieron en DMEM (medio de
Eagle modificado por Dulbecco)'complemnntado con 10% de suero fetal
bovino (SFB). La concentracién celular se ajustd contando las
células viables en cé&mara de Neubauer mediante tincién con un

colorante vital (azul tripano).

9. OBTENCION DE CELULAS DE BAZO

A los ratones sacrificados para la obtencion de macréfagos se
les extrajo el bazo en condiciones de esterilidad. Los esplenocitos
se cobtuvieron por disgregacién mécanica del bazo y se lavaron con
solucidn 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 10%, antibiéticos (penicilina y gentamicina), 2-mercaptoetanol
2 x 10°M Yy L-glutamina. La concentracién celular se ajustd de la

misma manera que para los macréfagos.,
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10. ENBAYO IMMUNOENZIMNATICO (ELISA).

Los niveles de anticuerpos anti-porinas y anti-LPS, en al
suero de los ratones, se evaluaron con el método de ELISA, dgscrito
por Engvall (9). Las placas de poliestireno de 96 pozos (Nunc Co.)
se sensibilizaron con 100Axl/pozo de una solucén de 10 g/ml de
porinas o LPS en amortiguador de carbonatos {carbonato/bicarbonato
de sodio pH 9.6), 1h a 37°C y posteriormente toda la noche a 4°C.
Las placas se lavaron 4 veces con PBS-T al 0.1% y se bloguearon con
PBS-gelatina al 2% durante dos horas a 37°C. Después de este
periodo de incubacién, las placas se lavaron, 4 veces, con PBS-T al
0.1%, y se adicionaron 1004.1/pozo de las diluclones serladas del
suero problema (se probaron diluciones desde 1:50 hasta 1:12 800).
Con el primer anticuerpo se incubé 1.5 h a 37°C, se lavé 4 veces
con PBS-T al 0.1% "y se agregaron 100 ml/pozo del conjugado
(inmonuglobulinas de cabra anti-inmunoglobulinas de ratén, Sigma
Co.). Con el segundo anticuerpo se incubd 2 hrs a 37°C y después de
lavar 4 veces con PBS-T al 0.1%, se agregé 1001l/pozo de sustrato
{o-fenilendiamida, H,0,, en amortiguador de citratos pH 5.6). A los
10 nin de incubacidén en oscuridad, la reaccidn se pard agregando 30
sl/pozo de H,S0, 2 N. La absorbencia se leyd a 490 nm en un lector
de ELISA (Minireader II, Dynatec).

11, ENSAYO DE ACTIVACION in vitro CON NITOGENOS
Los esplenocitos se ajustaron a una concentracién de ix1o®

células/ml ¥y se cultivaron 200 000 células por pozo en placas de
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microcultive de 96 pozos de fondo plano (NUNC). Se agregaron
cantidades variables da Concanavalina A 0.1 mg/ml (Con A), tipo IV-
8 (Sigma Co.), para llegar a una concentracién final de 5, 10 y 20
Arg/ml. Las células se cultivaron durante 5 dias a 37°¢, en céamara
humeda y 5% de CO,. Dieciocho horas antes de terminar el cultivo se
agregd 1 acCi de timidina tritiada (’HTD:, Amersham International 5
mCi de actividad especifica) por pozo. Las células se transfirieron
a papel de fibra de vidrio mediante un cosechador semiautomAtico
(Minl Mash II) y se determind la concentracién de timidina

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

12. BNSAYO DR ACTIVACION mIG‘BHO-lBP!CI!‘IcA CON PORINAS.

Los esplenocitos, provenientes de ratones inmunes y testigos,
se cultivaron en placas de 96 pozos (NUNC), a una concentracidén de
200 000 cédlulas/pozo en 200411 de medio DMEM complementado y se les
agregd porinas de S. typhl a una concentracidn de 25 y S0umg/ml.
como control de activacién se cultivaron células con Con A a 10
Mg/ml. Las células se cultivaron y su activacidén se evalud en las

condiciones descritas para la activacisén con mitégenos (44).

13. PRUEBA DB SUSCEBPTIBILIDAD A ANTIBIOTICOS.

con el fin de obtener la concentracién éptima de antibiético
necesaria para eliminar a la bacteria extracelular en el ensayo de
invasividad, se realizé la prueba de susceptibilidad. Para ello se
realizaron diluciones seriadas de diferentes antibiéticos partiendo

de una solucidén de 2 000pag/ml, en placas de agar (2 ml de dilucidn
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en 18 ml de medio, para tener una concentracién final desde 0.25
hasta 128 ug/ml). Estas placas se inocularon con 2l de Salmonella
typhi ajustada a 5%x10" UFC/ml. Como controles se utilizaron cepas
de susceptibilidad conocida. Después de un periodo de incubacién de
18 horas, el indice de susceptib'ilidad se deterniné como 1la
concentracién minima de antibiético que fue capaz de inhibir el

crecimiento bacteriano (MIC).

14. AJUSTE DE BACTERIA

La bacteria empleada para los ensayos de infeccidén, se crecié

en medio BHI, durante 18 hrs. D és de la i bacién, se c hé

P

en fase logaritmica de crecimiento, (en este caso se incubé 18 hrs
tomando en cuenta el periodo de adaptacién requeride por la
bacteria para utilizar un medio de cultivo diferente), y se ajustd
su concentracién en SSI (solucién salina isoténica) a una
absorbencia de 0.59-0.61, a 540 nm, lo que eguivale a una
concentracién de 10° bacterias/ml. A partir de esta concentracién

se realizaron diluciones seriadas de la bacteria hasta llegar a 1la

tracién d d (107 en Hanks para el ensayo de infeccién).
El ajuste bacteriano, se comprobd haciendo una cuenta en placa en
medio BHI, de las tres ultimas diluciones bacterianas (800, 80 y
8).

15. EBSTANDARIZACION DE LA RELACION DE INFECCION
Con el fin de evaluar la relacién éptima de infeccién

(bacteria:macréfagos), se realizé el siguiente ensayo: macréfagos
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provenientes de exudado peritoneal se ajustaron a una concentracidn
de 10° cels/ml, en medio DMEM (sin antibidticos y complementado con
15% de SFB sin descomplementar) y se infectaron segun el método
descrito por Falkow (12), con S. typhi (crecida en BHI, 18 hrs
antes) en relacién 1:1 y 1:10, (células:bacteria). Después de tres
horas de incubacién a 37°C con agitacién, las células se lavaron a
255 g/10 min y se resuspendieron en 2 ml de PBS con triton X-100 al
25%, se incubaron durante 5 minutos y se agitaron en vortex para
liear 1las cdlulas y permitir la liberacién de 1la bacteria
internalizada, la cual se avalud por cuenta en placa (en nedio
BHI). Como control de crecimiento bacterianc se utilizaron muestras
a las cualas no se les agregd c'ilulus y como control de astarilidad
células noe infectadas. Ambos controles se manejaron de la migma

forma que los problemas.

16. ENSAYO DE INFRCCION in vitro.

Para determinar la capacidad que tienen las porinas de inducir
una respuesta de linfocitos T capaces de activar a los macréfagos
se inmunizaron ratones CHeB/FeJ como se indicd anteriormente y el

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

Los macréfagos de exudado peritoneal y las células de bazo,
provenientes de ratones inmunes y testigos, se ajustaron a una
concentracisn de 1 x 10° cels/ml en medioc DMEM (sin antibiéticos y
complementado con 15% de SFB sin descomplementar) y se infectaron

sequn el método descrito por Falkow (13), con S. typhi (crecida en
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BHI, 18 hrs antes) en relacién 1:10. Después de tres horas de
incubacién a 37°C con agitacién, las células se lavaron a 255 g/10
min y se elimind la bacteria extracelular incubando durante 30 min
en medio complementado con gentamicina, a la concentracién
evalulada como éptima (10.g/ml). Las células fueron lavadas, 4
veces con PBS, para eliminar el untibiéti‘co y se resuspendieron en
2 ml de PBS con tritdn X-100 al 25%, se incubaron durante 5 minutos
y se agitaron en vortex para lisar las células y permitir 1la
liberacién da l1la bacteria intarnalizada, la cual se evalud por

cuenta en placa en agar con infusién de cerebro-corazén (BHI).
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VI. RESULTADOS.

1. Obtencién del antigeno

Las PME obtenidas por el método de Nikaido (49) se purificaron
en columna de exclusidén molecular (Sephacryl S-200) obteniéndose el
perfil cromategridfico que se muestra en la figura 4. Se recuperé la
fraccién que levigd inmediatamente despuds del voluman vacio
{fracciones entre 40 y 45), que corresponde a las porinas, cuyo
peso molecular en forma nativa (como homotrimero) es de 120 KDa

aproximad te. La acién de proteinas en esta fraccidén me

determind por el métedo de Lowry (35).

2. Eleotroforesis

El corrimiento electroforético de esta fraccidn muestra dos
bandas, que en condiciones reductoras (en forma de mondmeros)
corresponden a un intervalo de peso molacular de 36 a 41 KDa (fig.
5.a, carriles 5 y 6). Este corrimiento no presenta bandas
contaminantes, a diferencia del corrimiento electroforético de
porinas no purificadas (carriles 2, 3, y 4). En base a este
resultado se decidid trabajar con las porinas purificadas, que

corresponden a los carriles 5 y 6 de la fig. 5.a.

3, I 1 £ ia

La transferencia de las porinas a papel de nitrocelulosa
presentd una banda unica con peso moleclular aproximado de 38 KDa,

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

1ABSORBANCM A 280 nm

40 48 [ 68 60
NUMERO DE FRACCION

FIGURA 4. CRONATOGRAMA DE ELUCION DE LAS PORIMAS

COLUMNA BEPHACRYL 8-200
El pico que levigé imediatamente después del volumen
vacic (Vo), entre las fracciones 40 y 45, corresponde a las

porinas purificadas en su forma nativa.
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FIGURA 5. CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE LAS PORINAS EN

CONDICIONEB REDUCTORAS E INMUNOELECTRANBFERENCIA.

a) En el carril nimero 1 se muestran los marcadores de peso
molecular correspondientes a: albimina sérica bovina 66 KbDa,
ovoalbimina 45 KDa, pepsina 34 KDa y tripsindgeno 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. Evaluaoién de ia respuesta inmuns a porinas.

4.1 Respuesta humoral.

Los niveles de anticuerpos anti-porinas, medidos por ELISA en
los ratones inmunizados con porinas se encuentran dentro del
intervalo de 1.5 unidades de absorbencia (UA) para la primera
dilucién (1:50) y 0.48 UA para la \ntvimn dilucién (1:12 800), en
canmbio los ratones control presentaron niveles menores a 0.18 UA a

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

Cuando se determiné el nivel de anticuerpos anti-LPS se

4 un portamiento similar en ambos grupos de ratones:
tanto inmunes como controles presentaron niveles menores a 0.2 UA

a partir de la dilucién de 1:800 (fig. 7).

4.2.1 Ensayo de activaoidén in vitro con mitégenocs.

La curva de activacién de linfocitos con Con A, presenta un
maximo de incorporacién de timidina tritiada de 43,000 c.p.m.
(promedio de tres determinaciones), cuando 1las células se
cultivaron con 10 g/ml de Con A (fig. B), en concentraciones
menores © mayoraes se observa un descenso en la actividad
proliferativa. En base a este resultado se decidié trabajar con la
concentracién de 10 g/ml de Con A para verificar la viabilidad de

las células en los ensaycs posteriores.
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ANTICUERPOS ANTI-PORINAS

18 ABSORBANCIA A 490 nm

2 4 [] 8 1 12
INVERSO DE LA DILUC!ION (MILES)
——- CONTROL ~+-INMUNE1 —*INMUNEN

PIGURA 6. TITULACION DE ANTICUERPOS ANTI-PORINAS.

Determinacién por el método de ELISA en suero de ratones
CyHeB/FeJ inmunizados o no con 30 ug de porinas de S. typhi
los dias 0 y 7 y sacrificados el dia 14.
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ANTICUERPOS ANTI-LIPOPOLISACARIDO

ABSORBANCIA A 480 nm

] 2

4 [} 8 10 12
INVERSO DE LA DILUCION (MILES)

——CONTROL ——INMUNEI —*INMUNE Il

FIGURA 7. TITULACION DE ANTICUERPOS ANTI-LPS.

Determin;cién por el mé&todo de ELISA en suero de ratones
CyHeB/FeJ inmunizados o no con 30 pg de porinas de S. typhi
los dias 0 y 7 y sacrificados el dia 14.
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ACTIVACION CON MITOGENOS

c.p.mimiles)

" 80+
404"
d \\\\\\\\\\"\\

COn A (ug/ml)

20

10

20

FIGURA 8. ACTIVACION DE EBPLENOCITO8 TOTALES CON Con A.
Esplenocitos provenientes de ratones CHeB/FeJ se
cultivaron en presencia de concentraciones variables de ConA.

Los datos representan el promedio de tres determinaciones.
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4.2.2 Enmayo de activacidén antigeno-especifioa.

Como puede observarse en la figura 9, los esplenocitos
cultivados con porinas de S. typl presentaron diferencias en
activacién dependiendo si habian tenido o no previo contacto con al
antigeno. Las células provenientes de ratones inmunizados con
porinas presentaron una activacién ( 25 000 c.p.m. de incorporacion
de timidina tritiada) aproximadamente 6 veces mayor a la gque
presentaron las célulaas provenientes de ratones control (4 000
c.p.m.), cuando se cultivaron con 504.g/ml de porinas. En cambio,
cuando las células se cultivaron con 254ig/ml de porinas 1a
diferencia en activacién resulto ser aproximadamente cuatro veces
mayor. Ademéis, las células ' provenientes de ratones inmunes
presentaron una activacién mayor al doble de la que presentaron en

ausencia del antigeno.

Como control positivo se realizé una activacidén con 10x49/md
de Con A (concentracidén previamente establecida como éptima), 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 Ensayo de infeocoldn in vitro.

4.3.1 Estandarizacién de la relaocion de infecoidn
En la figura 10 se observa que no existe diferencia en 1la

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

o.p.m. (MILES)

o1

26 1

20t

ol

0 26 80 10 Con A
u/ML PORINAS

Y coNTROL Z INMUNES

FIGURA 9. ACTIVACION ANTIGENO ESPECIFICA.

Esplenocites provenientes de ratones C;HeB/FeJ
inmunizados © no con 30 pg de porinas de S. typhi, los dias O
y 7 y sacrificados el dia 14, fueron cultivados en presencia
de medio de cultivo, porinas, © Con A. Los resultados

representan el promedio de tres determinaciones.
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ENSAYO DE INFECCION

U.F.C./m}

1:0 1:1 1:10
RELACION MACROFAGOS : S.typhi

CON MACROFAGOS 8IN MACROFAGOS

FIGURA 10. ESTANDARIZACION DE LA RELACXON DE INFECCION
{ MACROFAGO8:BACTERIA )
Macréfages provenientes de exudado peritoneal se
infectaron con S. typhi en diferentes relaciones. La infeccitn
se evalud por-el crecimiento bacteriano (extra e intracelular) .

determinado por cuenta en BHI.
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relacién de infeccidn macréfagos:bacteria de 1:1. En cambio, cuando
la relacén utllizada fue 1:10 la cuenta bacteriana resulté ser
aproximadamente 3 veces mayor en presencia de macréfagos; ya que
esta relacién favorece la 1pfeccidn se escogié para realizar los

ensayos posteriores.

4.3.2 Pruedba de susceptibilidad a antibiodticos.
Los resultados de susceptibilidad expresados como la cantidaad
minima de antibiético capaz de inhibir el crecimiento bacteriano

(MIC) fueron los siguientes:

ANTIBIOTICO MIC {ug/ml)
gentamicina 2

aztronam 32
cefoperazona 16
ceptacidina 32
ceptriaxona 32
carbenicilina 64

En base a estos datos se decidié trabajar con gentamicina a 10
Mmg/ml, ya que esta concentracién al ser mayor que el MIC nos
asegura la eliminacisén de la bacteria extracelular en el ensayo de

infeccién in vitro.

59



4.3.3 Ensayo de infeccidn in vitro.

Las células provenientes de ratones testigos permitieron un
desarrolle bacteriano aproximadamente dos veces mayor al que se
encontré en células provenientes de ratones inmunes. Este
comportamiento fue general para macré6fagos y esplenocites. La
figura 11 muestra un ensayo representativo, de tres ensayos
repetitivos, cada una de las barras representa el promedic de tres

determinacicnes.

4.3.4 Poroentaje de muerte inducida.

Para determinar la eficiaﬁcia con la que se estan activando
los sistemas microbicidas del macréfago se determiné el porciento
de muerte inducida, es decir, el porcentaje del total de bacteria
internalizada por un macréfago normal que es eliminada por un
macréfago activado por células inmunes (fig 12). Los datos
obtenidos indican que 1la inmunizacién con porinas induce una
respuesta de linfocitos T capaces de activar a los macréfagos de
tal manera que estos eliminen alrededor de un 50% de la bacteria

que los infectarfia en condiciones normales.
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ENSAYO DE INFECGION

UFC/mi (miles)

€00 -
4004

’
300 V2

CONTROL INMUNES

MACROFAGOS ESPLENOCITO8

FIGURA 11. ENSAYO DE INPECCION in vitro.

Macréfagos y esplenocitos provenientes " de ratones
inmunizados o no con porinas se infectaron con S. typhi en una
relacién 1:10 {céls:bact) . El crecimiento bacteriano
intracelular se evalud 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 % Ml

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

-422,000 248,750 41
633.3 233.3 56
11,400 5,150 54

FIGURA 12. DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE MUERTE INDUCIDA
Porcentaje del total de bacteria internaliza por un
macréfage normal que es eliminada por un macré&fago 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 macréfagos inmunes.
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VII. DISCUSION

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 especftico de salmonella typhi. Por
lo tanto, es necesario relacionar los estudios experimentales
realizados con esta bacteria en ratones, con la infeccién en el

humano (20).

A pesar de gue S. typhi no es el patdgeno natural del ratén,
sa logré estandarizar un modelo de infecién variando condiciones
tales como: a) fase de crecimiento bacteriano ( en fase logaritmica
se favoreser 1la infeccidn) (31); b) mediec de cultive ( sin
antibiéticos y con complemento para favorecer la fagocitésis); c)
relacién de infeccidén ( 1:10 macréfagos bacteria) (fig. 10) y d)
concentracién de antibiético necesaria para la eliminacién de la

bacteria extracelular.

El modelo propuesto requiere del usc de ratones singénicos por
dos razones: en primer lugar, debldo a que la susceptibilidad de
ratones a la infeccién por Salmonella depende en la fase temprana,
del precducto del gen Ity (33, 52, 60 y 73): Yy en segundo, a que la
capacidad de la respuesta a las porinas es diferente seqgin la cepa
de ratdn, lo cual sugiere a su vez, asociacién con el sistema H-2
(39, 48).
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En aeste trabajo se decidié utilizar la cepa de ratones
singénicos CyHeB/FeJ (Ity®), pues al estudiar la respuesta a porinas
de seis cepas, ésta fue la que mejor respondié a 1la inmunidad

humoral y celular (39).

La inmunizacidén con dos dosis de 30umg de porinas, indujo
respuesta prollferativa cuando los qsplanocitos 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 qﬁe sugiere la participacién de éstos
en los mecanismos efectores en el modelo utilizado. Por otra parte,
hay gue hacer notar que a pesar de que las porinas utilizadas para
la inmunizacién estén contaminadas con endotoxina, el titulo de

anticuerpos anti-LPS fue bajo (fig. 7).

Actualmente se sabe que los anticuerpos dirigidos contra
antigenos de superficle, tales como los anti-porina, son
importantes unicamente en la fase de invasién por Salmonella typhi.
_Asl, en modelos murinos se ha comprobado que la presencia de este
tipo de anticuerpos permite la inactivacién de Salmonella 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 evasién que le permiten sobrevivir dentro
de los macréfagos y proliferar en su interior; por 1o gue en una
respuesta protectora, se busca la activacién de linfocitos T gue
produzcan las citocinas necesaria; para activar los sistemas
microbicidas del macréfago para eliminar la bacteria intracelular.
Esta activacién fue evaluada en forma indirecta en un modelo de

infeccién in vitro de S. typhl a macréfagos.

De esta manera, se encontré gque macréfagos provenientes de
ratones inmunizados con porinas, eliminaron la bacteria
intracelular de manera mas aeficiente gque los macréfagos
provenientes de ratones control (fig. 11 y 12). Estos resultados
sugieren la participacién de linfocitos Th (L3T4') especificos para
porinas. Esto puede explicarse, a gque las porinas son proteinas
solubles, por lo cual, son degradadas a péptidos por la via
endocitica y presentadas en el contexto de clase II, a células

inmunocompetentes (3, 77).

Los linfocitos Th son capaces de proporcionar los factores
solubles que activan a los macréfagos, tales como interferdén gamma,
IL-4 e IL-6 (1, 25). Los dos ultimos actian también como factores
estimulantes de los linfocitos B (53). Por tanto, la presencia de
linfocitos Th en el modelo, puede explicar la activacién vy
participacion de los linfocitos B y los macréfagos en la fase

efectora de la repuesta inmune.
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Por otra parte, existe la posibilidad de que Salmonella typhi,
al igual gque otras bacterias intracelulares pueda pasar de un
compartimento de la via endocitica al citosol, donde los antigenocs
serian presentados en el contexto de moléculas de clase I a
linfocitos Tc. Este mecanisme se lleva a cabo en Lisgteria
monocytogenes, pues la bacteria posee un factor de virulencia,
llamado listeriolisina, que le permite 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
Tc participarian como células efectoras lisando las células
infectadas, 1o que facilitaria la fagocitosis de estas bhacterias
por macréfagos praviamente ncti:vados, que finalmente llevarian a la

eliminacion de la bacteria (26).

Por otro lado, existen evidencias que apoyan la idea de que
otra poblacién de linfocitos T (gamma/delta) con poder citolitico,
participan en el control de las infecciones causadas por bacterias
intracelulares (4). Estas células pueden distinguirsa de 1los
linfocitos T alfa/beta en gue presentan un receptor de antigeno
{TCR) especial, el cual es parecido estructuralmente al TCR de los
linfocitos T alfa/beta pero esta codificado por un grupo de genes
dlerentes (63).

Poco se sabe acerca de la participacién de los linfocitos T
gamma delta en la respuesta inmune contra Salmonella, sin embargo,

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

(4, 63).

Por los datos obtenidos en éste trabajo, se sugiere la
participacién de cuando menos tres poblacionas celulares activadas,
como consecuencia de la inmunizacién con porinas: linfocitos Th,
macréfagos, y 1linfocitos B. Estos resultados no excluyen la
participacién de otras poblaclones celulares, tales como linfocitos
Te, linfocitos gamma/delta, células NK, etc. Estas poblaciones
podrian evaluarse utilizando ensayos de citotoxicidad midiendo
liberacién de s‘Cr, lo gue repercutiria en un mejor conocimiento

de la respuesta inmune en fiebre tifoidea.
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VIII. CONCLUBIONES.

El modelo de infeccién in vitro de Salmonella typhi a
macréfagos murinos permite evaluar la activacién de los sistemas
microbicidas del macréfago, como consecuencia de la inmunizacidn

con porinas.

La inmunizacidn de ratones CyHeB/Fed con dos dosis de 30aag de
porinas es capaz de inducir una respuesta en la cual participan
cuando menos tres poblaciones celulares: linfocitos B, linfocites

Th y macréfagos.

La inmunizacién con porinas despierta en el modelo murino una
respuesta especifica, tanto en la fase temprana de la infeccién

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

activados).

Los resultados sugieren que las porinas son un buen candidato
come inmundgenos protectores, en el control de la infeccidn por s.

typhi en el modelo murino.
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