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RESUMEN, 

Los experimentos que aqui se describen se llevaron a cabo para 

definir el papel de las proteínas de membrana externa (PME) de S. 

typhi y S. typhimurium en la inducción de inmunidad celular. 

Se examinó la proliferación antigeno especifica de linfocitos de 

ratones NIM inmunizados con Salmonella typhimurium inactivada 

por acetona, PME de S. typh4 o porinas de S. typhimurium 

mediante un ensayo de incorporación de 3MTDr. Se observo impor-

tante reactividad cruzada en las respuestas prol iferativas contra 

porinas provenientes de Salmonella o E. 	coi' en los tres 

sistemas de inmunización. Sin embargo, la incorporación de 3F1TDr 

fuó mayor en presencia de porinas de S. typhl o E. culi en 

relación a las de S. 	typhimuriunl estos resultados fueron 

compatibles con los obtenidos en la determinación de anticuerpos 

por el método de ELISA. Para disminuir el efecto mitogénico del 

lipopolisacárido que contan►ina las preparaciones de PME, linfocitos 

provenientes de animales inmunizados con PME de S. typhi se 

cultivaron en presencia de polimixina D. Algunos experimentos uti-

lizando ratones BALB/c y C57131/6 inmunizados con PME de S. 

typhi dieron resultados similares a los realizados con ratones de 

cepa abierta. La diferencia en la magnitud de la respuesta proli-

ferativa de los linfocitos frente a porinas de distintas fuentes 

puede estar involucrada en la susceptibilidad a la infección murina 

por Salmonella. 

Con el fin de localizar los determinantes antigénicos capaces 

de generar respuesta inmune celular, se realizaron ensayos de acti- 



vación de linfocitos de ratones NIH inmunizados con PME de S. 

typhl, cultivando estas células en presencia de PME separadas por 

SU-PAGE, transferidas a papel de nitrocelulosa y transformadas en 

suspensiones finas; se determinó que las proteínas cuyos pesos 

moleculares se eocontran entre 36 y 41 KDa (porinas) inducen mayor 

activación en comparación a las proteínas de pesos moleculares 

menores. 

De la digestión con DrCN de las porinas resultaron 4 péptidos, 

de los cuales se probaron tres en el papel de nitrocelulosa, encon-

trando que el péptido de 10 KDa genera la mayor activacion lin-

focítica. 



ABSTRACT. 

The current studies were undertaken to define the role of the 

outer membrane proteins (OMPs) from Salmonella typhi and. Sal-

monella typhimurlum in the induction of cell-mediated immunity. 

Antigen specific proliferation of lymphoid elis from spleen and 

lymph nodes of 1/111 mice immunized with acetone-killed Saimonella 

typhimuri tan, OMPs oi' porins was examined using a 31-iTDr Incorpora-

tion assay. Important cross-reactivity was observed L'etween the 

lymphocytic responses against porins optained either from Salmo-

nella c'r E. col.] in any of these three systems. Nevertheless, 

the degree of 31•ITDr incorporation was higher in the presence IY.f.  

S. typhi or E. cola purified proteins than when the cells 

cultured with Salmonella typhimur.sum antigens, these 

results are compatible with those obtained by measuring antibody 

responses by ELISA. To avoid the mitogenic activity oi the ltpopo-

lysaccharide that contaminate the OMPs and porins preparations, 

1 ympho cytes from anima 1 s immunized with S. typhi 0141's were 

cultured with polymycin 13 and they were then activated in the pres-

ence of antigen. Some experiments were done immunizing BALB/c and 

C57131/C mice with S. typhi OMPs and similar resulis were 

obtained as those performed in the outbred mice experiments. The 

difference in the magnitude of lymphocytic activation with porins 

from dIfferent sources may be relatad to susceptIbillty of !luce to 

Salmonella typhimurium iniection. 



Activation assays with lymphocytes from OMP-Immunized N1H mace 

were performed in order to Identity the antigenic determinante 

capable to induce cellular immunity. These lymphocytes were cul-

tured with OMPs, proteins were separated by SDS-PAGE, transferred 

to nitrocellulose and added to the culture in fine suspensions. 

Proteins between 36 tu 41 LIDa (porins) induced more lymphocyte 

activation than other proteins. 

tour peptides were obtained treating the porins with BrCN. 

Three were tested in the nitroceilulose assay, the 10 KDa peptide 

was found tu activate immune lymphocytes. 



2,INTRODUCCION 

2. 1,Generalidades de la respuesta inmunológica. 

El sistema inmunologico está constituido por una gran variedad 

de estirpes celulares articuladas en una intrincada red de interac-

ciónes que permiten finalmente, diferenciar lo propio y lo ajeno; 

asegurando la cohesión funcional interna del organismo y el equili-

brio con el medio ambiente. 

La respuesta inmunológica se inicia con la fagoci¿osis del 

antígeno por las células del sistema iagocitico mononuclear. Los 

macróiagos, y otras células presentadoras de antígeno (CPA), 

digieren las fracciones protéicas a. péptidos (15,154) y los expre-

san en su membrana en unión a glicoproteinas codificadas por el 

sistema principal de histocompatibilidad. El macrófago procesa los 

antígenos protéicos por dos vías diferentes: en la endogena, pre-

ferentemente relacionada a los antígenos virales, los páptidos 

antigénicos se expresan en moléculas de histocompatibilidad de 

clase I, en tanto que por la vía exógena, que comprende aquellos 

antígenos que se captan mediante la fagocitosis, 	los póptidos se 

expresan en moléculas de clase II (143). 

Esta primera fase, llamada de procesamiento y presentación del 

antígeno (70), es indispensable, pues los linfocitos T inductores, 

responsables de dirigir la respuesta inmunológica, son incapaces de 

distinguir al antígeno nativo. 

Los linfocitos T inductores o cooperadores (TH)(CD44 ) reco-

nocen al antígeno unido a moléculas de histocompatibilidad de clase 

II ( H-2 I-A e I-E en el ratón y LILA DR,K1 y DF en el humano ). 



La activación de estas células no solo depende de la unión del 

complejo receptor-(TcR)-CD2-CD3 al antigeno asociado a moléculas de 

histocompatibilidad, ya que dlisten otras moléculas en la super-

ficie de los linfocitos T que intervienen en la regulación de la 

adhesión con la CPA. 

Una vez activados los TH proliferan y producen diversas linfo-

cinas que conducen la fase efectora de la respuesta inmunológica 

(124). En el ratón se han demostrado dos subpoblaciones de linfoci-

tos cooperadores, de acuerdo a su capacidad de producción de dife-

rentes interleucinas (IL) los TH1 se relacionan con la hipersensi-

bilidad de tipo retardado, ya que elaboran principalmente interleu-

cina 2, interferón gamma y linfotoxina; en cambio los TH2, producen 

fundamentalmente interleucinas 4, 5 y 6, las cuales son factores de 

crecimiento y diferenciación de linfocitos B (84). 

Aün cuando los linfocitos 13 (LB) reconocen al antigeno en su 

forma nativa, para iniciar su activación y diferenciación hacia 

células piasmáticas productoras de anticuerpos, necesitan la par-

ticipación de los mediadores solubles producidos por los linfocitos 

cooperadores. Por su parte, los linfocitos B son capaces de proce- 

sar y presentar antigenos, 	lo cual aumenta la eficiencia del 

sistema imnume, sobre todo en respuestas secundarias(65). En cam-

bio, los linfocitos T no procesan ni presentan antígenos de manera 

habitual, aunque en condiciones particulares son capaces de hacerlo 

(64). 

Algunos de los medidadores solubles mejor estudiados son los 

siguientes: La IL-2 que es un factor de crecimiento de linfocitos T 

(125), promueve el crecimiento de clonas especificas contra el 

antigeno, tiene función de factor de crecimiento y diferenciación 
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de linfocitos T citotóxicos (LTC) y en la expansión de células 

asesinas na.tura.les (NK) (100, 126). El interferón gamma que tiene 

efecto antiviral (108), induce la activación de macrófagos (123) y 

promueve la expresión de diversos genes; de manera notable, los del 

Sistema Principal de Histocompatibilidad (57). 

La IL-3 es uno de los varios factores estimulantes de colonias 

que regulan la hematopoyesis (79). La IL-4 induce la producción de 

IgG y de IgE, aumenta la expresión de moléculas de clase II. La 

IL-5 induce la proliferación de los linfocitos B y la secreción de 

IgM, 	la IL-6 interviene en la diferenciación de linfocitos 13 hacia 

células plasmáticas y la 1L-7 induce la proliferacion de timocitos 

y linfocitos B inmaduros (98). 

La fase efectora de la respuesta inniunológica puede dividirse 

en dos ramas: la humoral, depende las actividades biológicas de los 

anticuerpos y el complemento, y la celular que involucra los 

fenómenos de hipersensibilidad retardada y citotoxicidad mediada 

por células. 

Los linfocitos T citotóxicos (CD84) participan en la fase 

efectora celular, A diferencia de los linfocitos 411 inductores, 

reconocen antígenos en el contexto de moléculas de clase I de his-

tocompatibilidad (H2 K,D en el ratón y HLA 13, C y A en el humano). 

Los LTC al activarse secretan linfocinas, como la interleucina 2 y 

el interferón gamma, aunque en menor proporción que los TH. Los LTC 

no proliferan In vjtro en presencia de antígenos solubles, 

reconocen antígenos en el contexto de moleculas de clase I, se 

activan y expanden frente a aloantigeno y tienen la propiedad de 

lisar células infectadas por virus y células tumorales (87); 

además, se les ha descrito función supresora (82). 
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Otros mecanismos efectores no especificos, pero de gran impor- 

tancia, dependen de los macrofagos; 	la eliminación de agentes 

infecciosos mediante la fagocitosis, cuyo mecanismo bactericida 

fundamental es la producción intracelular de peróxido de hidrógeno 

(142),y depende dé la activación que los macrófagos presentan 

debido al efecto de algunas substancias endógenas como el inter-

ferón gamma (114) y otras exógenas como los muramildipéptidos y 

lipopolisacáridos (LPS). Además, el macrOfago libera al medio pro-

ductos biológicamente activos como la interleucina 1, que es 

mediador de algunos efectos de la endotoxina, 	el interferón alfa 

que presenta actividad antiviral, el factor de necrosis tumoral de 

propiedades similares a la 1 infotoxina y algunos componentes del 

complemento. 

La comunicación entre todos los elementos que conforman el 

concierto inmunológico se establece a través de la liberación de 

mediadores solubles y del contacto intimo célular. 

Las interacciones pueden suceder entre células; o bien, entre 

células y matrices extracelulares. Las moléculas que enlazan al 

citoesqueleto con medio extracelular se conocen corno Integrinas, 

las cuales son glicoproteinas constituidas por heterodimeros de 

subunidades ae (46), 

Las integrinas se dividen en tres subfamilias, de acuerdo al 

tipo de cadena ( que expresan, las cuales se designan como inte-

grima 01, integrina 132 e integrina 03. La homologia entre las tres 

clases de cadena p es hasta del 1192. Cada subfamilia comparte un 

solo tipo de cadena p y presenta diferentes cadenas a; que además 

tienen también una alta homologia. 

La familia de las integrinas está constituida por alrededor de 



diez glicoproteinas, algunos de sus ligandos como la fibronectina, 

col .Gente, vitronectina, fibrinogeno y factor de von Willebrand, 

presentan secuencias de R3I) (Arg-Gly-Asp) que son reconocidos por 

las moléculas VLA (del ingles very 1. ate antigens) que expresan las 

subunidades 131 o 133. 

Las glicoproteinas que expresan la subunidad 02 constituyen la 

subfamilia de LISA-1, Mac' y p150,95 (CD11/16), 	las cuales 	inter- 

vienen en los mecanismos de adhesión interleucocitaria (46). 

2.2. Fiebre Tifoidea. 

Historia. 

La primera reseña de la fiebre tifoidea se atribuye a Thomas 

Willis, quien en 1659 describió el cuadro clinico. 

Sin embargo, durante años, el padecimiento se confundió con el 

tifo y no fue sino hasta 1782 cuando Ruxham diferenció ambas enti-

dades clinicas como la fiebre pútrida maligna (fiebre tifoidea) y 

la nerviosa lenta (tifo) (43), 

En 1837, 	Gerhard, estableció las bases del diagnóstico dife- 

rencial entre el tifo y la fiebre tifoidea; Jenner en 1650, 	pun- 

tualizo que las lesiones de las placas de Foyer~ y nódulos 

linfáticos, eran especificas de la fiebre tifoidea (117). 

William Iltudd, en 1656 determinó que la fiebre tifoidea se 

transmite a través de la ingestión de alimentos y aguas contamina-

dos con materia fecal proveniente de individuos enfermos (45), 

En 1.880, Eberth logró aislar a bacilo tifoíd.ico en secciones 

de ganglios linfáticos mesentéricos e hIgado de pacientes con 

fiebre tifoidea. Pfeiffer, en 1885, realizó el primer aislamiento 
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del bacilo a partir de heces t415). En el mismo ano, 	Pfeifier y 

Kolle demostraron que el suero de pacientes convalescientes pro- 

tegla a los cobayos contra dosis letales de bacilo tifoidico y, 	en 

1695, Widal describió la presencia de aglutininas especificas en el 

suero de pacientes con fiebre tifoidea y su aplicaciOn en el 

diagnóstico de la enfermedad (117). 

2.2.2. Generalidades. 

La fiebre tifoidea es una enfermedad febril infecto-contagiosa 

causada por la ingestión e invasión masiva de Salmonelia typhi. 

Se caracteriza por síntomas sistemicos como fiebre, malestar ge- 

neral, cefalea y dolor abdominal. Frecuentemente se presenta con 

exantema transitorio, 	esplenomegalia y leucopenia. Las complica- 

ciones más importantes incluyen la hemorragia intestinal en el 2 al 

az de los casos y la perforación que se presenta en el 3 al 4-Z. La 

tasa de letalidad es alrededor del 1Z; sin embargo, 	en los casos 

complicados puede ascender hasta el 301 t59). 

La infección se adquiere por la ingestión de alimentos o agua 

contaminados con la bacteria; ya que este microorganismo afecta 

solo al ser humano y no hay reservorios animales, el elemento más 

importante en la cadena de transmisión es el portador asintomático. 

Esta enfermedad continúa siendo un problema de salud en los paises 

en vías de desarrollo y en algunos paises industrializados. Se 

estiman 12 millones de casos anuales con una incidencia de 500 

casos/100, 000 habitantes en Africa y Asia. 

En la reeión de las Américas alrededoe de 1990, se presentarán 

89,591 casos aproximadamente, que representan una incidencia de 

20.8 casos /100,000 habitantes; la incidencia a llegado a ser hasta 



de 15ü casos/100,00ü habitantes en Chile. En M,ico 	reportaron 

11,ó7 	IW1kM en 	19d7, 	cón un4 tasa de 13.1» 	 i0u,000 habi- 

tantes (5). 

El grupo de edad más efectado por la enfermedad es el de los 

15 	a 44 anos , donde se presentan aproximadamente el 5B. 62Y. de los 

casos, lo cual representa mas 500,000 dias laborables perdidos. 

SalmoneJla typhi es un bacilo no esporulado perteneciente 

a la familia Enterobacteriaceae, tribu SalmonelJac y 

especie typhi4  Gram negativo, móvil, mide dos a tres pm, 

citofilico anaerobio facultativo, intracelular,fermeta la glucosa 

con producción de ácido, es lactosa y sacarosa negativos. Tiene una 

estructura antigénica de superficie que incluye al antígeno "H" o 

flagelar y el antígeno somático 11(y111 	que  contiene carbohidratos 

específicos útiles en su identificación serologica, de acuerdo a la 

clasificación de Kauffman-Whlte s  Saimoneila typin pertenece al 

grupo D y comparte con las diferentes especies de ese grupo los 

antígenos somáticos 9, 12; los flagelos contienen el antígeno "d" y 

en la superficie se encuentra el antígeno "Vi", el cual es de 

naturaleza sacarídica, forma parte de la membrana externa y es 

indicador de virulencia. La fórmula: 9,12,Vi,d. denota a S. typhi 

en forma abreviada (21). 

Otros componentes, de antigenicidad poco estudiada, forman 

parte de la membrana externa: la lipoproteina de Braun y las pori-

nas. 

2.2.3. Respuesta inmune. 

Salmonella typhi penetra al organismo a través de la boca, 

se multiplica rápidamente en el intestino delgado, penetra a la 
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membrana basal intestinal sin causar daño importante en los teji-

dos, es fagocitada por macráfagos y transportada a los linfáticos 

regionales donde se multiplica activamente, tiene una fase de bac- 

teremia, 	se distribuye en el sistema fagocitico mononuclear, donde 

se reproduce y es liberada nuevamente al sistema circulatorio. 

La bacteria ocasiona un proceso inflamatorio, en los ganglios 

linfáticos, bazo e hIgade, con muy escasa cantidad de polimorfonu-

cleares y gran acumulación de mononucleares, en el interior de los 

cuales es capáz de proliferar (43). 

Aunque la fisiopatologia del padecimiento no está totalmente 

esclarecida, se sabe que gran parte de las manifestaciones clinicas 

es provocada por la liberación de endotoxina; entre otros efectos 

se ha comprobado que induce fiebre, hipotensión arterial, 	leucope- 

nia y estimulación policlonal de linfocitos Es (45). 

Se ha demostrado la presencia de anticuerpos contra diversas 

fracciones antagónicas, los cuales no correlacionan con el desa-

rrollo de protección contra las recaídas o reinfecciones, a excep-

ción de algunos estudios que sugieren que los anticuerpos contra el 

antígeno H son un indicador de resistencia a la fiebre tifoidea 

(136). 

Se ha descrito que los anticuerpos secretorios (igA) impiden 

la adherencia de S. typhi a la pared intestinal; sin embargo, 

sólo son protectores ante inóculos pequeños de la bacteria. Frente 

a la invasión por grandes cantidades de salmonella, los mecanismos 

de inmunidad celular, fundamentalmente la activación de macrofaeos, 

son indispensables para el control de la infección (60,86). 

La respuesta inmune celular contra S. typill ha sido anali-

zada principalmente mediante la inhibición de la migración de leu- 
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cocitos (LMI), utilizando extractos crudos de la bacteria que ci:m-

tiene gran variedad de antlgenos, componentes con actividad 

mitogénica para células B y probablemente para linfocitos T; por 

tanto, su interpretación es dificil, ya que además dependen de la 

secreción de linfocinas mal caracterizadas. También se ha estudiado 

la respuesta proliferativa inducida por la bacteria o sus frac- 

ciones, 	pero los resultados se encuentran Influenciados por la 

presencia de endotoxina y otros contaminantes en los preparados 

antigénicos (58,88,112). 

Desde 1965 existen reportes de la. Importancia que tiene la 

inmunidad celular en el control de la infección por SalmonelJa; 

En 1974, Kumar y cols. 	realizan una serie de experimentos para 

determinar la inmunidad celular en individuos normales, vacunados 

con TAB (vacuna inactivada con caolor-fenol) o pacientes con fiebre 

tifoidea. Encuentran que existe una proporción elevada de personas 

normales que tienen la prueba de LM1 positiva; los vacunados con 

TAB tienen niveles altos de anticuerpos, pero una positividad com-

parable con las personas normales, y los pacientes con fiebre 

tifoidea presentan una proporción mayor de positividad. La falta de 

correlación entre los niveles de anticuerpos y la inmunidad celular 

se confirma en otros estudios realizados por Dham y Thompsom en 

1984 y Rajagopalan y Kumar en el mismo ailo (23, 112). En 1984, Raja-

gopalan, encuentra además que la respuesta celular a antigenos de 

S. 	typhi, medida por transformación blastoide, en personas 

vacunadas con TAB es Incluso mayor antes que después de recibir la 

vacuna, por lo que sugiere que existe algün mecanismo supresor 

(111). Dham y Thompsom (1982) encuentran que también los portadores 

crónicos de S. 	typhi presentan inmunidad celular deficiente 
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hacia antígenos crudos de la bacteria 

Estos resultados, y los obtenidos en el modelo murino, 	donde 

se conocen cuando menos tres genes que regulan la resistencia a la 

infección por S. typhimurium sugieren que en el humano también 

pudiese existir alguna susceptibilidad genética a la fiebre 

tifoidea (42). 

a. 2. 11. Vacunas. 

La inmunización experimental con suspensiones de S. 	typhi 

viva fue realizada con éxito en conejos por Frankel y 21manons en 

1666 y un ano después por Dauner y Peiper en ratones. Después, 

Klikovich empleó bacilos muertos con el mismo propósito, estimu-

lando a Wright en Inglaterra y simultáneamente a Pfeiffer y Kolle 

en Alemania a utilizar, por primera vez (1697), vacunas inactivadas 

para la inmunización de humanos. Así, 	la vacuna de Pfeiffer y 

Kolle, preparada en medio sólido, estaba constituida por bacteria 

fenolada inactivada por calor a 56.C. 

Al aplicar estas vacunas en la India, 	Egipto, 	Italia y 

Sudáfrica, generaron una disminución significativa en la morbili-

dad, así como atenuación de los síntomas en los individuos vacuna-

dos que adquirieron la enfermedad (107). En 1925, Desredka propuso 

el empleo de vacunas de bacterias vivas atenuadas administradas por 

vía oral, aplicándola a miembros del ejército Francés, donde desa-

fortunadamente se presentaron decesos entre los individuos vacuna-

dos (34,60). 

La utilización de las vacunas tifoídicas elaboradas con bacte-

rias inactivadas continuó durante décadas sin demostrarse su efecto 

protector real, pues se carecía de modelos animales que probaran su 
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eficacia y, además, no era posible relacionar el efecto protector 

con algún indicador serolOgico. Esto no se logro sino hasta 1955, 

cuando bajo los auspicios 'le la Organización Mundial de la Salud 

(OMS), se realizaron estudios de campo en Yugoslavia, Guyana, Polo-

nia y la Unión Soviética. En estos lugares se investigó la eficacia 

de tres 	vacunas preparadas con células enteras de Salmonella 

typhi: inactivadas con acetona, calor-fenol o alcohol. La vacuna 

K, 	inactivada con acetona, confirió mayor protección y más dura-

dera. La vacuna inactivada con calor y fenol, designada con la 

letra L, mostró menor eficacia que la K y la inactivada con alcohol 

fué la menos efectiva (20,40,60,7?, 110, 137). 

Aunque la protección inducida por una sola dosis de las vacu-

nas K y L era aceptable, el empleo de dos dosis proporcionaba una 

inmunidad más confiable y de mayor duración (52). Lo cual fué con-

firmado por Hornick y cols. en voluntarios humanos en 1956 (44). 

Por otro lado, recientemente, Murphy y Leven (1969) en un 

estudio epidemiologico sobre la respuesta inmune celular a Salmo-

neJla typhi Ty2 y a polisacárido de Salm:mella typhi en indi-

viduos vacunados y no vacunados de un lugar hiperendémico (San-

tiago, Chile) y otro no endémico (Baltimore, Maryland), mediante 

ensayos de incorporación de timidina tritiada, encontraron que es 

posible diferenciar a ambos grupos. Sin embargo, la respuesta fué 

mayor hacia el polisacárido, lo que sugiere que la vacuna a base de 

SaJmonella typhi Ty2 no induce inmunidad celular eficiente 

(65). 

Además, el hecho de que las vacunas parenterales tienen reac-

ciones secundarias importantes debido a la presencia de endotoxina 

y protegían en forma efectiva sólo ante inóculos menores o iguales 
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a 105  bacterias, ha motivado la búsqueda de nuevos inmunógenos. 

Hasta la fecha se han estudiado dos vacunas que se administran por 

vía oral y que se elaboran con bacterias vivas. Una de ellas se 

prepara con una cepa de S. 	typhl dependiente de aminoácios 

aromáticos (113) y otra con una mutante deficiente en 

U1)P-4-galactosa epimerasa ( 	 (35). 

La efectividad de ambas vacunas se evaluó en voluntarios huma- 

nos, 	los resultados de la protección conferida por la cepa depen-

diente de estreptomicina -fueron contradictorios (66,67). 

En contraste, la vacuna de Germanier protegió al 87% de los 

individuos inmunizados cuando la dosis de desafio fue de 107  

bacterias (DI50). En Alejandría, Egipto, se logró inducir protec-

ción en el 95% de la población estudiada. Sin embargo, en Chile 

(1983),a1 aplicarla a una población infantil a razón de tres dosis 

administradas en cápsulas de capa entérica con intervalos de ¿I o ¿!1 

días entre cada dosis, sólo indujo protección del 51 y 67Z, respec-

tivamente (33,34,146). 

Recientemente, Cryz y cols. (1989) reportaron la obtención de 

una variante de Saimoneila typhi Tyilla que contiene antígeno 

OViti 	(homopolímero lineal de ácido i'l-N-acetil galacturonico) 
	

Y 

que por tanto, puede ser un inmunógeno más eficiente (19). 

A pesar de estos avances, es importante señalar que aún se 

desconoce la naturaleza de los antígenos de S. typhl relaciona-

dos directamente con la protección y la respuesta inmune que ge-

neran en el humano. Las investigaciones encaminadas a identificar 

tales antígenos han sido numerosas; la mayoría se han dirigido 

hacia el estudio de los antígenos presentes en la superficie bacte-

riana, tales domo el somático "O" (endotoxina o lipopolisacárido), 



el flagelar "U" y el capsular "Vi". 

Durante mucho tiempo se pensó que el antigeno somático "O", 

tenia un papel importante en la inducción de inmunidad protectora. 

:gin embarco, 	una. vacuna a Liase del oligosacárido de repetición del 

l ipopol isacárido (LPS) generó protección escasa y de corta duración 

en el modelo murino, a pesar de unir el polisacarido a proteínas 

(1d8). 

Por otro lado, se ha demostrado que el antigeno flagelar 

tampoco está relacionado directamente con la inmunidad protectora. 

Tully y cols. en 1962, al inmunizar chimpancés con una cepa rugosa 

de S.typh4 	indujeron la producción de anticuerpos contra el 

antígeno "U"; sin embargo, aún a títulos altos éstos no fueron pro-

tectores(136). 

Anderson en 1968, encontró que en los ratones Inmunizados con 

una mutante de S. typlu sin flagelos obtenian el mismo grado de 

protección que los inmunizados con cepas moviles (41. 

Aunque varios investigadores han demostrado la falta de co-

rrelación entre los anticuerpos anti-VI y un estado inmune protec-

tor otros estudios revelan que el antígeno "Vi" por si solo es 

capaz de inducir protección (115,13ú,148). 

En 1934 Felix y Pitt informaron la presencia tanto de dicho 

antígeno en cepas de S. typhl aisladas de pacientes con fiebre 

tifoidea, como la de sus anticuerpos homólogos en el suero de estas 

personas (30) 	Cuando el antígeno "Vi" se administró por vía 

parenteral, no solamente indujo titules elevados de anticuerpos 

sino que protegió contra la fiebre tifoidea, cuando se hicieron los 

estudios de campo en Nepal y en Sudáfrica (2,56). 

El inconveniente de esta vacuna es que no induce memoria, 
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pues por su naturaleza polisacaridica se comporta como antígeno 

'1'-independiente. Debido a ésto se ha sugerido conjugarlo 

químicamente a proteínas para conferirle características de 

antígeno `l`-dependiente (130), pues se sabe que los antígenos pro- 

teicos, 	a diferencia de los polisacáridos, inducen respuesta más 

prolongada con anticuerpos de mayor afinidad y favorecen la 

respuesta inmune celular; aspectos primordiales en el control de 

las infecciones intracelulares (25). Por otro lado, se subraya la 

importancia que éste tiene en la virulencia de la cepa infectarte, 

así como la conveniencia de conservarlo durante la preparación de 

vacunas (108). 

Youmans y Youmans en 1965, demostraron que la fracción ribo-

somal de Mycobacterium tuberculosis inducia inmunidad protec-

tora en el ratón contra el reto del microorganismo homólogo. Estos 

resultados condujeron a tratar de aislar estas fracciones de dife-

rentes bacterias e investigar su capacidad protectora (151). En 

1970, Venneman y cols. reportaron que las fracciones ribosomales de 

Salmonella typhimurium generaban protección contra la bacteria 

virulenta en el ratón, (14'i). Molinari y Larralde obtuvieron resul-

tados similares (80). En trabajos posteriores, Molinari y Cabrera 

demostraron que las fracciones ribosomales de S. typhi también 

inducían protección en ratones (81). 

Con el fin de encontrar a los antígenos responsables de la 

protección inducida por estas fracciones ribosomales se han venido 

realizando varios estudios, con resultados muy diversos. En los 

primeros trabajos al respecto, Venneman y cols. acreditaron al AUN 

ribosomal como el antígeno protector. Johnson presentó evidencias 

de que eran las proteínas ribosomales las que protegían a ls 



ratones (51); en tanto que, Smith y Biegly sugirieron que ambos 

antígenos, el ARU y las proteínas, se requerían para obtener una 

buena protección (127); sin embargo, en trabajos efectuados por 

Eisenstein y Misfeldt y Johnson, se demostró que las fracciones 

ribosomales de Salmonella se encontraban contaminadas con LPS y 

proteínas de la envoltura celular (2.6,77). 	Más aún, 	en trabajos 

posteriores, Hisfeldt y Johnson demostraron que las proteínas de la 

envoltura celular de Salmonella typhimurium protegían a los 

ratones contra la. infección por esta bacteria, en un grado seme- 

jante al inducido por las fracciones ribosomales (75,76). 	Estos 

experimentos ponen en duda la efectividad de las fracciones rtboso-

males y apoyan lo sugerido por Mates y Yosipovici, en el sentido de 

que los antígenos realmente 	protectores de Salmonella se 

localizan en la superficie bacteriana (72). 

2.3, Salmonellosin murina. 

2.3. 1. Generalidades. 

Ante la falta de un modelo experimental en el que el agente 

causal sea S. typhi, la salmonelosis murina, causada por Sal-

monella typhimurlum constituye la mejor alternativa para el estu-

dio de la fiebre tifoidea, pues tiene una patogenia semejante (27). 

La salmonelosis murina, de manera semejante que la fiebre 

tifoidea en el hombre, se adquiere por vía oral (41). El periodo de 

incubación es de 3 a 6 días, el cuadro clínico puede variar desde 

una infección leve a una enfermedad aguda y fatal; Los ratones se 

muestran menos activos, adoptan una postura encorvada con disten-

ción abdominal, pelaje áspero, pérdida de peso, a veces diarrea, 



esplenomegalia, hepatomegalia y linfadenopatia. (55) 

La patos enia en el ratón tambien es semejante a la fiebre 

tifoidea humana, la bacteria coloniza el intestino delgado sin 

causar síntomas apreciables, entra a los tejidos submucosos atrave-

zando el epitelio velloso a través de las células M de las placas 

de Peyer; de aqui, se disemina vía linfáticos a todo el torrente 

circulatorio y sistema fagocitico mononuclear, donde es fagocitadas 

por macrófagos de bazo e hígado (células de Kupffer). Estas células 

son el principal sitio de multiplicación de la. Salmonella en 

los siguientes días de la infección (28). 

La cantidad de bacterias en hígado y bazo llega a ser aproxi-

madamente de 108  bacterias/organo, la Infeccion conduce bacteremia 

incontrolable y choque endotOxico, lo que causa rápidamente a la 

muerte (93). 

La inmunidad celular es primordial en el control de la infec-

ción por S, typhimurium Se ha demostrado que el grado de hi- 

persensibilidad tardía contra antígenos proteicos o polisacarídicos 

de la bacteria está en relación directa con el nivel de protección 

(131). La transferencia pasiva de linfocitos específicos contra 

antígenos de S. typhimurium confiere resistencia a ratones no 

inmunizados, la protección es efectiva aún empleando antígenos 

irrelevantes, 	siempre que se incluya un refuerzo de inmunización 

contra el antigeno al tiempo de retar con la bacteria; también es 

posible transferir inmunidad pasiva mediante aobrenadantes de cul- 

tivos de linfocitos estimulados con concanavalina A. Por tanto, 	es 

posible que la activación de macrofagos sea el evento más Impor-

tante para la eliminación de las bacterias fagocitadas y el control 

de la infección (32,37,86,105,109). 



En 1983, Udhayaumar y MuthuKkaruppan describen que las cepas 

virulentas de S, 	typtinnuritan generan inmunidad celular mas 

eficiente que las cepas no virulentas. 	Para ello, inmunizaron 

ratones BALB/c con dosis subletales de S. 	typhimurium M525 

(virulenta) o S. 	typhimurium M06 (no virulenta). Siete días 

después cultivaron el bazo o el higado y encontraron mayor número 

de bacterias en los ratones que hablan recibido la cepa virulenta. 

Estos ratones presentaban además, DTH mayor y respondían mejor al 

reto con otra cepa de bacteria virulenta (141). 

En 19137, los mismos autores encuentran que los ratones BALB/c 

inmunizados con una dosis subletal de S. typfilmansum M525 son 

capaces de montar DTH contra las porinas (139). Mas tarde, publi-

caron algunos experimentos donde demuestran que la inmunización de 

ratones 13ALD/c con PME de S. typhImurium confiere protección 

hasta 50 DL50 de la bacteria virulenta (140). En experimentos 

posteriores demuestran que las porinas de S, typhimurium C5 

son capaces de generar protección en ratones .DALAS/4 contra el reto 

de 10 DL50 de la bacteria virulenta. El efecto protector desaparece 

con 50 DL 1) y se correlaciona con el número de bacterias recupera-

das de bazo o higado y con la inducción de hipersensibilidad tardía 

(DTH) (138). 

Recientemente, "Matsui y Arai reportaron una serie de exper-

imentos en los que determinan la producción de 1L-2 en cultivos de 

esplenocitos de ratones DALB/c inmunizados con S, typhimurium 

LT2 en presencia de porinas de diversos serotipos de Salmonella 

y E. coll o bien bacterias completas inactivadas por luz 

ultravioleta. Encontraron que la producción de 1L-2 fue mayor en 

presencia del antígeno homólogo, por lo que concluyen que la acta,-- 



vacion es seroespecifica. La hipersensibilidad tardía, determinada 

mediante infamación de los cojinetes plantares, no dió los mismos 

resultados (13). 

Se ha demostrado que exite influencia del complejo principal 

de histocompatibIlidad sobre la susceptibilidad del ratón a las 

infecciones bacterianas en general (l53) y a la infección por S. 

typhimurium en particular (42). 

As i, Hormaeche y Harring ton en 19ó5 calcularon la DL50 para 

el reto con Salmonella typhimurium en diversas cepas ratones 

congénicos de la linea C57 y encontraron que los ratones H-211  son  

más resistentes que los H-21)  y los H-2d. La diferencia en la 

susceptibilidad a la infección por Salmoneila en estos ratones 

se manifiesta en fases tardias de la enfermedad, puesto que todos 

son Itys, ésta no parece estar relacionada con los mecanismos de 

activación de macrófagos, sino con la generación de inmunidad celu-

lar (4 ). 

La resistencia innata a la infección por S. typhJuurium en 

el ratón esta determinada también por varios locus no relacionados 

con el H-2 (89). 

2.3.2. Locus 

En el desarrollo de la infección por S. typhimurium en 

ratones existe la influencia de un gen de susceptibili- 

dad, denominado Itys 
	

codificado en el cromosoma 1, el alelo que 

confiere resistencia se denomina Ityr. Se desconoce la forma exacta 

como actúa, pero parece ser importante en la fase inicial del pade-

cimiento. Ityr determina una mayor capacidad de los macrófagos de 

ratones resistentes para eliminar la salmonella intracelularmente. 
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Se ha demostrado que los linfocitos T no juegan un papel importante 

en la actividad de este gen (93, 94). 

El gene Ity parece regular también la respuesta de ratones a 

Leishmania donovani, Mycohacterinm hovis (13C(3) y a Myco- 

bacterinm lepraemurinm(6). 

Los ratones homocigotos para el alelo que confiere la suscep-

tibilidad (ltys/ 5) no pueden controlar la replicacitin temprana de 

la Salmonella en bazo e hígado y mueren rápidamente (menos de 

10 días de post-inoculación), observándose además, un aumento pa-

ralelo en el peso del bazo (109) 1  mientras los ratones resistentes 

( It vr/s o  ityr/r ) pueden controlar bien el crecimiento bacteriano 

en el sistema fagocitico mononuclear (129) 

2.13. Locus Lps. 

Estudios genéticos han demostrado que la respuesta a LPS en 

diferentes tipos de células está controlada por la expresion del 

loci Lps (16,92) el cuál se encuentra en el cromosoma !t i  

estrechamente unido al locas de la proteína urinaria mayor (Mup-1) 

(17,1(3,149). 

Los ratones que son homocigotos o heterocigotos para el alelo 

normal Lpsn (C311/1-11iFeJ, BALD/c, C571.3L/6) responden a balas dosis de 

endotoxina, mientras los animales homocigotos para el alelo defec-

tivo Lpsd (C3H/1-leJ) no responden a LPS (9¿!,9t5). 

El hecho de que el ratón C3H/HeJ sea resistente a los efectos 

letales del LPS proporciona un modelo importante para investigar el 

control genético de la resistencia a la endotoxina tanto in 

vivo como in vitro (38,145). 

La baja respuesta mitogénica de los ratones C3H/HeJ a LPS es 



intrínseca a la célula 13 y no se debe a la presencia de células 

supresoras o a la ausencia de células T cooperadoras; Además, hay 

evidencias que sugieren que la interacción del LPS con las células 

13 de C3H/HeJ produce una señal inhibitoria más que iniciar una 

actividad celular (116). 

Aunque estos ratones no responden a los efectos mitogénicos y 

policlonales del LPS se a visto que dan respuesta a otros mitógenos 

de linfocitos 13 CQMO son el lf,ulfato Dextrán, Poly-1 y PPD. 	Además, 

son altamente susceptibles a infeccion por S. typhImurium a 

pesar de ser Ityr (97). 

Esta susceptibilidad parece estar controlada por el alelo 

Lpsd, O'Brien y Rosenstreich proponen que la multiplicación no 

controlada de S. typhjmurlum puede resultar de la incapacidad de 

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

celular de S.typhimurJum (98). 

2. 3. 4. Locus 

Este tercer loci es un alelo recesivo ligado al cromosoma X y 

confiere susceptibilidad a S, typhimurlum solamente en pocas 

cepas de ratones (C13A/N) 

La susceptibilidad inata a S. typhimurium en estos ratones 

es una consecuencia en la respuesta disminuida y retardada de anti 

cuerpos Ig6 contra la bacteria. 

En fases más tardías de la infección, el control depende de la 

producción de anticuerpos y del desarrollo de inmunidad celular. 

Así, en ratones con inmunodeficiencia asociada al cromosoma X 

(tipo humoral) y en los ratones desnudos (tipo celular) se presenta 

una enfermedad letal en fase tardía (95); además, se sugiere que un 



factor más de resistencia natural opera a nivel de faulas simi-

lares a las asesinas naturales (1i1:) (100). 

Como resultado de la presencia de uno o más factores de sus-

ceptibilidad o resistencia la enfermedad progresa con inoculos 

bacterianos de diferente magnitud. Las cepas Itym (BALB/c, C57131/6) 

tienen una 131.50 	bacterias, en tanto que en las cepas resis- 

tentes (CBA, A/J) es ;105  (a7). 

2.4. Proteínas de membrana externa. 

2. 41. 1. General idades. 

En los últimos anos, las proteinas de membrana. externa (PME) 

de las bacterias Gram negativas han cobrado eran importancia y 

diversos investigadores han enfocado sus estudios hacia el estable-

cimiento del papel que desempeñan en la relación huésped-parásito. 

Su importancia se pudo entender gracias al advenimiento de métodos 

especificas que permitieron separar la membrana externa de la cito-

plasmática. Miura y Mizushima describieron por primera vez el ais-

lamiento de la membrana externa. de Escherichia coi] empleando 

esferoplastos preparados con lisozima y EUTA. En su investigacibn, 

dichas estructuras fueron l isadas por choque osmotieo y posterior-

mente su membrana externa se separé de la citoplasmática en un 

gradiente de sacarosa (78). El método anterior fue modificado por 

Osborn con el fin de disminuir la cantidad de LPS en las prepara-

ciones de PME (102). Por su parte, Schnaitman describió una meto-

doloeia que evita la utilización de esferoplastos consistente en 

llevar a cabo la destrución de las bacterias en una prensa 

francesa, antes de conseguir la sedimentación de la envoltura celo- 



lar y, 	posteriormente, 	la solubilización de la membrana cito- 

plasmática con un detergente no ionice (122). 

La identificación de las PME se efectuó por medie de la elec- 

troforesis en geles de poliacrilamida. Schnaitman fue el primero en 

reportar que E. coll contenía una proteína principal, 	la cual 

constituía el 	71.1/Z de las proteínas totales de la membrana (121); 

poco después, él y otros investigadores, demostraron por electro-

foresis que en realidad no era una sine cuatro (9,120). 

Sehmitges y Henning describieron una proteína principal que se 

podía separar, electroforéticamente, en des bandas. En la actuali-

dad se sabe que el número de las PME varía dependiendo de la Infor-

mación genética de la bacteria y que su expresión puede verse afec-

tada por las condiciones de cultivo (118). 

2.4.2. Clasificación. 

Las PME que más se han estudiado, son las de E, coi.' y 

S. typhimurlum Di Rienzo, NaRamura e Inouye y Osborn y Wu, 

hicieron una revisión extensa de ellas y las clasificaron en 

proteínas principales y secundarias o menores (24,101). 

De las proteínas principales se han descrito alrededor de 10, 

sin embargo, generalmente sólo se expresan 5 de ellas con más de 

100 000 copias por célula. Dentro de las proteínas principales se 

cuentan: 

1) Las proteínas matrices o porinas, que intervienen en el 

transporte pasivo de sustancias de balo peso molecular a través de 

la membrana. En el Tabla. 2.1, se muestran las características gene- 



TABLA 2.1 
fr. Ah' Ak ..1. 	1.:.;'1' 	 1. A. 	1 l r 1. 1 

1 1 .1 t 	1 111111' tlln y Esciler 1 	L'O 

%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 	 %%%%% % %%%%%%%%%%%%%% 1,.,1~1~~ 09~1.4%k%NoNo 

Saloonella typhtmoirlus 
PORINA 

CARACTERISTICA 	 OmoF 	 OnoC 	 ONO 

GENE ESTRUCTURAL 	 oopF 	 emú: 	 000D 

min 21 	 osn 4b 	min 28 

PESO MOLECTLAR 	 35 1Dd 	 36 tDa 	34 KDa 

COPIAS POR CELIA 	 >10-5 	 10-5 	 30-5 

RECEPTOR PARA PAGOS 	 PH42,1-11105 	PH42,P1131 

PH22I 	 PHS1 

PUNTO ISOELECTRICO 	 4.77 	 4.78 	 . 

FORMA 111GOMERICA 	 !RIMERO 	TRIPERO 	IRIMERO 

DIAMETRO DEL PORO 	• 	 1.4 nm 	 1.4 no 	1.4 no 

Esthenchia coli 142 
O?DF 
	

00>,C 	 PhoE 

GENE ESTRUCTURAL 	 ompr 	 ompC 	 phoE 

min 20.7 	 mit, 4h 	oin 5.9 

PESO MOLECULAR 	 37.2 KDa 	36 li,Da 	37.78 VDa 

COPIAS POR CELULA 	 >10-5 	 )1.-5 	 >10-5 

RECEP1OR FARA FALOS 	 Tula. t2. IPI 	1P2,1P5.PA-2 	TC2:,,IC45 

TP2,TV5,1:21> , 	IF6,IuIh,14 

PUNTO ISOELECTRICU 	 5.9-6.2 	 4.41 

FORMA OUGOMERICA 	 TRHIERO 	IRIMEPO 	PRIMERO 

DIAMETRO DEL P010 	 1.4 no 	 1.4 no 	1.4 no 

OTRAS 	 SE REPRIME EN 	SE EXPRESA EN 	SE DEPRIME EN 

ALTA OSMOLARIDAD ALTA OSMOLARIDAD BAJOS FOSERT(IS 
%%%%%% 	 %%%%%%% 
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cales de las mismas (90). 

2) La proteína modificable por calor, 	involucrada con los 

procesos de conjugación y que actúa como receptor de fagos y coli-

cinas. 

3) La lipoproteina de Braun, la cual está unida covalentemente 

a la péptidoglicana y cuya función es la de mantener la integridad 

estructural y funcional de la membrana (10). 

En la figura 2.1, se muestra la disposición de los componentes 

de la envoltura celular de Eatcherichia coli. 

Con respecto a las proteínas menores, se ha demostrado que 

éstas intervienen como acarreadores en el transporte activo de 

moléculas y que están relacionadas con la replicación celular. 

Entre las menores se encuentra la única proteína de membrana 

externa que tiene actividad enzimática (fosfolipasa A). 

0.4.3. Papel como inmunógenos. 

Las evidencias de que las PME están expuestas al medio externo 

llevaron a investigar su eficaciacomo 	n imunógenos protectores; 

Vrasch y cols. encontraron que las PME de Beiaseria meningiti 

dis grupo 13 eran buenos inmunógenos cuando se inoculaban a cone-

jos: los anticuerpos anti-PME de la bacteria presentaron actividad 

baotericida in vitro mediada por complemento (31). Buchanan y 

Arko demostraron que el antígeno capaz de proteger a chimpancés 

contra la uretritis gonocóccica se encontraba presente en la mem-

brana externa de Neisseria gonorrhoeae (12) y posteriormente, 

comprobaron que los anticuerpos dirigidos contra las PME conferían 

protección especifica a cobayos en que previamente se habla indu-

cido una infección gonocóccica experimental (11). 
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FIGURA 2.1 

ARREGLO DE LA PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA 

EN Escherichla 



Kuss 1 y cols, detectaron que las porinas extraldas de una cepa 

rugosa de S. 	typhImurium protegian al ratón contra  una cepa 

lisa homóloga. El mismo efecto se obtuvo en forma pasiva con anti-

cuerpos especificos (61,62). 

2.5 Trabajos previos en el Laboratorio de Inmunoquimica de la 

Unidad de investigación del IHSS. 

2.5.1 Modelos experimentales. 

Ya que existen experiencias alentadoras en la inducción de 

protección con PME en otras bacterias gram-negativas, en el Labora-

torio de InmunoquImica de la Unidad de investigación Biomédica del 

I.M.S.S., y en el Laboratorio de Investigación del Instituto 

Nacional de Higiene de la S.S., se realizan estudios tendientes a 

la obtención de una vacuna contra la fiebre tifoidea a partir de 

PME de S. typhl, 

Estas proteínas, obtenidas mediante la solubilización con un 

detergente no tónico, tienen pesos moleculares de 14 a 70 KDa con 

pi de 4.0 a 6.0, y presentan un 47. de contaminación con lipopoli-

sacárido (LPS) (48). 

Las porinas, que como se ha mencionado conforman la mayor,  

proporcion de las PME, purificadas por ci'omatografta de exclusión 

molecular, electroelución e inmunoadsorbente tienen un pi de 4.0 a 

5.0 y pesos moleculares de 114 a 128 KDa en estado nativo (cuando 

se encuentran asociados en forma de homotrimeros) y de 36 a 41 KDa 

en su forma monomérica, con una contaminación por LPS del 0.017..y 

ha sido posible purificarlas mediante inmunoadsorbentes con anti-

cuerpos monoclonales (108). 
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Se cuenta con evidencias de que estas proteinas tienen un 

papel Importante en La inducción de inmunidad ante la infección por 

Salmionella typhl. Algunas de las observaciones mas relevantes 

son las siguientes: 

1. Los pacientes con fiebre tifoidea producen anticuerpos de 

clase Ighl hacia una PME de 28 VIDa durante la fase aguda de su pade-

cimiento. En la convalescencia, la respuesta es de Igü y se dirige 

hacia las porinas (36 a 41 Klla)(99). 

2. La vacunación de ratones N'U con 10 pg a 30 pg de PME de 

S. 	typhi, 	induce protección del louZ al reto con 500 DL5c, de 

S. typhi 9,12,V1:d y S. typlu Ty2;  y del 30Z al reto con la 

misma dosis de S. typhimurlum(47). 

3. La administración pasiva de suero de conejo anti-PME de 

S. typhl 9, 12,Vi:d, confiere protección del 100% al reto con 

100 DL50 de S. typhi 9,12,Vud y S. typhi Ty2; y del 80Z al 

reto con S. typhimurium(47). 

4. El suero de conejo anti-PME utilizado en el ensayo de pro-

tección pasiva reconoce por inmunoelectrotransferencia, todas las 

PME de ambas cepas de S. typhi empleadas en el reto, pero sola-

mente a las porinas de S. typhimurium(47). 

5. Anticuerpos monoc tonales (IgM) anta-porinas de S. typhi 

9,12,Vi:d (50) confieren una protecciOn del GOZ al reto con 2ü D1-50 

de S. 	typhi 9, 12,Vi:d, mientras que anticuerpos monoclonales 

anta-LPS no producen ningún efecto (103). 

G. La administración de vacuna antitifoidica oral induce la 

producción de anticuerpos anti-porinas (7). 

7. La vacunación de ratones N1H con 10 pg de porinas de S. 

typhi 9,12,Vi:d indujo protección de 100Z contra el reto de 500 



DL50 con la misma bacteria (49). 

2.6.2, Mecanismos protectores propuestos. 

La proteeción activa y pasiva a través de anticuerpos se 

explica porque los anticuerpos anti-porinas probablemente son 

capaces de activar al complemento, ya que la reacción 

antígeno-anticuerpo se lleva a cabo sobre la superficie bacteriana 

y el complejo C5-C9-(MAC) puede insertarse en la membrana y ejercer 

su efecto lítico; ésto no sucede con los anticuerpos dirigidos 

contra el antígeno somático 
	 ya que la reacción 

antígeno-anticuerpo ocurre en las unidades de repetición oligosa-

oarídicas "0",.lejos de la membrana bacteriana. Lo anterior explica 

la falta de correlación que exip.e entre títulos altos de anticuer-

pos anti-0 y un estado de inmunidad protectora. 

Los resultados de protección activa en forma cruzada para S. 

typhimurium, confirman que 'las PME son responsables de la 

respuesta inmune específica, ya que los epitopes compartidos entre 

las PME de ambas salmonellas confieren protección al reto de 500 

DL50 durante los primeros 5 días, 

Puesto que al sexto día la protección disminuye al 257. al reto 

con S. typhimurlun4 se sugiere que es necesaria la inducción de 

respuesta inmune hacia los epítopes específicos para el control de 

la infección. 

Los resultados de protección mediante la administración pasiva 

de suero de conejo anta-PME de S. typhi demuestran la importada 

que tiene la respuesta inmumne humoral durante la fase de bactere-

mia. Los anticuerpos dirigidos contra las porinas, aparentemente 

son los que juegan un papel importante en la protección ya que el 
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suero anti-PME por inmunoelectrotransferencia solamente reconociá 

las porinas de S. t yph IMP.] Hin demostrando que la proteccion 

cruzada observada se debe a los anticuerpos que reconocen los 

epitopes compartidos entre las porinas de ambas salmonellas. 

Además, los anticuerpos monoclonales anti-LPS no son protec- 

tores, 	lo que apoya la suposición de que las porinas son los 

inmunOgenos que inducen protección en el modelo murino. La protec-

ción pasiva obtenida con anticuerpos monoclonales anti-porina no 

fue muy alta, debido probablemente a la baja eoncentracion en que 

fueron administrados. 

La protección activa con las porinas de S. typhi probable- 

mente se deba a la inducción de una respuesta inmune celular 

especifica. De manera semejante a lo que sucede en el modelo murino 

de infeccion por LIsterla monocytogenes (1.3) el mecanismo que 

se propone incluye la liberación de INFT e IL-2 por linfocitos THI 

antígeno-específicos, que activan macráfagos capaces de destruir 

bacterias, así como donas antigeno especificas de linfocitos CD64  

que ejercen actividad citotóxica sobre macrófagos infectados con 

S. typhi. 
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3, OBJETIVOS, 

3. 1 Cleriera 1 • 

-- Evaluar la ,....apa.:idad de las proteinas de membrana eY,tern.a e 

1-,orinas de Salmcnella typhImariam Y de .5almono4la typhl 

para indu,,:lr respuesta protiferativa especifica in v/tro de 

linfocitos murinos. 

3. 1.spec ticos. 

- úbt.ener proteínas de membrana e.xterna de .9a4moneila 

typhi con el 111.5.X 1M4) e acici de pureza pos- ible. 

Obtener porinas de Sa jalone 11 a typhi 111121'.1 un], Si:Limo/lel la 

t yphi y EsCht11-9 chia cc.11 c on e 1 máximo 13rado de phureza 

posible. 

- Establecer el papel que itiel a el lipopoliscArido en reta-

a las porinas, en los modelos de activaciOn de linfocitos In 

V-1 ¿ PO. 

- uDLener los patrones electroforeticos de proteinas de Meldll-

brana externa de S. typllc.  

- Purificar fracciones peptidl,Jas de PME mediante separaciOn 

por eletroforesis en e1e2 :1.e pollacrilamida y electrotransieren-

cia a. papel de nitrocelulosa, 

- Utilizar suspensiones de papel de nitrocelulosa conteniendo 

PME para activar linfocitos inmunes en un modelo in vitro. 

-A partir de péptidos de porinas identificar los determinantes 

antiOnicos responsables de la inducciOn de la respuesta inmune 

celular. 
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HIPOTESIS. 

Dado el carácter intracelular de la intec. ion por .Sainio- 

nena y la falta de correlaciOn de la respuesta humoral con el 

desarrollo de proteceion, la presencia de linfocitos T especificos 

debe ser primordial para el control del proceso infeccioso. 

A pesar de que las porinas son las proteínas mas abundantes en 

la membrana externa de Salmonella, en la infección juegan un 

papel secundario en la respuesta inmune, ya que otros antígenos 

están más expuestos. Sin embargo, son efectivas en la inducción de 

inm,Unidad protectora, pues en el caso de que las porinas sean 

administradas puras, inducirán mecanismos de cooperación más efi-

cientes; tanto en la rama humoral como en la celular, mediante la 

producción de interferon gamma, que promoverá a su vez la activa- 

ción de macrófagos. 

Este fenomeno puede ser puesto en evidencia en modelo de acti- 

vación In vitro de linfocitos, utilizando como antígeno ?ME 

separadas electroforéticamente y transferidas a papel de nitrocelu-

losa. 



5. MODELO EXPERIMENTAL. 

El presente trabajo pretende responder a las siguientes pre-

euntas: 

Las células linfoides murenas son capaces de reconocer a 

las porinas de Salmionella en el contexto de la bacteria com-

pleta 

2. Las PME de Salmonella typhi son capaces de generar 

una respuesta inmune celular? 

3. Las porinas purificadas de Saimonella generan 

respuesta inmune celular? 

¿ La activación in vitro de células linfoides es 

antigeno especifica o se debe a lipopolisacarido contaminante? 

5. 	En que porción de las porinas se encuentran los determi-

nantes anttgénicos inmunodominantes? 

Para contestar a la primera pregunta, se inmunizaron ratones 

con SaAmonella typhJmurinm inactivada con acetona, diez días 

después se obtuvieron células linfoides y se cultivaron en presen-

cia de porinas; la activación se determinó mediante incorporación 

de 3HTDr. La segunda y tercera preguntas se contestaron inmunizando 

ratones con PME o porinas, respectivamente y cultivando las células 

linfoides en presencia de porinas. La pregunta cuatro se contestó 

cultivando células linfoides de ratones inmunizados con PME de 

Salmonella typhi en presencia de porinas y polimixina B y 

estimulando poblaciones de linfocitos T, provenientes de ratones 

Inmunes, con porinas en presencia de células presentadoras de 
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ant1geno. La última cuestión se abordo al tratar las porinas con 

Bren; los pépttdos obtenidos fueron separados mediante SUS-PACTE y 

transferidos a papel de nitrocelulosa. De esta manera se evaluó su 

capacidad para activar linfocitos provenientes de ratones inmuniza-

dos con PME de S. typhi. 
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64 MATERIALES Y METODOS 

6.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACION. 

6.1.1. Ratones. 

Se emplearon ratones Niki de ambos sexos de 10 a 15 semanas de 

edad, proporcionados por el Instituto Nacional de Higiene; asi como 

ratones BALB/c y C57B1/6 hembras de 10 semanas de edad propor-

cionados por el Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAN. 

La singenicidad de les ratones se comprobó mediante cultivo 

mixto de linfocitos y trasplantes de piel. 

6.1.2. Esqueman de inmuni2ación. 

a) Un grupo de ratones NIH recibió Saimonella typimmurium 

inactivada con acetona y resuspendida en solución salina 

fisiológica (SSP), 200 mil bacterias en 200 pl por via intraperito-

neal el dia cero, el dia 10 se sacrificaren y se obtuvieron las 

células linfoides. 	Los ratones testigo recibieron SSF. 

b) Un grupo de ratones NIH se inmunizaron con 100 pg de pori-

nas de Salmonella iyphimurium en adyuvante completo de Freund 

(ACF) (Sigma Co.) en los cojinetes plantares el dia cero. El cha 10 

se obtuvieron células linfoides. Los ratones testigo recibieron ACF,  

en 5SF. 

c) Un grupo de ratones 111H, uno de ratones BALB/c y otro de 

C57B1/6 recibieron AME de S. 	typtil, 30 pg en SSP por via 

intraperitoneal, los días cero y siete, el dia 14 se obtuvieron las 

células linfoides. Los ratones testigo recibieron SSP. 
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6.2. ME `TOFOS BACTEUICLOGICOS Y IllOGIU1MICOS, 

6.2.1. Cepas bacterianas. 

Se emplearon las siguientes cepas 	aalmonella typha 

9,12,Vi:d aislada de un paciente con fiebre tifoidea; Salmonella 

typhimurJum y Salmonella typh.1 0901 donadas por el Instituto 

Nacional de Higiene y EscherIchla col.; I:12 donada por el Centro 

de Investigación Sobre ingeniería Genética y Biotecnología. UNAM, 

Cuernavaca, Morelos. La caracterización bioquímica de las bacterias 

se realizó en el Instituto Nacional de Diagnósitco y Referencia 

Epidemiológicos de la S.S.A. 

6.2.2. Cultivo y cosecha de las cepas bacterianas. 

Las bacterias empleadas para la obtención de PME y porinaa se 

cultivaron a 37.0 durante 6 h. (fase de crecimiento logarítmico) en 

medio mínimo A suplementado con 0.1Z de extracto de levadura y 0. 5'/. 

de glucosa, en un incubador rotatorio (New Brunswiclt Scientific 

Cu.) a 200 rpm. Posteriormente. las bacterias se cosecharon por 

centrifugación a 1650 x g durante 15 min. a 4.0 (Surval, Ins. ). La 

pastilla bacteriana se resuspendió en amortiguador de Hepes 0,01 M 

pH 7.4, conservándose a -20.0 hasta su uso. 

Las bacterias empleadas para la obtención de LPS se cultivaron 

durante 18 h a 37:C en tioglicolato de sodio (Bioxon); posterior-

mente, las bacterias se cosecharon por centrifugación, la pastilla 

bacteriana se secó con acetona y se guardó a temperatura ambiente 

hasta su uso. 



6.2.3. Obtención y purificación de las proteínas de membrana 

externa (141E). 

La obtenci.bn de PME de las cepas trabajadas se realizó de 

acuerdo al método de Schnaitman (119), para ello las bacterias 

cosechadas en la fase de crecimiento logaritmico se ajustaron a una 

absorbancia de 1. Ü a 660 nm; posteriormente se rompieron mediante 

sonicación a 1e0 watts (Labline Ultratrip Labsonic System Sonica-

tor) por periodos de 2 min en baño de hielo hasta disminuir la 

absorbancia a 0.3. Para eliminar las bacterias enteras de la sus-

pensión sonicada, ésta se centrifugó a 7,000 xg durante 15 min. del 

sobrenadante se sedimentó la envoltura celular por ultracentrifuga-

ción a 200,000 xg/45 min a 4, C (L8 60 ultracentrifuge Beckman 

Instruments, 	Inc. ), 	esta se solubilizó con Tritón X-100 al 2% en 

Hepes 0.01 M pH 7.4. La fracción insoluble en Tritón X-I00 (mem-

brana externa y peptidoglicana) se sedimentó por ultracentrifuga-

ción en las condiciones antes mencionadas y para lograr la extrac-

ción de las PME se resuspendió en Tris-HC1 pH 7.2 que contenta 

Tritón X-100 al 2Z y 5 mM de EDTA, se incubó durante 10 min a 37C 

y posteriormente se ultracentrifugó a 200,000 xg/45 min./37.0 Las 

PME se recuperaron en el sobrenadante y se mantuvieron a -70.0 

hasta que se utilizaron, 

6.2.4. Obtención y purificación de porinas. 

La obtención de porinas se efectuó empleando el método 

descrito por Ilikaido (91). Los pasos hasta la obtención de las 

membranas son los mismos que para la obtención de PME. 

La pastilla conteniendo las membranas celularesa se solubilizó en 

Tris 10 mM, p11 7.7 adicionado de SDS al 2% y se incubó 30 Dan a 
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32.C, y se ultracentrifugó nuevamente. 

El sedimento se sometió a una segunda solubilización en las 

condiciones descritas anteriormente y por ultracentrifugaciOn se 

obtuvo la peptidoglicana, las proteínas unidas a ella se extrajeron 

incubando 2 h a 37.0 con tris 50 mIl, pH 7.7 adicionado de 2Y. de 

SDS, EDTA 5 mM, Hael 0.4 M y 0,05'/. de p-mercaptoetanol; después de 

centrifugar a 100 000 xg/ 30  mil-1/25.C; el sobrenadante se pasó a 

través de una columna de 80 x 2.6 cm de Sephacryl S-200 ( Pharmacia 

Chemical Co. 	con una velocidad de flujo de 4 ml /h. Se recuperaron 

fracciones de 3 ml en un colector (LKI3 lnstruments.) y las corres-

pondientes a las pacanas se dializaron exhaustivamente contra Hepes 

0.01 M, se filtraron por 0,2 p (Millipore), se caracterizaron elec-

troforéticamente, se les determno la concentración de proteína y 

lipopolisacárido y se almacenaron a -70.0 hasta su uso, 

6.2.b. Digestión de porinas. 

La digestión de porinas se realizó según lo describe Titani 

(133), Dentro de la campana de extracción de gases se colocaron un 

aproximadamente 100 mg de Brell dentro de un vial de vidrio, De 

taparon y se trasladaron hasta la balanza analítica en donde se 

determinó su peso exacto. 

Se adicionó 1 ml de ácido fórmico al 707: al vial que contenía 

al DrCH, teniendo a mano NaOH 5 N (se emplea como medida de segu-

ridad, para que en caso de que se derrame el brCU, éste se neutra-

lice rápidamente con NaOH y evitar asi la formación de HM. 

Esta solucion que se adiciono a un segundo vial, en el cual 

se hablan depositado 1 mg de porinas de S. typha previamente 

liofilizadas. 	Se agitó la mezcla, y se tapó perfectamente, 	prote-- 



41d 

girándola de la luz con una envoltura de papel aluminio. 

Transcurridas 20 hrs la mezcla de reacción se dializó 

exhaustivamente contra PBS pH 

6.2.6. Antígenos en papel de nitrocelulosa. 

Se prepararon los papeles de nitrocelulosa para ser utilizados 

en cultivo de acuerdo al método descrito por Abou-Zeid (1). Una vez 

realizada la electroforésis en SDS-PAGE y la electrotransferencia 

de las PME o los péptidos, se localizaron y recortaron las bandas 

proteicas, se lavaron exhaustivamente para eliminar el colorante, 

en seguida se recortó en trozos muy finos cada banda por separado 

y se colocaron en tubos de cultivo estériles, se adicionó 1 ml de 

dimetilsulfóxido y se incubó 1. 30 h. Después se resuspendió el 

papel adicionando muy lentamente amortiguador de carbonatos pH 9.5 

estéril. Se hicieron tres lavados con Hank's y se guardaron a 4.0 

hasta emplearlos. 

6.2.7. Obtención de lipopolisacárido (LPS). 

Se realizó de acuerdo al metodo descrito por Westphal (150). 

Se utilizó Salmonella typhi 0901. Una vez que se obtu- 

vieron bacterias de acuerdo al método descrito. Se inactivaron 

agregando seis volúmenes de acetona a la, pastilla bacteriana y 

dejando que se evaporara. La pastilla bacteriana se resuspendió en 

agua destilada y se agregó un volumen igual de fenol al 95'i., la 

mezcla se agitó fuertemente a 56 .0 durante 15 minutos, se enfrió a 

10.0 y se centrifuga a 3,000 rpm durante 45 minutos. Se obtuvieron 

dos fases una fenólica y otra acuosa y la pastilla bacteriana. Se 

colectó la fase acuosa y se realizaron dos extracciones más. La 



fase acuosa se dializó exhaustivamente y se ultracentrifugó a 

IDO,~ x g durante 4 horas. La pastilla obtenida se resuspendió en 

agua destilada, se determino la concentración de azúcares por el 

método de fenol -ácido sulfúrico, se liofilizó y se guardO a 4 .0 

hasta su uso, 

6.3. M1! TODOS ANALITICOS. 

6.3. L Determinación de Lipopolisacárido (LPS). 

El contenido de LPS presente en las preparaciones de ?HE y 

porinas se determinó de manera indirecta cuantificando el contenido 

de ácido 1.- -ceto 3-manooctulónico (Kbú) de acuerdo al método de 

Karkhanis (54), empleando una curva patron mediante un estandar de 

KDO (Sigma Co.). El método consiste en en el tratamiento de la 

muestra problema con ácido sulfúrico o. 11 a luf) .0 durante 3ú 

minutos para liberar el LPS, posteriormente la muestra se hace 

reaccionar con ácido peryodico, arsenito de sodio y ácido tiobar-

bitürico. El compuesto colorido rojo que se forma se mantiene a 

temperatura ambiente y en solución agregando dimetilsulfóxido. El 

color se determina a 548 nm. 

6.3.2. Cuantificación de proteínas. 

La cuantificación del contenido de proteínas tanto en las 

preparaciones de PME (obtenidas por Schnaitman) como en las de 

porinas purificadas (llikaido); se realizó de acuerdo al método de 

Lowry (138) empleando albúmina sérica bovina como proteína de refe-

rencia (Sigma Co, ), 



6.3.3. Blectroforésis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). 

La SDS-PACE de PME y porinas se realizó en una unidad electro- 

forética para geles verticales en placa (LKD Instruments) en condi-

ciones reductoras y sistema de amortiguadores discontinuos, de 

acuerdo al método de Laemmeli (63). Como amortiguador de muestra se 

usó Tris 0.125 M pH 6.8, que contenla SUS al 2 V., 	0-mercaptoetanol 

al 5 Z, 	glicerol al 10 Z y azul de bromofenol al 0.005 Z El gel 

superior contenta 5 X de acrilamida, 0. 13 Z de bis-acrilamida, 0. 1; 

de SDS en amortiguador de Tris-MCI 0.125 M pH 6.8. El gel separador 

contenía 11.2 Z de acrilamida, 2.5 X de bis-acrilamida, 0. 19 Z de 

SDS en amortiguador de Tris-HC1 0.35 M pH 8.8. El corrimiento elec-

troforético se llevó a cabo durante aproximadamente 6 h, empleando 

30 mA por placa y como amortiguador de corrimiento Tris 0.025 M, 

glicina 0.192 M, SDS al 0. 1 i. , pH 8.3. Posteriormente, 	los geles 

se titleron durante 1 h en una solución de azul de Coemasie R-250 al 

0.25 X en metanol-ácido acético-agua (45:10:45). 	Se destilIeron 

empleando una solución de metanol-ácido acético-agua (5:10:85) 

hasta que el fondo del gel tué transparente. 

6.3.4. Electrotransferencia. 

La electrotransferencia de péptidos y porinas de los geles 

de poliacrilamida a papel de nitrocelulosa (PNC), se llevo a cabo 

de acuerdo al método descrito por Towbin (134) durante 75 min. a 

500 mA en un equipo Transphor {LID Instruments). Empleando como 

amortiguador para la transferencia glicina 192 mM, metanol al 20X 

en Tris 20 mM, pM 8.3. Transcurrido este tiempo y para comprp,bar 

que la transferencia se llevó a cabo, se tinó el PNC con rojo de 



Ponceau durante ti minutos y se lavO en seguida con PDS-T (Tween 20 

al O. 1Z en PIES) . 

6.4. METODOS 1NMUNOLOG1COS. 

6.4. 1. Ensayo inmunoenzimático en fase sólida (ELISA). 

Para determinar la presencia de anticuerpos anti-PME y anti-

porinas en el suero de los ratones se empleó el método de ELISA, de 

acuerdo al m¿titodo descrito por 2ngvall (29). 

Se recubrieron placas de poliestireno de 96 pozos (Nunc (:.'o.), 

con 100 pl/pozo de una solución de 5 lig/mi de PME, porinas y LPS en 

amortiguador de carbonatos (carbonato/bicarbonato de sodio pH 9.6), 

2 	hrs, a 37 , C y posteriormente toda la noche a 4.C. Una vez trans- 

currido este tiempo, se lavis dos veces con P135-Tween al 0.1Z 

(P13;-T) 	Y se llenaron los pozos con solución de bloqueo (PBS-leche 

al 2Z) y se dejaron dos horas a. 37•C, luego , se agregaron luu PI 

de los SUCV03 problema y se incubo la placa durante 	h a 37 , C; 

des pus de cuatro lavados 	PDS-T se agregaron 100 pl del conju 

gado (inmunoglobulinas de cabra anti-Inmunoglobulinas de raton 

conjugadas a peroxidasa (Sigma Co. ) y se incubÓ la placa 1.5 h a 

37.C; después de 4 lavados con PBS-T se agregaron 100 pl de solu-

ción de sustrato (o-fenilendiamina, 11¿0a en amortiguador de 

citratos pH 5. 6) y a los 20 min, la reacción se detuvo agregando 

501)1 de ác. sulfúrico 2,5 N. 	Los pozos se leyeron a 490 nm en un 

lector de ELISA (Minireader II, Dynatec). 



6.4.2. Obtención y cultivo de células linicides. 

Los bazos o ganglios liniaticoa de los ratones inmunes y tes-

tigos se obtuvieron en condiciones de esterilidad, se depositaron 

en una caja de petri conteniendo ') ml de solución de Hanks. Dentro 

de una campana de flujo laminar, con el objeto de liberar las 

células esplénicas, se disgregaron los tejidos haciéndolos pasar 

por una malla de tela de organdí, la suspensión así obtenida, 	se 

lavó tres veces con solución de Hanks, a 1200 rpm/10 min ; en la 

segunda lavada se Tasaron los eritrocitos con cloruro de amonio 

0.16 M 	(90 ml) y tris-HC1 0.17 M (10 ml) pH 7.155 ; For último, el 

sedimento celular se resuspendi0 en medio 11P1.11-1640 	o Dulbecco 

modificado por Eagle (DME) complementado con Gentamicina 10 ug/ml, 

2 Beta-mmrcapto-etanol 5x10 -5M , L-Glutamina 2 mM, Penicilina 200 

u/ml y SFB 10% El número de células viables se contO en una cámara 

de Neubauer mediante tinción con azul tripano. 

6.4.3. Obtención de linfocitos T. 

Se obtuvieron linfocitos T mediante columnas de nylon 

de acuerdo al metodo descrito por Trizio (135j, según el siguiente 

modelo experimental: 

Se extrajeron bazos de ratones 11111 y C57B1/6 imunizados con 

PME de S. india y de ratones testigo, se obtuvieron las células 

linfoides y se introdujeron a una columna de nylon de 5 ml, conte-

niendo 20 mg de nylon, previamente equilibrada con RPM1-1640 al 10% 

de SFS a 37.0 y se Incubaron a 37.0 en 5Z de CO2 	durante 45 

minutos, las células no adherentes se eluyeron con RPM1-1640 a 37.0 

y se concentraron mediante centrifugación a 1200 rpm durante 10 

minutos. La pureza..de las poblaciones obtenidas se evaluó mediante 

1 



inmunofluorescencia con anticuerpos contra les de ratc.n, 	cultivo 

mixto de linfocitos y activaclon por mitogenos. En todos los casos 

iué mayor al 957- 

6.4.4. Obtención de Células presentadoras de antígeno. 

Se obtuvieron células de exudado peritoneal de ratones HIH y 

C57B1/6 y se cultivaron en placas de 96 pozos durante dos dias, 

después de los cuales se trataron con mitomieina C, 2pg por cada 

millon de células, durante ¿O minutos y se lavaron los pozos 

exhaustivamente con solución de Hanks. 

Cuando se hicieron experimentos con ratones NIH se utilizaron 

células de bazo autólogas tratadas con Mitomicina C. 

6.4.5. Ensayos de activación In vitro por mitógenos. 

Las células linfoides purificadas se ajustaron a una concen-

tración de 1 x 106  células/ml, se cultivaron entre 500 mil y 100 

mil células por pozo en placas de microcultivo de 90 pozos de fondo 

plano (NUNC ) y se agregaron concentraciones de Concanavalina A 

tipo IV-S (Sigma Co.) entre 	y 100 pg/ml o LP::1 entre 5 y 51,0 pe/mi 

en RP111-16110 suplementado con 10Z de SF13. 

6.4.6. Ensayos de activación antígeno-específicos. 

Se cultivaron 	mil células por pozo, en placas de microcul- 

tivo de 9b pozos (NUNC) de fondo plano, en un volúmen de dOO pl de 

medio R1M1-1640 suplementado con 10Z de SFB a 37,C en atmósfera 

húmeda y 5Z de CO2 durante 5 dias, y utilizando corno antígenos: 

porinas de SalmoneJla typhi, 	Salmonella 	typhnnuri IRA 

Escherichla col.' a una concentración de entre 5 y 100 pg/ml, 



Como testigo se usó Concanavalina A a una concentración de 10 pg/ml 

y LPS a 5 pg/ml. En las últimas 18 hrs, 	del cultivo se agregó 

uCi de 3HTDr (Amersham International 5 mCi de actividad 

especifica). Finalmente, se uso un cosechador semiautomático (Mini-

Mash 11) y la incorporacion de timidina se determinó en un conta-

dor de centelleo liquido (BecKman LS 580). 

Todos los experimentos se realizaron por triplicado adicio-

nando las porinas de las diferentes enterobacterias solubilizadas 

en un amortiguador de HEPES en volúmenes de 20 pl. Se calcularon la 

media, la desviación estandar y el error estandar para cada tripli-

cado y los resultados se presentan en coeficientes de estimulación. 

Para lo cual, en primer lugar se determinan los indices de estimu-

lación que consisten en dividir las cuentas por minuto de las 

células en presencia de estimulo antigénico entre las cuentas por 

minuto de las células en ausencia de cualquier estimulo (fondos); 

Al dividir los indices de estimulación de los ratones inmunes entre 

los indices de estimulación de los ratones testigos se obtiene el 

coeficiente de estimulación. 

6.4.7, Evaluación de la activación de linfocitos mediante 

dimetiltiazol-difenil bromuro de tetrazolium (MTT). 

El método se basa en la capacidad de las enzimas mitocon-

driales de las células viables de transformar la sal de tetrazolium 

MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-11-)2,5-difenil bromuro de tetrazolium 

en su derivado azul de formazan. 

El ensayo se realizo de acuerdo a una modificación al método 

descrito por Mosmann (83). 
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Se obtuvieron esplenocitos como se describió anteriormente, 

se cultivaron a una concentración entre 100 y 500 mil células por 

pozo en placas de microcultivo de 96 pozos en 200 pl en DEM suple-

mentado al 10./. de SÍ13 en presencia de Lo pg/ml de Concanavalina A, 

como se describió anteriormente, durante .3 días, al término de 	las 

cuales se agregaron 20 tal de una solucion de MTT ami/m1 en SSF y se 

continuó la incubación durante seis horas. 	Posteriormente se 

descartaron 100 01 de los pozos de microcultivo y se restituyeron 

con dimetilsulfóxido IX, se agitaron las placas durante 20 minutos 

a 	37 , C y se leyó la D. O. a 490 nm en un lector de ELISA (Mini- 

reader II, Dynatec). 

6.4.0. Ensayo de proliferación de esplenocitos con porinan 

transferidas a papel de nitrocelulosa. 

Se colocaron 200 mil células por pozo en placas de 9( pozos 

de microcultivo en 200 01, Se agregaron concentraciones de parirlas 

de 30 pg/ml, o bien diluciones dobles de las suspensiones de papel 

de nitrocelulosa conteniendo las diferentes bandas de PME o los 

péptidos. 	Las células se cultivaron 5 citas a 37 .0 en atmÓsfera 

húmeda y 5Z de CO2. Durante las últimas 18 horas de cultivo se 

agregó a cada pozo 1 pel de 3HTDr y al final de la incubación se 

cosecharon. La incorporación de 3HTDr se determinó en un contador 

de centelleo liquido. 
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7, RESULTADOS, 

7,1. AISLAMIENTO Y CARACTEIMACION DE ANT161040S. 

L Proteínas de Membrana Externa. 

De acuerdo al método de Schnaitman (119), se obtuvieron PME de 

typhl 9,12,diNii. El comportamiento electroforetico de las 

PME en geles de pollacrilamida-SDS (SDS-PAGE) es consistente con lo 

reportado anteriormente (47) y se muestra en la figura 7, I las 

proteínas obtenidas tuvieron pesos moleculares desde 14 1lDa hasta 

70 /Da, las proteínas entre 36 /Da y 41 /Da 	corresponden a las 

proteínas formadoras de canales o porinas. 

7, 1. 2. Pormnas. 

La obtención de porinas mediante la técnica de Ilikaido (90) se 

fundamenta en el hecho de que esas proteínas se encuentran unidas 

por enlaces cónicos a la peptidoglicana, por lo tanto se pueden 

separar de ésta mediante la solubilización en un amortiguador que 

contenga SDS y 0.5 M de NaC1. Las proteínas así obtenidas se puri-

fican mediante cromatograffa de exclusión molecular con Sephacryl 

S-200, 

La columna de Sephacryl s-uo se calibró con albúmina, azul 

dextrán y lisozima; el volumen de exclusión fue de 150 ml, 	aproxi- 

madamente. En la figura 7.2. se muestra el perfiles cromatográficos 

de las porinas de S. typhi; el comportamiento cromatografico de 

S. typhiinurium y E. col.' fue muy semejante. La fracción que 

eluyó inmediatamente despu'?s del voltimen de 
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FIGURA 7,1. 
COMPORTAMIENTO ELECTROFORETICO DE LAS PME DE .9almonella typhi 
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FIGURA 7, 2. 
PERFIL CROMATOGRAFICO DE LAS PME DE Salnonella 
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exclusión contenía las porinas probablemente en forma de trimeros 

(114 KDa a 123 KDa), 	pues al realizar SDS-PAGE (figura 7,3) se 

obtuvieron dos bandas proteicas de 38 Y.Da a 41 gDa. 

El método de Karkhanis (54) para determinar el LPS, no fue 

suficientemente sensible para detectar LPS en las porinas obtenidas 

por cromatografía, Sin embargo, cuando en otros trabajos se ha 

empleado una técnica más sensible, como es la determinación de 

ácido p-hidroximirlstico por HPLC, se ha encontrado que la contami-

nación por LPS es del 0.01Z aproximadamente (14). 

7.1. 3. Péptidos. 

El patrón electroiorético de los péptidos obtenidos por diges- 

tión con Bx'CW se presenta en las figuras 7.4 y 7.5, 	Al teñir con 

azul de Coomassie aparecen cuatro bandas y al teñir con plata se 

observan siete, 

El peso molecular de cada péptido se calculó construyendo una 

curva de calibración con substancias de peso conocido de acuerdo a 

la medición de la distancia recorrida por los éstos. 

Interpolando en la curva patrón, el Rf promedio de varias 

electroforesis para los péptidos, se determinaron los pesos molecu-

lares de cada uno de los mismos (tabla 7. 1). 

La determinación de la concentración de péptidos obtenida tras 

la digestión se realizó mediante el método de Lowry (68). La con-

centración de péptidos asa obtenida fue de 50ú og/ml. 



FIGURA 7.3. 
COMPORTAMIENTo ELECTIWFORETICO DE LAS PuRINAS 

DE Salmonella typhL 
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FIGURA 7.4. 
COMPORTAMIENTO ELECTROFORETICO DE LOS PEPTIDOS DE PORINAS 

DE :.;almonella 

TINCION CON AZUL DE COOMASIE. 



FIGURA 7.5. 
COMPORTAMIENTO ELECTROFORETICO DE LOS PEPTIDOS DE PORINAS 

DE Salmonella typhL 

TINCION CON NITRATO DE PLATA. 



TABLA 7.1 
PESO MOLECULAR APROXIMADO DE LOS PEPT I DOS DE POR INAS 

DE Saimonel Ja typhi. 

PEPTIDO LONGITUD RECORRIDA 

1 2.1 cm 

2 , 3.0 

3 3.4 

4 4,4 

5 4.6 

6 4.8 

7 5.2 

Rf PM IDa1 

0.1500 29,983 

r).2142 19,040 

0.2429 15,791 

0.3143 9,902 

0.3296 9,010 

0.3429 9,213 

60.3734 6,616 



7.2. DETERIUNACION DE LAS CONDICIONES DE CULTIVO, 

Estimulación de linfocitos por concanavalina A. 

Para determinar las condiciones de cultivo de las células 

linfoides se realizaron ensayos de estimulaciÓn con mitógenos. 

Las figuras 7.6 	y 7.7 muestran los resultados de dos expe- 

rimentos ilustrativos de estimulación de linfocitos mediante Con A, 

utilizando células de bazo o de ganglios linfáticos, respectiva- 

mente. 	La concentración óptima del mitOgeno fue de 10 a ,?_5 pg/ml. 

La mayor estimulación se obtuvo con 500 mil células por pozo, pero 

con 200 mil fue muy aceptable. Con éstas dos concentraciones de con 

A se montaron experimentos para determinar los días de cultivo 

óptimos para obtener la mayor estimulación. En la figura 7.8 	se 

presentan los resultados de un experimento donde se cultivaron 200 

mil células por pozo y se cosecharon entre el cuarto y el noveno 

dia, la mayor activación se encontró en el quinto dia de cultivo. 

Se determinó la concentración de SF13 adecuada. En la figura 

7.9 se muestran los resultados para dos experimentos diferentes. En 

ambos casos se cultivaron 200 mil esplenocitos por pozo durante 

cinco dias. La concentración optima de SFIS fue del 1(Z 

Por último, se evaluó la capacidad de diferentes lotes de SF13 

de promover la estimulación por mitógenos. En la tabla 7.2 se pre-

sentan dos experimentos representativos utilizando Con A a 10 vg/ml 

y SF13 al 10 y ¿OZ. 

En resumen, se decidió utilizar las siguientes condiciones de 

cultivo: 200 mil células por pozo, en un volumen de 200 pi durante 

cinco días de cultivo y SF13 al 10Z, a 37,C, con 6Z de CO2  y 

atmósfera húmeda y Con A a una concentración de 10pg/ml. 
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FIGURA 7.6. 
ESTIMULACION DE ESPLENOCITOS DE RATON NIH POR 

CONCANAVALINA A. 
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Se obtuvieron células de bazo de ratones UN normales de 15 a 
20 gr, de ambos sexos, y se cultivaron en microplacas de 96 pozos 
de fondo plano, entre 500 a 100 mil células adicionando concentra-
ciones de concanavalina entre 0 a 100 pg/m1 en un volúmen final de 
200 pl en RPMI-1840 suplementado con 1-slutamina y 
11-2-mercaptoetanol, penicilina y gentamicina y 10 Y. de Suero Fetal 
Bovino (SFB), Los cultivos se suspendieron al quinto día, 18 horas 
antes se agregó 1 Ci de 3MTDr por pozo. El grado de activación se 
dertermin6 midiendo la incorporación del material radiactivo, en un 
contador de centelleo líquido, los resultados son las medias de 
triplicados y están expresados en cuentas por minuto (c.p.ni). 
Todos los experimentos se realizaron por lo menos por triplicado. 



FIGURA 7.7. 
ESTIMULACION DE LINFOCITOS DE GANGLIO DE RATON HIN POR 

CONCANAVALINA A. 
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Se obtuvieron células de ganglios linfáticos de ratones 
NIH normales de 15 a 20 gr, de ambos sexos, y se cultivaron en 
microplacas de 96 pozos de fondo plano, entre 500 a 100 mil 
células adicionando concentraciones de concanavalina entre O a 
100 pg/ml en un volúmen final de 200 ill en RPHI-1640 suplemen-
tado con 1-glutamina y P-2-mercaptoetanol, penicilina y gentami- 
cina y 10 	de Suero Fetal Bovino (SFB). Los cultivos se suspen-
dieron al quinto dia, 18 horas antes se agregó 1 pCi de 311TDr 
por pozo. Cl grado de activación se derterminó midiendo la 
incorporación del material radiactivo, en un contador de cente-
lleo liquido, los resultados son las medias de triplicados y están 
expresados en cuentas por minuto (c.p.m.). 
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FIGURA 7.8. 
ESTIMULACION DE ESPLENOCITOS DE RATON 14111 POR 

CONCANAVALINA A SEGUN LOS DIAS DE CULTIVO 

4 	5 	 7 

DIAS DE CUL111/0 

Se obtuvieron células de bazo de ratones 111H normales de 
15 a 20 gr, de ambos sexos, y se cultivaron en microplacas de 98 
pozos de fondo plano, 200 mil células adicionando 10 o 20 pg/ml 
concanavalina A en un volúnoen final de 200 pl en RPHI-i640 
suplementado con 1-glutamina y f-2-mercaptoetanol, penicilina y 
gentamicina y 10 Y. de Suero Fetal Bovino (SFB). Los cultivos se 
suspendieron entre el cuarto y noveno días, id horas antes se 
agregó 1 pCi de 3HTDr por pozo. El grado de activación se 
dertermind midiendo la incorporación del material radiactivo, 
en un contado de centelleo liquido, los resultados son las 
medias de triplicados y están expresados en cuentas por minuto 
(c, p. m.). 	Todos los experimentos se realizaron por lo menos por 
triplicado. 



FIGURA 7,9. 
ESTIMULACION DE ESPLENOCITOS DE RATON NIH POR 

CONCANAVALINA A. 
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Se obtuvieron esplenocitos de dos ratones NIH de 11 grl  se 
cultivaron en placas de microcultivo de 90 pozos de fondo plano 
a una concentración de 200 mil cédulas por pozo en medio 
RPHI-1640 suplementado con B-2-mercaptoetanol, L-glutamina, 
penicilina y gentamicina y a diferentes concentraciones de SFB. 
Se agregó concanavalina A a 10 mg/ml. El cultivo se interrumpió 
a los cinco días. Dieciocho horas antes de terminar el cultivo 
se agregó 1 pCi de 3HTDr, la incorporación se determinó en un 
contador de centelleo liquido. Los resultados se encuentran 
expresados en C.P.H. 
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TABLA 7.2 
ESTIMULACION DE ESPLENOCITOS POR CONCANAVALINA A 

EFECTO DE DIFERENTES LOTES DE SFE. 

itAlüll 	1 )fl 

SUPO M. 10Z 
A 

D. E. 

13 

liEDIA D. P.. 

JIN CoN A 1303 /15 1331 1501 
CON A 10 ugial 129141 29082 134535 40923 

AUN 

S1K CON A 1641 314 1112 Hcil 
0011 A 10 ulial 251181 4Gr43 ¿9?141 89/33 

k A hl 1 

511E10 Al ái/, 

SIli CON A 14/0 318 3042 518 

Culi A 10 gol 1100/b b8339 77333 51086 

PPM* 

:‘,111 CON A 1313 595 &A Vil 

Culi A 10 0011 10t)// 1"173 52849 150134 

Se obtuvieron esplenocitos de dos ratones OH de 17 gr, se 
cultivaron en placas de microcultivo de 96 pozos de fondo piano 
a una concentración de 200 mil células por pozo en medio 
PPM-1640 suplementado con P-2-mercaptoetanol, L-glutamina, 
penicilina y gentamicina y a la concentracion de SFB que se 
indica en la tabla. Se agregó concanavalina A a 10 pg/ml. 	El 
cultivo se interrumpió a los cinco dias. Dieciocho horas antes 
de terminar el cultivo se agrego 1 pCi de 311TDr, 	la incorpora- 
ción se determinó en un contador de centelleo liquido. Los 
resultados se encuentran expresados en C.P.M. 
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7.2.2. Comparación de la incorporación de 3HTDr y el método 

colorimétrico utilizando MTT. 

Se ha descrito que la utilización del MTT es una alternativa 

para evaluar la activación de linfocitos, pues éste tiene la pro-

piedad de unirse a las proteínas de la cadena respiratoria de las 

mitocondrias en las células que presentan actividad metabólica 

formando un compuesto colorido, (83) lo que tiene la ventaja de no 

ser necesaria la utilización de 3HTDr que es un reactivo más caro y 

de manejo delicado. 

Se compararon ambas técnicas para decidir cual era la mejor a 

utilizar en los ensayos de estimulación antigeno especifica. 

Primeramente se trató de determinar el numero de células por 

pozo que el método del MTT es capáz de detectar, las figuran 

7, 10. A y 7.10.13 muestran un experimento ilustrativo donde se culti-

varon entre 40 mil y 400 mil células de timoma murino BW5147 en 

placas de 96 pozos durante 4 horas, al término de las cuales se 

agregó MTT, se incubaron 4 horas más y se determinó la densidad 

óptica a 450 y 490 nm. Se observa que existe una relación lineal 

entre el número de células y la densidad óptica, la diferencia con 

respecto al fondo comienza a ser importante a partir de 20 mil 

células por pozo. 

Habiendo establecido que mediante el MTT es posible determinar 

el número de células viables en microcultivo, se realizaron expe-

rimentos tratando de comparar esta técnica con la incorporación de 

3HTDr en los ensayos de estimulación por mitógeno. En las figuras 

7.11,A y 7.11.13 se presenta un experimento representativo, 

Se cultivaron 400, 200, 100 y 50 mil células por pozo en 

microplacas de 96 pozos de fondo redondo, adicionando concentra- 
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FIGURA 7,10.A. 
DETERMINACION DEL NUMERO DE CELULAS POI MTT. 
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Se cultivaron c6lulas BW5147 en cajas de microcultivo de 
25 cm2  en DHE suplementado con SPB al 10%, 13-2-mercaptoetanol, 
penicilina y gentamicina. Se cosecharon por centrifugación y se 
lavaron dos veces con HBSS. Se cultivaron diferente número de 
c6lulas en placas de 96 pozos de fondo redono en un volumen 
final de 200 pl, agregando 20 pl de una solución de 5 mg/m1 de 
MTT en }IBS durante 4 horas. Al final del cultivo se eliminaron 
100 pl y se remplazaron por dimetilsulfóxido, se incubaron 30 
minutos al final de los cuales se agitaron los pozos y se 
leyeron a 450 nm. 



FIGURA 7. 10. B.  
DETERMINACION DEL NUMERO DE CELULAS POR MTT. 
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Se cultivaron células BW5147 en cajas de microcultivo de 
25 cm2  en DME suplementado con SFB al 10Z, B-2-mercaptoetanol, 
penicilina y gentamicina. Se cosecharon por centrifugación y se 
lavaron dos veces con HDSS. Se cultivaron diferente número de 
células en placas de 96 pozos de fondo redoma en un volumen 
final de 200 pl, agregando 20 pl de una solución de 5 mg/ml de 
MTT en PDS durante 4 horas. Al final del cultivo se eliminaron 
100 pl y se remplazaron por dimetilsulfóxido, se incubaron 30 
minutos al final de los cuales se agitaron los pozos y se 
leyeron a 490 nm. 
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171GURA 7.11.A. 
ACTIVACION DE LINFOCITOS POR CONCANAVALINA 

DETERMINADA POR INCORPORACION DE 3HTDr. 

Un ratón NIH hembra de 18 gr se sacrificó por luxación 
cervical, se obtuvieron esplenocitos, se Usaron los eritrocitos 
con cloruro de amonio, y se cultivaron entre 50 y 400 mil 
células por pozo en placas de microcultivo de 93 pozos de fondo 
redondo en DME al 20 Y. de SI}, suplementado con penicilina, 
gentamicina y 13-2-mercaptoetanol. Se adicionó concanavalina A a 
10 pg/ml y se cultivó a 37 ,C, al SZ de CO2 en atmósfera húmeda 
durante 3 días, al final de los cuales se agregó 1 pe). de 3HTDr 
por pozo y se cultivó 18 horas más. La incorporación del mate-
rial radiactivo se determinó en un contador de centelleo líquio. 
Los resultados son las C, P. M. medias de triplicados. 



FIGURA 7,11, B, 
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Un ratón N111 hembra de t8 gr se sacrific¿, por luxación 
cervical, se obtuvieron esplenocitos, se Usaron los eritrocitos 
con cloruro de amonio, y se cultivaron entre 50 y 400 mil 
células por pozo en placas de microcultivo de 96 pozos de fondo 
redondo en DHE al 20 V. de SFD, suplementado con penicilina, 
gentamicina y p-2-mercaptoetano1. Se adicionó concanavalina A a 
10 pg/ml y se cultivó a 37 .C, al 	de Cú2 en atmósfera húmeda 
durante 3 días, al final de los cuales se agregaron 20 pl de una 
solución de 5 mg/mi de FITT en PEIS durante 4 horas. Al final del 
cultivo se eliminaron 100 1)1 y se remplazaron por dimetil- 
sulfóxido, 	se incubaron 30 minutos al final de los cuales se 
agitaron los pozos y se leyeron a 490 nm. 
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ciones entre O y 40 41t;/ml  de Con A, en un volumen final de 20(.1111, 

durante tres dilas. 	Se calcularon los coeficientes de correlación 

entre las dos técnicas, en cada una de las condiciones de estimula-

ción y se encontró que utilizando 4100 mil cédulas por pozo, fue de 

r=0.9478, de 0.9051 con 200 mil, de 0.6450 con 100 mil y de 0.7573 

con 50 mil (figura 7.11.C). Estos resultados se confirmaron en dos 

experimentos adicionales. Se concluyó que la correlación entre 

ambos métodos es buena cuando los sistemas de estimulación son muy 

eficientes, pero que el método de incorporación de 3HTDr tiene una 

mayor sensibilidad, por lo que solo se utilizó este último para los 

experimentos de estimulación antigeno específica. 

7.2.2. Estimulación de esplenocitos por lipopolinacárido. 

Ya que las muestras de porinas contienen hasta 0.01 X de LPS 

contaminante, para tener un testigo de estimulación por• este 

mitógeno, se evaluó la respuesta proliferativa que induce en esple- 

nocitos. 	En la tabla 7.3 se presenta un experimento donde culti- 

varon esplenocitos de un ratón /111-1 normal en presencia de 0.1 a ¿O 

pg de LPS de S. typhl 0901. Se observa que la concentración 

óptima de estimulación se encuentra en 5 pg/ml. 

7.2.4. Condiciones de cultivo de linfocitos T. 

Para evaluar la pureza de los linfocitos T obtenidos mediante 

una columna de nylon (135), se realizaron ensayos funcionales y de 

identificación fenotipica. 

Se realizó inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos de 

conejo contra gamaglobulinas de ratón y reveladas con un anticuerpo 



TABLA 7,3 
EST1HULACION DE ESPLENOC ITOS POR LIPOPOLISACARIDO 

DE Salmonella typhi 0901. 

WKWACKIN MIMA hE 
ugml 

u 	2217 	bbh 

1 1 5313 14619 21, 9 

1 13847 31358 30. ti 

112001 76005 46, 3 

10 111473 4391 fib, 

20 83263 11)535 34. 4 

Se obtuvieron esplenocitos de dos ratones NIH de 17 gr, se 
cultivaron en placas de microcultivo de 96 pozos de fondo plano 
a una concentración de 200 mil células por pozo en medio 
RPHI-1640 suplementado con H-2-mercaptoetanol, L-glutamina, 
penicilina y gentamicina y a diferentes concentraciones de SFB. 
Se agregaron diferentes concentraciones de LIS de 	typhi 
0901. El cultivo se interrumpió a los cinco días. 	Dieciocho 	horas 
antes de terminar el cultivo se agregó 	1 pCi de 3HTDr, 	la incorpo- 
ración se determinó en un contador de centelleo 	liquido. 	Los resul- 
tados se encuentran expresados en C.P,M. 



de cabra contra gamaglobulinas de conejo acoplado a fluoresceina, 

lo que nos permitió identificar a los linfocitos 13 contaminantes en 

las poblaciones no adherentes al nylon. Se detectaron alrededor del 

2i de células fluorescentes. 

La identificación funcional de los linfocitos T se realizó 

mediante ensayos de estimulación medante Con A o células 

alogénicas, en presencia o ausencia de células presentadoras de 

antígeno. 

En la tabla Y.4 y la figura 7.12 se presentan dos experimentos 

de estimulaeion de linfocitos T por Con A. Se purificaron linfoci-

tos T de ratón NIH normal y se utilizaron dos fuentes de células 

presentadoras de ant£geno: células autologas de exudado peritoneal 

o de bazo, tratadas con mitomicina C. 

Se observó que los linfocitos T, en ausencia de CPA se esti-

mulan pobremente en presencia de Con A; pero al adicionar al 

sistema éstas células la activación se incrementó de manera nota-

ble. 

Estos resultados fueron semejantes en los ensayos de estimu-

lación alogénica, En la tabla 7.5 y la figura 7.13 se presentan dos 

experimentos de estimulación por células alogénicas, tratadas con 

mitomicina C. Se concluyó que el método de purificación de linfoci-

tos T fue eficiente: 
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TABLA 7.4. 
ESTIMULACION DE LINFOCITOS T POR CONCANAVALINA A. 

Fl!iTE 7X,.1.4 111.-M4 C.E. 

CC,%C[1:11U1; 	i:J/Jviii.itJ4 

1 	 l' 

mELJA 	11.E. 	mEW, 

4 	109.q,i! 

l''.  

S.L. 	r¿[AA 	:,.E. r1.11111 LE. 
KG IINNL lb' ,.: 7"--  1,!'... P 6.:7, 7 	X11 .L.':., 	;'n i:,. 12.3 :9 :47 4 	(:-.. 
Eli-liO f 	mlIUM!CIU U 147 4.. ; h h4 :',T. 1  7'-., : 	967. icif-0 E :47 (;: 
liNFIAILIS 1 14:* 4,. :::,6 SY 3 	7157 2 67d ?) 	'.:b7 

, 	
?'- 1: 	447. 7 	1:7 

LINFOCI105 14„f..A 5 5j: 2 	irga ,1 	i.' '7. 	116 1b 590 B.. le 	:5'? K. 	1.,'.1  1.. 	*il -:, 	liba  

Se purificaron linfocitos T de células de ganglio de ratón 
NIH normal de LO semanas de edad, mediante una columna de nylon 
y se cultivaron 200 mil células por pozo en placas de microcul-
tivo de 96 pozos de fondo plano, adicionando diferentes concen-
traciones de concanavalina A y 50 mil células de bazo autólogas 
tratadas con mitomicina C como fuente de CNA. Se cultivaron a 
37.C, 5Z de CO2  y atmósfera húmeda durante cinco dias, i6 horas 
antes de terminar el cultivo se agregó 1 pCi de 3HTDr. La 
incorporación del material radiactivo se determinó en un conta-
dor de centelleo liquido. 



FIGURA 7.12. 
ESTIMULAC1ON DE LINFOCITOS T 10k CÚNCANAVAL1NA A. 
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Se purificaron linfocitos T de células de bazo de ratón N1H 
normal de 10 semanas de edad, mediante una columna de nylon y se 
cultivaron ¿00 mil células por pozo en placas de microcultivo de 96 
pozos de fondo plano, adicionando diferentes concentraciones de 
concanavalina A y células de exudado peritoneal 
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TABLA 7.5.  
ESTIMULACION DE LINFOCITOS T POR CELULAS ALOGENICAS. 

 

í.. 

1r_r:Y 1e1;7 

- 	'4' 
wjf 4 	C 	4411 

 

Se purificaron linfocitos T de cólulas de bazo de ratón 
NIH normal de 10 semanas de edad, mediante una columna de nylon 
y se cultivaron 200 mil células por pozo en placas de microcul-
tivo de 98 pozos de fondo plano, adicionando diferentes concen-
traciones de concanavalina A y células de bazo de otro ratón NIH 
tratadas con mitomicina C. Se cultivaron a 37.C, 5% de CO2 y 
atmósfera húmeda durante cinco días, 113 horas antes de terminar 
el cultivo se agregó 1 iCi de 3HTDr. La incorporación del 
material radiactivo se determinó en un contador de centelleo 
liquido. 
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FIGURA 7.13 
ESTIMULACION DE LINFOCITOS T POR CELULAS ALOGENICAS. 
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Se purificaron linfocitos T de un ratón HIH normal de 10 sema-
nas de edad, mediante una columna de nylon y se cultivaron 200 mil 
células por pozo en placas de microcultivo de 9ó pozos de fondo 
plano, adicionando diferentes concentraciones de concanavalina A y 
células de bazo de otro ratón NIH tratadas con mitomicina C. Se 
cultivaron a 37.C, 5% de CO2 y atmósfera húmeda durante cinco días, 
18 horas antes de terminar el cultivo se agregó 1 ve' de 3HTDr. La 
incorporación del material radiactivo se determinó en un contador 
de centelleo liquido. 

, s 



7.3. ENSAYOS ANTIGENO ESPECIFICOS. 

7.1 1. Ratones inmunizados con SaJmonella typhImurium 

Ya que Salmonella typhimurium es el agente causal de la 

salmonelosis marina, se trató de establecer el papel de las porinas 

en la generación de respuesta inmune celular en huesped natural. 

Para determinar si el sistema inmunológico del ratón es capaz 

de reconocer a las porinas en el contexto de la bacteria total y 

generar respuesta proliferativa, 	se inyectaron ratones Nill con 

Salmonella typhimurium inactivada con acetona, 50 000 bacterias 

por via intraperitoneal; 10 días después se obtuvieron células lin-

foides de bazo y ganglios linfáticos y se cultivaron en presencia 

de concentraciones entre 2 a 150 pg/ml de porinas de S. typhi, S. 

typhImurlum o E. coll. En las tablas 7.6 y 7.7 se presentan los 

resultados de un experimento representativo. 

La tabla 7.6 se refiere a la estimulación de esplenocitos. Se 

observa que la mejor respuesta se presenta cuando se agregaran 

alrededor de 50 pg/ml de antígeno, existe una reactividad cruzada 

importante y a concentraciones altas de antigeno existe estimula-

ción también en las células de los ratones testigos, probablemente 

debido al efecto del LPS contaminante en la las porinas. 

La tabla 1.7 presenta un experimento de estimulación de 

células de gánglios linfáticos. Los coeficientes de estimulación no 

muestran 	diferencias claras entre el ratón inmune y el testigo, 

excepto para la concentración de 50 pg/ml de antígeno. En otros 

tres experimentos realizados utilizando células de ganglios 

linfáticos se obtuvieron resultados semejantes, esto se debe proba-

blemente a que al extraer el tejido linfoide de diversas regiones 
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TABLA si, 6.. 

ESTMLACION DE ESPLENOCITOS POR PORINAS. 

INHUN1ZACION CON S. typhimurium 
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Se inmunizó un ratón NIH de 10 semanas de edad con Sal-
monella typhImurium, 50 000 bacterias inactivadae por acetona, 
por via intraperitoneal sin adyuvante, 7 días después se obtuvo 
el bazo y se cultivaron 200 000 células por pozo, adicionando 
diferentes concentraciones de porinas de Salmonella typh.imu-
PIUM, Saimonella typhi y Escherichia calar, se incluyeron como 
testigos células de ratones no inmunizados. El cultivo se sus-
pendió al quinto día, 18 horas antes de terminar éste se agregó 
,Ci de 3HTDr por pozo, la incorporación del material radiac-

tivo se determiné en un contador de centelleo. Los resultados 
estan expresados en cuentas por minuto. 
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TABLA 1.7 
ESTIMULACION DE LINFOCITOS POR POR1NAS. 

INMUNIZACION CON Saimenella typhJmurium 

^. 	 •••, 	,, " ,,,, • ,, • 

RAU-ir 
11 
	

, 	:,1. 

1 1 

k. 119 	: 	111' 

	

!,¡:',1 	4.. o:, 	.1111 

S, lyr,"Ilmur:J,I 

	

4" 	
1 .t: 	 9t7 

	

1,1:7 	,...., 	n..., 	1"...7:7'.! 	55' 	17.1 

	

... i-, 	,:l 	e.,-., 	14,-.-,7  

	

11..• 	 1.5 

:1  

	

1.1'. 	-,r. 	-..1 	237 	-:12 

	

, 	"._, 	l..11 	,7 	...1', 	:.4  
,„ 	

" "..." 	
— 

	

.1). 	
-, 	• 

	

.i.. 	11: 	14:.5, 	.„., 

	

,-.1.,4: 	.''.,'1 	:4,, 	,, 	t,„?..; 
,-,  

	

. • ..., 	 4¿..', 

'11 

''..',5!, 

:V17 

, ,, 
7. 	4  

1:',. 

1,',7 

141, 

1::117. 

.7,1t7 

1,1',  

ler 

'4: 

5 1,1 

e 	' 
• 

i 

a 
wei 4.: 

..„ 1.i E. 

E, 	110:1 

':F. 1.:4,2 :.9 -, 
,..- 1A.,1 

::z. ';: '..k, 192 ..t 
-t... 

1,, , t› ...5 

'.1.7  iii -, 

''::'n - t.J) 1.7 1-.'j, e,- 7. 1.6 1.1." 

• — 7,4 b::, 1-.1., i".',, 
1 1.11 'ft  1, !, 41,4 1  1.: 

Se Inmunizó un ratón de 10 semanas de edad con Salmo-
nella typhImurlum 50 000 bacterias inactivadas por acetona, 
por vía intraperitoneal sin adyuvante, 7 días despuhs se obtu- 
vieron los ganglios linfáticos 	se cultivaron 200 000 cálulas 
por pozo, adicionando diferentes concentraciones de porinas de 
Salmonella typhimurium, Salmonella typh1 y EscherIchia coll, 
se incluyeron como testigos c6lulas de ratones no inmunizados, 
Los 	resultados estan expresados en CPM promedio 1 la D. E. 
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del ratón se obtenga un fenómeno de dilución de las c6lulas 

antlgeno específicas activadas. 

7,3.2. 	Ratones Inmunizados con porinas de Saimonella typhl- 

Inuri 1.1111 

Para establecer si las porinas solubles conservan sus propied-

ades inmunogénicas, se inmunizaron ratones tITH con 100 pg de pori-

nas de S. typhimurlum en AUF en lus cojinetes plantares y 10 

días despus se obtuvieron linfocitos de bazo y ganglios linfáticos 

y se cultivaron en presencia de porinas de S. 	typhi,S. 	iyphimu- 

rJum y 1., crol.[. 

En las tablas 7.8, 7.9 y 7.10 se presentan los resultados de 

experimentos representativos. En la tabla 7.8 se presenta un ensayo 

donde se cultivaron esplenocitos. Se observa que los coeficientes 

de estimulación son altos para las tres cepas bacterianas; sin 

embargo, 	la estimulación eficiente con porinas de Salmonella 

typhimurium requirió mayor concentración de antígeno en los 

pozos. La reactividad cruzada es muy importante y las porinas de 

E. coli generaron los mayores indices de estimulación, 

En la tabla 7.9 se presenta otro experimento donde no existe 

una respuesta tan alta, pero se observa que la respuesta es mayor 

cuando se estimula con porinas de g. typhl a pesar de que los 

ratones fueron inmunizados con porinas de S. typhimurium. 

Hay reactividad cruzada importante con las porinas de E. col.; y 

fondos de estimulación muy altos en los ratones testigos, debido en 

parte a la actividad de LPS. 

En la tabla 7.10 se presenta un experimento donde se culti-

varon células de ganglios linfáticos. Los coeficientes de estimula- 



ción son muy pobres debido a que se presenta activación importante 

en el raton testigo y los indices de estimulación no fueron muy 

altos en el ratón inmune. Esta obsevación se repitió en varios 

experimentos y se debe en parte a la actividad del LPS contaminante 

en las preparaciones de los antígenos. Por otro lado, 	ya que se 

obtuvieron ganglios linfáticos de varias regiones del ratón es 

posible que la cantidad de linfocitos activados de manera 

especifica por el antígeno haya sido menor que cuado se obtuvieron 

de bazo, presentandose un fenómeno de dilución de la respuesta 

inmune. Por este motivo se dicidió utilizar esplenocitos en los 

siguientes modelos de activación. 

7.3.3. Ratonen inmunizados con PHE de Saimonella typhi. 

Ya que en el Laboratorio de Inmunoquimica se han realizado 

ensayos de inducción de protección a través de la administración de 

PME de S, typhi a ratones !lin (47), 	se decidió evaluar la 

respuesta inmune celular utilizando el mismo antígeno y esquema de 

inmunización de esos experimentos . De este modo, ratones NIII de 

aproximadamente 17 gr recibieron 30 ti g de PME de S. typhi en 

PDS, por vta intraperitoneal, los días cero y 15. El día 25 se 

obtuvieron esplenocitos y se cultivaron en presencia de 20 o 50 

mg/m1 de porinas de S. typhi, S. typhimurium y E. coi). 

En la tabla 7.11 se presenta un experimento representativo, 

como en los ensayos inmunizando con porinas de S. typhimurumn 

se observa que los mejores indices de estimulación se presentan al 

agregar porinas de S. 	typhi y E. coil, en tanto que las 

porinas de S. typhimurium generaron las respuestas menores. 
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TABLA 7.8 
ESTIMULACION DE ESPLENOCITOS POR PORINAS. 

INMUN1ZACION CON PORINAS DE Salmonella typhinor4nm 

IrrvIrT,  

Se inmunizó un ratón HM de 10 semanas de edad con porinas 
de Saimonella typhimurium, 100 pg en adyuvante completo, en 
los cojinetes plantares 7 dias después se obtuvo el bazo y se 
cultivaron 200 000 células por pozo, adicionando diferentes 
concentraciones de porinas de Salmonella typhimurium, Saimo-
neila typhl y Escherichia C01.4 se incluyeron como testigos 
células de ratones que recibieron ACF y SSF. El cultivo se 
suspendió al quinto dia, 18 horas antes de terminar éste se 
agregó 1 pCi de 3HTDr por pozo, la incorporación del material 
radiactivo se determinó en un contador de centelleo. Los resul-
tados catan expresados en cuentas por minuto. 
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TABLA 7.9. 
ESTIMULACIuN DE ESPLENuCITOS POR PORINAS, 

INKUNIZACION CON PORINAS DE Sainienel la iyphimurium 
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Se inmunizó un ratón NIH de 10 semanas de edad con porinas 
de Salmonella typhimur.nnn, 100 pg en adyuvante completo, en 
los cojinetes plantares 7 dices después se obtuvieron los gan-
glios linfáticos y se cultivaron 200 000 células por pozo, 
adicionando diferentes concentraciones de porinas de Salmo-
nella typhimurlum, Saimonella typhi y Escherichia coli, se 
incluyeron como testigos células de ratones que recibieron ACP y 
SSE. El cultivo se suspendió al quinto día, 	18 horas antes de 
terminar éste se agregó 1 pCi de 3HTDr por pozo, la incorpora-
ción del material radiactivo se determinó en un contador de 
centelleo. Los resultados estan expresados en cuentas por 
minuto. 
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TABLA 710. 
ESTIMULACION DE ESPLENOCITOS POR PORIRAS. 

INMUNIZACION CON l'ORINAS DE Saloonella typhimurlum 

P on, 	 T Ers :c.,ú 	C.E. 
'r1 ;, ;¿ 	 !).{. 	I.E. 

5.1 
S. 	1,4t 	t!• 

:....., :, 	1 ..• 9:i? .r.'4',' :. e ;..' 
1....2: :: 	'I ... ,1 I 	1.1';".  .1 .1 ' 	I.: 

".4•1 ,p.-- ;';'_re i.?.,.• iu-r, 

1. 	cok 

lur; 

1`:.1 

• 

147"; 

I••4 

U 
..e 	.. 

e 	. ,,.. 

„4 

!.)'". 	..7:i 

75e..• 

.......-,5 

y-É:, ... „. 
-. 

J.44.'• 
1 

P.Vi::.  

:!145 

í..-; 

--'4 

i 	•',5 

tr..7,1  

I4.! 
1'; 
7...1 

,”, •-4 	I 	. 

4P'b 

-.... 

.-r, 	• 
F. 0 

... 

1.i 

1.9 

...J  

......n 
+1 

4.;• 

'... 	'.1 

'.. 

• d .. 

:.6 

fr'.';' 

;.t?. 
9 
1 

Se inmunizó un ratón NIN de 10 semanas de edad con porinas 
de Salmonella typhimurimn 100 pg en adyuvante completo, en 
los cojinetes plantares 7 días después se obtuvieron los gan-
glios linfáticos y se cultivaron 200 000 células por pozo, 
adicionando diferentes concentraciones de porinas de Salmo-
nella typhimuriu" Salmonella typhi y Escherichia co14 se 
incluyeron como testigos células de ratones que recibieron ACF y 
SSF. El cultivo se suspendió al quinto día, 18 horas antes de 
terminar éste se agregó 1 pCi de 3HTDr por pozo, la incorpora-
ción del material radiactivo se determinó en un contador de 
centelleo. Los resultados estan expresados en cuentas por 
minuto. 
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TABLA 7.11 
ESTIMULACION DE LINFuCITUS POR POR 1 NAS. 

1NMUNIZACI011 CON PME DE SalmonelJa 
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Ratones N1H de 15 a 17 gr, hembras, fueron inmunizados con 
PME de S, typhi (9,12,(11V11 de acuerdo al protocolo 
siguiente; 	día cero 30 pg i. p. en TRIS pH 7.8 0.01 M. ; dia 15, 
misma dosis. Se extrajo el bazo el día 25, se cultivaron 200 mil 
células 	mononucleares en placas de 96 pozos en presencia de 
diferentes concentraciones de porinas de S. 	typhi, S, 	typhlinu- 
rium y E. Mi. El cultivo se interrumpió a los cinco dias, 18 
horas antes se agregó 1 pei de 3HTDr por pozo. La incorporación 
del material radiactivo se midió en un contador de centelleo. 
Los resultados están expresados en C.P.M. Se presenta la media y 
el error estandar de triplicados. 
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También se observa una reactividad cruzada importante entre los 

tres antigenos, aunque es notorio que la menor estimula- 

ción se presenta con las porinas,  de S. typhimurlum 

La concentración del SFB en el medio de cultivo influye poco 

en los indices de estimulación antígeno específicos, 	de manera 

diferente a lo que sucede en los modelos de activación por 

mitógenos (figura 7. 14). 

En las figuras 7.15.A y 7.15.1l se presenta el resultado de un 

experimento donde se siguió la magnitud de la respuesta de acuerdo 

a los días de cultivo, se observa la mayor,  estimulación a los cinco 

dias. 

En 	las figuras 7. 16. A y 7.16,B se presenta un experimento 

en el que se evaluó la estimulacion de esplenocitos hasta 75 dias 

después de la última inmunización. La magnitud de la respuesta 

proliferativa disminuye notablemente a los 45 días; sin embargo, 

se conserva aún 75 dias después de la inmunización. 

Ya que las porinas de S. typhimurlum estimularon pobre- 

mente a los linfocitos inmunes en cultivo, 	se realizó un ensayo 

para descartar que fuesen citotoxicas. Para ello, se cultivaron 

linfocitos en presencia de i0 o 50 pg/m1 de porinas y se cosecharon 

entre los dias cuatro y diez de cultivo, en una placa por duplicado 

se adicionó Con A a 10 pg/ml. En la tabla 7.12 se presentan los 

coeficientes de estimulación al cuarto dia de cultivo. Si bien el 

fondo de estimulación en las células inmunes es alto, 	se observa 

claramente una estimulación antigeno especifica; en la tabla 7.13 

se presentan los resultados de la activación al sexto dia de cul-

tivo, comparando los resultados habiendo agregado Con A tres días 

antes de terminar el experimento. Se observa que en el ratón inmune 



existe una estimular. ion adicional. La respuesta en los linfocitos 

estimulados con porinas de S. typhimurlum se restituye al nivel 

de la observada con las otras porinas, 1 que descarta su posible_ 

toxicidad. 

En las figuras 7. 1?. A y 7. 1?. 13 se puede observar ei comporta 

miento de los esplenocItos entre los 4 y 9 días de cultivo. 

Se realizaron experimentos con linfocitos T de ratones C571-sli 

inmunizados de la misma manera. La tabla 7. 111 presenta un expe-

rimento en el que se compara la estimulación de esplenocitos 

totales y de linfocitos T. Se observa que existe importante recti- 

vidad cruzada. 	Llama la atención que las porinas de E. coi' 

presentan los coeficiente de estimulaciOn más altos, 	En la tabla 

7.15 se presenta otro experimento en el que se trató la suspensión 

de células de bazo con un anticuerpo monoclonal contra Thyl (711 

para eliminar a linfocitos T, Se observa que la respuesta al 

antlgeno se abate casi por completo. 
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FIGURA 7. 14. 
ACTIVACION DE LINFOCITOS POR PORINAS. 

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE Sin). 

T-- EfíCIO DE LA CONCFNIRACION DE S.F.Q. 
100

i 	RAION INMUNE CON PMC 	 A MON "NE SIN PIE 

a NAION liSllGO CON PME 	I RAION lESTICO SIN AME 
904 

60j 

(ONCEHIRACiON DE S.f.h. 

Ratones HIN de 15 a 17 or, hembras, fueron inmunizados con 
PME de S. typhi (9,12,d,V1) de acuerdo al protocolo 
siguiente: día cero 30 pg i. p. en TRIS pH 7.8 0.01 K. dia 15, 
misma dosis. Se extrajo el bazo el dia 26, se cultivaron 200 mil 
células 	mononucleares en placas de 96 pozos en presencia de 
diferentes concentraciones de PIFIE de S. typhi, y diferentes 
concentraciones de SPB, el cultivo se interrumpió a los cinco 
dieta, 18 horas antes se agregó 1 pel de 31-1TDr por pozo. La 
incorporación del material radiactivo se midió en un contador de 
centelleo. Los resultados están expresados en C.P.M. 



150., 

109. 

:yé  

FIGURA 7.15.A 
ESTIMULAU11 11 DI LSPLEtlOCI'1'0 F0L P01 INAL; 

SEUUN D1AS DE CULTIVú. 
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Ratones MIH de 15 a 17 gr, hembras, fueron inmunizados con 
PME 	de 	5. 	typhi 	(9, 12,d, Vi) de acuerdo al protocolo 
siguiente: tila cero 30 pg 1. p. en TRIS pH 7.8 0.01 M.; 	dia 15, 
misma dosis. 	Se extrajo el bazo el dla as, se cultivaron 200 mil 
células mononucleares en placas de 96 pozos en presencia de 
diferentes concentraciones de porinas de S, typhi, S. typhimu- 
Plum y E. cola. El cultivo se interrumpió entre N y 7 días, 	18 
horas antes se agrego 1 pCi de 3HTDr por pozo. La incorporación 
del material radiactivo se midió en un contador de centelleo. 
Los resultados están expresados en C.P.M. 
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FIGURA 7, 15, B 
ESTIMULACION DE ESPLENC)C1Tú PCR PORINAS 

2EGUN D1AS DE CULTIVO. 

INHUNIZACION CON PI4E DE Salmonelia typhl. 
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Ratones HUI de 15 a 17 gr, hembras, fueron inmunizados con 
PME de S. 	typhi (9, 12,d,%/1) 	de 	acuerdo 	al 	protocolo 
siguiente: 	dla cero 30 p 	i. p. en TRIS pH 7.t5 0.01 H.; dia lb, 
misma dosis. Se extrajo el bazo el dia. 25, se cultivaron 200 mil 
células 	mononucleares en placas de 96 pozos en presencia de 
diferentes concentraciones de porinas de 2. 	typhi, 	typhimu- 
rium y E. con. El cultivo se interrumpió entre 4 y 7 Bias, 18 
horas antes se agregó 1 pCi de 3HTDr por pozo. La incorporación 
del material radiactivo se midió en un contador de centelleo. 
Los resultados están expresados en C.P.M. 
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FIGURA 7, 16, A. 
ACTIVAC1ON DE ESPLENOCITOS POR POR 1 HAS SEWill EL 

TIEMPO POSTERIOR A LA ULTIMA INMUN1Y.Aulull. 

RATONES INMUNES. 

j. PON1114% 14. S. olphi 
d mimos DF S. 1uphimilviAm 

PUMAS 1)l 	culi 

D'AS DESPMES DE INMUNIZAR CON HE DE 5, 

Ratones H11-1 de 15 a 17 gr, hembras, 	fueron inmunizados con 
PME de S. typhl 19,12,d,VII de acuerdo al protocolo 
siguiente: dia cero 30 1JI yi.p. en TRIS pH 7.8 0.01 M. ; 	dia 15, 
misma dosis. 	Se extrajeron los bazos ente el d'a 25 y el 45, se 
cultivaron 200 mil células mononucleares en placas de 96 pozos 
en presencia de diferentes concentraciones de porinas de .5% 
typhi, S. typhimurium y E. coll. El cultivo se interrumpió a 
los cinco dial, 	18 horas antes se agrego 1 pe' de 3HTUr por 
pozo. La incorporación del material radiactivo se midió en un 
contador de centellee. Los resultados están expresados en C.P.M. 
Se presenta la media y la desviación estandar de triplicados. 
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FIGURA 7.16.1 
ACTIVALIoN DE ESPLENOCITOS POR POR1NAS SEGUN EL 

TIEMPO POSTERIOR A LA ULTIMA I NMUN I ZAC ION. 
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DIAS DESPUE5 DE INIMIZAR COU RE DE S. TYPHI 

Ratones N1H de 15 a 17 gr, hembras, fueron inmunizados con 
PME 	de 	S, 	typhi 	(9,12, d, Vi.) de acuerdo al protocolo 
siguiente: dla cero 30 pg i. p. en TRIS pH 7.8 0.01 M.; dia 15, 
misma dosis. Se extrajeron los bazos ente el d .ta 25 y el 45, se 
cultivaron 200 mil células mononucleares en placas de 91 pozos 
en presencia de diferentes concentraciones de porinas de S. 
typha, 8. typhimurium y E. cola. El cultivo se interrumpió a 
los cinco dias, 18 horas antes se agregó l ¡Jet de 3HTDr por 
pozo. La incorporación del material radiactivo se midió en un 
contador de centelleo. Los resultados están expresados en C.P. M. 
Se presenta la media y la desviación estandar de triplicados. 



TABLA 7, 12 
EST1MULACIOU DE WFLEUOCITOS Füh PORINA. 

	

itiMb 	1 111,9 

KEbI A 	IE. 	hailA 

CFIlLem 	55,:o 

cup(AtutioM ntik MB 

Cut( A a Wall 	Vítilu 	15(.1 

KM1M 20 uol 

lyilucenua 1000 3Uila 

1 (01 	whoo 	1&I 

E. mi 	1r.b721 	aXib 

PulkA (.0 uzial 

	

tyguitunni 115M 	ri249 	ItS6 	45v 

int' 	Mni 	Wiut 	t99b1 	Hbri 

oh 	9A,11 	12873 	 3711 

Ratones 111H de 15 a 17 r_. r,, hembras, 	fueron inmunizados con 
PME 	de 	S. 	typhi (9, 12, d: Vi) de acuerdo al protocolo 
siguiente: dia cero 30 lit 1. p. en TRIS p11 7. 6 0. 01 M. ; 	di.a 	15, 
misma dosis. 	Se extrajo el bazo el dia 25, se cultivaron 200 mil 
células mononuc 1 eares en placas de 96 pozos en presencia de 
diferentes concentraciones de porinas de S. 	typhi, S. typhi-
murium y E. col 1. El cultivo se interrumpió a los ochos dias, 
18 horas antes se agrego 1 pei de 31-1TDr por pozo. La incorpora-
ción del material radiactivo se midió en un contador de cente- 
lleo. 	Los resultados es tan expresados en C. P. M. Se presenta la 
media y la desviación es tandar de triplicados. A una placa 
testigo, 	conteniendo las células del mismo raton, se le agregó 
10 ugimi de concanaval ina A tres días antes de interrumpir el 
cultivo. 
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TABLA 7.13. 
ESTIMULACION DE ESPLENOCITOS POR POR1NAS. 

EFECTO DE LA AD1CION DE CONCANAVALINA A. 

EStiMuL0 

14EbIA E. j, :.E. 

M;,5 

rEDIH 	E. 	. I.é, 

i-AJ,?¡ 

é, s. I.E. 
C(3/.1_1044LI/3 r4 A 

ME:IA 	E.3. 	I.E. 
,N,1%11 

SIN 

eGN i 
CW4 
UN A 

IELULAS 501.J.5 131.3:? 1648 14e ft.46 
CiA 4 19 ails1 106150 1:.0 1//.2 1é0. 11r-,9 :94,0 4V.9 9.2 9.4 
CIN A 29 u(4,101 16Z„77„ :9.1 I.YZ9 14.: t'I''.151 

21.kovoll 
5. 	typhi ::.4 4.1 1. 
b. 	typhisurtul 4J:L9E,4 1.4 :J ,14: 4.1 I.: 
E. 	Cdt 5i4u /-„t I." ::5' :.? 1.: 

5. 	toni 11:»So 1/154 !2¿,  J. ICW?: 

S. tychimarm 
E. 	zu:i t;,164 b`..1? 1. 	. 

Ratones NIH de 15 a 17 gr, hembras, fueron inmunizados con 
PME de S. typhi (9,12,d:Vil de acuerdo al protocolo 
siguiente: 	dia cero 30 pg 1.p. en TRIS pH 7.8 0.01 M.; cita 15, 
misma dosis. Se extrajo el bazo el dia L..?5, se cultivaron 200 mil 
células mononucleares en placas de 9ó pozos en presencia de 
diferentes concentraciones de porinas de S. 	typhi, S. 	typhl- 
murlum y E. 	C011, El cultivo se Interrumpió a los siete dias, 
18 horas antes se agregó 1 pe' de 3HTDr por pozo. La incorpora-
ción del material radiactivo se midió en un contador de cente-
lleo. Los resultados estan expresados en C.P.M. Se presenta la 
media y el error estandar de triplicados. A una placa testigo, 
conteniendo las células del mismo raton, se le agregó 10 mg/m1 
de concanavalina A tres dias antes de interrumpir el cultivo. 



TABLA 7. 14 
ESTIMULACION DE ESPLEUCCITOS POI POR INAS. 

MEDIA 	D.11 	MEDIA 	E. 

CELULA.5 A.As 	033 	338 	295 	154 

COK A 10 upa! 	13310 	h481 	10415 	1152 

ea A 20 401 	9130 	4439 	7195 	1103 

l'0111/3 20 uta 

urphiuurtua 40110 9239 420 824 

5, hito 	32637 	19950 	5912 	3555  

E, con 	¿CM 	1609 	15103 	4122 

tül11111,5 20 401 

S. typhninua 	5t155 	110á0 	023 	4W2 

trpht 	I9IG1 	 fato 	¿o¿b 

E. coll 	39906 	9351 	11410 	346 

Ratones N1H de 15 a 17 gr, hembras, fueron inmunizados con 
PHE de S. typhi (9,12,d:V1) de acuerdo al protocolo 
siguiente: 	dia cero 30 pg 1, p. en TRIS pH 7.8 0.01 M. ; dla 15, 
misma dosis. Se extrajo el bazo el dia 25, se cultivaron 200 mil 
células mononucleares en placas de 95  pozos en presencia de 
diferentes concentraciones de porinas de 	t 	, S. 	t yph - 

mu rium y R. L'oh. Cl cultivo se interrumpió a los nueve dias, 

18 horas antes se agregó 1 pCi de 3HTlir por pozo. La incorpora- 
ción del material radiactivo se 	 en un contador de cente- 
lleo. Los resultados estan expresados en C.P.M. 	Se presenta la 
media y la desviación estandar de triplicados. A una placa 
testigo, conteniendo las células del mismo raton, 	se le agregó 

10 ud/ml de concanavalina A tres días antes de interrumpir el 
cultivo. 
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FIGURA 7.17.A. 
ESTIMULACION DE ESPLENCWITOS POR PORINAS. 
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FIGURA 7. 17. 13. 

ESTIMULACION DE ESPLENOCITOS POR l'ORINAS. 
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TABLA 7,15 
ESTIMULACJON DE LINFOCITO:3 't FON ',ORINAS. 

ESTIMULO 
MEDIA 

RATON INMUNE 
D.E. 	I.E. MEDIA 

RATON TESTIGO 
D.E. 	I.E. C.F. 

ESPLENOC1TOS 3678 4106 2718 3236 
PORINAS 
Sayntu 6055 1164 1.6 756 414 0.'3 5.9 
S.typhimurium 2616 1453 0.7 725 369 0.3 2.7 
E.colt 11958 7655 3.3 2526 1659 0.9 3.5 

LINFOCITOS 1 508 399 300 106 
LINFOCITOS 1 MAS CON A 1A40 3258 21.3 10356 1021 34.5 0.6 
11 MAS CON A MAS EPA 18303 4111 36.2 37750 7677 125.8 0.1 
Ll MAS IPS MAS CPA 1133 1482 2.2 228 33 0.6 2.9 

1T MAS POR1NAS 
Sayphi 6523 1655 12.8 526 466 1.8 7.3 
S.typhimurium 7755 2801 15.3 1003 732 3.3 4.6 
E.col i 6053 3963 15.9 130 43 0.4 36.6 

Se obtuvieron linfocitos T de bazo de ratón C57131/6 inmunizado 
con PME de 	typhi mediante columnas de nylon y se-  cultivaron 

en presencia de CPA ( células singénicas de exudado peritoneal 

tratadas con mitomicina C) y de porinas solubesl de S. 	t.yphi 

en placas de microcultivo de 9i3 pozos de fondo redondo durante 

cinco días, 	113 horas antes de terminar el cultivo se agregÓ 1 	pCi 

de 3HTDr. La incorporación del material radiactivo se determinó en 
un contador de centelleo liquido. 
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TABLA 7.16 
EFECTu DE LA ELIMII&ACIOU DE LIAIVIJCITuS T EIl LA 

WTIMULACION POR PURIMAS. 

ESTIMULO 
MEDIA 

IIATON INMUNE 
D.E. 	1.E. MEDIA 

hATON TESTIGO 
D.E. 	1.E. C.E. 

CPA 2446 248 976 405 
CPA MAS COMA 5602 512 2.3 3306 112 3.4 0.7 
CPA MAS LPS 4261 527 1.7 270 152 0.3 6.1 
LT 2407 193 1963 307 
LT MAS CPA MAS CONA 63576 21526 26.4 29375 9570 15.0 1.9 
LT MAS CPA MAS LPS 5410 352 2.3 7506 685 3.8 0.6 

LT MAS CPA MAS PORINAS 
S.typtu 66571 11882 27.7 8080 605 4.1 6.7 

RESPUESTA AL ELIMINAR LINFOCITOS T 
CELULAS SOLAS 4513 505 435 205 
CELULAS MAS CON A 4241 221 0.9 890 99 2.0 0.5 
CELULAS MAS LPS 3973 157 0.9 760 476 1.7 0.5 
CELMAS MAS MINAS DE S. typhi 3565 455 0,0 1061 51 2.4 0.3 

Esplenocitos de ratón C57131/6 inmunizados con PME de 

typhl se trataron con una mezcla de anticuerpos monoclonales 
contra Thyl, L3T11. y Lyt2 y complemento de cobayo, durante 30 minu-
tos. Las células viables se cultivaron en presencia de de porinas 
de S. typhl en DHE al ik». de SPE3 suplementado con antibióticos 
y 13-2-mercaptoetanol, durante cinco dias en un volumen de 200 pl en 
placas de microcultivo de 96 pozos de fondo plano, durante cinco 

dias, la horas antes de terminar el cultivo se agregó 1 pCi de 
311TDr. La incorporación del material radiactivo se determinó en un 
contador de centelleo liquido. 



7.3.4. Efecto del lipopolisacárido. 

Ya que se observó que en todos los modelos experimentales 

existía una estimulación tanto en los ratones inmunes corno en los 

testigos, que no se podía atribuir al antigeno, se decidió tratar 

de eliminar el efecto del LPS en los CUItIVOS de esplenocitos. 

La 	polimixIna 13 (pol B) tiene la propiedad de ad sorber al LPS 

y evitar que se presente sus efectos biológicos in vitro; sin 

embargo, es muy tóxica y tiene limites de seguridad muy estrechos. 

Por esto, se determinó primeramente la concentración máxima no 

tóxica en cultivo. 

Se cultivaron esplenocitos de ratón NIU con Con A a una con-

centración de 10 1,g/m1 y pol B entre 2.5 y 200 pg/ml. En la figura 

7.18 se presentan los resultados de un experimento representativo. 

Se observa que a partir de los 16 pg/m1 la pol B afecta notable-

mente la activación de los esplenocitos por el mitógeno. por lo que 

se decidió utilizarla a 5 pe/mi en todos los ensayos posteriores. 

En la figura 7.19 se presenta un ensayo de estimulación de 

esplenocitos con diversas combinaciones de los mitógenos. Cuando se 

cultivaron los esplenocitos en presencia de Con A a 10pg/m1 y poli-

mixina 13 a 5 pg/inl no se observo efecto citotóxico, tampoco al 

cultivarlos con LPS, pol D y Con A. Los linfocitos cultivados en 

presencia solo de LPS se activan, aunque no en la misma magnitud 

que con la Con A; en los linfocitos que fueron cultivados en pre-

sencia de LPS más pol 13, la respuesta proliferativa disminuye nota-

blemente, si bien no se abate completamente. 

Con estos resultados se concluye que es posible eliminar de 

manera parcial el efecto mitogenico del LPS en cultivo. 

Una vez determinada la dosis óptima de pol 13 se realizaron 
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FIGURA 7, 18 • 
DETEEMIHACUM DE LA DC.)3; c)FT1MA DE PúLIHIXINA B. 
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..1e obtuvieron esplenocites de raton NIH normal y se culti-
varon ¿I00 mil cIL.tlulas en por pozo en placas de 96 pozos de -fondo 
redondo en I)HI al 10 7. 'le SFB, 	suplementado con antibioticos y 
0-¿-mercaptoetanol y 	adicionando 10 pg/ml de concanavalina A y 
diferentes concentraciones de poiimixina B. 	El cultivo se inte- 
rrumpiO a los cinco dias, 	te horas antes se adicionO 1 pe." de 
'31-1TDr, la incorporaciOn del material radiactivo se determino en un 
contador de centelleo liquido. Los resultados se encuentran expre-
sados en C.P.M. 
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FIGURA ?,19 
EFECTO DE LA POLIMIXINA B SOBRE LA ESTIMULACION 

POR DIVERSOS MITIMENuS. 
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Se cultivaron esplenocitos de ratón HIN normal en presencia de 
diversas combinaciones de mitógenos 11-PS o Con Al con polimixina B. 
Se utilizó DME al 1°Y. suplementado con antibióticos y 
0-2-mercaptoetanol en placas de microcultivo de 96 pozos de fondo 
plano en un volumen final de 200 pl, durante 5 dias, 18 horas antes 
de terminar el cultivo se adicionó 1iCi de 3HTDr, la incorporación 
del material radiactivo se determinó en un contador de centelleo 
liquido. Los resultados están expresados en C.P.M. 
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TABLA 7, 1? 
EFECT1:.4 DE LA E'CILI1.1IX11.1- A 	.:',4i1.JKL LA EST1MULACI4Al [j. 

ESPLEllúClTC,S 1)k P4AIMAI::.. 

%%%%%% 

NTIMULO 	MEDIA 
RATON INMUNE 

E.S. 	I.E. 
RATON TESTIGO 

MEDIA 	E.S. 	I.E. 
NNYNN.h.. 

C.E. 
N41.1~ 

CEIUIPS SOLAS 3765 76.0 - 2083 413.3 
CONCANAVAI1NA A 292976 14340.0 77.4 224900 20108.0 106.0 0.7 
LIPOPOLISACARIDO 92925 5669.0 24.6 21872 310.7 10.5 2.3 
POR INAS 
S. 	typhi 15615 1439.3 4.1 6475 1543.7 3.1 1.3 
S. 	typhimurion 12825 1919.7 3.4 2097 65.3 1.0 3.4 
E. 	coli 21958 774.0 5.8 3252 335.7 1.6 3.? 
POIRINAS4 LRS 
S. 	typhi 106664 2801.7 28.2 18260 2972.7 6.6 3.2 

SI 	typhiourium 93264 7742.3 24.6 16928 2899,7 6.1 3.0 
E. 	coli 105621 2907.0 27.9 94113 1243.3 4.5 6.2 
PORINA5+IPSW01 
S. 	typhi 43068 5144.3 11.4 10557 398,3 5.1 2.2 
S. typhimuriul 15613 4615.7 4.1 1430 37.0 0.7 6.0 
E. 	coli 24987 3617.0 6.6 494/ 475.3 2.4 2.8 
POMAS-4'01 
S. 	typhi 44517 7106.7 11.13 9940 159.0 4.6 2.5 
S. typhieurium 11833 2079.7 3.1 2243 117.7 1,1 2,9 
E. coli 11061 527.7 2.9 3638 60.7 1.7 1.7 
%%N% %%%%%%%%%% 	%%%%% 

Un 	ratOn 	111 hembra de 1 	r-; r .a1111:i "Js' 1.li,;  1 111111111.1 	 con 	?Ml: 	de 
S. 	t yphi. 	301ic en TI 1. i u. 1:1 I1.I por v1_ a Intraperlt neal „s I o 
dias recibió una secunda dosis y mes y medio despues se obtuvieren 
esplenocitos; los cuales se cultivaren en placas de microcultivo de 
915 pozos, i.:GO mil células por pozo en presencia de 	9g/mi de 
porinas y adicionando 51ic/m1 de polimixina B. Se incluyen como 
testigos pozos con LPS 	typhi U 9o1 extraído por el iw=itodo 
de Fenol-agua, y pozos -Jon concanavalina A, 10 1► c,m1. El cultive se 
interrumpió a los cuatro dias. Id horas antes se acrece un hiel de 
3HTDr. La incorporación del material radiactivo se determine en un 
contador de centelleo liquido. Los resultados ae encuentran expre- 
sados en 	cuentas por minuto. Se calculó la media y el error 
estandar de triplicados. 



1011 

ensayos adicionándolo al sistema de estimulación por porinas. 

La tabla 1.17 presenta un experimento donde se cultivaron espleno-

citos de ratón NIM inmunizado con PME de 2.typhi con porinas 

solubles, porinas mas LPS, porinas mas LPS y poi 13 o porinas mas 

poi B. 	La pol 13 elimina el efecto del LPS adicionado al cultivo y 

no se observa efecto en los pozos donde cultivó en presencia de 

porinas. 	Por lo que se concluye que la activación que se observa 

en los ensayos se debe a las porinas y no al efecto del LPS. 

7.3.4. Ensayos en papel de nitrocelulosa. 

a) PME de Salmonella typhl. 

Una vez que se determinó que las porinas generan respuesta 

inmune celular especifica, se decidió localizar el sitio donde se 

encuentran los determinantes antigénicos. 

El procedimiento de puriíicación de porinas que se utiliza en 

el Laboratorio de lnmunoquimica aún no permite la obtención de 

cantidades ilimitadas de estas proteinas. Por tanto se buscó un 

método que permitiera la identificación de los péptidos responsa-

bles de inducir inmunidad celular utilizando la menor cantidad de 

antígeno. El procedimiento consiste en la separación de las pro-

tervas por SUS-PACE, su transferencia papel de nitrocelulosa y la 

adición de este al cultivo de linfocitos inmunes. 

Primeramente se evaluó el efecto del papel de nitrocelulosa y 

de los colorantes utilizados para localizar las bandas protéicas, 

en los ensayos de activación. Pues ambos pudiesen tener efecto 

tóxico o mitogenico. 
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Para ello, se inmunizaron ratones N1H con 30 pg de PME de 

S. 	typhi los dias 0 y 7 1. p, se sacrificaron el dia 14 y se 

cultivaron los esplenocitos en presencia de suspensiones de 

papel de nitrocelulosa a las que previamente se les habla agregado 

PME. Como testigos se incluyeron: papel de nitrocelulosa solo o con 

PME teñido con rojo de Ponceau y lavado con PBS-Tween j10 al O. 1Z. 

Las figuras 7.20.A y 7.20.13 presentan un experimento represen-

tativo. Se observa que tanto para el ratón testigo como para el 

inmune, 	el papel de nitrocelulosa sin antigeno genera respuesta 

mitogénica, pero es posible diferenciar claramente la estimulación 

especifica por el antigeno. El rojo de Ponceau no tiene efecto 

citotóxico; por el contrario, el papel teñido y lavado generó mayor 

respuesta que el papel que solo contenta a las PME. 

b) PME DE S. typhi separadas por SDS-PAaE. 

Una vez que se determino que es posible observar la activación 

cuando el antigeno se adiciona en papel de nitrocelulosa, se trató 

de observar cuál de las PME induce melor respuesta inmunológica. 

Para ello, se inmunizaron ratones N1U de la manera descrita 

y las células linfoides se cultivaron en presencia de papel solo, 

papel de nitrocelulosa con las PME obtenidas de la separaciOn elec-

troforética y con porinas solubles de S. typhi. 

En la figura 7.21 se presenta el resultado de un experimento 

en el que se cultivaron esplenocitos en presencia de dos bandas, la 

designada como A corresponde a las porinas y la 13 a otras proteínas 

con menor peso molecular. Llama la atención que la banda B apa-

rentemente tiene actividad mitogéniea, estos resultados se repi-

tieron en varios experimentos, 
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FIGURA 7.20, A. 
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Se inmunizaron ratones 111111 con Ut 14 de 1-t'U de S. typhi 
los dias u y 7 1.p, 	e sacriicaron el dia 14. :Jr-2 cultivaron -,,-10ú mii 
esplenocitos en placa de microcultivo de 9u pozos en presencia de 
suspeniones de papel de nitrocelulosa solo, papel de nitrocelulosa 
con HIE y papel de nitrocelulosa con PME teáido con rojo de Ponceau 
y lavado con Plk'j-Tween 21)  al ú. 	El cultivo se InterrumptO 
días y 18 horas antes se adicionaron por pozo 1p1.;1 de 3HTDr cuya 
incorporac ion se midio en un contador de centelleo liquido. Lo 
resultados están expre.-Jados en cuenta:, por minuto y 	presenta la 
media de triplica.-los. 
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FIGURA 'I. 20. B. 
E..TIMULAClull LIE EJPI,EUC/Cil 	h 	PHI: L'1 .5almonvIla 

typh,, EN PAPEL DE llíTktELULA 

RAT,A TETD,i1). 

DE SALMONELLA 	EM PAPEL DE NITROCELULOSA 

t.; PME 	 G PME110,10 DE PONCFAU 

1 PAPEL DE NITROCELULOSA 

RATON TESTIGO 

inmunizaron ratones 11111 con 	14=.; de PME de 

typim los días 	y i i. p, se acrlicaron el 	día 14. 	c:ulti- 
varon ,.4".,1) mil esplenomos en placas de micro,:- ultivo de 	pozo 
'n presencia de :_uspeniones de papel de nitrocelulosa 
papel de nitroceluloa con 1ME y papel de nitroeitilosa con PME 
tenido con rojo 4e Fonceau y lavado con P152, -Tweengel al 	k:).1>.. 	El 
cultivo se interrumpiO 	5 días y U?,  horas antez se adi(ionaron 
por pozo iwei de 41Tür cuya incorporacion se- midi¿.,  en 	un 

contador 	centelleo 	liquido. 	Los resuital,Its-están expre:1a4o 
en cuentas por minuto y se presenta la media de triplicados. 
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FIGURA 'I. 2 1. 

IMULAClóll 	LE 	FC 1 	DL 	:jaimanolia 	t yphi 

EPA1ADA.i; 	,...-11):.1;-FACiE Y 11RAW.J1ERIDA2, A PAPEL DE 111TR_,CELUD:),A. 

50 

mononucleares de ratones NIH inmunizados con PME 
de 	typhi, se ,:lltivaron en presencia de papel de 
nitrocelulosa con las PME d 	typhi obtenidas de la sepa- 
racion - electrofortica, durante cinco dlas y 1 	horas antes 	de 
terminarlo se adiciono 1 1)121 /pozo 1  3HTDr, la incorporacion del 
material radiactivo se midiO en un contador de centelleo 1  
Las PME de S, 	typhi se separaron por SDS-PAGE y se transfi- 
rieron a papel de nitrocelulosa. Para comprobar el corrimento elec-
trofortico 3e cort6 una porcion del eüt y se tino con azul de 
Coomassie. 1-ara observar las bandas proteicas transteridas se tlw., 
el papel con rojo de Ponceau y se lavo con FWJ-Tween ¿O al 
trato cada banda de papel como se describe en los metodos. 	Los 
resultados e.,z,tan expresados en C.F.1.1, 
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c) Péptidos de porinas de Salmonella typhi. 

Para tratar de localizar las porciones inmunodominates en las 

porinas, los póptidos digeridos por Brat se corrieron por SDS-PAGE 

y se transfirieron a nitrocelulosa, las regiones conteniendo los 

péptidos fueron tratadas como se ha descrito y se probaron en 

ensayos de activación de linfocitos. 

En la tabla 7.18 se presenta el resultado de un experimento 

de un ratón inmunizado con PME de S. typhi de acuerdo al 

esquema descrito, se observa que el péptido de 115 I:Da genera la 

mayor activación de linfocilos. 

DETERM1NAC1ON DE ANTICUERPOS. 

Para comparar la respuesta inmune humoral respecto a la celu-

lar se decidió determinarel nivel de anticuerpos contra porinas en 

los ratones que se analizaron en los modelos de activación de lin-

focitos. 

En la figura 7. 22. A y 7,22.13 se presentan la determinación de 

anticuerpos contra porinas por ELISA en un ratón C57B1/6 inmunizado 

con PME de S. 	typhi. 	En las figuran 7. 23. A y 7.23.D se 

presentan los resultados de un raton BALB/c inmune y otro testigo, 

respectivamente. Se observa que la respuesta de anticuerpos a las 

porinas de S.typh.1 es buena en ambas cepas de ratones, hay 

reactividad cruzada importante en la respuesta a E. co/i. Los 

ratones BALB/c no presentaron reactividad cruzada importante cuando 

se cultivaron en presencia de porinas de S. typhinuriuni Estos 

resultados se repitieron en varios experimentos realizados y son 
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consistentes con los modelos de activación n v.:ira de linfoci-

tos. 

Estos resultados sugieren que existe una relación entre las 

caracteristic-as genéticas del raton y la magnitud de respuesta a 

las porinas, tanto en la rama efectora humoral como la celular, y 

derivó hacia un estudio mas detallado de este aspecto, motivo de 

otro trabajo del laboratorio (74). 
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TABLA 7.18 
ESTIMULACION DE 1-1ONFOC1TOS FOR PEPT1DOS DE POR1NAS 

DE Salmonella tYphl EN PAPEL DE NITROCELULOSA. 

MIMO 

MEDIA 

RADA INMUNE 

D.E. 
N•N"hoN/Y....",  

I,E, 

RATON TESTIGO 

MEDIA 	D.E. I,E. 
Y".~.."" 

C.C. 
"'"""" 

CELULAS MAS 493 64 313 93 

HORMAS 5010LES 9253 2140 18.77 867 71 2.77 6.78 

PAPEL NIMUCELUIOSA 770 204 1.56 400 23 1.28 1.22 

PEPTIDO 29 7408 1279 15.03 490 59 1.53 9.80 

PEPT100 19 6/97 605 13.79 127 49 0.41 33.98 

FEPTIDO 16 15007 2974 30.44 528 19 1.69 18.05 

FEPTIDO 9 7776 1002 15.78 937 358 2.99 5.27 

Se obtuvieron esplenocitos de ratones inmunizados con PME 
de S. typhi y se cultivaron en presencia de suspensiones de 
papel solo*  papel de nitrocelulosa con los diferentes péptidos 
obtenidos de la separación electroforética, con porinas solubles 
de 	typhl y con Con A. El cultivo fue suspendido al quinto 
dia y 18 horas antes, se colocaron 1 pCi/pozo de 3HTDr, cuya 
incorporación fue determinada en un contador de centelleo 
liquido, Los resultados están expresados en cuentas por minuto, 
dando la media y la desviación estándar de los triplicados, 
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FIGURA 7.22. A. 
DETERMINACIÓN DE ANTIC1JERPO:3 CONTRA PURINAS 

RATON C5715 1 / 1.) INMUNE. 

_ . 

pflio L5101 ,61M11UNI2AD11 	 Ot S. typhi 

A POHIHIIS S. typhonurium 

PORINAS 14. S.typhi PUMAS DI Lcolt 
.@/5. 

15, 
1 

 

• .G25 

\ u  

.5, 

.3/5 

S 	25: 
• 

7 

1.25 	1.5 	1./5 	2 	2.25 	2.5 	2./5 

10(Ak11119 Uh Lo 011.1)G1OU 

Ratones C57131/6 de 15 a 17 gr, hembras, fueron inmunizados 
con PME de S. 	typhi (9.12,d:V1) de acuerdo al protocolo 
siguiente: dta cero 30 lig i. p. en TRIS p11 7.8 0.01 M. ; 	dia 15, 
misma dosis. 	Los ratones testigos recibieron SSS. 	.':Je extrajo 
suero el dia. 25, 	y se determinaron anticuerpos anti-porinas 
de S. 	typhi, S. typhimurium y E. 	t.:01.1 por ELISA. 
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FIGURA 7, 22. B. 
DETERMINACION DE ANTICUERPOS CONTRA PORINAS 

RADA C57BI/6 TESTI01 

1 /  

RA1ON C5101/6 11:SIIGO DI PME DI S. typhi 

LPS 	 Jl POR1NAS S. Lyphinurium 
.015 

G l'ORINAS DE 5.typh1 	 PORIHAS DE E.coli 

.15 

.625 

.5 

375 

Ratones C57B1/15 de 15 a 17 gr, hembras, fueron inmunizados 
con PME de 5. 	typhi (9,i2,d:V1) de acuerdo al protocolo 
siguiente; 	dla cero 30 pg 1,p. en TRIS pH 7.8 0.01 11.; dia 15, 
misma dosis. Los ratones testigos recibieron SSF. 	Se extrajo 
suero el día 25, 	y se determinaron anticuerpos anti-porinas 
de 2. 	typhl, S. typhimurium y I 	coI1 por ELISA 



114 

FIGURA 7. 23. k 
DETERMINACION DE ANTICUERPOS CONTRA l'ORINAS 

RATON ISALD/c INMUNE. 

PAHA BALB/C IHMAAL 

1111011011SACANIDO 
	

Á POAINAS 5,10111mUAlUM 

POMAS STIPA' 
	

1 PU11111'45 1.0:111 

Q 

.54 

5A 	A10 	150 	210 	20 	300 	311 	400 	4511 

1AULASO DL LA DILUCIDA 

Ratones BALD/c de 15 a 17 gr, hembras, fueron inmunizados 
con PME de S. 	typhi 	(9,1.tli,d:V1) 	de acuerdo al protocolo 
siguiente: día cero 3i) Lag i. p, en TRIS p11 7.8 O, 01 	M.; 	dia 	tb, 
misma dosis. Los ratones testigos recibieran SSF. Se extrajo 
suero el dia 25, 	y se determinaron anticuerpos antl-porinas 
de S. 	typhi, S. typhimurium y E. 	col,' por ELISA. 



FIGURA 7. 23. B. 
DETEPMIUACDA DE ANTICUEI\Pili 

EATúN 

.+1 	;¡.'. 

I 	 Á 	 '1'1'111 :11Ji .• I 1111 

IL 	1 	1,. 1. , 1 

, ' 	 1 

Eatones BALB/c de 15 a 17 0-, 	 iueron Inmunadoz 
n PME de. S. 	typ.hi 	19,1.¿-.1,d:Vt) 	de 	acuerdo al 	protocolo 

sieuiente: 	dia ceró 	3(..1 	1.1eJ 	 en TRIS pH 7.6 (i.  01 M, ; dia 15, 
misma dosis, Los ratones test 	re: recibleron iiV. 	ie- extrajo 
suero el dia ¿5, y se determinaron anticuerpos por anti-porinas 
de S. 	t yphi , 	t yphilntlf L1111 y E. 	u- 	por ELISA. 



DISCUS1ON,. 
8.1. LOGROS. 

8. L 1, Pur licación de antigenes. 

El patrón electroforetico de las PME de S, typhl 

9,12,Vi:d aisladas por el método de Schnaitman fue muy similar a 

lo encontrado por Kamio para S. 	typhJmurlum (53). 	Se obtu- 

vieron tanto las proteinas principales como las secundarias o 

menores, con pesos moleculares que van de ti a 70 KDa, de las 

cuales destacan dos proteinas de 315 a 41 Klia, que corresponden a 

las proteinas iormadoras de canales o porinas. 

Este método permite la obtención de PILE en su estado nativo, 

debido a que no se emplean procedimientos drásticos en la extrac-

ción, aunque tiene como desventaja que el contenido de LPS en las 

preparaciones es al to. Esto se debe a que algunas PME están unidas 

de manera no covalente al LPS. 

El patrón de eluciOn de las porinas de las tres Enterobacte-

rias utilizadas en este trabajo fue muy semejante. 	Llama la aten- 

ción que las porinas levigan muy cercanamente al volumen de exclu-

sión de la columna de Sephacryl S-200 utilizada. Los pesos molecu-

lares obtenidos son de 100 a 150 mi 1 aproximadamente, por io qUe 

se infiere que las porinas se encuentran en forma de trimeros en 

esas condiciones. 

La contaminación por LPS en las PtlE fue de aproxirnadmente 4 

y en las porinas de 0.01Z pero puede observarse que sobre todo en 

los experimentos de activación en ratones inmunizados con la 

bacteria total. 

En relación a la obtención de p6ptidos, es importante con-

siderar que el Brell es uno de los agentes químicos que escinde las 
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cadenas polipeptídicas en residuos de aminoácidos bien definidos, 

el número de fragmentos producidos a partir de una proteína puede 

predecirse según el número de residuos de metionina que contiene 

(45), 

El mecanismo consiste en el rompimiento del enlace peptidico, 

en donde el grupo carbonilo es aportado por un residuo de 

metionina, el cual se convierte en un residuo C-terminal, que es 

la lactona de la homoserina. La digestión se lleva a cabo a 25.0 

durante 20 hrs. Con el fin de solubilizar el BrCN y que pueda 

reaccionar con las proteínas, la solución de ácido fórmico al 70Z 

es la más adecuada pues concentraciones menores permiten la oxida-

ción del triptofano y las más elevadas resultan en una acción 

inhibitoria del Brell. 

Como desconocemos la estructura primaria completa de las 

porinas de S. typhl, y considerando que existe una alta homo-

logia entre las porinas de otras Enterobacterias, mediante el uso 

del programa para computadora PC'3ENE, se determinaron los péptidos 

que se formarían al romper las porinas Cupe y 0mp1.0  de Kcoli, 

El programa simula una digestión con 13112N, proporcionando 

las características fisicoquimicas de dichos piiptidos, como son el 

punto isoeléctrico (PI), 	la cantidad de aminoácidos y el peso 

molecular de cada uno de ellos (tabla 8.1). 

De acuerdo al programa, el BreN produce el rompimiento de las 

porinas en tres residuos de metionina, lo cual repercute en la 

producción de cuatro polipéptidos, que tendrían pesos moleculares 

estimados de 21., 9, 6 y 4 KDa. 



2. Ensayos de activación, 

Las ensayos de activaciOn de linfocitos con porinas nos per-

miten concluir que los ratones UIH son capaces de reconocer a las 

porinas en el contexto de la bacteria total. Pues los linfocitos 

de ratones inmunizados con S. 	typhimurium proliferaron en 

presencia de las proteinas solubles. 

Las porinas purificadas no pierden su inmunogenicidad, pues 

los linfocitos de ratones inmunizados con estas proteinas también 

se activaron en presencia de las proteínas solubles, En estos 

experimentos se observa una reactIvidad cruzada importante con 

porinas de S. 	typhi y E. caLi. Estos resultados no son 

consistentes con los encontrados por Matsui 	(73), 	quien reporta 

que la activación de linfocitos de ratones BALL-sic inmunizados S. 

t yphimuri um, mediada por la producción de IL-¿;., es siempre mayor 

cuando se cultivan los espienocitos con la cepa homóloga de la 

bacteria. En sus experimentos, sin embargo, no prueba porinas de 

S. typhi. 

La reactividad cruzada importante sugiere que existe una alta 

homologia entre las diferentes porinas y que se comparten algunos 

determinates antigénicos. Deben tener, sin embargo, algunos deter-

minantes especificos, que seguramente están relacionados con la 

patogenia del padecimiento. 

Los ensayos realizados en presencia de pol li permitieron 

establecer que en los ensayos de activación a dosis adecuadas de 

antigeno, 	la activaciOn de linfocitos no se debe a la actividad 

del LPS. 

La baja respuesta hacia 27. typhimurium puede explicarse 

por lo menos de tres maneras. Primero, es posible que la concen- 
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tración de antígeno en los pozos de este antigene haya siido menor 

por fallas en la técnica de cuantificación de proteína. Esta 

explicación es poco probable porque se utilizaron varios lotes de 

porinas y los resultados fueron además consistentes con la deter-

minación de anticuerpos. 

En segundo lugar Udhayaumar y Muthukkaruppan 1141) han 

descrito que las cepas avirulentas de S. typhimurlum generan 

poca respueta inmunológica en ratones BALD/c. Es posible que la 

cepa de g. typhimurium utilizada en nuestros experimentos haya 

perdido virulencia. De cualquier modo, esta diferencia debe aler-

tar sobre la posibilidad de que exista una relación entre la capa-

cidad de respuesta inmune celular y protección a la infección por 

Salmonella 

Es también atractivo pensar que el ratón, que es naturalmente 

susceptible a la infección por S. typhImurium, es incapáz de 

montar respuesta celular hacia las porinas de esta bacteria, en 

tanto que si responde a las porinas de otras enterobacterias. 

Se ha descrito un método para activar linfocitos, empleando 

antígenos de difícil purificación (1), 	El método consiste en 

obtener el antígeno, separarlo por SDS-PACE, transferir a papel de 

nitrocelulosa y transformar las bandas proteicas, en suspensiones 

finas por medio de dimetilsulfoxido. Sin embargo, este método nos 

permite purificar al antígeno; ademas, la cantidad de PME necesa-

rias para la separación por SDS-PAGE es mínima y con las suspen-

siones de papel se logran buenas activaciones celulares. Una modi-

ficación hecha al mátodo propuesto por Abou-Zeid, consintió en 

teñir el papel de nitrocelulosa con rojo de Ponceau, localizando 



de esta manera las bandas proteicas. 

La técnica descrita permitio obtener porinas separadas de las 

otras PME y la cantidad de proteínas en las suspensiones de papel 

de nitrocelulosa fue suficiente para provocar una respuesta pro-

liferativa celular 111 v2tro de esplenocitos de ratones pre-

viamente inmunizados con PME , La mayor respuesta celular se 

obtuvo como en la ocasiones anteriores, con las porinas y menor 

para el resto de las PME. 

El objetivo de montar esta técnica era el probar la capacidad 

de los péptidos de activar lin.focitos, para localizar los determi-

nantes antigénicos dorninates en las porinas. be las varias posi-

bilidades de rompimiento de las porinas se eligiO el tratamiento 

con Br N, por considerarlo el más adecuado. 

Se ha descrito la digestion con Brell de alunas proteínas, 

entre las cuales se encuentran la lisozima, la termolisina y la 

proteína 1B de Neisseria gonorrhoeae y se ha comparado la 

inmunogenicidad que se obtiene con los peptidos con la proteína 

completa respectiva (8,1M,133). Las proteínas rotas por BrCH 

pierden algunos determinantes antigénicos y se generan otros no 

presentes en la proteína nativa, tal es el caso de la lisozima y 

la proteína 113. Asi, se ha establecido que algunos epitopes inmu-

nosilenciosos están encubiertos por la conlormacion de la 

proteína. (8,1321 

De los tres péptidos probados, el de peso molecular de 1') Iba 

generó mayor proliferaci án de linfocitos Inmunes, por lo que se 

supone que en ese péptido se localiza el determinante antigénico 

inmunodominante. 



8.2. LIMITACIONES. 

Los experiementos de evaluación de la respuesta inmune celu- 

lar que generan las PME de Salmonella que se describen en este 

trabajo tienen diversos inconvenientes y limitaciones, 	entre los 

cuales se identifican los siguientes: 

Primero, al trabajar con ratones de cepa abierta los 

fenómenos inmunológicos pueden estar influenciados por la suscep-

tibilidad individual. 

Segundo, el utilizar poblaciones de linfocitos totales de 

bazo no permite identificar cual poblaciOn celular es la que se 

activa al tener contacto con el antígeno soluble. Existen, sin 

embargo, evidencias Indirectas de que las porinas son capaces de 

activar linfocitos T, porque el tratamiento con pol B no disminuyó 

la magnitud de la respuesta. Pero el LPS presente en las porinas 

de hecho activó poblaciones de linfocitos D, lo que es más notorio 

en los primeros experimentos donde se inmunizaron ratones NIH con 

Salmoneila typhImurlum Es entonces, Importante realizar 

experimentos donde se determine la producción de interleuctnas e. y 

3, lo que se está implementando en nuestro laboratorio. 

útres inconvenientes están relacionados con los antígenos 

utilizados. Las porinas son en realidad una mezcla de cuando menos 

tres proteínas, todas con una alta homología entre si; con carac- 

teristicas fisicoquímicas, como el peso molecular 
	el P1 muy 

semejantes, y por lo tanto difíciles de separar. En consecuencia, 

los experimentos realizados con las PME deben ser considerados 

corno introductorios al estudio de la inmunidad celular en la Sal-

monellosis pero es necesario un análisis más detallado utilizando 



antígenos MA2 purificados. 

El estudio de la respuesta inmune a los péptidos de porinas 

tiene precisamente ese inconveniente; fué posible establecer el 

tamaño del pépt ido que genera inmunidad celular, pero no podemos 

identificarlo. 

Además, por otro lado, el ensayo de estimulacion de espleno-

citos con el antígeno en papel de nitrocelulosa tiene el inconve-

niente, muy importante, de que desconocemos la concentraciOn de 

antígeno que se adiciona a los cultivos. Mediante marcaje radiac-

tivo, se sabe que las papeles de nitrocelulosa conservan gran 

proporción de la proteína (134) y que la cantidad de proteína 

necesaria para activar linfocitos es mucho menor con este sistema, 

pero considerando que las diferentes ?ME tienen distinta concen-

tración en la membrana, de principio se adicionan a los linfocitos 

en condiciones diferentes. Lo mismo puede decirse de los péptidos. 

Los intentos realizados en el laboratorio para marcar radiac-

tivamente a las porinas han sido poco alentadores. Por tanto, no 

fue posible establecer el porcentaje de proteína que queda en el 

papel de nitrocelulosa después del tratamiento con dimetil-

sulfóxido. Este ensayo también debe ser considerado como una pri-

mera aproximación de utilidad limitada y siempre deben realizarse 

experimentos con péptidos solubles purificados. Asi, 	con los 

resultados obtenidos en este trabajo, 	se han realizado otros 

experimentos más extensos teniendo en cuenta estas observaciones 

(104). 
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8,3.PERSPECTIVAII. 

Este trabajo debe considerarse como introductorio hacia el 

estudio de la inmunidad celular en la Salmonellosis y los expe-

rimentos que se realizaron comprenden aspectos muy generales. 

Se ha estudiado la. asociación entre el sistema 11-2 y la capa-

cidad de respuesta hacia las porinas, encontrando que los ratones 

H2-K responden mejor que los 142-1)  y que los malos respondedores 

son los H2-d (74). 	Estos resultados son consistentes con las 

observaciones de Udhayaumar y MuthukKaruppan (l36) quienes encuen-

tran que las porinas solo son capaces de proteger contra 20 ULSO 

en ratones BALB contra el reto por S. 	typhamurlum: en 

cambio, en ratones N1H la protección que obtuvieron los experimen-

tos de Isibasi (4'!) fue de 500 DL50 al reto con S. typhi. 

Hormaeche y Harrington encontraron además, que la IJLGÜ en 

ratones congénicos de la linea C57B1 es mayor cuando son 

(42). 

Se han realizado ensayos de transferencia pasiva de inmunidad 

mediante linfocitos T de diversas cepas de ratones inmunizados con 

S. typhimurium inactivada con calor, encontrando que los 

ratones C3HBPe/J manejan mejor la infección que los C57B1/6 y que 

los BALES/c, Lo cual correlaciona con las observaciones anteriores 

(datos no publicados). 

Para establecer de una manera más fina cual es el papel de 

las porinas en la respuesta inmune hacia la Saimonella actual- 

. mente se estas tratando de obtener lineas e hibridomas de células 

T especificas contra las porinas. Los primeros permitirán realizar 

estudios de transferencia adoptiva de inmunidad y los segundos, la 

identificación dé epitopos inmunodominates en las porinas. 



TABLA 8.1, 
PRODUCTOS DEL ROMPIMIENTO DE PORINAS DE 

Escherichla coll. POR BrCN 

PORINA 

OmpC 

POSICION EN LA SECUENCIA 	LONGITUD laa) PESO ihDa) 
%%%%%% 4%44%.0444ti5"."...."%k 

pl TIEMPO DE RUPTURA 
%N %%%%% W.NOWYWINd% 

3) G1n143 a Met342 200 21445 9 IQ oin 

2) Arg5O a Met 142 65 9484 3.6 2 min 

1) 	Lis2 	Met 57 56 6002 4.5 3 min 

4) Ser343 a Phe377 35 4040 3.6 20 hrs 

üopF 

3) Leu137 a Met329 193 21017 4.7 3 min 

2) Thr61 a Met136 76 8.384 4,1 20 hrs 

1) Lisa a Met60 58 6070 9.1 3 oin 

4) Ser330 a Phe362 33 3610 3.1 20 hrs 
%%%%%%%%% 	 %%%%%% %%%%%% 

Ordenados de acuerdo a su longitud 

Inouchy y cols.1982. Nucleic Acids Res. 10:6957-6969. 
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