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RESUMEN.

Los experimentos que agqul se describen se llevaron a cabo para
definir el papel de las proteinas de membrana externa (PME) de 5.
typh:r y 8. typhimurium en la i1nduccion de inmunidad celular.

58 examinéd la proliferaciédn antigeno especifica de linfocitos de
ratones NIH 1nmunizades coen Salmonella typhimuryum inactivada
por acetona, PHE de 8. typhia o porinas de S typhimurium
miediante un ensayo de aincorperacidn de IHTDC, Se  observoe i1mpor-
tante reactividad cruzada en las respuestas proliferativas contra
porinas provenlentes de Saimonella o E coll en los tres
sistemas de 1nmunlzacian, Sin embargo, la incorporacion de 3HTDP
fué mayor en presencia de porinas de S5 typh o E. col) en
relacion a las de S8, typhimurium, estoa resul tados fueron
compatibles con los obtenidos en la determinacién de anticuerpos
por el método de ELISA. Para disminuir el efecto mitogeénico del
lipopolisacarido que contamina las preparaciones de PME, linfocitos
provenlientes de animales 1nmunizados con FPHE de S (yphr se
cultivaron en presencia de polimixina B, Algunos experaimentos uti-
li1zando ratones BALB/c oy CHTBL/6 nmumizados con PME de s
typh: dieron resultados similares a losg realizados con ratones de
cepa abierta. La diferencia en la magnitud de 13 regpuesta proli-
ferativa de los linfocrtos {frente a porinas de distintas fuentes
puede estar i1nvolucrada en la susceptibilidad a la infecolion marina
por Salmonella.

Con el fin de localizar los determinantes antigdénicos capaces

de generar regpuesta 1nmune celular, se realizaron ensayos de acti-
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vaclién de linfocitos de ratones NIH inmunizades con PME de &5,
typhi, cultivando estas células en presencra de PME separadas por
SDS-PAGE, transferidas a papel de nitrocelulesa y transtformadas en
suspensiones finas;, se determind que las proteinas <uyos pesos
moleculares se encontran entre 36 y 41 KDa (peorinas) inducen mayor
activacién en comparacién a las proteinas de pesos moleculares
menores,

De la digestiéon con BreH de las poarinas resultaron 4 péptidos,
de los cuales ge probaron tres en el papel de nitroceluiosza, encon-
trando que el péptido de 10 Kha genera la mayor activacion lin-

focitica,



ABSTRACT,

Thie current studies were undertaken to define the role of the
outer membrane proteins (OMPs) from Salmonella typh: and Sal-
monella typhimurium 1n the mmduction of vcell-medirated  immunyity.
Antigen specific proliferation of lymphoid cells 4rom spleen and
lymph nodes of NIH mice i1mmunized with acetone-Killed Satmonella
typhimurium OMPs  or porins was examined using a IHTDE ncorpora-
tion assay. Impertant crosa-reactivity was observed between Lhe
lymphocytic responses against porins optained eilther {from Salmo-
nella or E c¢ol1 1n any of these three systems. HNevertheless,
the degree of 3MTDr  incorporation was hlgher in the presence of
S. typht ov B colld purified proteins than when the vcells
ware cultured with Salmoneila typhimurium antigens, tlhiese
results are compatible with those obtained by measuring antibody
responses by ELISA, To avoid the mitogenic activity of the lipopo-
lysaccharide that contaminate the OMPs  and  porins  preparations,
lymphocytes  {from  animals mmunized with S typhn OHPs were
cultured with polymycin B and they were then activated in the pres-
ence of antigen, Some experiments were done immunizing BALB/c¢ and
C57Bl/% mlce with &8 typha OMP: and similar results were
obhtained as those performed 1n the outbred mice experiments, The
difference in the magnitude of lymphocytic activation with porins
from different sources may he related Lo susvceptibility of mice to

Salmonella typhimur:um i1nfection,



Activation assays with lymphocytes from OMP-immunized N1IH mice
were performed 1n order to 1dentify the antigenic determinants
capable to 1nduce cellular immunity, These lymphocytes were cul-
tured with OMPs, proteins were separated by SDS-PAGE, transferred
to nitrocellulose and added to the culture 1n fine suspensions.
Proteins between 36 to 41 KDha (porins) induced more lymphocyte
activation than other protelns.

Four peptides were obtained treating the porins with BrCH.
Three were tested 1n the mitroceilulose assay, the 10 Kba peptide

was found to activate i1mnune lymphocytes.



2. INTRODUCCION

2. 1. Generalidades de la respuesta inminoldgica.

El sistema inmunolégilco estd constituldo por una gran variedad
de estirpes cveluldares articuladas en una i1ntrincada red de i1nterac-
cidédnes que permiten {finalmente, diferenciar lo propiro y o ajeno;
asegurando la cohesién funcional interna del organisme vy el equilay-
brio con el medio ambiente.

La respuesta nmunoldégica se 1nwicla con  la fagocivogirs  del
antigeno por las cédlulasg del sistema fagocitico mononuslear, Los
macréfagos, y otras oélulas pregentadoras de antigeno (CPAY,
digieren las {fracciones protéicas a péptirdos (15, 154) y los expre-
san en su membrana en unlién a glicopreoteinas codificadas por el
sistema principal de histocompatibilidad, El macrofago procesa los
antigenos protéicos por dos vias diferentes: en la endogena, pre-
ferentemente relacionada a los antigenos virales, losg péptidos
ant1génicos se expresan en moléculas de histocompatibilidad de
clase I, en tanto que por la via exogena, que comprende aquellos
antligenos que se captan mediante la fagocitosls, log  péptrdos  =ze
expresan en molaéculas de clase I1 (143). -

Esta primera fase, llamada de procegamiento y presentacién del
antigeno {70), es i1ndispensable, pues 1os lintocites T i1nductores,
responsables de diriglir la resgpuesta 1hmunoldgica, son 1ncapaces de
distingulr al antlgeno native,

Los lintfocitos 1 1nductores o cooperadores (TH) (CD4 ) reco-
nocen al antigeno unido a meléculas de histocompatibilidad de clase

IT ( H-2 1-A e I-E en el ratén y HLA DR, DG y DF en el humano ),



La activacidn de estas colulaz no solo depende de la unidn del
comple)o receptor-(TcR)-CD2-CD3 al antigeno asociado a moléculas de
histocompatibilidad, ya gque existen otras molséculas en la super-
ficre de los linfocitos T gue intervienen en la regulacisén de la
adhesi1én con la CPA.

Una vez activados los TH proliferan y producen diversas linfo-
cinas gque conducen la fase efectora de la respuesta 1nmunoldgica
(124). En el ratén se han demostrado dos subpoblaciones de linfocl-
tos 'cbopevadores, de acuerdo a su capaclidad de produccién de dife-
rentes i1nterleucinas (IL) los THY se relacicnan con la hipersensi-
bi1li1dad de tipo retardado, ya gue elaboran principalmente interleu-
cina 2, 1interferdn gamma y linfotoxina;, en cambio los THZ, preducen
fundamentalmente interleucinas 4, % y 6, las cuales son factores de
crecimiento y diferenciacién de linfocitos B (84).

Aldn cuando los linfocilites B (LB) reconocen al antigeno en su
forma nativa, para 11niclar s5su activacién y diferenciracidn hacira
cédlulas plasmaticas productoras de anticuerpos, necesitan la par-
ticipacidén de los mediadores solubles producidos por los linfocitos

cooperadores, Por su parte, losg linfocitos B soan capaces de proce-

sar  y presentar antigenes, le cual aumenta la eficiencia del
slstema 1mume, sobre todo en respuestas secundarias(6s). En  cam-
bio, los linfocitos T no procesan nl presentan antigencs de manera

habitual, aungque en condiciones particulares son capaces de hacerlo
(G4 ).

Algunos de los medidadores solubles mejor estudiados son los
gigurentes: La IL-2 que es un factor de crecimiento de linfocitos T
(125, promueve el crecimiento de c¢lonas especificas contra el

antigeno, tiene funcidn de factor de crecimiento y diferenciacidn
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de linfocitos T citotéxicos (LTQ) y en la expansidn de células
asesinas naturales (NK) (100,126). El 1interferén gamma que tiene
efecto antiviral (108), induce la activacién de macroédfagos (123) y
promueve la expresidn 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 producciroén de
Igd y de IgE, aumenta la expresgién de moléculas de clase II. La
IL-5 induce la proliferacidn de los linfocitos B y la secrecidén de
IgH, la IL-6 i1nterviene en la diferenciracién de linfocitos B hacia
cédlulas plasmiticas y la IL-7 induce la proliferacion de timocitos

Yy linfoc¢itos E inmaduros (98).

La fase efectora de la respuesta i1nmunoldégica puede dividirse

en dos ramas: la humoral, depende las actividades bioldégicas de los
anticuerpos Yy el complemento, y la celular que involiucra los
fendémenos de hipersensibilidad retardada y citotoxicidad mediada
por células.

l.Los linfocitoa T cirtotéxicos (CDhst*) participan en la fase
efectora celular, A diferencia de ltos linfocitos 1T 1nductores,
reconocen antigenos en el contexto de molédculas de clase I de his-
tocompatibilidad (H2 K, D en el ratén vy HLA B, ¢ ¥ A en el humano),
Los LTC al activarse secretan linfocinas, como la interleucaina 2 y
el interferédn gamma, aungque en menor proporcién que los TH, Los LTC
ne proliferan 1in vifro en presencla de antigenos solubles,
reconocen antigenos en el contexto de moleculas de clase I, se
activan y expanden {frente a aloantigeno y tienen la propiredad de
lisar células infectadas por virus Yy células tumorales (87);

ademis, se les ha descrito funcidén supresera (82).



Otros mecanismos efectores no especificos, pero de gran impor-
tancia, dependen de los macrétagos) la eliminaci1dén de agentes
infeccioszos mediante la fagociiosys, cuyo mecanlsmo bactericida
fundamental es la producclén intracelular de peréxido de hidrogeno
{(142),y depende dé la activacidén que Jos macrdfages presentan
debido al efecto de algunas substancias enddgenas como el inter-
ferén gamma (114) y otras exdgenas como los muramildipéptidos y
lipopolisacAridos (LP3). Ademis, el macraofago libera al medio pro-
ductos biolégicamente activos como la 1interleucina 1, que es
mediador de algunos efectos de la endotoxina, el nterferén alfa
que presenta actividad antiviral, el factor de ne<rosi1s tumoral de
propledades similares a la lintotoxina y algunos componentes del
complementc.

La comunicacién enire todos 1os elementos que conforman el
concilerte inmunoldégico se establece a través de la liberacién de
mediadores solubles y del contacto Iintime cdlular.

Las interacciones pueden suceder entre células, o bien, entre
células y matrices extracelulares. Lags moléculas gque enlazan al
cirtoesgqueleto con medio extracelular se conoven como Integrinas,
las cuales son glicoproteinas constituldas por hetercdimeros de
subunidades aff (46).

Las integrinas se divaiden en tres sgubfamiliasz, de acuerdo al
tipce de cadena @ que expresan, las cuales se desgsignan c<ome 1inte-
grina §i, integrina RE e i1ntegirina P3. La homologla entre las tres
clases de cadena P es hasta del 4w/, Cada subfamilia comparte un
solo tipo de cadena P y presenta diferentes cadenas «;, que ademis
tienen también una alta homologla.

La familia de las integrinas estA constituida por alrededor de



diez glicoproteinas, algunos de sus ligandos como la fibroenectaina,
coliagena, vitronectina, fibrinogena y factor de von W1llébrand.
presentan secuencilas de K3D (Arg-dly-Asp) gque son reconocidos por
las moléculas VLA (del 1ngles very late antigens) gue expresan las
subuntdades p1 o B3

lLas glicoprotelnas que expresan la subunidad pe constituyen la
subtamilia de LFA-{, Mact y pi1b0,95 (Chi1/18), las «cuales 1nter-

vienen en los mecanismos de adhesidédn interleucocitaria (46).

2.2, Fiebre Tifordea,

2.8, 1. Historia,

La primera resefta de la flebre tifolrdea se atribuye a Thomas
Willisg, qulen en {659 describldo el cuadro clinilco,

Zin embargo, durante anos, el padecimiento se confundidé con el
t1fo y no fue s1no hasta 1782 cuando Ruxham diferencid ambas enti-
dades clinicas come la fiebre pitrida maligna (fiehre tifordea)y vy
la nerviosa lenta (tifo) (43},

En 1837, derhard, establec1dé las basgses del diagnostico dife-
rencial entre el tLifo y la flebre tifoidea; Jenner en (8%0, purn-
tualizoe gque las lesi1ones de l1as placas de Peyer y nedulos
linfiaticos, eran especificas de la fielbre tifoldea (117),

William bBudd, en 18%6 determind gque la £fiebre tifoirdea se
transmlte a través de la 1ngestidon de alimentos y aguas contamina-
dos con materia tecal provenlente de 1ndividuos enfermos (4%),

En 1880, BElherth logré arslar a bacilo tifofidico en 3ecciones
de ganglios 1infaticos mesentdricos e higado de pavientes con

frebre tifoidea. Pfeirffer, en 1885, realizé el primer alslamiento
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del bacile a partir de heces (4%). En el mismu  ano, Pifertfer vy
Kolle demostraron que el suero de paclentes convalescientes pro-
tegla a los cobayos contra dosis letales de bacilo titolrdico y, eén
1895, Widal describid la presencia de aglutininas especificas en el
suero Jde pacientes con fiebre Lifoldea y su aplicacion en el

dragnéstico de la enfermedad (117).

2. 2. 2. Generalidades.

La fiebre tifoidea es una enfermedad febril infecto-contagiosa

causada por la ingestion e invaslién masiva de Salmonelia typhi.
Se caracteriza por sintomas sistemicos como fiebre, malestar ge-
neral, cefalea y dolor abdominal, Frecuentemente e presenta con
exantema transitorlio, esplenomegalla y leucopenia, Las complica-
clones Mas lmportantes i1ncluyen la hemorragla i1ntestinal en el & al
87 de los vcasvs y la perforacisn gque se presenta en el 3 al 4%, La
tasa Jde letalidad es alrededor del (%; sin embargo, en los casos
complicados puede ascender hasta el 307 (59).

La 1nfeccidn se adguiere por la 1ngesti1on de alimentos ¢ agua
contaminades con la bacteria; ya dque este microorganismo  afecta
solo al ser humano y no hay reservorios animales, el elemento mis
importante en la cadena de transmisidn es el portador asintomitico.
Esta enfermedad continina siendo un preoblema de salud en los palses
en vias de desarrolleo y en algunos palises andustrializados, Se
egtiman 12 millones de c¢ases anuales con una incidencla de 500
Ca808/100, 000 habitantes en Africa y Asia

En la region de las Améraicas alrededor de 1990, se presentarin
89, 591 c¢asos aproximadamente, que representan una incidencia de

. 8 casos /100,000 habitantes,; la wncildencia a llegado a ser hasta
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de 180 casos o0, 000 habitantes en Jhrle. En Haexaos  be reportaron
11,07 vasos  en 1987, con una tasa de 1364 wcasoss 1de, 000 haby -
tantes (5).

El grupe de edad mis efectado por la enfermedad es el de loas
1% a 44 ados , donde se presentan aproximadamente el 58,627 de los
casos, 1o cual representa mas 500, 000 di1as laborahbles perdidos.

Salmoneila typhl es un bacilo no esporulado perteneciente
a la familia Enterohbactertaceae, tribu  Salmonetlae y
especlie typht, Gram negativo, mevil, mide dos a tres ym,
cirtofilico anaerobile facultative, i1ntracelular, fermeta la glucosa
con produccidn de adc1do, es lactosa y sacarosa negativos, Tiene una
estructura antigénica de superficie que i1ncluye al antigeno "H" o
flagelar vy el antigeno somatico "O" que contiene carbohidratos
especificos dtiles en su rdentaitficacion geroldpirca; de acuerdo a la
clasificacién de Kauffman-wWhite, Salmoneila typh: pertenece  al
grupo D vy comparte con las diferentes especies de ese grupo los
antigenos somaticos 9, 12, losg flagelos canftilenen el antigeno "d" vy
en la superficie se encuentra el antigenoc "Vi", el cual es de
naturaleza sacaridica, {forma parte Jde la membrana externa y es
indicador de virulencia, La férmula: 9,12,Vyi,d denota a S typhi
en forma abreviada (&1).

COtros 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 typh: penetra al organismo a través de la boca,

se multiplica rapidamente en el 1ntestino delgado, penetra a la
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membrana basal intestinal sin causar daio i1mportante en los te)t-
dos, ey fagocitada por macréfages y transportada a los linfaticos
regionales donde se multiplica activamente, tiene una fage 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 inflamaterio, en los ganglios
linfaticos, bhazo e higado, c¢on muy escasa cantidad de polimorfonu-
cleares y ¢ran acumulacién de mononucleares, en el interior de los
cuales es capidz de proliferar (43).

Aunque la fisiopatologia del padecimiento no esta totalmente
esclarecida, se sabe que gran parte de las manifestaciones clinicas
es provocada por la liberacién de endotoxina; entre otros efectos
se ha comprobade que i1nduce firebre, hipotensién arterial, leucope-
nia y estimulacion policlonal de linfocitos B (4%9).

Se ha demostrado la presencia de anticuerpos contra diversgas
fracclones antigénicas, 1los cuales no correlacionan con el desa-
rrolleo de proteccién contra las recalfdas o reinfecciones, a excep-
ci1on de algunos estudios que sugleren que los anticuerpoes contra el
antigeno H son un 1ndicador de resistencira a la fiebre tifoidea
{136).

Se ha descrito que los anticuerpos secretorios (Iga) impirden
la adherencia de S typh1i a la pared intestinal;, sin embargo,
gélo son protectores ante 1néculos pequenos de la bacteria. Frente
a la i1nvasien por grandes cantidades de salmonella, lus mecanismos
de 1nmunidad celular, fundamentalmente la activacidn de macrofagos,
son indispensables para el control de la infecclion (00, 86).

La respuesta inmune celular contra S, typh:t ha si1do analli-

zada principalmente mediante la i1nhibicidén de la migracion de leu-



cocitos  (LM1), utilizando extracios crudos de la bacteria que con-
tiene gran variedad de antigenos, componentes <on antividad
mitogdénleca para catulas B y probablemente para linfocites T, por
tanto, su 1nterpretaciéen es difiecirl, ya cque ademis dependen de la
secrecion de linfoclnas mal caracterizadas, También ze ha estudiadoe
la respuesta proliferativa inducida por la bacteria o sus frac-
ciones, pero los resultados se encuentran influenciados por la
pregencia de endotoxina y otros contaminantes en  log  preparados
antigénicos (548, 88,112),

Desde 1y65 existen reportes de la impertancia Jque tiene la
inmunlidad celular en el control de la infeccién por Salmonella;
En 1974, FKumar y cuols, realizan una serie dJde experimentos para
determinar la inminitdad celular en individuos normales, vacunados
con TAB (vacuna 1nactivada con cacleor-fenol) o pacilentes con flebre
tifeoidea. Encuentran que existe una proporcidén elevada de  personas
normales gue tilenen 1a prueba de LMI positiva,; los vacunados con
TAB tienen niveles altos de anticuerpos, pero una pogitividad com-
parable uvon las personas normales, y lus pacientes con fiebre
Lifordea presentan una proporcién mayor de positividad, La falta de
correlacidén entre los niveles de anticuerpes y la inmunidad celular
se confirma en otros estudios realilzados por bDham y  Thowpsom en
1984 y Rajagopalan y Kumar en el mismo aio (23,112). En 1984, Kaja-
gopalan, encuentra ademis que la respuesta celular a antligenos de
.8 typhl, medida por transformacion pblastolrde, en personas
vacunadas con TAB es incluso mayer antes que después de recilbir  la
vacuna, por  lo que suglere Jue exligte algun mecanismoe supregonr
(111), Dham y Thompsom (1982) encueniran que también los portadores

crénicos  de 5. typhi presentan rnmunidad celular deficiente
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lacla antigenos crudos de la bacteria (day.

Estos resultados, y los obtenidos en el modelo muring, donde
se  conuvcen cuando menes tres genes due reguian la resistencia a la
mfecclén por 8. typhimurium sugleren que en el humano tambien
pudiese exlistlir alguna susceptibillidad genestica a la fiebre

tifol1dea (42).

4.2, 4. Vacunas.

La inmunizacion experimental con suspensiones de S typhi
viva fue realizada c¢on #8x1to en conejos por FrankKel y Simmons en
1886 y un ano después por Bauner y Peiper en ratones. Después,
KliKovich empled Dbacilos muertos con el mismo propésito, estimu-
lande a Wright en Inglaterra y simaltineamente a Pferfter y Kolle
en Alemania a utilizar, por primera vez {i1897), vacunas inactivadas
para la i1nmunizacion de humanos.  Asy, la vacuna de Ptfeiffer vy
Kolle, preparada  en medio adlido, estaba constitulda por bacteria
fenolada 1nactivada por calor a %55:-C.

Al aplicar estas vacunas en la [Indaa, Egipto, Italia vy
Sudafrica, generaron una diaminucidn sirgnitficativa en la morbili-
dad, asi como atenuacién de los sintomas en log individues vacuna-
dos  que adquirieron la enfermedad (1067). En 192%, HBesredlka propuso
el empleo de vacunas de bacterias vivas atenuadas administradas por
via oral, aplicandola a miembros del ejércite Francés, donde desa-
fortunadamente se pregentaron decesos entre los i1ndividuos vacuna-
dos (34, BU),

La utilizaciom de las vacunasg tifoldicas elaboradas con bacte-
ri1as 1nactivadas continudé durante décadas sin demostrarse su efecto

protector real, pues ge carecla de modelos animales que probaran su



eficacia y, adem&s, no era posible relacionar el efecto protector
con algin indicador seralégleo, Esto noe se logro sino hasta 1995,
cuando bajo lés auspicius Jde la Organizacion Mundial de la Salud
(OM3), se realizaron estudios de campe en Yugoslavia, duyana, Polo-
nia vy la Unién Sovidtica, En estoy lugares se investigd la eficacia
de tres vacunas preparadas con céiulas enteras de Salmonella
typhi: 1nactivadas con acetvona, calor-fenol o alcohol, La vacuna
K, itnactivada con  acetona, confiridé mayor proteccoidn y mas dura-
dera, La vacuna inactivada con calor y fenol, designada con la
letra L, mostre menor eflcacla que la ¥ y la mmactivada con aleohel
fud la menos efectiva (20, 40,66, 7%, 110, 137).

Aunque la proteccoidon wnducida peor una sola dosis de las  vacu-
nas K vy L era aceptabie, el empleo de dos dosis propoercionaba una
inmunidad mas confiable y de mayor duracidén ($2). Lo cual fué con-
firmado por HornicK y cels., en voluntarios humanos en 1968 (44).

Por otro lado, reclentemente, Murphy vy Levin (i984) en un
estudioc epirdemidlogiceo sobre la respuesta Lnmune celular a Salmo-
nella typh:r Ty2 y a polisaciride de Salmonella typhi en indl-
viduos vacunadeos y no vacunados de un  lugar hiperendémico (San-
tiago, Chile) y otre no endémco (Baltimore, HMaryland), mediante
ensayos de i1ncorporacldén de timidina tritiada, encontraron dque es
posible diferenclar a amphpoes grupcd, 5i1n embargo, la respuesta fus
mayor hacla el polisaciarido, lo que sugilere que la vacuna a basge de
Salmonella typh: Ty2 no 1nduce 1mmunldad celular etficiente
(85%5),

Ademas, el hechoe de que las vacunas parenterales t:ienen reac-
clones sgecundarias i1mportantes debide a la presencila de endotoxina

Yy protegian en forma efectiva s6lo ante i1noculos menores o 1guales
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a 10% bacter:ias, ha motivado la hhisqueda de nuevos lnmundgenos,
Hasta la fecha se han estudiado dos vacunas due se administran  por
via oral y que se elaboran con bacterias vivasg, Una de ellas se
prepara con una cepa de S, typhr  dependilente de aminodclos
aromiticos (113) Y olLra con nna mutante detficirente en
UDP-4-galactosa epimerasa ( Tydtla) (39),

LLa efectividad de ambas vacunas se evalud en voluntarios huma-
nos, log resultados de la proteccion conferida por la cepa depen-
diente de estreptomicina fueron contradictorios (66,67).

En contraste, la vacuna de Germanler proteglo al 874 de loes
individuos 1nmunizados «cuando la desis de desafio fue de 107
bacterias (Dlgg). En Alejandria, Egipto, se logro 1inducir protec-
ci16n en el 954 de la poblacién estudiada. Sin embargo, en Chile
(1983), al aplicarlia a una poblacién infantil a razon de tres dosis
administradas en cipsulas de capa entérica con i1ntervalos de ¢ o 21
dias entre cada dosis, sdélo 1ndujge proteceron del 51 y 67%, reapec-
tivamente (33, 24, 146},

Recientemente, Cryz y cols, (1989) reportaron la obtencidn de
una varliante de Sailmonellda typhi Ty2ia que contiene antigeno
"yLn (homopolimero lineal de Ac¢ido 2-N-acetil! pgalacturonice) , vy
que por tanto, puede ser un 1nmundgeny mis eficlente (1Y),

A pesar de estos avances, es5 importante sedalar Jque aiun se
desconoce la naturaleza de leos antigenos de 5. typhl relaciona-
dos dilrectamente con la proteccildn y la respuesta inmune que ge-
neran en el humano. Lag i1nvestilgaciones encaminadas a 1dent1fica£
tales antigenos han sido numercsas; la mayorla se han dirigido
hacila el estudio de los antigenos presentes en la superficie bacte-

riana, tales domo el somitico "O" (endotoxina o lipopoligacarido),
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el flagelar "H"* y el capsular "Vi".

Durante mucho tiempe se pensd gue el antlgeno somiticeo "0V,
tenia un papel wmportante en la imduceion de immunidad  protectora,
Sin embargo, una vacuna a base del oligosacaride de repeticion del
lipopolisacaride (LPS) generd proteccldén escasa y de corta durasion
en el modelo murine, a pesar Jde uvnir el pollsacarido a proteinas
(128).

For otro tade, se ha demostrado gque el antigeno flagelar M“H"
tampoco estd relacionado directamente con la i1nmunidad protectora,
Tully y cols., en 1962, al inmunizar chimpalcées con una cepa rugoasa
de & typha, mdujeron la produccidn de antircuerpos contra el
antigeno "H"; sin embarge, aun a titulos altos éstos no fueron pro-
tectores (! 3o,

Anderson en 1958, encontrd que en los ratones inmunizados con
una mutante de S, typhi sin ftlagelos obtenian el mismo grado de
proteccion gque los inpunizados con cepas moviles (4,

Aungue varlios 1nvestipgadores han demostrado la ralta de co-
rrelacion entre lug antircuerpos anti-vi oy un estado tnmune protec-
tor otrog estudios revelan Jque el antigeno "Vi1i" por 51 dolo ey
capaz de i1nducir proteccidn (1416, 130, 148},

En 1934 Felix vy Pitt 1nformaron la presencia  tanto de dicho
antigeno en cepas de”S. typltis aistadas de pacientes con fiebre
titfoidea, como la de sus anticuerpos homéloges en el suerc de estas
personags (30). Cuande el antigeno "Vi1" ge administro por via
parenteral, no solamente induje titulos elevados de anticuerpos
s1no gque protegld contra la firebre tifterdea, cuando se hicleron los
estudios de campo en Nepal y en sudafraca 2, 56).

[l inconvenlente de esta vacuna es que no  induce memoria,



pues porr su naturaleza pollgacaridica se comporta como antigeno
T-1ndependiente. Debido a ésto  sge ha sugerido conjugario
quimicamente a proteinas para conferirle caracteristicas de
antigeno T-dependiente (130), pues se sabe que los antlgenos 2} olv S
tei1cons, a diferencia de les polisacidrides, i1nducen respuesta mis
prolongada con anticuerpos de mayolr atinldad y favorecen la
respuesta 1nmune celular; aspectos primordiales en el control de
las 1nfecclones 1ntracelulares (29). Por cotro lado, se sulraya la
importancia dJque éaste tiene en la virulencia de 1a cepa i1nfectante,
as) como la conveniencia de conservarlo durante la preparacion de
vacunas (i1o0ad).

Youmans y Youmans en 1965, demoestraron que la fracclén ribo-
somal de Mycobacterium tuberculosis 1nducia  i1nmuntidad protec-
tora en el ratén contra el reto del microorganismo homédloge. Estos
resultados condujeron a tratar de aislar estas fracciones de dife-
rentes bacterias e i1investigar su capacidad protectora (15t1). En
1970, Venneman y cols. reportaron que las fraccilones rribosomales de
Salmonella typhimurium generaban proteccilidén contra la bacteria
virulenta en el ratdén, (144). Molinari y Larralde obtuvieron resul-
tados simllares (80}. En trabajos posteriores, Holinariy y Cabrera
demostraron que las fracclones ribosomales de S typhi: tamblén
1thducian protecclaon en ratones (8t).

Con e}l fin de encontrar a los antlgenos responsables de la
proteccion i1nducida por estas fracciones ribosomates se han venido
reallzando varios estudios, con resultades may diversos, En los
primeros trabajos al respecto, Venneman y colsg, acreditaron al  ARN
ribosomal como el antigeno protector. Johnson presentd evidencias

de que eran las protelnas ribosomales las que protegian a los
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ratones (%51), en tanto que, Smith y Blegly sugirieron gque ambos
antigenos, el ARN y las protelnas, 8Se requerian para obtener una
huena proteccidon (127);, s1n  embargo, en trabajos efectuados por
Eirsenstein y Higftfeldt y Johnson, se demostrd gque las {fracciones
ribosomales dJde Salmonella se encontraban contaminadas con LPS vy

proteinas de la enveltura celular (a6, 77). Mas aun, en  traba)os
posteriores, Misfeldt y Johnson demostraron que las proteinas de la
envoltura celular de Salmoneila ityphimurgpum protegilan a los

ratones contra la infeccidén por esta bacteria, en un grado seme-
Jante al i1nducidoe por las fracciones ribosomales (75, 76). lLetoy
experimentos ponen en duda la efectividad de las {fracciones riboso-
males y apoyan lo sugerido por Mates y Yosipovici, en el sentido de
que los antigenos realmente protectores de Salmonella se

localizan en la superficle hacteriana (7.4).

2.3 Salmonellosis murirna,

2. 3.4, Generalidades.

Ante la falta de un modelo experimental en el que el adgente
causal sea S typhi, la salmonelosis murina, causada por Sal-
monella typhimursum constituye la mejor alternativa para el estu-
dio de la fiebre tifolrdea, pues tiene una patogenla semejante (27).

La salmonelosis m[murina, de manera semejante gque la fiebre
tifoidea en el hombre, se adgquiere por via oral (41). El periodo de
incubacidén es de 3 a 6 dias, el cuadro clinico puede variar desde
una 1nfeccidén leve a una enfermedad aguda y fatal; Los ratones 3e
muestran mencs activos, adoptan una postura eéncorvada con disten-

cibébn abdominal, pelaje aspero, pérdida de peso, A  veces diarrea,
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esplenomegalia, hepatomegalia y linfadenopatia. (%%)

La patogenia en el ratén tambien es semejante a la fiebre
tifordea humana, la bacteria coloniza el 1ntestino delgado s1n
causdr sintomas apreciables, entra a los te)irdos submucosos atrave-
zando el epitelio vellose a través de las cédlulas M de ltas placas
Jde Peyer; de aqul, se Jdisemina via linfiaticos a todo el torrente
circulatorio y sistema fagocitico mononuclear, donde es fagocitadag
por macroéotfagos de bazo e higado (células de Nupifter), Estas células
son e}l principal s1ti1o de multiplicacion de la Salmonella en
los si1gulentes dias de la infeccion (28),

La cantidad de bacterias en higado y bazo llega a ser aproxi-
madamente de 108 bacterias/organn, la i1nfeccion cunduce bacteremia
incontrolable y choque endotoxico, lo que causa rapidamente a la
maerte (93),

La inmunidad celular es primordial en el control de la 1nfec-
clén  por S typhimurium  Se ha demostrado gque el grade de hai-
persensibilidad tardia contra antigenos protelcces o polisacaridicos
de la bacteria estid en relacison directa con el nivel de proteccién
{1231). La transferencla pasiva de linfociteos especifices contra
antigenos de S typhimuraiom conflere resistencia a ratones no
ynmunizados, l1a proteccidn es efectiva auan  empleando antigenos
irrelevantes, siempre «Jque s 1ncluya un refuerzo de inmunizacion
contra el antigeno al tiempo de retar con la bacteria; tamb1én es
posible transferir inmunidad pasiva mediante sobrenadantes de cul-
tives de lintocitog estimulados con concanavalina A. Por tanto, es
pPosible gque 1la activacién de macrofagos sea el evento mas impor-
tante para la eliminacidéon de las bacterias fagocitadas y el control

de la wnfeccidn (32, 37, 86, 105, 109).
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En 1983, Udhayaumar y MuthukKaruppan describen que las cepas
virulentas de 5. typhimuriim generan i1nmunidad celular mas
eficiente que las cepas no virulentas. Para ello, inmunlizaron
ratones BALB/¢ con dosis  subletales de S, typhimurinm NS25
{virulenta) 085, typhimurgum M206 (no virulenta)., Siete dias
después cultivaron el kazo ¢ el higado y encontraron mayorr nimeroe
de Pbacterias en los ratoneg que habian recibido la cepa virulenta,
Estos ratones presentaban ademis, DI'H mayor y respondian mejor al
reto con otra cepa de bacteria virulenta (141).

En 1987, los mismos autores encuentran «que los ratones BALB/c
tnmunzados con una dosis subletal de S typhumuraum M525  son
vapaces de montar DTH contrra las porinas (139)., Mas tarde, publi-
caron algunos experimentos donde demuestran que la inmunizacidn de
ratones BALB/¢ con PME de S typhimurium cornfiere proteccidn
hasta 650 DLgg de la Dbacteria virulenta (140), En experimentos
posteriores demuesztran que las porinas de S typhaimurium C5
son capaces de generar proteccidn en ratones BalLB/c contra el reto
de 10 DLgp de la kacteria vairulenta. El efecto protector desaparece
con 50 DLggy ¥y se correlaciona con el nimerce de bacterias recupera-
das de hazo o higade y con la induccion de hipersensibilidad tardya
(DITH) (138,

Recientemente, Matsui y Aral reportaron una serie de exper-
mmentes en los que determinan la producciédn de IL-2 en cultivos de
esplenocitos de ratones BALB/c¢ inmunizados con 8 typhimor: om
LT2 en presencia de porinas de diversosg serotipos de Salmonella
y K. colis o DBien bacterias completas 1nactivadas por luz
ultravioleta, Encontraron que la produccion de IL-2 fue mayor en

presencia del antigeno homoiogof por lo que concluyen que la acti-



vacien es seroespecifica. La hipersensibilidad tardla, determinada
medilante 1nfamacion de los c¢ojlnetes plantares, no did  los mismos
resultados (73),

Se ha demostrado «que exite influencia del complejo principal
de hilstocompatibllidad sobre la susceptibilidad del raten a las
infecciones bacterianas en general (153) y a la infeccidén por S
typhimuriwm en partaicular (42).

A3Y, Hormaeche y Harraington en 1985 calcularon la DLgg para
el reto con Salmonella typhimurium en diversas cepas ratones
congsénicos de la linea CS7 y encontraron que los ratones H-2K%  son
mis reslstentes que los H-2P y los H-29, La diferencia en la
susceptibilidad a 1a i1nfeccidn por Salmonella en estos 1ratones
se manifiesta en fases tardias de la enfermedad, puesto que todos
son 1tyd, és3ta no parece estar relacionada con los mecanismos de
activacidn de macrdéfagos, s1no ¢on la generacion de rnmunidad celu-
lay (42).

La resistencila innata a la i1nfeccion por S typhamurium en
el ratén esta determinada también por varioes locus no relacionados

con el H-2 (89},

2. 3. &, Locus 1ty

En el desarrollo de la infeccidén por S typhimurium en
ratones existe la influencia de un gen de susceptibily-
dad, denominado Ity3 , codificado en el cromosoma i, el alelo que
confiere resistencia se denomina ltyY., Se desconoce la forma exacta
como actita, pero parece ser importante en la fase inicial del pade-
cimento, Ity determina una mayor <apacidad de los macréfagos de

ratones resistentes para eliminar la salmonella 1ntracelularmente,



Se ha demostrado que los linfocitos T no juegan un papel importante
en la actividad Jde este gen (493, 94).

1 gene 1Ly parece regular también la respuesta Jde ratones a
Lershmania donovani, Mycobacterium bovis (BCE) y a Hyco-
bacterium lepraemuriumit).

Los ratones homocigotes para el alelo que confiere la 3guscep-
tibilidad (1tyS/8) no pueden controlar la replicacién temprana de
la Salmonella en bazo e higado y mueren rapidamente (menos de
10 dias de post-1noculacidn), obhserviandose ademis, un aumento pa-
ralelo en el peso del bazo (10%), mientras los ratones resistentes
(Ityr/ﬂ o 1tyF/T) pueden controlar bien el crecimientoe bacteriane

en el si1stema fagoecitico mononuclear (129)

2.3. 3. Locus Lps,

Estudivs gendticos han demostrado que la respuesta a LPS  en
diferentes tipos de células estid contralada por la expresion del
locy Lps (16,92) el cuil se encuentra en el cromosoma i,
estrechamente unido al locus de la proteilna weinaria mayor (Mup-it)
(17,18, 149),

Los rawvones que son homocligotes o heterocigotoyg para el aleluo
normal Lps? (C3H/HbBFeJ, BALB/c, CRTBL/6) responden a bajas dozis de
endotoxina, mientras los animales homocigotos para el aleloe defec-
tivae Lpsd (C3H/Hed) ne responden a LPS (w2, 968).

El hecho de que el ratvdén C3H/Hed‘sea resistente a los efectos
letales del LPS proporcilona un modelo wmportante para investigar el
control genédtico de la resistencia a la endotoxina tanto uan
vivo como 1n vitro (38, 14%).

La baja respuesta mitogdnica de los ratones ClIH/Hed a LFS  es
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intrinseca a la c¢élula B y no se debe a la presencia de células
supresoras o a la ausencia de c¢élulas T cooperadoras; Ademis, hay
evidenclas ¢ue sugleren que la interacciron del LPS con lasg células
B de C3H/HeJ produce una senal inhibitoria mig que  1nlclar  una
actividad celular (116).

Aunque estos ratones no responden a los efectos mitogenicos Yy
policlonales del LPS se a visto que dan respuesta a otreos mitogenos
de linfocitos B como soen el sulfate Dextrian, Poly-I y FPRD. Ademas,
son altamente susceptlbles a intfeccion por S5 typhimuriin a
pesar de ser 1tyF (97).

Eata susceptibilidad parece estar controlada por el alelo
Lpad. O’'Brien y Rosenstreich proponen gque la multiplicacion no
controlada de S, typhimurium puede resultar de la incapacidad de
1os macrofagos Lpsd de ser activados por el LPS sobre la superficie

celular de S typhimurium (98),

2.3. 4, Locus Xid

Este tercer loci es un alelo recesiveo ligado al cromosoma ¥y
confiere susceptibilidad a S typhapurium gsolamente  en  pocas
cepas de ratones (CBa/l) (24).

La susceptibilidad inata a S iyphimurium en estos ratones
es una consecuencia en la respuesta disminuida y retardada de anti-
cuerpeos lgd contra la bacteria,

En fases mAs tardias de la infeccidn, el contrel depende de la
produccién de anticuerpos y del desarrollo de i1nmunidad celular.

Asil, en ratones con inmunodeficiencilia asoeociada al cromogoma X
{(tLipo humoral) v eq los ratones desnudos (ti1po celular) se presenta

una entermedad letal en fase tardia (9%); ademis, se suglere Jgque un



factor mis de reglstencla natural opera a mivel de ceéelulas simi-
lares a las aseginas naturales (HE) (100).

Comu resultado de la presencia de uno o miag fdactoreg de susg-
ceptibilidad o resistencia la enfermedad progresa con insculos
bacterianes de diferente magnitud. Las cepas 1ty3 (BALB/c, CSTBL/6)
tienen una DLg;; <10 bhacterias, en tanto gque en las cepas resis-

tentes (CBA, A/J) es »>10% (27).

2.4, Proteinas de membrana externa,

2. % 1. Generalidades.

En los vltimos anos, las proteinas de membrana externa (FPME)
de las Jbacterias Gram negativas han vobrade gran importancila y
diversos investigadores han enfocado sus estudios hacia el estable~
cimiento del papel que desempenan en la relacidédn huésped-parasito,
S5u amportancia se pudo entender gracias al advenimiento de métodos
gspeclficos que permitieron separar la membrana externa de la cito-
plasmitica. Miura y Mizushima describireron per primera vez el airs-
lamitento de la membrana externa de bscherischira colir empleando
esferoplastos preparados con lizsozima y EDTA, En su  1nvestigacion,
dichas estructuras fuercn lisadas por chogque osmetico Yy posterior-
mente su membrana externa se sgeparé de la clrtoplasmatica en un
gradiente de gacaroga (78). El método anterior fue modificads por
Osborn con el fin de disminuir la cantidad de LPS en las prepara-
ciones de PHME (102). Por su parte, Schnairtman descraibidé una meto-
dologia que evita la utilizacién de esferoplastes consgistente en
llevar a «c¢abo la destrucioen de las Dbacterlas e¢n una prensa

francesd4, antes de consegulr la sedimentaclon de ia envollura celu-

i v e e e
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lar v, posteriormente, la suvulubillizacién de l1a membrana <1to-
plasmitica con un detergente no 1onico (iaec).

La 1cdentificacién de las PHE se efectuéd por medio de la elec-
troforesis en geles de pollacrilamida, Schnairtman fue el primero en
reportar que L coll contenlia una proteina princlpal, la «cual
constitula el 7vxn de las protelinas totales de la membrana (tai),
pove después, ¢l y otros i1nvestilgadores, demostraron por electro-
foresis que en rrealidad no era una si1no cuatro (9, t2v),

Schmitges y Hennlng describileron una pirrotelna principal que se
podia separar, electroforsticamente, en dos bandas, En la actuali-
dad se sabe que el nimero de las PHE varia dependiende de la intor-
macion genética de la bacteria y que su expresison puede verse afec-

tada por las condiciones de cultivo {118).

2,4.2., Clasificacion.

Las PHE que mAs se han estudiado, son las de B coli y
S, typhimurium D1 Rienzo, NaKkamura e Inouye y Osborn y Wu,
hicieron una revisidén extensa de ellas y las clasificaron en
protefinas principalesa y secundarias o menores (24, 10t),

De las proteinas principales se han descrito alrededor de 10,
sin embargo, generalmente s6lo se expresan 5 de ellas con mis de
100 000 coplras por célula, Dentro de las proteinas principales de
cuentan:

1) Las proteinas matrices o porinas, dque lntervienen en el
trangporte pasive de sustancias de bajo peso molecular a través de

la membrana. En el Yabla 2.1, s5e muestran las caracteristicas gene-



TABLA 2.1

CAFACTRERESTICAS D Las Pohilal bE

sddmoegel g typhamurium Yy Kschierrciila voil
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Saleonella typhimiriua

PORILINA
CARRCTERISTICA (1711 OmnC Grpl
GENE ESTRUCTURAL ompF amp( ompl
pin 21 mn 4 mn 2
FESD MOLECULAR MADT AR 14 KkDa
COPLAS FOR CELULA H-5 S10-5 G5
RECEFTOR PARA FAGOS - FHAZ, FHL0S PHAT FHI
FH221 oL
PUNTO [SOELECTRICO AN 4,78 -
FORMA O 1GOHERICA TRINERD TRIMERD TRIMERQ
DINETRO DEL PORD 1.4 na {.4 e 1.4 na
Escherichia coly K12
DanF Dapl PhoE
GENE ESTRUCTURAL ompF onpC phof
atn 20,7 M A min 5.9
50 HOLECILAR 3.2 kDa J6 ¥Da 37.78 vha
COFIAS POR CELULA 3105 -5 M16-9
RECEFIOR FOARA FAGDS Tula, 12,171 P2, 1F5,00-2 1C75. 1045
W2, 065,620 . 1F8, Tulb, 14
PUNTO 1SOELECTRICO 5.9-6,7 4.4 -
FORMA OC EGONERICA TRIHERD TRINERD TRIHERD
DIAAETRD DEL PORQ 1.4 ns 1.8 nm 1.4 nm
OTRAS 5E REPRINE EN SE EXPRESA EM & DEPRIKE EN

ALTA OSHOLORIDAD  ALTA OSHOLARIDAD BAJUS FOSFATOS

Myt O Ay P P e A A A B B R B T AT N e A S A A R S AR A L A A R A L AR R R A A R A A A AR RA RS R A A AR R AR A AN YA A



rales de las mismas (90),

2) La proteina modificable por calor, involucrada ¢on  los
procesos de conjugacién y que actua como receptor de fagos y coli-
cinas,

3) La lipoproteina Jde Braun, la cual esti unida covalentemente
a la péptidoglicana y cuya funcion es la de mantener la integridad
estructural y funcional de la membrana (10),.

En la figura 2.1, se muestra la disposicidn de los componentes
de la enveltura celular de Escheritichia coll,

Con respecto a las proteinas menores, se ha demostrado gue
édstas i1ntervienen cemo acarreadores en el transporie activo de
moléculas y gque estidn relacionadas con la replicacién celular.
Entre las menores se encuentra Jla dnica protelna de membrana
externa que tiene activaidad enzimidtica (fosfolipasa A).

.

2.4, 3. Papel como inmunédgenaos,

lLas evidencias de que las PME estin expuestas al medio externo
llevaron a investigar su efilcacla como 1nmunégenos protectores;
Frasch y cols. encontraron que las PME de Neisserlia mensngitia-
dis grupo B eran buenos i1nmundgenos cuando se 1noculaban a cone-
Josg: los anticuerpos anti-VFME de la bacteria presentaron actividad
bactericida 1n vitro mediada por complemento (31). Buchanan vy
Arko demostraron gque el antigeno capaz de proteger a chimpancés
contra la uretritis gonocdcclica se encontraba presente en la mem-
brana externa de Neisseria gonorrhoeae (12) y peosteriormente,
comprobaron que los anticuerpos dirigirdos contra las PME conferlan
proteccidn especifica a copayos en que previamente se habia indu-

¢1do una infecclrdn gonvcacclica experimental (11),
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FIGURA 2.1

ARREGLO DE LA PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA

EN Eschericiiza call,
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Fussi y cols, dervectaron que las porinas extraldas Jde una cepa
rugesa de &, typhirmurium proteglan al raton contra una cepa
lisa homsleoga. El mismo efecto se obtuvo en forma pasiva con antl-

cuerpos especificas (61,62},

2.5 Trabajos previos en e) Laboratorio de Inmuncquimica de la

Unidad de Investigacidén de) IMS83,

2.5 1t HModelos experimentales

Ya que existen experiencias alentadoras en {a induccaidn de
proteccién con PHE en otras bhacterias gram-negativas, en el Labora-
torio de Inmunoquimica de la Unidad de Investigacidn Biomédica del
I.H.S. 5., y en el Laboratorio de Invesatigacion del Inatitute
Nacional de Higlene de la 3. 8., se reatizan estudlos tendientes a
la obtencidn de wuna vacuna contra la fiebre tifoidea a partir de
PME de S. typha.

Estas proteinas, obtenidas mediante la solubilizacién con un
detergente no 16nico, tienen pesos moleculares de {4 a 70 KDa con
pl de 4,0 a 6.0, y preagentan un 47 de contaminacibén con laipopoli-
sacarido (LPS) (487,

Las porinas, gque como 3de a meiclironado conforman la mayor
proporcion de las PME, purificadas por cromatograflia de exclusién
molecular, electroeluclidn e 1nmunoadsorbente tienen un pl de 4,0 a
5.0 y pesos moleculares de 114 a 128 Kbha en estado nativo (cuando
se encuentran asociados en forma de homotrimeros) y de 36 a 41 KDa
en su forma monomérica, con una contaminacilén por LES del 0.01%.y
ha s1i1do posible purificarlas medirante rnmunoadsorbentes con anti-

cuerpos monoclonales (106).
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Se cuenta con evidenclas de gque estas  proteinas tienen un
papel umportante en la induccidn de i1nmunirdad ante la infecciron por
Salmonella typhl, Algunas de las observaciones mas relevantes
son las siguientes!

t. Los pacilentes con fiebre tifordea producen anticuerpos de
clase IgH hacia una PHE de 28 Kba durante la fase aguda de su pade-
cimient.yd, En la convalescencla, la respuesta es de [gd y se dirige
hacia las porinas (3% a 41 KDha) (99).

2. La vacunacién de ratones HIH con 1¢ pwg a 30 pg de PHE de
5, typh, tnduce proteccien del 10074 ai reto con 500 DLy de
S typha 9,12, Viid y 8 typht Pye, y del 3074 al reto con la
misma dosis de S typhimuriam(47).

3. La administracion pasiva de suerc de cone)o anti-PHE de
S, typh1 9,12,Vi:d, confiere proteccisn del 1004 al reto con
100 DLgg de 8. typhr 9,12,Vi:id y S typha Ty2;, y del 80% al
reto con S typhamurium{iT).

4., El suero de conejo anti1-PHE utilizado en el ensayo de pro-
teccién pasiva reconoce por nmunoelectrotransferencia, todas las
PME de amlras cepas de X, typhi empleadas en el reto, pero sola-
mente a las porinas de S typhaimuriumii’l).

5, Anticuerpos moneclonales (IgM) anti-porinas de S typha
g,12,Vi:d (%50) confleren una protecclsn de! 0% al reto con 20 DLy
de 5, typh: 49,12,Vi:d, mientras gque anticuerpos monoclonales
anti1-LP5 no producen ningiain efecto (103),

5, La administracion de vacuna antitifolrdica oral induce tla
producciéon de anticuerpos anti-porainas (7).

I, La vacunacion de ratones HIH con 10 pyg de porinas de S

typhi: 9,12, Vi:d 1ndujo proteccirén de {004 contra el reto de %00



DLgp con la misma bacteria (49).

a.%, 2. Mecaniumos protectores propuestoas,

La protecciédn activa y pasiva a traves de anticuerpos se
explica porque losz anticuerpes anti-porinas probablemente  son
capaces de activar al complemento, ya que la reaccidn
antigeno-anticuerpo se lleva a cabo sobre la superficie bacteriana
y el complejo C5-C9- (MAC) puede 1nsertarse en la membrana y ejercer
su efecto lftico; &sto no sucede con los anticuerpos dirigidos
contra el antigeno somatico e, ya que la reacoclbn
antigeno-anticuerpo ocurre epn las unidades de 1repeticién oligosa-
caridicas "O",  lejos de la membrana bacteriana. Lo anterior explica
la falta de correlacion que existe entre titulos altoz de anticuer-
pos ant1-0Q y un estado de inmuntidad protectora.

Los resultados de proteccisén activa en forma cruzada para S
t yphimurium, confirman Jque ‘las PME sgon responsables de la
respuesta i1nmune especifica, ya que los epltopes compartidos entre
las PHE de ambas salmonellas confieren proteccidon al reto de H0O
DLgy durante los primeros 5 dias.

Puesto que al sexto dia la proteccion disminuye al 257 al reto
con & typhimuriwn se suglere que s necesaria la induaccion de
respuesta inmune hacira los epltopes especificos para el control de
la tnfeccidon,

Los resultados de proteccldédn mediante la administracidén pasiva
de suero de conejo anti-PME de S typha demuestran la importacla
que tiene la respuesta i1nmumne humoral durante la fase de Dbactere-
mia. Los anticuerpos dirigirdos ceontra las porinas, aparentemente

son 103 gque juegan un papel importante en la proteccidén ya que el
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suero  anti1-PME por inmunovelectrotransferencia solamente reconocio
lag porinas de 5 typharmuraum  demostyrando gque la  proteccilon
cruzada  observada se debe a lus anticuerpos que reconocen las
epitopes compartidos entre las porinas de ambas salmonellas.

Ademas, los anticuerpos moncelonales anti1-LPS noe son  protec-
tores, lo que apoya la suposicion de que las porinas son los
inmundgenos gque 1nducen protecolon en el modelo murino. La protec-
clan pasiva  obtenida con anticuerpos monoclionales anti-porina no
fue muy alta, debide probablemente a la baj)a concentracion en Jque
fueron administrados,

La proteccidn activa con las porinas de &S typht probhable-
mente se debha a la 1nduccléon de una respuesta  1nmune cejular
egpecifica., De manera semejante a lo que sucede en el modelo murine
de infeccion por Listerta monocytogenes (12) el mecanismo que
se propcne 1ncluye la liberacidn de [NFy e IL-2 por lintocitos THY
antigeno-especificos, que activan macrdfagos capaces de destruir
bacterias, asi como clonas antigeno especificas de linfocitos <cbhat
que ej)ercen actividad citotdéoxica sobre macrdéfagos infectados con

5. typha,



3. OBJETIVOQS.

d.1 General.

~  BEvaluar la capacidad de lag protelnas «Gde membrana erterna o
porinas Jde Salmeonella typhamuraium vy e Salmonella typha
para  inducir respuesta prollréerativa ezpecitica ip o vitro dde

it rtos narines.

d. 2 Especiiircos,

-  Ubtener proteinas de membrana  externa  Jde  Salmonetdla
typhil con el miaximo grade de pureza posible,

- wktener porinas de Sadmonella typhimuraum  Satmonella
typhy v Escherichia coti con el miaxino  grade Jde  pureza
posible,

- Eztablecer el papel qgque jJuega el lipopoelizciaride an rela-
cran oa tas porinas, en loz medelos de activacidon de linfoocitos 1n
viirao,

- Obtener luos patrones elestrororetices: de protelnaz Je mam-
brana externa de S typh.

- Purificar fraceosrones peptidlcas de FHls mediante separacian
por  eletproforesia  en geles de poeilacsrilamida y wlectrotranztetens
c1a a papel de nitrocelulosa,

~ Utilizar sugpensgsiones de papel de nrtrocelulosa  contentrends
FME para activar lintaocltos tnmunes en uh modelo in vitro.

~A partitr de péptidos de porinas wdentificar leos determnantes
antigdénicaes regponsakbles de ta nduccidn de la respuesta  inmune

ceiular,
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4. HIPOTESIS.

Dades el wvardcter 1ntraceluiar de la infecolan por Sajmo-
nella y la falta de correlacisdn de la respuesta hunwral  con el
desarrolle  de proteccolon, la presencia de itintocitos T especiticos
debe ser praimordial para el control del praceso wnfecolosd,

A pesar de que las porinas scon las praoteinas mas abundantes en
la membrana ;;xterna de Salmonpella, en la 1nfeccién juegan un
papel secundario en la respuesta inmune, ya «¢ue  otros  antigenocs
estdn mas expuestos. Sin embargo, son efectivas en la i1nduccidn de
Lnm, untidad protectord, pues en el case de gue las porinas sean
adminisiradas puras, 1nducairan mecanismos de cooperaciisin mias efl-
clentes; tanto en la rama humeral come en la celular, medrante la
produccidn de  interferon gamma, que prouoveri a su vez la activa-
ciron de macrafagos,

Este {fenomenc puede ser puesto en evidencia en medelo de acty-
vacion dn vitrg de l1infocitos, utilizande como antigeno PME
separadas elecircforéticamente y transteridas a papel ode nitrocelu-

losa,

Rt e it et s e
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5. MODELO EXPERIMENTAL.

El presente trabajo pretende responder a las sigulentes pre-
guntas:

1. ¢ Las celulas linfoldes murinas son <capices de recopgcerr  a
las porinas de Salmonella en el contexto de la bacteria vom-
pleta ¢

2. ¢ Las PHUE de Salmonella typhi son vcapaces de generar
una respuesta 1nmune celujar?

3. ¢ Las porinas purificadas de Salmonellia generan
respuesta inmune celular?

#, ¢ La activacion an wviire de cdalulas liantfoirdes es5
antigene especifica o se delhe a lipeopolisacarido contaminante?

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

~

nantes antigénicos rnmunodominantessy

Para contestar a la primera pregunta, se i1nmunizaron ratones
con Sailmonella typhamurinm inactivada con  acetona, diez dias
despuss  se obtuvieron células laintfoirdes y se cultivaren en presen-
cra de porinas; la activacidn se determind mediante ncorporaciasn
de SHTDr. La segunda y tercera preguntas ge contestaron rnmunlzando
ratones con PME o porinas, respectivamente y cultivando las células
linfoides en presencla de porinas., La pregunta cuatro se contestd
cultivando células linfordes de ratones nmunizadeos con PHE  de
Salmanella typlir en presencia de porinas y polimixana B, 7y
estimilando poblaciones de linfocitos T, provententes de ratones

iLnmunes, Con  porinas eén presencia de calulag presentadoras de



antlgeno, La ultima cuestidén se abordsd al

porinas
péptirdos obtenidos f{fueron separados mediante SDS-PAGE y
transferidos a papel de nitrecelulosa, esta manera se evalud
capacidad para activar linfocitos provenientes de ratones lnmuniza-

dos con PME
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6. WATERTALES Y HETODOS

6. 1 ANIMALES DE EXPERIHENTACION.

6.1.1. Ratones,

Se  emplearon ratoenes NIH de ambos sexos de 10 a 1% semanaa de
edad, proporcvionados por el Institute Hacilonal de Higiene;, asiy como
ratones BALB/c oy CHTE1/56 hembras de 10 semanas de edad propor-
cironados por el Instituto de Investigaclones Biromdédicas de la UNHAM

La singeniasirdad de leos ratones se  comprobd  medlante  cultivo

mixto de linfocitos y trasplantes de pirel.

6. 1. 2. Esquemas de inmunizacibon,

a) Un grupo de ratones NIH recibid Salmonelia typhimuriwm
inactivada con acetona vy resuspendida en golucisdn galina
fisi1oldgica (SEF), 200 mil bacterias en 200 pl por via intraperito-
neal el dia cero, el dia v sge sacrificaron y se obtuviercen las
células linfoirdes. Los ratones testige recibieron H53b,

by Un grupo de ratoneg NIH se 1nmunizaron con {00 pg de pori-
nas de Salmonellila typhimurium en adyuvante completo de Freund
(ACF) (Sigma Co.}) en los colinetes plantares el dia cero, El dia to
se okhtuvieron células linfoides, Los ratones testigo recibieron ACEF
en SSF.

<) Un grupo de ratones HIH, uno de ratones BALB/c y otro de
USTBl/6 recibieron PHE de S Lyphis, 30 pg en S2F por wvia
intraperitoneal, los dias cero y siete, el dia 14 se obtuvieron tas

S |t
.

células linfoides, Lus ratones testige reclbileron sSi

[



6. 2. METODOS BACTERIOLOGICOS Y BIOGWUIMICOS,

6.2.1. Cepas bacterianas.

Se emplearon las siguientes cepas @ Salmonelia typhi
y,12,¥V1:d aislada de un paciente con fiebre tifoidea, Salmonella
typhumurium vy Salmonella typhi 090t donadas por el Instituto
Nacional de Higliene y Escherichia cols Ki2 donada por el Centro
de Investigacidn Sobre Ingenreria Genética y Biotecnologla, UNAMN,
Cuernavaca, Morelosg. La caracterizaciédn brogquimica de las bacterias
se realizdé en el Institute Nacional de Diagnssitco y hReferencia

Epidemiolégivos de la 3. 8. A.

8.2.2. Cultiveo y cosgecha de las cepas bacterianas,

Las hacterias empleadas para la obtencidn de FME y porinas ae
cultivaron a 37¢C durante 8 h, (fase de crecimiento logaritmico) en
medio minimo A suplementado con 0. 1x de extracto de levadura y 0. %%
de glucosa, en un incubador rotatorio (New Brunswick Scirentific
Co. ) a 200 rpm.  Posteriormente, las bacterias se cozecharon por
centrifugacidén a {650 x g durante (% min., a #4:¢ (Sorval, Ins.}. lL.a
pastilla bacteriana se resuspendid en amortiguador de Hepes 0, 01 H
rH 7. 4, conservandose a -20-€ hasta su uso,

Las bacterias empleadas para la obtencion de LPS se cultivaron
durante 14 h a 37-¢ en tioglicolato de sodio (Bioxon); posterior-
mente, las bacterias se cosecharon por centrifugacién, la pastilla
bacteriana se secd con acetona y se guardd a temperatura amblente

hasta su uso,
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6. 2. 3. Obtencidén y purificacidédn de ias proteinas de membrana
externa (PHE).

La obtenciron de PHE de las cepas trabajadas =e realizd de
acuerdo al método de Schnattman (119}, para ello las bacterias
cosechadas en la fase de c¢recaimiento logaritmico se ajustaron a una
absorbancia de 1.0 a 660 nm; posteriormente se rompleron mediante
sonicacion a 180 watts (Labline Ultratrip Labsonic System Sonica-
tor) por pertodos de 2 min en bano de hilelo hasta disminuir la
absorbancia a 0.3, Para eliminar las bacterias enteras de la susg-
pensién sonicada, #&ds8ta se centrifugd a 7,000 x¢ durante 15 min., del
sobrenadante se sedimentd la envoltura celular por ultracentrifuga-
Clon a 200, 000 Xg/4% min a 4.¢ (L8 80 ultracentrifuge Beckman
Instruments, Inc. yp, esta  se¢ solubrlizé con Tritén X-100 al 27 en
Hepes 0.0t M pH 7.4, l.a fraccién 1nsoluble en Triton X-100 (mem-
brana externa vy peptldogllcana) se sedimentd por ultracentrifuga-
cldén en las condilciones antes mencionadas y para lograr la extrac-
cion de las PME se resuspendid en Tris-HCLl pH 7.2 que contenla
Tritén X-100 al 24 y 5 mH de EDTA, se 1ncubd durante 1O min a 370
Y posteriormente  se ultracentrifugd a 200,000 xg/45% min, /37-C Las
PHE se recuperaron en el sobrepadante y se mantuvieren a -70.C

hasta que s« utillizaron,

6. 2. 4. Obtencidn y purificacion de porinas.

l.a obhtencidén de porinas se efectué empleando el método
descrito por NiKaitde (91). Los pases hasta la obtencién de las
membranas son los mismos que para la obtencién de FPME.

l.La pastilla qontenlendo las membranas celularesa se solubilizd en

Tris 10 mM, pH 7.7 adicironado de 5D3 al &% y se  1incubo 30 min a
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322, y sze ultracentrifugd nuevamente,

El sedimento se sometio a una segunda solubilizacién en las
condiciones descritas anteriormente y  polr ultracentrifugacion  se
obrtuve la peptidoglicana, las proteinar unidags a ella se extrajeraen
incubands 2 hh a 37 ¢ con tris SO mM, pH 7.7 adicionade de é&x de
sh3, EDTA 5 mM, HacCl 0.4 M y 0. 0%% de B-mercaptoetancol; después de
centrifugar a 100 oud xg/30 min/25%-<;, el sobrenadante se  pase  a
travdéds de una columna de 40 x &.46 cm de sephacryl S-200 ( Pharmacia
Chemical Coo ) con una velocidad de flujo de 4+ ml/sh, Se recuperaron
tracciones de 3 ml en un colector (LKB Instruments, ) y las corres-
pondientes a las porinas se dializaron exhaustivamente contra Hepes
0.0 H, se filtrarcon por 0.2 p (Mi1llipore), se caracterizaron elec-
troforédticamente, se les determno la concentracidén de protelna ¥y
lipopolisacaride y se almacenaron a -70-C hasta s5u uso,

6. 2.5 Digesatidén de porinas.

La digestién de porinas se realizd gegun lo describe Titana
(133), Dentro de la campana de extraccion de gases ge colocaron un
apreoximadamente 100 mg de BrCH  dentro de un vial de vidrrie, se
taparon y se trasladaron hasta la balanza analitica en donde se
determind su peso exacto,

Se adiciond 1 ml de Acido firmico al 704 al vial gque contenia
al BrCH, teniende a mano HaOoH 6 N (se empiea como medida de segu-
ridad, para que en caso Jde gque se derrame el BroN, éste se neuira-
lice rdpirdamente con NadH y evitar asi la formacion de HCHN).

Esta solucion gque se adiciono a un segundo vial, en el cual
se habian depositade 1 mg de porinas de S typhl previamente

liotilizadas, Se aglitd la mezcla, y se taps pertectamente, prote-
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glédndeola de la luz con una envoltura de papel aluminio,
Transcurridas 20 hrs la mezcla de reaccién se dializd

I3

exhaustivamente contra PBS pH 7. 4,

6. 2. 6. Antigenos en papel de nilroceluloasa,

Se prepararon los papeles de nitrocelulosa para ser utilizados
en cultive de acuerds al método degerito por Abou-Zeird (1), Una vez
realizada 1la electrotforédsis en SD3-PAGE y la electrotransferencia
de las PME o los péptlidos, se localizaron vy recortaron las bandas
pretei1cas, se lavaron exhaustivamente para eliminar el colorante,
en segulda se recortd en trozos may finog cada banda por  separado
Y Se c¢olocaron en tubos de cultivo esteéeriles, se adicioné § ml de
dimetilsulfoxido y se 1ncubd 1, 3¢ L. Después se resusgpendid el
papel adicionando muy lentamente amortiguador de carbonatos pH 9.5
egtéril. Se hicileron tres lavados con Hank’s y se guardaron a &-C

hasta emplearlos.

6. 2.7 Obtencion de lipopoliasacarida (LPS},

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

Se utili1zdé Salmonelia iyphar Q901. Una vez gque se obtu-
vieron bacterias de acuerdo al médtodo descritvo. Se 1nactivaron
agregando sels volumenes de acetona a la pastilla bhacteriana y
dejande que se evaporara., La pastilla bacteriana se resuspendid en
agua desgtilada y se agregd un velumen i1gual de fenel al 9%%, la
mezc¢la se aglto fuertemente a 56 ¢ durante 1% minutos, =se enfrid a
10:C  y se centrifuga a 3,000 rpm durante 45 minutos. Ze obtuvieron
dos fases una {fendlica y otra acuosa y la pastilla Dbacteriana. se

colectd la fase acuovsa Yy se realizaron dos extracciones mis. La



fase acuvga se dializo exhaustivamente y se ultracentrifuge a
100,000 x g durante 4 horas., La pastilla obtenida se resuspendird en
agua destilada, se determino la concentracilaen de azucares por el
metodo de fensdl-4cido  sulfurico, se liofirlizd y se guardd a 4 €

hasta su uso,

6. 3. METODQS ANALITICOS.

6. 3.1, Determinaciédn de Lipopolisacarido (LPS).

£l contenido de LPS presente en las preparaciones de PME vy
porinas se determiné de manera indirecta cuantiticando el contenido
de dcido g-ceto 3I-mancoctuldénice (Kbdy de  acuerdo ait método de
Karkhanis (54), empleande una curva patron mediante un estandar de
KDY (Sigma Co. ). El método consiste en en el tratamiento de 1la
muestra problema con Acido  gulfirice ©.2 N a ton 2 durante 30
minutos para liberar el LPS, pesteriormente la muestra se hace
reaccilonar coh Acido peryaédico, arsenito de sodio ¥y adcido tiobar-
bitiarico., El compuesto colorido rojo gque se forma 3e mantiene a
tempeératura ambrente y en solucién agregando dimetilsulfdxido. El

color se determina a 548 nm.

6.3.2., Cuantificacidn de protefnas.

La cuantificacién del contenido de proteinas tantoe en las
preparaciones de PHE (obtenidas por =Schnattman) como en las de
porinas purificadas (Hikairde); se realizdé de acuerde al método de
Lowry (68) empleando albimina gérica bovina como proteina de refe-

rencla (Slgma Co, ),
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6. 3. 3. Electroforédsis en pgeles de poliacrilamida (SDS8-PAGE).

La 5SDS-PAJE de PHE y porinas se realizéo en una unidad electro-
forética para geles verticales en placa (LKBE Instruments) en cond:-
ciones reductoras y sistema de amortiguadores diacontinuos, e
acuerdo al metodo de Laemmelilr (63}, Comoe amortiguador de muestra se
usd Tris o, 125 B pH 6.8, que contenla DS al 2 7, B-mercaptoetanal
al % 4, glicerol al 10 7 y azul de bromofenol al Q.00% 74 El1 gel
superior contenla % 4 de acrilamida, 0. 13 % de kbis-acrilamida, 0,17
de sDS5 en amortiguador de Trais-HCL ¢. 125 M pH 6. 8, El gel separador
contenia 11,2 » de acrilamida, 2.% 7 de bis-acrilamida, 0.19 4 de
3DS en amortiguador de Tris-HCl 0. 35 M pH 8.8, El corrimiento elec-
troforédtico se llevd a cabo durante aproximadamente 6 hy, empleando
30 mA por placa y como amortiguador de corrimiento Tris 0,025 M,
glicina V. 192 M, 3DS al 0.1 4 , pH 8, 3. Posteriormente, los geles
se tiereon Jdurante 1 h en una solucién de azul de Cocomasle E-25Q0 al
0.2% 4 en metanol-acido Aacético-agua (45:10:45), Je destineron
empleando una scolucién de metanul-acide acético-agua (H:10:895)

hasta que el fondo del gel fué transparente,

6. 3.4. Electrotransfierencia.

La electrotransferencira de peptidos y porinas de los geles
de poliacrilamida a papel de nitrocelulosa (PNC), se llevd a cabo
de acuerdo al método descrito por Towbin (134) durante 7% min. a
500 mA en un equipo Transphor (LEE Instruments)., Empleande como
amortiguador para la transferencila glicina 192 mM, metanol al 204
en Tris 20 mH, pH 8. 3. Transcurride este tirempo y para comprebar

gque la transferencia se llevds a cabo, se tine el PHC con rojo de
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Ponceau durante % minutos y se lave en seguida con PBES-T (Tween 20

al 0.t en PBRE

6.4. METODOS IHNHUNOLOQGICOS.

6. 4. 1. Ensayo inmunoenzimiatico en fase sélida (ELISA}).

Para determinar la presencia de anticuerpos anti-PME y anti-
porinas en el suero de 1038 ratones se empled el método de ELISA, de
acuerdo al mstodo descrito por Lngvall (29},

se recubrieron placas de poliestireno de 96 pozos (Hunc (o, ),
con 100 pl/pozo de una scolucisn de 5 pgsml de PHE, porinas y LPS en
amortiguadeor de carbonatos (carbonato/brcarbonate de sodio pH v, 6),
& hrs,a 370 y posteriormente toda la noche a 4-¢, Una vez trans-
currlds este tiempo, se favéd  dos  verges con PBa-Tween al O, 14
(PBS-T)  y se llenaron luos pozos <on solucidn de blogqueo (PBs-leche
al 2xy y se dejaron dos horas a 37-C, luegn , e agregaren tou gl
de  las  sucros problema y ce 1ncuba la placa durante 2.0 hooa 370
despues e vuatre lavades con PEZ2-T e agregaron oo pl Jdel congu-
gade  (inmunegiobulinas de  cabra anti-inmuneglobulinas  deée raton
conjugadas a peroxidasa (gigma o, ) y se incubd la placa 1.% h a
37 <, después de 4 lavados con PBS-T se agregaron 100 pl de solu-
ci1on de sustratoe (o-fenilendramina, HpOp en  amortiguador de
cirtratos pH 5.6) y a loz 20 min, la reaccion se detuvo agregando
50p1 de Ac. sulfdarico &.5%5 N Log pozog ge leyerron a 4%0 nm  en un

lector de ELIZA (Minireader 11, Dynatec).
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6.4, 2. Obtencidén y cultivo de células linioideas.

Los  hazos o ganglios lintiticos de laos ratones inmunes y tes-
tigos se obtuvieron en condiciones de esterilidad, se depositaron
en una caja de petri conteniende % ml de solucién de Hanka, Dentro
de una campana de flujo laminar, con el objeto de liberar las
células esplénicas, se disgregaron los tejidos hacréndolos pasar
por una malla dJde tela de organdl, la suspensliéon asl obtenida, se
lavéd  tres veces con soluclon de HanKsg, a 1200 rpm/i0 min 3 en la
segunda lavada se lisaron los eritrocitos con c¢loruro de amonlo
0.16 M (90 ml) y tris-HCL .17 M (10 ml)y pH 7.65 ; Por dltimo, el
sedimento celular se resuspendié en medio RPHMI-1640 o Dulbecco
modificado por Eagle (DME) complementado con Gentamicina 10 ugsml,
¢ Beta-mercapto-etanol Hx10 | v L-dlutamina 2 mM, Penicilina 200
u/ml y SFB 104 El nimero de células viables se contd en una camara

de Heubauer mediante tinclioéon con agul tripano.

6. 4, 3. Obtencién de linfocitos T.

Se obtuvieron linfocitos ‘' mediante columnas de nylon
de acuerdo al metodo descrito por Trizio (43%), seguin el siguiente
modelo experimental:

Se extrajeron hazos de ratonesg HIH y C57Bl1/6 i1munizados con
PHE de &5 typhis 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 nyleon, previamente equilibrada con RPHI-10640 al 107
de SFB a 37:C y se 1incubaron a 37-C en 657 de CO0p durante 4%
minutos, las cé&lulas no adherentes se eluyeron con RPMLI-1640 a 37-C
Y se concentraron mediante centrifugacién a 1200 rpm durante 10

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



inmunofluorescencia con anticuerpos contra Igs de raton, cultivo
mLXto de lintocitos y activacilion por mitogenos., En todos 105 casos

fué mayor al 9%%,

6.4, 4. Obtencion de Células pregentadoras de antlgeno,

Se obtuvieron células de exudado peritoneal de ratones NIH vy
C57Bl/s6 y se cultivaron en placas de 96 pozos durante dos dias,
despues de los cuales se trataron con mitomicina O, 2Py por cada
millon de «c¢élulas, durante 20 minutos Yy se lavaron los pozos
exhaustivamente con solucidén de HanKs.

Cuando se hicileron experimentos con ratonez HIH se utilizaron

c¢élulas de bazo autdlogas tratadas con Mitomicina .

6, 4.5 Ensayos de activacidn in vitro por mitdgenos,

lLas c¢élulas linfoides purificadas se ajustaren a una concen-
tracién de t x 109 células/mi, s=e cultivaron entre 500 mil y 100
mil células por pozo en placas de microcultiveo de 9% pozos de fondo
plane (HUNC ) y se agregaron concentracrones dJde cdconcanavalina A
tipe IV-3 (S1gma Co, ) entre 5 y 100 pzsml o LPES entre b5 y 50 pg/ml

en RFHI-1640 suplementado con 107 de SFB.

6. 4.6, Ensayos de activacion antigeno-especidficos,

e cultivaron 2900 mil células por pozo, en placas de microcul-
tive de 96 pozos (NUNC) de fondo plano, en un volumen de 200 pl de
medio RPM1-1640 suplementado con 107 de SFRB a 37C en atmosfera
himeda y 5% de Cu0p durante % dias, y utilizando como antigenos:

poerinas de  Salmonella typhi, Salmonella typhimurtom,

Escherichia c¢oll a una concentracion de entre 5 y 100 pg/sml,
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Como testigo se usé Concanavallna A a una concentracléen de 10 pg/ml
Yy LFS a 5 pgs/ml. En las dltimas 18 hrs. del cultivo se agregd |
ucl, de 3HDr {Amersham International % mC1L de actividad
especifica), Finalmente, se uso un cosechador semiautomitico (Mini-
Mashh 1I) y la incorporacion de timidina se determind en un conta-
dor de centelleo ligquidoe (BecKman L5 %80),

Todos los experimentos se realizaron por triplicade adicro-
nando las porinas de las dilferentes enterobacterias sclubilizadas
en un amortiguador de HEPES en volumenes de 20 ul, Se calcularon la
media, la desviacidon estandar y el error estandar para cada tripli-
cado ¥y los resultados se presentan en coeficientes de estimulaciéon,
Para 1l¢ cual, en primer lugar se determinan log Indices de estimu-
laciéon que consgisten en dividir las cuentas por minuto de las
células en presencla de estimalo antigénico entre las cuentas por
minuto de las células en ausencia de cualquirer estimulo (fondos);
Al dividir los indlces de estimulacidn de los ratones i1nmunes entre
los Indices de estimulacion de los ratones tegtigos se obtliene el

coeficlente de estimuilacién.

6, 4. 1, Evaluacién de la activacion de linfocitos medirante
dimetiltiazol-difenil bromuro de tetrazolium (WTT).

El método se basa en la capacirdad de las enzimas mitocon-
driales de las células viables de transformar la sal de tetrazolium
W'Y 3-(4, 5-dimetiltiazol-2-11-)2, 5-drfens]l bromuro de tetrazolium
en su derivado azul de formazan,

El ensaye se reallzdo de acuerdo a una modificacidin al métode

descrito por Mosmann (83),
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Se obtuvieron esplenocitos como se  desceribld anteriormente,
Se cultivaron a una concentracion entre 100 y 00 mil células por
pozo en placas de microcultive de 96 pozos en 200 pl en DEM  suple-
mentado al 10z de SFB en presencla de 10 pgysml de Concanavalina A,
como se describidé anteriormente, durante 3 dias, al términoe Jde las
cuales se agregaron 20 pl de una solucion de HWI'T HSmeg/ml en S89F y se
continue la 1mcubacisn  durante  seis  horas. Posteriormente se
degcartaron 100 pl de los pozos de microcultivo y se restituyeron
con Jdimetilsulfoxido 11X, se agitareon lasg placas durante 20 minutos
a 37 ¢ y se leyd la DO, a 490 nm en un lector de ELISA (Mini-

reader II, Dynatec).

8.4, 8. Ensayo de proliferacién de easplenocitos con  porinas
transfieridas a papel de nitrocelulosa.

s colocaron 209 mil células por pwzo en placas de 96 pozos
de microcultive en 200 pl, Se agregaron concentraclones de  poarinas
de 30 pg/ml, ¢ bien diluciones dobles de lag suspensiones de papel
de nitrocelulosa conteniendo las diferentes bandas de PHE o  los
péptardos. l.ags «vélulas se cultivaron % dlas a 37 -C en atméstera
hameda y %% de COp.  Durante las dltimas 18 horas de cultivo ase
agregde a cada pozo t pcl de JHrpr y al final de la incubacidédn se
cosecharon. La i1ncorporacisdn de 3UTD se determind en un  contador

de centelleo 1iquido.

Pl el SR
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7. RESULTADGS.

7.1, AISLABIEHTO Y CARACTERIZACION DE ANTIUGEROS.

.1. 1. Proieinas de Membranag Externa,

De acuerdo al método de Schnattman (419}, se obtuvieron PHME de
S. typhi 9,12,d:Vi. El comportamlente electroforeético de las
PHE en geles de poliacrilamida-shs (SD3-PAGE) es consistente con lo
reportado anterrormente (47) y se muestra en la figura 7.t laa
proteinas obtenidas tuvieron pesosz moleculares desde 14 KDa hasta
70 KDa, las proteinas entre 36 EKba y 41 Kba corresponden a las

proteinas formadoras de canales o porinas.

7. 1.2 Porinas.

La obtencion de porinas mediante la tdenica de Nikairdo (90) se
fundamenta en el hecho de que esas protelnas se encuentran unidas
por enlaces 1énicos a la peptidoglicana, por lo tanto se pueden
separar de ésta mediante la solubilizacidén en un  amortiguador gue
contenga SDhs y 0.% M de NacCl. Las proteinas asl obtenidas se puri-
fican mediante cromatogratia de exclusidén molecular <on  Sephacryl
5-200,

l.La columna de dephacryl 5-200 se calibréd con albdmina, azul
dextrian y lisozaima; el volumen de exclusidn fue de 150 ml, aproxl-
madamente. En la figura 7.2. se muestra el perfiles cromatogrificos
de las porinas de & (yphy; el comportamiento cromatogrifico de
S, (yphamuraium y £ col1 tue muy semejante, La fracclon que

eluyd 1nmediatamente despues del volumen de
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FIGURA 7. 1

COMPORTAMIENTO ELECTROFORETICO DE LAS PME DE Salmonetla typhi
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FIGURA 7. 2.

PERFIL CROMATOGRAFICO DE LAS PME DE Salmonella typhi,
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exclusiédn contenia las porinas probablemente en forma de trimeros
{114 KDa a 123 Kbay, pues al realizar SDS-PAGE (figura 7, 3) se
obtuvieron dos bkandas protelcas de 33 IDa a 41 KDa,

El método de Karkhaniz (%4) para determinar el LPS, no  fue
suficlentemente sensible para detectar LPS en las porinas obtenidas
por cromatografia. Sin embargy, cuande en otros trabajos se ha
empleado wuna técnica mAs sensible, como €3 la determinacion de
Acido p-hidroximiristico por HPLC, se ha encontrado que la contami-

nacién por LPS es del 0,017 aproximadamente ({4),

T.1.3. Pé&ptidoa.

El patron electroforetico de logs péptides obtenides por diges-
ti16n con BrCH se presenta en las figuraas 7.4 y 7.9 Al  teptr con
azul de Coomassie aparecen cuatro bandas y al tenfir con plata se
observan siete,

El peso molecular de cada péptide se calculo censtruyende una
curva de calibraciéon con substancias de peso conocido de acuerdo a
la madicidén Jde la distancia recorrida por los dstos.

Interpolando en la curva patrén, el Rf promedio de varias
electroforesis para los péptidos, se determinaron los pesos molecu-
lares de cada uno de tos mismos (tabla 7.1).

La determinacién de la concentiracion de péptidos obtenyda tras
la digestidn se reali1zdé mediante el método de Lowry (08)., La con-

centracidn de péptidos as) obtenrda fue de 500 vg/ml.
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FIGURA 7.3

COMPORTAMIENTO ELECTROFORETICO DE LAS

hE Salmonelia typha,

PORINAS
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FIGURA 7. 4.

COMPORTAMIENTO ELECTROFORETICO DE LOS FPEPTIDOS DE PORINAS

DE Salmonella typhl.

TINCION CON AZUL DE COOMASIE.
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FIGURA 7.5,

COMPORTAMIENTO ELECTROFORETICO DE LOS PEPTIDO

]

5 PORIHNAGS

3D

DE Salmonella typhi.

TINCION CON HN1TRATO DE PLATA.




TABLA 7.1

PESO MOLECULAR APROXIMADO DE LOS FEPTIDOS DE PORINAS

DE Salmonelia typhi.
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‘ 7 5.2 837 4,816
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7.2, DETERMINACION DE LAS CONDICIONES DE CULTIVQO,

7,.8.1., Estimalacién de linfocitos por concanavalina A,

Para determinar las condiciones de cultivo de las cédlulas
linfoides se realizaron ensayns de estimulacion con mitogenos.

Las d{iguras 7.8 y 7.7 muestran los resultados de dus expe-
rimentos rlustrdativos de estimulacidn de linfocitos mediante Con A,
utilizando c¢aélulas de bkazo o de ganglios linfiticos, respectiva-
mente, La ceoncentracisén optima del mitdgenos  fue de 10 a 2% pg/ml,
La mayor estimulacién se obtuve con H00 mrl células por pozZa, pelo
con 200 mil fue muy aceptable. Con 8stas dos concentraciones de con
A se montaron experimentos para determinar los dias de cultive
Sptimos para obtener 1a mayor estimulacién. En la figura 7.8 se
presentan log resultados de un experimento donde se cultivaron 204
mil células por pozo y =e cosecharbn entre el cuarte ¥ el noveno
dia, la mayor activacién se encontrd en el quinte dia de cultivo,

Se determind la concentracidén de SFB 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
cince diras. La ¢oncentraclon optima de SFB {fue del ol

For altimoe, se evaludé la capavidad de diferentes lotesg de BSFB
de promover la estimulacisén por mitédgenos. En la tabla 7.2 ge pre-
gsentan dos experimentos representativos utilizande Con A a 10 pg/ml
Yy SFB al 10 y 207,

En resumen, se decidid utilizar las sigulentes condiciones de
cultive: 00 mil ¢élulas por pozo, en un volumen de 200 pl  durante
cinco dias de «cultive y SFB al 104, a 37:C, con 67 de COp y

atmésfera himeda y Con A a una concentraciéon de 10pg/mi,
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FIGURA 7. 6

ESTIMULACION DE ESPLENOCITOS DE RATOMN NIH POR

CONCANAVALINA A.
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Se aobtuvieron células de bazo de ratones NIH normales de 1% a
20 ¢gr, de amhos sexas, Yy §e 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/ml en un voltmen final de
200 vl en RPHI- 1640 suplementado con 1-glutamina Y
B-2-mercaptoetanol, penicirlina y gentamicina y 10 7 de Suero Fetal
Bovino (SFB). Los cultivos se suspendireron al quinto dia, 18 horas
antes se agregd 1 pCi de 3HrDC por pozo. El grado de activacidn ge
dertermind midiendo la incorporacidn del material radiactivo, en un
contador de <centelleo lIquido, los resultados son lag medias de
traplicados y estin expresados en cuentas por minuto (c.p.m).
Todos los experimentos se realizaron por lo menos por triplicado.

R A
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FIGURA 7.7

ESTIMULACION DE LINFOCITOS DE GANGLIO DE RATON NIH POR

CONCANAVALINA A.
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CONCEHTRACION DE COH A ( ug/nl)

Se obtuvieron c¢élulas de ganglios linfiAticoa de ratones
HIH normales de 15 a 20 gr, de ambos asexos, Y s8e cultivaron en
microplacas de 98 pozos de fondo plano, entre 500 a 100 mil
células adiclonando concentraciones de concanavalina entre 0 a
100 pg/mit en un voldmen final de 200 pl en RPHI-1640 suplemen-
tado con 1-glutamina y P-2-mercaptoetanol, penicilaina y gentami-
cina y 10 / de Suero Fetal Bovino (SFB}., Los cultivos se suspen-
dieron al quinto dfa, 18 horas antes se agregé 1 uCi de 3HTDr
por  pozo. El grado de activacién se derterminé midiendo la
incorporaciédn del material radiactive, en un contador de cente-
lleo lfiquido, los resultados son las medias de triplicados y estin

expresados en cuentas por minuto (c.p.m ).
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FIGURA 7. 8-

ESTIMULACION DE ESPLENOCITOS DE RATON NIH POR

CONCANAVALINA A SEQUR LOS DIAS DE CULTIVO
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DIAS DE CULTIVO

Se obtuvieron células de bhazo de ratonea HNIH normales de
t5 a 20 gr, de ambos sexos, Yy sSe cultivaron en microplacas de 96
pozos de fondo plano, 200 mil células adicionando {0 o 20 pg/ml
concanavalina A en un volamen final de 200 pl en RPMI-1640
suplementado con l-glutamina y pP-2-mercaptoetancl, penicilina vy
gentamicina y 10 /4 de Suero Fetal Bovaino (SFB). Los cultivos se
suspendieron entre el cuarto y noveno dias, t8 horas antes se
agregd i yCi de 3HTDr por pozo. El grado de activacidn se
derterminéd midiendo Jla incorporacién del material radiactivo,
en un contado de centelleo liquido, los resultados son las
medias de triplicados y estian 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

CONCANAVALIHA A.
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CONCENTRACION DE 5.F.B,

Se obtuvieron esplenocitos de dos ratones HIH de ({7 gr, se
cultivaron en placas de microcultivo de 96 pozos de fondo plano
A una concentracidn de 200 mil células por pozo en madio
RPMI-1640 suplementado con p-2-mercaptoetanol, L-glutamina,
penicilina y gentamicina y a diferentes concentraciones de SFB.
Se agregd concanavalina A a 10 wg/ml. El cultivo se interrumpid
a los cinco dlias. Diecilocho horas antes de terminar el cultivo
se agregd 1 pCL  de 3HTDY, la 1ncorporacidn se determiné en un
contador de centelleo 1liquido. Los resultados se encuentran

expresados en C, P. H,
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TABLA 7.7

ESTIMULACION DE ESPLENOCITOS POR CONCANAVALIHA A

EFECTO DE DIFERENTES LOTES DE SFE.

SUEKU AL 101

A b
HATON | MMy DE HEDIA DB
SN CUN A 1303 4y 130 1507
CON A 10 og/nl  Le9iad 02 13483y A052)

KATUN ¢
SIH CON A 1641 Ji4 tie 801
Cul A 16 upsml 52781 jtend eyl 89¢13

SUERG AL vl
RATUH |
SIN COH A 14e0 b Ju4¢ 518
COR A B0 ug/ml (200 bB3IE TTIN S10kb

SIN Gl A 1313 95 LA 04!
CUN A B0 g/l Toeee 1N besey 15084

L L Ty L T R T T PN R N TR P Py Y XY

Se obtuviercn esplenocitos de dos ratoenes NIH de 17 gy, se
cultivaron en placas de microcultivo de 96 pozos de fonde plano
a una concentracién de 200 mil células por pozo en medio
RPMI-t640 suplementado con B-2-mercaptoetanol, L-glutamina,
penicilina y gentamicipna y a la concentracion de SFB que se
indica en la tabla, Se agregéd concanavalina A a 10 pg/ml, E1l
cultivo se interrumplid a los cinco dias. Dieclocho horas antes
de terminar el cultivo se agrege 1t pCir  de 3HTDP. la 1ncorpora-
c1é6n se determind en un contador de centelleo liquide., Los
resultados se encuentiran expresados en ¢, P. M

e A e o ekt T
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7.2, 2, Comparacién de la incorporacién de durpr Yy ¢l método
colorimétrico utilizando MTT.

Se ha descrito que la utilizacion del MIT es una alternativa
para evaluar la activacidén de linfocitos, pues éste tiene la pro-
pledad de unirse a las protelnas de la cadena respiratoria de las
mitocondrias en las c¢élulas gque presentan actividad metabdlica
formando un compuesto colorido, (83} lo gue tiene la ventaja de no
ser necesaria la utilizacléen de IHTDr que €35 un reacilvo mis care y
de manejo delicado,

Se compararon ampas técnicas para decidir cual era la mejor a
utilizar en los ensaycs de estimulacion antigeno especifica,

Fraimeramente se tratd de determinar el nimero de células por
pozo que el método del MIT es capiz de detectar, las +figuraan
T.10. A ¥y 7. 10. B muestran un experimento 1lustrativo donde se cultl-
varon entre 40 mil v 400 mil células de timoma murino BwW6147 en
placas de 96 pozos durante 4 horas, al término de las cuales se
agregéd MTT, se i1ncubaron 4 horas mas y se determind la densidad
6ptica a 4850 y 490 nm Se observa gue existe una relacidn lineal
entre el namero de células y la densidad éptica, la diferencia con
respecto al fondo comienza a ser importante a partir de 20 mil
vélulas por pozo.

Habiendo establecido que mediante el MIT ea posible determinar
el mimere de células viables en microcultivo, se realizaron expe-
rimentos tratando de comparar esta técnica con la incorporacién de
IHTDr en los ensayos de estimulacién por mitogeno, En las figuras
7.314, A y 7. 14. B se pregenta un experimento representativo.

Se cultxvaroﬂ 400, 209, 100 y 50 mil células por pozo en

microplacas de 96 pozosg de fondo redondo, adicionande concentra-~



FIGURA 7,10, A

DETERMINACION DEL NUMERO DE CELULAS POR MTT.
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LOG DE CELYULAS

Se cultivaron céluiaz BWSI4T en cajas de microcultivo de
2% cm® en DME suplementado c¢con SFB al 10¥%, g-2-mercaptoetanol,
penicilina y gentamicina. Se cosecharon por centrifugacién y se
lavaron dos veces con HBSS, Se cultivaron diferente ndmero de
células en placas de 96 pozos de fondo redono en un volumen
final de 200 pl, agregandoe 20 pl de una solucién de 5 mg/ml de
MTT en PBS durante 4 horas., Al final del cultivo se eliminaron
100 pl y se remplazaron por dimetilsulféxido, se 1ncubaron 30
minutos al final de 1los cuales ge agitaron los pozZos Y se
leyeron a 450 nm.
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FIGURA 7. 10. B

DETERMIHACION DEL NUMERO DE CELULAS POR MTT.
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Se cultivaroen células BWS147 en cajas de microcuitivo de
25 cm® en DME suplementado con SFB al 10%, B-2-mercaptcetanol,
penicilina y gentamicina., Se cosecharon por centrlfugacidén y se
lavaron dos veces con HBSS, Se cultivaron diferente nimero de
cédlulas en placas de 98 pozos de fondo redono en un volumen
final de 200 pl, agregando 20 pl de una solucidédn de 5 mg/ml de
MIT en PBS durante 4 horas. Al final del cultivo Se eliminaron
{100 pl! y se remplazaron por dimetilsulféxido, se incubaron 30
minutos al  final de log cuales ge agitaron 108 pozes Yy se
leveron a #9090 nm,
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FIGURA T, 11, A,

ACTIVACION DE LINFOCITOS POR CONCANAVALINA

DETERMINADA POR INCORPOKACION DE 3HTDr.
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CONCEHTRACTON DE COHEAHMUALING 1

hembra de 18 ¢gr se sacrificé por luxacidn

cervical, =ze obtuvieron esplenccitos, se lisaron los eritrocitos

con <¢loruro de amonlio, Y se cultivaron entre 50 y 400 mil
95 pozos de fondo

célulag por pozo en placas de microcultivo de
suplementado con penicilina,

redonde en DME al 20 ¥ de 8FB,
adiciond concanavalina A a

gentamicina y f-2-mercapteetansnl, Se
1¢ pg/ml y se cultivé a 37 +C, al 5/ de COp en atmysfera lnimeda

durante 3 dias, al final de los cuales ze agregd { pCiL de IHTDE
por pozo Yy se cultivé 18 horas mis. La incorporaciéon del mate-
rial radiactivo se determind en un contador de centelleo liqulo,
Los resultados son las C, F. M. medias de triplicados.

Un ratdén NIH
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FIGURA 7. 11. B,

ACTIVACTION DE LINFOZITOS POR CONCANAVALIHA,
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CONCENYRACIOH DE COHCAHAUALIHA f

Un ratén NIH hembra de 18 gr se sacrificed por lukxacion
cervical, se obtuvieron esplenocites, se  lisaron lus eritrocitos
coun cloruro de  amoniw, Yy se cultivaron entre S0 y 400 mil
células por pozo en placas de microcultiveo de 96  pozos de fondo
redondoe en DHME al 20 v de 35FB, suplementado ¢on peniciling,
gentamicina y p-&-mercaptoetanol. Se adiciond concanavalina A a
10 yg/ml y se cultivé a 37 -C, al 67 de 0, en atmosfera himeda
durante 3 dias, al final de los cuales se agregaron 20 pl de una
solucién de 5 mgyml de HI en PBS durante 4 horas. Al final del
cultive se eliminaron 100 yl y se remplazaron por dimetil-
sulféxida, se lLncubaron 30 minutos al final de los cuales se
agitaron los pozoes y e leyeron a 490 nm



FIGURA T. t1.C

ACUTIVACION DU LINFOCLITOR POk CORCANAVALLHA A

CORRELACION ENTRE LA 1NCORFORACION DE SHTDr y HIT,
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400 mil cédlulas r= ©, 9474
200 m1l calulas r= 0. 9051
100 mrl células r= O, G450
50 mi1il células r= O, 7473



o

ciones entre O y 40 pg/ml de Con A, en un velumen final de 200pl,
durante tres dias. Se calcularon los coeficirentes de correlacidn
entre las dos técnicas, en cada una de lag condiciones de estimula-
ciéon Yy se encontrd que utilizando 400 mil ¢élulas por pozo, fue de
r=0. 9478, de . 9051 con 200 mi1l, de O0.6450 con 100 mil y de O, 7573
con 50 mil (figura 7.11.C), Estos resultados se confirmaron en dos
experimentos adicionales., e  concluyd que la correlacién entre
ambos métodos es buena cuando los sistemas de estimulacisn son muy
eficrentes, pero que el método de incorporacién de 3HTDr tiene una
mayor senslbilidad, por lo que solo se utilizd este dltime para los

experimentos de estimulacién antigeno especifica.

7.2.2, Kstimulacién de esplenccitos por lipopolilsacarido,

Ya que las muestras de porinas contienen hasta 0.01 4 de LPS
contaminante, para tener un testigo de estimulacién por este
mitégeno, se evalud la respuesta proliferativa que i1nduce en esple-
nocltos. En la tabla 7.3 se presenta un experimento donde cultai-
varon esplenocitas de un ratén NIH normal en presencia de .1 a 20
ve de LFZ de S typhr O901. Se observa que la conwcentraclén

optima de estimulacidén se encuentra en 5 pg/ml,

7.2. 4, Condiciones de cultive de lintocitos 7.

FPara evaluar la pureza de los linfocitos T obtenides mediante
una columna de nylon (13%}, se realizaron ensayos funcionales y de
1dentiticaclion fenotiplca.

Se reali1zé inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos de

cuone)o contra gamaglobulinas de ratén y reveladas coen un anticuerpo
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TABLA 7.3

ESTIMULACION DE ESPLENOCITOS POR LIPOPOLISACARIDO

DE Balmonella typhi 0901,

b L Y P T NN R A R Ry L) (XTI

CCORCENTRACION  BEDIA DB ILE

u/al
0 ey boh
0.1 biuoi 1464y ey
I 13647 EJRLY 0.0
65 1Heeot 76000 ib. 3
i 10 1yl 1351 16. 1
% ] 83263 10545 3.8
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Se obtuvieron esplenocitos de dos ratones NIH de (7 gr, se
cultivaron en placas de microcultive de 96 pozos de fondo plano
a una concentracién de 200 mil c¢élulas por pozZuv en medio
RPHI-1640 suplemnentado con B-2-mercaptoetanol, L-glutamina,
penicilina y gentamicina y a diferentes concentraciones de SKFB,
Se agregaron di¥erentes concentraciones de LPS de & typhi
0904, El cultivo se interrumpidé a los cinco dias, Diecrocho horas
antes de terminar el cultivo se agregd 1 pCr de 3HTDr, la 1ncorpo-
racién ge determiné en un contador de centelleo liquido. Los resul-
tados se encuentran expresados en C, P M,
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de cabra contra gamaglobulinas de conejo acoplade a fluoresceina,
10 que nos permitid r1dentificar a los lainfocitoe B contaminantes en
las poblaciones uo adherentes al nyion., Se detectaron alrededor del
arn de cédlulas fluarescentes,

La 1dentificacién funcional de los  linfocitos T sge realyzé
medirante ensayos de estimulacién medante Con A o <células
alogénicas, en presencla ¢ ausencira de c¢élulas jpresentadoras de
antigeno,

En la tabla 1.4 y la ftigura 7,12 se presentan dos experimentos
de estimulacion de linfocitos T por Con A, Se purificaron linfoci-
tos T de ratén NIH normal y se ntilizaren dos fuentes de cédlulas
presentadoras de antigeno: células autologas de exudade peritoneal
¢ de bazo, tratadas con mitomicina C.

Se  observd que los linfoclitos 'F, en ausencia de CPA se esti-
mulan pobremente &n presencia dJde Con A;  pero al adiciconar al
s1stema é&stas céalulas la acrivacidén g2e 1ncrementd de manera nota-
ble.

Estos resultados fueron gemejantes en los ensayos de estimu-
laci1én alogénica, En l1a tabla 7.5 y la figura 7.13 se presentan dos
experimentos de estimulacién por células alogénicas, tratadas con
mitomicina C, Se concluyd gque el método de purificacion de linfoci-

tos T fue eficiente.
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TABLA 7.4

ESTIHULACION DE LINFOCITOS T POR CONCANAVALIRA A,

CONCERTEAZTON LE NtV TR B fug-m !

X 5 14 1t Py
FUENTE TELULAR MEDTR L.E, MEDLA e MDn LB mEMA L (39 TR VN 2
BAIG 1R ML o7 oE =N | K. A HI I S 2o 4
BAIG « MITOMICTNG 147 & Vhh A LT AT 195 g e
VINFILIG 1 Eh 45 ot 57 TIRT Y b7 s 57 D | U1 R
CINFOCII0n Tel kLA SO 2add % Ty T ile gh R0 gl B TEN E ke bo A1t 3 4pd

Se purificaron linfocitos T de células de ganglio de ratén
NIH normal de 1C semanas de edad, mediante una columna de nylon
¥ se cultivaron 200 mil c<¢élulas por pozo en placas de microcul-
tivo de 96 pozos de fondo plano, adicionando diferentes concen-
traciones de concanavalina A y 50 mil c¢élulas de bazo autbdlogas
tratadas con mitomicina € como fuente de CPA, Se cultivaron a
37-C, 57 de CO, y atmosiera haomeda durante cinco dilas, i6 horas
antes de terminar el cultive ge agregbd L+ yCi1 de 3HTDr. La
incorporacién del material radiactivo se determind en un conta-
dor de centelleo liquido.



L

(K

FIGURA T. 12

ESTIMULACION DE LINFOCITOS T POk CONCANAVALILINA A,
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e purificaron linfocitos T de célulag de bazo de ratén HIH
normal de (0 semanas de edad, mediante una columna de nylon y se
cultivaron ¢o0 mil c¢elulas por pozo en placas de microcultive de 96
pozos de fondo planco, adicronande diferentes concentraciones de
concanavalina A y cédlulas de exudado peritoneal
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TABLA 7.5

ESTIMULACION DE LINFOCITOS T POR CELULAS ALOGENICAS,
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Se purificaron linfocitos T de células de bazo de ratdn
NIH normai de 10 semanas de edad, mediante una columna de nylen
y 8e cultivaron 200 mil céiulas por pozo en placas de microcul -
tivo de 96 pozos de fondo plano, adicionando diferentes concen-
traciones de <concanavalina A y células de bazo de otro ratédn HIH
tratadas con mitomicina C. Se cultivaron a 37:C, 54 de COp Yy
atmbsfera Nhimeda durante clnco dias, 18 horas antes de terminar
el cultivo se agregdé 1 pCl de SHTDr, La incorporacidn del
material radiactivo se determindé en un contador de centelleo
1iquido,
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FIGURA 7. 13

ESTIHULACION DE LINFOCITOS T POR CELULAS ALOGENICAS.
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purificaron iinfocitos T de un ratén HIH normal de 10 sema-
edad, mediante una columna de nylon y se cultivaron 200 ml
por pozo en placas de microcultive de 96 pozos de £fondo
adicionando diferentes concentraciones de concanavalina A Yy
de bazo de otro ratén NHIH tratadas c¢on mitomicina €. Se

cultivaron a 37-C, 574 de CQp y atmdésfera hdimeda durante cinco dias,
18 horas antes de terminar el cultive se agregd 1 pCiL de rpe. La

incorporacion del

material radractivo se determindé en un contador

de centellieo ligquido.



7.3. ENSAYOS ANTIGENO ESPECIFICOS.

7. 3.1, Ratones i1mmunizados con Salmonella typhimurium

Ya que Salmonella typhimurium es el agente causal de la
salmonelosls murina, se trato de establecer el papel de las porinas
en la generacion de respuesta inmune celular en huesped natural.

Fara determinar s1 el sistema inmuneoldgrceco del raton es vcapaz
de reconocer a las porinas en el contexto de la bacteria total y
generar respuesta proliferativa, se 1nyectaron ratones HIH con
Salmonella typhimuribm lnactivada con acetona, %0 000 bacterias
POr Vvia intraperitoneal; 1y dlas despuéds se obtuvieron células lin-
fol1des de bazo y ganglios linfAticos y se <cultivaron en presencia
de concentraclones entre 2 a 150 pg/ml de porinas de S. typhs, 5.
typhamurium o KB colr. En las tablas 7.6 y 7.7 se presentan 10s
resultados de un experimento representativoe.

La tabla 7.6 se refiere a la estimulacién de esplenocitos., Se
observa gue la mejor respuesta se presenta cuando se agregaran
alrededor de 59 pg/ml de antigeno, existe una reactividad c<¢ruzada
importante y a concentraciones altas de antigeno existe estimula-
clon tamblen en las células de los ratones testigos, pro®xabl emente
debrdo al efecto del LPS contaminante en la las porinas.

La tabla 9.7 presenta un experimento de estimulacidn de
células de ganglios linfaticos., Los coeficlentes de estimulacion no
muestian diferencias claras entre el ratdn inmune y el testigo,
excepto para la concentraciéon de 50 pg/ml  de antigeno. En otros
tres experimentos realizados utllizando células de ganglios
linfaticos se obtuvieron resultados semejantes, esto ge debe proba-

blemente a que al extraer el tejirdo lintfoide de diversas regiones
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TABLA 7. 6.

ESTIMULACION DE ESPLENOCITOS POR PORINAS.

ITNMUNIZACION CON &, typhimbriin
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Se inmunizd un ratédn HIH de 10 semanaa de edad con Sal-
menella typhimurium, 50 000 bacterias i1nactivaday por acetona,
Por via intraperitoneal sin adyuvante, 7 dlas despubés se obtuvo
el bazo y se cultivaron 200 000 células por pozo, adicironando
diferentes concentraciones de porinas de Sailmoneila typhimu-
rium,  Salmonella typhi y Escherichia coli, se incluyeron como
testiges células de ratones ne i1nmunizados, El  cuitivo se sus-
pendidé al quinto dia, 18 horas antes de terminar éste se agregd
1 pCi de 3HTDP por pozo, la incorporacidn del material radiac-
tivo se determind en un contador de centelleo. Los resultados
estan expresados en cuentas por minuto.
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TABLA 7.7

ESTIMULACION DE LINFOCITOS POR PORIHAS.

INHUNIZACION CON Sailmonella typhsmuristio
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Se inmunizé vn ratén de 10 semanas de edad con Salmo-
nella typhamurium, 50 000 bacterias 1nactivadas por acetona,
por via intraperitoneal sin adyuvante, T dias despuéds 3e obtu-
vieron los ganglios 1infidticos de cultivaron 200 Q00 células
por pozo, adicionando diferentea concentraciones de porinas de
Salmonella typhimurium, Salmonella tymn y Escherichia coli,
se 1ncluyeron como testigos células de ratones no 1nmunizados,
Los resultados estan expresados en CPH promedio { la D E.
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del raton se obtenga un fenémeno de dilucion de las células

antigeno especi{ficas activadas,

7. 3. 2. Ratones i1nmunizados con porinas de Salmonelia typhi-
murium

Para establecer s1 las porinas solubles conservan sus propred-
ades i1nmunogdénicas, se inmunizaron ratones HIH con two pg de pori-
nas de S, typhimurium en ACF en lus cojinetes plantares y 10
dias después se obtuvieron lintocitos de bazo y ganglios linfaticos
Y se cultivaron en presencia de porinas de & typlhi1, 5. t ynphiimn -
rium y K coil.

En las tablas 7.8, 7.9 y .10 se presentan los resultados de
experimentos representativos. En la tabla 7.8 se presenta un €nsayo
donde se  cultaivaron esplenocitos, Se observa gque los coeficientes
de estimulacidn son altos para las tres cepas bacterianas; 81in
embargo, la estimulacilén eficlrente con porinas de Salmonella
(yphimurium requirid  mayor concentracion de  antlgeno en  los
PuzZos, La reactividad cruzada es muy importante y las porinas de
E colil generaron los mayeres indices de estimulacidon,

En 1a tabla 7.9 se presenta otro experimento donde no existe
una respuesta tan alta, pero se observa que la resgpuesta es mayor
cuando se estimula con porinas de S, typht a pesar de que los
ratones fueron inmunizados con  porinas de S typhimurium
Hay reactividad cruzada importante con las porinas de K cola y
fondos de estimiilacidédn muy altos en los ratones testigos, debido en
parte a la actividad de LPS,

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

varon células de ganglios linfatices, Los coeticrentes de estimuala-
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c1én son muy pobres debido a que se presenta activaclion 1mportante
en el raton testigo vy los indlces de estimulacién no fueron muay
altos en el ratén inmune. Esta obsevacidén se repitid en varios
eXperimentos y se debe en parte a la actividad del LPS contaminante
en las preparaciones de los antigences. Por otra  lado, ya due se
obtuvieron gangllos linfiticoes de varias reglones del ratsn es
posible gue la cantidad de linfocitos activados de manera
especifica por el antigenc haya sido menor que cuado se obtuvieron
de bazo, presentandose un fendmeno de dilucién de la respuesta
inmune. Por este motlvo se dicidld utilizar esplenocitos en los

s1gulentes modelos de activacion.

7.3, 3, Ratones inmunizados con PME de Salmonella typhi1.

Ya que en el Laboratorio de Inmunogquimica se han 1realilzado
engayos de i1nducclén de proteccldn a traves de la administracion de
PHE de S, typhia a ratones NIHM (47), se decididé evaluarr la
respuesta  i1nmune celular utilizando el mismo antigenc y esquema de
innmun1zaclon de esoy experimentos . De este modoe, ratones NIH de
aproximadamente 17 gr recibleron 30 pg de PHE de 8. typht en
PD3, por via intraperitoneal, los dras cercov y 1% El dia &% ge
obtuvieron esgplenocirtos y s=Se «<ultivaron en presencia de 20 o 50
mg/ml de porinas de S. typht, S typhamurium y E. colu,

En la tahla 7. 11 se presenta un experimento repregsentativo,
como en los ensayos inmunizando con porinas de S {(yphimuriom,
se observa que los mejores indices de estimulacisn se presentan al
agregar porinas de 5. typhyr v £ <coll, en tanto que las

porinas de S typhimurium generaron las respuestas menores,
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TABLA 7.8

ESTIMULACION DE ESPLEROCITOS POR PORIHAS.

INMUNIZACION CON PORINAS DE Satmonella typhimuriovm
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Se inmunizé un ratén NIH de 10 semanas de edad con porinas
de Salmonella typhimurium, 100 pg en adyuvante completo, en
los c¢ojinetes plantares 7 dias después se obtuvo el hazo y se
cultivaron 200 000 c¢élulas por pozo, adicionando diferentes
concentraciones de porinas de Salmonella typhimurium, Salmo-
nalla typht y FEscherichia coli, se 1incluyeron como testigos
células de ratones que recibieron ACF y S8SSF. El cultivo se
suspendid al quinto dia, 186 horas antes de terminar éste ase
agregd 1+ pCL de 3HTDr por pozo, la incorporacién del material
radtactive se determind en un contador de centelleo, Los resul-
tados estan expresados en cuentas por minuto,
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TABLA 7.9

ESTIMULACION DE ESPLENOCITOS POR PORINAS,

INMUNRIZACION CON PCORINAS DE Salmonelia {yphimuripm
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Se inmunizdé un ratédn NHIH de 10 semanas de edad con porinas
de Salmonella typhimurium 100 pg en adyuvante completo, en
los cojinetes plantares 7 dias despuds se obtuvieron los gan-
glios linfaticos y se cultivaron 200 Q00 células por pozo,
adiclonando diferentes concentraclones de porinas de Salmo-
nella typhimurium, Satmonella typhi y Escherichia coli, e
incluyeron como testigos células de ratones que recibieron ACF y
858F. El cultive 3e suspendid al quinto dia, 18 horasz antes de
terminar &sgte se agregdé 1 pCiL de IHTDr por pozo, la incorpora-
c16n del! material radiactivoe se determindéd en un contader de
centelleo. Los resultados estan expresados en cuentas por
minuto.
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TABLA 7. 10

ESTIMULACION DE ESPLENOCITOS POR PORINAS.

INMHUNIZACION CON PORINAS DE Salmonella typhimurium
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Se 1nmunizd un ratdn NIH de 10 semanas de edad con porinas
de Salmonella typhimurium, 100 g en adyuvante completo, éen
los cojinetes plantares 7 dias desgpués se obtuvieron los gan-
glros linfAticogy ¥y sSe cultivaron 200 000 células por pozo,
adic¢ionando diferentes concentraciones de porinas de Salmo-
nella typhimurium, Salmonella typha: y Kscherichia coll, ye
incluyeron como tesgtligos células de ratones que recibieron ACF y
SSF, El cultivo se suspendidé al quinto dila, 18 horas antes de
terminar &ste se agregé 1 pCi de SHTDr por pozo, la 1incorpora-
cibtn del material radiactivo se determind en un contador de
centelleo, Los resultados estan expresados en cuentas por
minuto.
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TABLA 7. 11

ESTIMULACION DE LINFOCITOS POR PORINAS.

INMUHIZACION CON PME DE Salmonella typha,
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katoneys HNIH de 195 a 17 gr, hembras, fueron inminizados con
PME de 4, r yphi (9,12,d, Vi) de acuerdo al prrotocolo
siguiente;: dYfa cero 30 pg 1.p. en TRIS pH 7.8 0,01 M. ; dia 15,
misma dogls, Se extrajlo el bazo el dia 2%, se cultivaron 200 mal
células mononucleares en placas de vy6& pozos en presencia de
diferentes concentraciones de porinas de 3. typhi, & typhama-
raum y F. colt, El cultivo se 1nterrumpird a los cinco dias, 18
horas antes sge agregd 1 pCi de 3SHTDr por pozo. La  incorporacion
del material radiactivo se midié en un contador de centelleo.
Los resultados estin expresados en C.P. M, Se¢ presenta 1la medira y
el error estandar de triplicados,
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Tambi1én se observa wuna reactividad cruzada rmportante entre los
tres antigenos, aungque s notoriao  Jgue la menor estimula-
c1on se presenta con las porinas Jde S tpphiamuraum

La concentracion del SFB en el medio de cultivo 1nfluye poco
en los indices de estimulacion antigens especlficos, de  manera
diferente a lo que sucede en 1los modelos de activacion por
mitégenvs (figura 7. 14).

En las {figuras 7.1 A y 7.15 B se presenta el resultado de un
experimento donde se s1guld la magnitud de la respuesta de acuerdo
a los dias de cultivo, se observa la mayor estimulacidén a los cince
dias.

En las figuras 7.16.A y 7. 16, B se presenta un experimento
en €] que se evalud la estimulacilon de esplenocitos hasta 76 dlas
después de la ditima 1nmunlzaciaon, La magnitud de la respuesta
proliferativa disminuye notablemente a los 45 dias; s1n embargo,
se conserva aun 7% dlas después de la inmunizaclon,

Ya que las porinas Jde S Utyphampuriogm estimularcen pobre-
mente a los linfocitos inmunes en sultive, 3¢ realizoe un ensayo
para Jdescartar que fuesen cltotoxicas. Para ello, se cultivaron
lintwcitos en presencla de 20 o S0 pg/ml de porinas y se cosecharon
entre log dias cuatro y diez de cultivo, en una placa por duplicado
ge adicione Can A a 13 pg/ml. En la tabla 7.1¢ se presentan los
coeficientes de estamulacién al cuartoe dia de cultive., 351 bien el
fondo de estimulaclén en las <élulas inmunes es alto, se observa
claramente una estimuiaclén antigeno especifica; en la tabla T7.13
se presentan los resultados de la activacién al sexto dia de cul-
tivo, comparando los resultados hablendo agregado Con A tres dias

antes de terminar el experimento, Se observa que en el raton irnmine



eXlste una estimulacion dadicional. La respuesta en los lintocitog
estimulados con porinaz de S typhimorium se restituye al nivel

de la observada con las otras porinas, Lo que descarta su posibile.
téxierdad,

En tag figuras 7. 17 A y 4. 1'1. B se puede observar el comporta-
miento de log esplenocitos entre los 4 y 9 dlas de cultive,

Se realizaron experimentos con linfoecitoes T de ratones CO67TEBEL,»
tamuntizados de 1a mesma manera. l.a tahla Y, 14 presenta un  expe-
rMamento en el gue se  compara  la estimulacidn de edplenocitos
totales y de lintfuciteos T. Se olserva que eXlste 1mportante recti-~
vidad c¢ruzada, Llama la atencion que las porinas de £ coli
presentan leos coeficiente de estaimulacidn mia altos, En la tabhla
7.1% se presenta otro experiments en el ¢que se tratd la suspension
de cdlulas de bazo con un anticuerpo monoclonal contra  Thyl (719
para eliminar a lintocitos 7T Se  observa que la respuesta al

antigeno se abate c¢azl por completa,
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FIGURA T. 14

ACTIVACION DE LINFOCITOS POR PORINAS.

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SFB.
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CONCENTRACTON DE $.1°.B,

Ratones NIH de 15 a 17 gr, hembras, fueron inmunizados con
PHE de S typhi {9,12,d, V1) de acuerdo al protocolo
sigurente: dia cero 30 pg 1i.p. en TRIS pH 7.8 0.01 HM,; dia 15,
misma dogis. Se extrajo el bazo e] dlia 8%, se cultivaron 200 ml
células mononucleares en placas de 96 pozos en presencia de
diferentes concentraciones de PHE de &S typhi:, y diferentes
concentraciones de SFB, el cultivo se ainterrumpld a log c¢inco
dias, 18 horas antes se agregd 1 uCr de IHTDY por  poro, La
incorporacidn del materlial radiactivo se midié en un contador de
centelleo. Los resuitados estin expresados en C.P. M
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FIGURA 7. 15, A

BSTIMILACTION DE ESPLENOCITOS POR PORLIHAS
SEGUN DIAS DE CULTIVO,

INMUOHIZACTON CON PHE DE Salmonella typhi.
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Ratones NIH de 1% a 17 gr, hembras, fueron 1nmunlzadoes <on
PHE de & typhi (9,12, 4,VL} de acuerdo al protocolo
sigulente: dia cero 39 pwg 1.p. en TRIS pH 7.8 ¢, 0t HM.; dia 195,
misma dosis, Se extrajo el Lazo el dla ¢%, se cultivaron 200 mil
cédlulas nmneonconucleares en placas de 96 pozos en presencira de
diferentes concentraciones de porinas de S, typht, S typhinn-
rium y £ coli. BEl cultive se interrumpto entre 4 y 7 dias, 18
horas antes se agregé 1 pCr de SHTDY por pozo. La incorporacidn
del material radiactivo se midié en un contador de centelleo,
Los resultados estan expresados en C.P.H,
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FIGURA 7. 15 B

ESTIHULACTON DE ESPLEHOCITOS POR PORINAZ
SEGUN DIAS DE CULTIVO,

INMUNIZACION COH PHE DE Salmonelila typhl,
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katones HIH de 1% a 17 gr, hembras, tueron inmunizados con
FME de 5. typphits (9, 42,4, VL) de acuerdo al protocolo
sigulente: dia cero 30 pg 1.p. en 'PRIS pH 7.8 0.01 M. ; dia 15,
misma dosls. Se extral)o el hazeo el dla 2%, aze cultivaron 200 ml
células mononucleares en placas de Y6 pozos en presencia de
diferentes concentraciones de porinas de 5 typhi, = typhamu-~
rium y E. coli, El cultivo se interrumpié entre 4 y 7 dias, 148
horas antes se agregd | plr de 3HTDr poer  powno, La 1ncorporacliadn
del material radiactivoe se midid en un contador de centelleo.
Los resujtados estan expresados en C.P. M,
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FIGURA 7. 16. A,

ACTIVACION DE ESPLENOCITOS POR PORINAS SEHGUN EL
TIEMPO POSTERIOR A LA ULTIMA THHUNIZACLON,

RATONEZ THMUNES,
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Ratones HIH de 1% a 17 gr, hembras, fueron mmunizadoes con
PHE de 5. typhi (9,12, d,V1) de acuerdo al protocoeloe
sigulente: dia cero 30 pgi.p. en TRIS pH 7.8 0.0t M.; dia 15,
mLpLsma  dosis. Se  extrajeron los bazos ente el dia &% y el 45, se
cultivaron 200 mil c¢élulas mononucleares en placas de 96 pozos
en presgencia de diferentes concentraciones de porinas de 5.
typht, Y. typhuamuriwm y £, cold, El  wultivo se anteryrumpld a
los c¢ince diras, 18 loras antes se agregoe 1 plL de SHTDY por
pezo. La 1ncorporacion del material radiactive se mdid  en un
contador de centelleo, Los resultados estidn expresados en C. P, H.
Se presenta la media ¥y la desviacidédn estandar de triplicades.
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FIGURA 7. 16. B,

ACTIVACION DE ESPLEHOCITOS POR FORINAZS SEGUR EL
TIEMPO POSTERIOR A LA ULTIHMA INMUNIZACLON,

RATONES TRESTIGEON.
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Ratones N1H de 1% a 17 gr, hembras, fueron  wnmunizades con
FHME de . typhit (9,12, d, V1) de acuerde al protocolo
sigutente: dia cero 30 pg 1. p. en TRIS pH 7.8 .0t M, dira 18,
misma dosis. Se extrajeron los bazos ente el dia 25 y el 4%, se
cultivaron 200 mil c¢élulas mononucleares en placas de Y6  pozos
en presencia de diferentes concentraciones de porinas de
typhr, 8. typhamurium y E. coll, El c¢ultive se 1nterrumpid a
los cinco dias, i lhoras antes se agregd {t pCL de IHTDr pon
pozo. La incorporacién del material radiactive se midié en un
contador de centelleo. Los resultados estin expresados en C. P, M
Se presenta la media y la desviacién estandar de triplicados.
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TABLA 7. {2

ESTIMULACION DE ESPLENOCLITOS FOK FOR1INAS,

{HHUNE Tead huw
Hebla - DR BELIA - bk

CELULAY SuLAs LEN 14k ob! 143
CON A 10 ugzal 33930 AL F 159
OOl A 20 ugml YL 1ht 147 b
PORINAS 20 ug/n

5o Uplueriun 10383 i Sed ubl
s e 103600 Wiet §¢48 i1
£ ol 1bTed oy 50 611

PORINAS «0 ug/nl

S Upumri byl TPLY] 1 §54¢
51 (FIRI) (WAL (LT 1464
E ol Y141 ] YA 1 il

IR e R L LR R AR L AL LA Ll

kKatones NIH de 15 a 17 gr, hembras, fueron 1nmunizados con
PME de S typhis (9,12, d:Vi) de acuerdo al protocolo
sigurente; dia cerco 30 pg 1.p. en TRIS pH 7.8 0.01 H.; dia 15,
misma dosis.  JZe  extrajo el bazo el dia 2%, se cultivaron 200 ml
cédlulas monunucleares en placas de 96 pozos en presencia de
diferentes concentraciones de porinas de 5. typhy, S, typhs-
mursum yp E. coll, El cultive sé nterrumpré a log ochos dias,
18 heras antes se agregs 1 pdy de 3SHTDr por pozo. La incorpoera-
ci1én del matertial radiactive se midié en un contador de cente-
lleo, Los  resultades estan expresados en C FP. M Se presenta la
meddia y la desviacién estandar de  triplicados. A upa placa
testigo, conteniends  las ceélulas del mismo raton, se le agrego
1o ugy/ml de concanavalina A tres dias antes dJde  inteprrumplr el
cultivo,

Dl
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TABLA 7. 13

E3TIMULACION DE E3PLENOCITUS POR

PORINAS,

EFECTO DE LA ADICION DE COHCANAVALINA A.

R e R R R e e L e R R N O N PN N A A TN L R P e L L N N e R R R L T L L N o L AN
ESTIMULO ATttt BTN LWLE BTN TR aTin 1EE7 150 CLE O E
H:‘S :C"J:ﬁr&;—.ﬁ'_ JAErS Myt EG"{“"HV?}L“M " S““ CG”
- S [ on Ve C e . e o
SECIN B, I.E. R TR SN A ML L, L.E. s YR 1.E, A CON R

A L L T T O O L T Y T Blfe ettt LT e s R R s

TR R RARAL LAAATASY ALARAAN LARLRLL AV LRSS Ankhaah Y

CELULAS SiLes B 1.7 - BT 1 . ldh 14er . itk 1o - - -
COR AL an/al I0BISE 107'D 4 fents I el S1lhe NS S5.5 dlned TS 465 w2 0.
U R Cougeel MZEST O TTRED ol LSt 1 [E T A T AT A TR T A £ N vl .
FORINAS Juny. b

2.ty O N S A S B 13 R B Lid PR A7) ST R 4,1 Lo
Yo Uyitpuctun L00EE 0 Toss P 1O LA B S S TR <1 fod el PR P A 1
” - - - . . f [ L
Eoocolt Seidp ek N IR ER =55 8, L N L7 IS ey Lo ! -
FORINAS g rei

3. typhi Bl deod 1008 D107 Tlaed I ity e PR L PRSI PO | Jie .
5. tychisarium %y Tl RPN MR T - 40 LA DReen 1568 5. ol N
b, coly t¥igd s58 BT R Tl o A har TR O e A L2 !
'-‘n\-'\'b\'h'k'.'h‘\'v\‘\\\'l‘-'-‘&'-'l\i‘-\'v\!’\'-k."-ﬂ."\'.'\.‘i‘ R A N ] LAY ORI L R T E I E AL ."f.-‘.\'\.\l.‘\,\'.\.\'-N'.'.‘:'R\\‘.:;:.'»‘ﬂ\-\\‘;::".\"":'n‘\-‘.".';\

HIH de 15 a {7 gr,
typhy  (9,12,d: Vi)  de
dia cero 30 pg 1.p
Se extrajo el bazo el dia 25,

en placaa de 9

fRatones
PHE de &
sigulente;
miama Jdogis.
cédiulas mononucleares

diferentes concentraciones de porinas de 3,
El cultivo se 1nterrumpid a los sirete dlas,
por

murium y £ cole,
18 horas antes se agregd { pCrL de 3SHTDYr
c1én del material radiactivo se midid
1leo. Los rezultados esztan expresados en
media y el error estandar

hembras,
acuerdo al
en TRIS pH 7.8 0,01 M.

de triplicados.
conteniendo lag células del miLsmo raton, se e

fueron inmunizados con

protocolo

dia 195,

se ocultivaron 200 mil

pezos en  pregencla de
typht, 5. typlia -

pozo., La incorpora-
en un contador de cente-
C.P. M., Se presenta la
A una placa teatrgo,
agregd 10 pg/ml

de concanavalina A tres dias antes de interrumplr el cultivo.
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TABLA 7. {4

ESTIMULACION DE RESPLENOCITOL POR PORINAS,

1 RHUNE Thabliv
HEDIA DK HEDIA DK
CELULAS S0LAS FRN 1 ¢95 144
Ol A L0 ug/ml tidW bl juath L5

CON A ¢u ug/ul 9130 43y 1155 1103

PORINAS ¢0 ug/a

$oUypumriu S04 9239 4261 BE4
3. Lypu 3l 19540 h9te 1595
E cuil bbbl 1ebiy 15103 e

PORINAS (6 ugyml
S typumrng 51955 11060 vles e

Lypti gt Bl hiey gt

=

B ol yyod 4151 jl4cy TN

LR TR F L R P L P L ] NNETARN SR N e R eI

kKatones NIH de 1% a {17 gr, hembras, fueron inmunizados con
PHE de &, typhin (v,12,d:V1) de acuerdo al protocolo
sigurente: dia cero 30 pg 1.p. en TRIZS pH 7.8 0,01 M. ; dia 165,
misma dosis. Se extrajo el bazo el dia 2%, se cultivaron 200 mil
células menonucleares en placas de 96 pozos en  pre3encia de
diferentes concentracilones de porinas de &, typits, o typha-
murrum oy K coll, El cultivo se imterrumpld a los nueve dias,
18 horas antes se agrego 1 pol de 3rpr POl pPozo. La i1ncorpora-
cién del material radiactivo s midid en un contador de cente-
lleo., Los resultados estan expresados en C. PN He presenta la
media y la desviacidn estandar de triplicadoz, A una placa
testligo, contenlendo las células del mismo  raton, e  le agrego
10 ugyml de concanavalina A tres  dlas antes de nteéerrumplr el
cultivo.
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FIGURA 7. 17. A

ESTIMULACION DE ESPLENGCITOS POR POKINAS,
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FIGURA 7.17.B

ESTIMULACION DE ESPLENQCITOS POR PORIHAS.
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TABLA 7. 1b-

ESTIMULACION DE LINFOCITOS ‘I' FOR PORINAS,

e T Ll P o oy T o o L e G i T L o e e o P B L e e A e i A S 8 4 e L oy

ESTINULE RATON  THHUNE RATON TESTIGO
MEDIA  D.E, LE. MEDIA DLE.,  LE. C.E,

ESPLENOCITOS 1678 AB4 Ny 3234

FORINAS

8. typh 6055 1184 L6 TS 414 0,3 59

S, typhimuriua 616 1453 0.7 726 % 0.l A7

t.cols 11956 7655 33 2526 1658 9.9 L5

LINFOCETOS 1 908 I 00 104

LINFOCITOS T MAS CON A 10840 3258 21,3 10336 1021 345 0.6
LT MAS CON A MAS CFA  1B383 4111 36,2 37750 7677 125.8 0.3
LT HAS LPS MAS CPA 133 1482 2.2 22 3 08 29

LT MAS FORINAS

8. typh 6503 1655 128 26 A8 1,8 .3
S, typhinur iua 7755 2801 15,3 1003 132 L3 4
E.col B0S3 063 15.9 130 47 0.4 24,6

o 4 e S L P L L e el B e L R S - BB R P T M P S e el e ol A A 4 2 S e

Se obtuviersn linfecites T de bazo de raton CHTBL/6 ymmunizado
con FHE de & typhl mediante columnas de nylon y se cultivaron
en presencia de CPA ( células singénicas de exudado peritoneal
tratadas con mitomicina C) y de porinas scvlubesl de & typliy
en placas de microcultiveo de 96 pozos de fondo redonds durante
cinco  dias, 18 horas antes de terminar el cultivo se agregé 1 pca
de 3HTDr. La incorporacion del material radiactivo se determins en
un contador de centelleoc liquido.
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TABLA 7. 16

EFECTO DE LA ELIMINACION DE LIHFOCITOS 1T EN LA

HTIHULACION POR PORIHNAG,

e e o R et 1 W - R i o B D A A T b R B L o e e e s B e e e e 8 . o e o . 0 ok 0 Y b Y e o A Y e B e O

ESTIMLO RATON  ENMUNE FATON TESTIGO

HEDIA D.E. 1.E, HED! A D.E. I.E. C.E
CPA 2844 248 974 §05
CPA HAS CONA 5682 517 23 B0 112 1.4 0,7
CPA HAS LPS 4261 a7 1.7 278 152 0.3 &1
LT 2407 193 1963 07
LT HAS CPA MAS COMA 63376 21526 26,4 29375 9570 15,0 1.8
LT WA5 CPA MAS LFS 5418 352 2.3 7906 1K) 5.8 0.6
LY MAS CPA MAS PORTHAS
8. typhi hbSH 11862 27.7 T 605 4.1 6.7
RESPUESTA AL ELIMINAR LINFOCITOS T
CELULAS 50LA5 5513 505 435 209
CELILAS HAS CO A 4244 221 0.9 ag0 9 2.0 0.5
CELLLAS KOS LPS 973 157 0.9 760 476 1.7 0.5
CELULAS MAS PORINAS DE S, typhi 3545 155 0.8 1061 9 2.4 0.3

ks B s vl S o M o A (T o ki o o e A e Ll B i e Y A e R b A . Y S o o o A S 20 e ek e

Esplenocitos de ratdén C57Bl1/6  inmunizados c¢on PHE de &
typhl se trataron con una mezcla de anticuerpos monoclonales
contra Thyt, L3IT4 y Lyt2 y complemento de cobayo, durante 30 minu-
tos. Las células viables se cultivaron en presencia de de porinas
de & typhi en DHE al 107 de SFB suplementado con antibioticos
y B-2-mercaptoetanol, durante cince dias en un volumen de 200 pl en
placas de microcultivo de Y6 puozos de fonde plano, durante cinco
dias, 18 horas antes de terminar el cultive se agregs 1 pCr  de
3UTDr, La incorporacion del material radiactivo se determind en un
contador de centelleo ligquirdo.
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7. 3.4, Eiecto del lipopolisaciridoe.

Ya que s2 observo que en todos los modelos eXxperimentales
ex13tia una estimutlacldn tanto en loi ratones rnmunes come en loa
testigos, <ue no se pudlia atribulr al antigeno, se Jdecidio  tratar
de eliminar el efecto del LPS en los cultivoes de esplenoecitod,

La polimixina B (pol B) tiene fa propredad de adsorvhker al LPS
Y evitar que se presente sus efectos bioldéglcos an  vitro; s1n
embarge, es muy toxica y tiene limites de seguridad muy estrechos.
Por esto, se determind primeramenie la concentracién maxima no
téxica en cultivo.

3e cultivaron esplenocitos de raton NHIH con Con A a una caon-
centracién de {0 pyg/ml vy pol B entre 2.5 y 200 pg/mi. En la {figura
7.18 se presentan los resultados de un experimento representativo,
Se observa que a partir de los 1% pg/ml la pol B afecta notable-
mente la activacion de los esplenocitos por el mitégeno. por lo que
ge decidid utilizarla a % pg/ml en todos 1os ensayvs pusteriores,

En la figura 7. 19 se presenta un ensaye de estimulacidén de
esplenvclites con diversas combinaciones de los mitogenos, Cuando se
cultivaron los esplenocitos en presencia de Con A a {opg/ml y poli-
mixina B a 5 pg/ml no se observd efecto citotdéxico, tampoco al
cultivarlios con LP3, pol B y Con A, Los linfocitos cultivados en
presencla solo de LPS se activan, aungue no en la misma magn:itud
que con la Con Ay en los linfocitos que fueron cultivados en pre-
sencia de LPS mis pol B, la regpuesta preliferativa disminuye nota-
bBlemente, 81 lien no se akate completamernte,

Con estos resultados se concluye que es posible eliminar de
manera parcial el efecte mitogenice del LPE en cultive,

Una vez determinada la dosgis optima de pol B se realizaron
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FIGURA 7. 18

DETERMINACION DIE LA DO3IS OFPIMA LE POLINIXINA B

R — e e e
} i ESPLEHOCIION POR oM f i
i
we; i
! {‘.i! i
) |
TS
l ﬂﬁj '
f “ua i
vaf 11 =
:jl
e A
i
i
4
mLLi |
l i
| |
] !
'+.
l
0. |
" | i
w {1 Wi,
L] . p} __.'
; 441, f}l I
- H |
20 B
N { T e
o ]
B o
T | R ”1"“MWWHMWMhy””._T“m"Mﬁhw
10 1% e 6 99 15 144 165 199 alh2y

CONCENTRACIGH DE POLIMIXING B ¢ uasnl)

se obtuvieron esplenccites de raten NIH normal  y  se culti-
varon awo omil o celulas en por pozo en placas de vo pozZos de fondo
redonde en DHME al 1¢ « de SFB, suplementade con antibaaoticos  y
B-é-mercapteetanol y adyicionands 10 pg/ml de concanavalina Ay
diferentes concentraciones e polimixina B, El egultiva se  1nte-
reumpld  a  los  cincoe  dias, 18 heras antes se adiciont 1t opdr de
dH'I‘DI*. la 1ncorporacidén del material radiactive se determins en  un
contador de centelleo ligquideo, Los resultados se encuentran expre-
sados en O, PO
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FIGURA T7.19

EFECTO DE LA POLIMIXINA B SUBRE LA ESTIHULACION

POR DIVERZ0S MITOJENOS.
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LOG DE LA CORCENTRACION DU LPS

3e cultivaron esplenocitos de ractdon NIH normal en presencia de
diversas combinaciones de mitdgenos (LP3 o Con A) con polimixina B,
Se wutiiizé DHME al Loz suplementado cen antibidticos Y
B-2~-mercaptoetanol en placas de microcultivo de 96 pozos de fondo
plano en un volumen final de 200 pil, durante 5 dias, 18 horas antes
de terminar el cultive ge adiciond Lpl1r de 3HTDP. la ncorporacidn
del material radiactive ge determins en un contador de centelleo
liquido. Los resultados estian expresados en <. P M
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TABLA 7.17

EFECT. DE LA FOLIMIKINA B oobhk LA ESTIHULACION DR

SAPLENOGC MG ok PO THAG,

Ry iy By % T Ry 1 1 A By Ry By e B S, B B B R Ry P Ry A R BB g A R A R B By R R A R R Ay R A A A B e A A B e P A R P Ay

RATON INHUNE RATON TESTIGO

FSTIMILO MEBIA  E.S.  LE. MDA ES.  LE C.E
Rt Ay R A AN A R Ry Ry e R AR RN A AP RAAR AR RAAARLA AARRL U ALANNAR S AN e A
CELULAS SDLAS 85 a0 - 2087 483 - -
CONCANAVALINA A 292976 14740,0 77,4 224980 20108,0 108.0 0.7
LIFOFOLISACARILO 92925  5689,0  28.6 21872 3107 10,8 2.3
PORIMAS
S, typhi 15615 1439.3 A1 8475 1547 L1 L3
S, typhisuriun 12825 1919.7 3.4 2097 653 L0 3.4
E. colt 2958 7740 S8 LS 37 Le 3.7
FORINASHLPS
S typhi [06664  2001,7 8.2 10280 29727 a8 3.2
§. typhisuriua 268 77423 2.6 16928 28997 &0 1.0
E. coli 105621 2907.0 27,9 M8 10433 45 6.2
FORINASHLPSHPOL B
S, typhi 43080 SI44.3 114 10557 3983 5.0 2.2
§, typhiouriua 15613 46157 A0 1430 3.0 07 A0
E. coli 2987 16120 b6 4947 4753 24 2.0
PORINASHPOH, B
S, typhi M517 71867 150 9540 1590 A8 2.5
S. typhisurius 11833 20797 L0 2243 Hn7 0 L 2.9
E. coli L0a7 5277 2.9 %8 s0.7 LT LT

B A Ry A By Ry P P Ry A Ry, g Ay By A A Ar iy By e P Syt A Ry At A At A Pt By A By B A R A A S R A A R A A A B A B B Py S A ey

Un ratén HIH hembra de 13 grames fue anmunizado  con PHE O de
o8 typhit, 30peg en TRI1Z O Q1M por via mmtrapevitoneal, a bos ¢
dras recibld una segunda  Jdosils ¥y mes ¥y medio despuds e obtuvieron
esplenocitos; lus cuales se cultivaron en placaz de microcultive de
96 pozZosg, SOV mil células  por pozo en presencia  de 20 pg/mi de
porinas y adicionando Spgp/sml de polimixina B, e wncluyen come
testigos pozos con LPS des tppha U Gul extralde por el metodo
de Fenol-agua, y pozos <on concanavalina A, 1o pg,ml. Bl cultive se
terrumplrd a los cuatrs dias, 1 horas antes ge agrego un pul o de
3HTDr,  La incorporacion del materiai radiactive ge determing en ui
contador de centelleos ligquideo, Leg resultadosz ge encuentran  expre-
sados en cuantas  por mLinuto, Se  vcaleuls  1a media y el erpror
estandar Jde traiplicados.
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ensayos adicionandolo al sistema de estimulacion por porrinas.
LLa tabla 1. 17 presenta un experimente donde se cultivaron espleno-
citos de raten NIH inmunizado con PHE de S typliz con porinas
s¢lubles, porlihas mas LPS, porinas mas LP2 v poel B o  porinas  mas
pol B, La pol B elimina el efecto del LIPS adicionado al cultivo y
no se observa efecto en los pozos donde cultivdé en presencia de
porinas. Por 1o que se concluye gue la activacion que se cobserva

en log ensayos se debe a las porinas y no al efecto del LPS,
T. 3. 4. Ensayos en papel de nitrocelulosa,

a) PHE de Salmoneila typh..

Una vez que se determind que las porinas generan respuesta
inmune celular especifica, se decidid localizar el sitio donde se
encuentran los détermlnantes antigénicoes.

El procedimiento de purificaciéen de porinas gque se utiliza en
el Laboratorice de Inmunoquimica audn o permte la abtencion de
cantidades 1limitadas de estas preteinas. Por tanto  se  lbuscd  un
método que permitiera la 1dentificacidn de los péptildos responsa-
bles de 1nduclr i1nmunidad celular utilizando ia mener cantaidad de
antigeno, El procedimiento conslste en la separacidén de las pro-
teinas por SDS-PAGE, su transtferencia papel de nitrocelulosa y la
adiciédn de este al cultivo de linfocitos i1nmunes,

Primeramente se evalud el efecto del papel de nitrocelulosa y
de los colorantes utilizades para localizar las bandas protéicas,
en los ensayos de activacion, Fues ambos pudiesen tener efecto

LOXLCO & MLLOREeNLCO.
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Para ellv, se inmunizaron ratones N1H con 30 pg de FPHE  de
5. typliz los dias O y 7 1.p, se sacrificaron el dia t4 y se
cultivarcoen los esplenocitos en presencia de suspensiones de
papel de nitrocelulesa a las que previamente se les habla agregado
PHE, Como testigos se 1ncluyeron: papel Jde mitrocelulosga solo o con
PME tenide con rojo de Ponceau y lavado con PBY-Tween 20 al 0, 14,

Laz {farguras 7.20.A y 7. 20. 8 preczséentan un experiments represen-
tativo, Se observa que tanto para el ratéen testigo como para el
inmune, el papel de nitrocelulosa s1n antigeno genera respuesta
mitogénica, pero es posible diferencilar claramente la estimelacién
especifica  por el antigeno, El rojo de Ponceau ne tiene efecto
citotéxico; por 2] contrario, el papel tenido y lavado geners mayor

respuesta que el papel que s50lo contenlia a las PME,

b}y PME DE S. {typhi separadas por SD3-PAGE,

Una vez gque se determinoe que es posible observar la activacion
cuando el antigeno se adiciona en papel! de nitroceliuwlosa, se  tratd
de observar cuil de las PHME i1nduce me)or respuesta qnmunaléglcoa,

Para ello, se 1nmunizaron ratones NIH de la manera descrita

y las células linfoildes se cultivaron en presencia de papel solo,
papel de nitrocelulosa con las PME obtenidas de la separacion elec-
trofordtica y con porinas solubles de S typhi

En la figura T. 21 se presenta el resultade de un experimento
en el que se cultivaron esplencocitos en presencia de dos bandas, la
designada como A corresponde a las porinas y la B a otras proteinas
con menor peso molecular, Llama la atencion gue la banda B apa-
rentemente tiene actividad mitogénica, estos resultados se repil-

tieron en varlios experimentos.
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¢) Péptidos de porinas de Salmonelila Lyphi.

Para tratar de tocalizar las porciones lnmunodominates en las
porinas, los péptidos digeridos porr BroN se corrteron por SHS-PAGE
y se transfirteron a nitrocelulosa, las regilones conteniendoe los
péptidos fueron tratadas c¢omo se ha descrito y se probaron en
engayos Jde activacion de linfocitos,

En la tabla 7.18 se presenta el reszultade de un experimente
de un ratén nmunizade con FPME de & typha de acuerdo al
esquema descrito, se observa gque el paptido de 16 Eba genera la

mayor activacidn de linfocitos.

7.4, DETERMINACION DE ANTICUERPGS.

Para comparar la respuesta inmune humoral respecto a la celu-
lar ge deci1di1d determinarel nivel de anticuerpos contra porinas  en
los ratones que se analizaron en los modelos de activacaén de lin-
focrtos.

En la figura 7.22,. A y 7.22. B se presentan la determnacion de
anticuerpos contra porinas por ELISA en un ratén £C57Bl/6 inmunizado
con PME de S, typha, En las {iguras 17.23.A y T1.23.B se
presentan los resultados de un raton BALB/c i1nmune y otro testigo,
respectivamente., Se observa que la respuesta de anticuerpos a las
porinas de S typh: es buena en ambas cepas de ratones, hay
reactividad cruzada wmportante en la respuesta a i coli. Los
ratones BALB/C¢ no presentaron reactividad cruzada importante cuando
se cultivaron en presencia de porinas de 5 typhimurlum Bstosg

resultados se repitileron en varios experimentos realizados y son
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consgistentes con los modelos de activaciédHn n viaidro de linfocy-

tos,

Estos resultados sugileren que exlste una relacién entre las

caracteristivas gendticas del ratén y la magnitud de respuesta

las

porinas,

tanto en la rama efectora humoral como la celular,

derivé hacia un estudio mas detallado de este aspecto, motivo

otro trabajo del laboratoric (74).

a

Y

de
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TABLA 7. 18

ESTIMULACION DE LIONFOCLTOS POR PEPTIDOS DE PORINAS

DE Salmonetla typht EN PAPEL DE HITROCELULOSA.

%\M&%%N%\5&&5&~ﬁ&\&hﬁ~&&h\ﬁMNNNNNN\NNNNNMNNN%MNNNMNNQNN%NNNNNN%N\NN&NNNN&NNNNNNN\NNNNNNN%

EBTINLO RATON THMUNE RalQl TESTIGD

| vt e ik IR WREL G
CELULAY S0LAS 493 54 MM 293
PORINAS SOLUBLES 9293 2140 18,77 867 H 2.77 6,78
PAREL RITHRUCELULOSA 170 204 1,54 400 21 1.78 1.2
FEFTIDO 29 7408 1279 15.08 g0 59 1.53 4,80
PEPTION 1% L7y7 405 13.79 127 49 1,4 1398
FEPTIOO 16 15007 7974 A4 578 19 §.69 14,05
FEFTIDD 9 774 1002 15.78 MY 58 2,99 5.27

B A e A R A AR A A A R A A S A A A S e i S T T T A e AR A A A A A A M T B A A R A A R e e e A N Y

Se  obtuvieron esplenccitos de ratones nmunlzados con PHE
de S5, typhl y s5¢ cultivaron en presencia de suspensiones  de
papel solo, papel de nitrocelulosa con los diferentes péptidos
obtenidos de la separacidén electroforstica, con porinas  solubles
de I, typh: y con Con A, El cultivo {fue suspendido al gquinto
dia y 18 horas antes, se colocaron | pCi/pozo de 3HTDr, cuya
incorporaclion fue determinada en un contader de  centelleo
liquido, Los resultados estin expresados en cuentas por minuto,
dando la media y la desviacidén estandar de los triplicades.
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FIGURA T7.22. A

DETERMINACION DE ANTICUERPOS CUONTRA PURINAS
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Ratones C%7Bl/6 de 15 a 17 gr, hembras, fueron 1nmunizados
con PHME de . typhl (9,12, d: V1) de acuerdo al protocoloe
sigulente; dia cero 30 yg 1. p. en TRIS pH 7.8 0. 01 M ; dia 15,
misma dosis, Los ratones tesatigus recibieron S3F Se extraj)o
suero el dJdia 25, Yy se Jdeterminaron  antleuerpos  anti-porinas
de Y, typhit, S. typhimurium y E. coli por ELISA.
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FIGURA 7. 22.B

DETERMINACION DE ANTICUERPUS COHTRA POKRINAS
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FIGURA 7.23. A

DETERHINACION DE ANTICUERPOS COHTRA PORINAS
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Ratones BALB/c de 1% a 17 §¢gr, hembras, fueron 1nmunizados
con FHE de 5. typht  (9,12,4:V1) de acuerdo al protocoelo
sigulente: dia cero 30 wg 1. p. en TRIS pH 7.8 o 0t M. dia 185,
misma dosis. Los ratones testigos recihbieron SSPF. Se extrajo
suars el dia &9, Yy se determinaron  anticuerpos  antl-porinas
de 5. typhi, S typhimurium y E coll por ELISA.
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FIGURA 7.23.B
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d. DISCUSION. -

8. 1. LOUKOS.

8.1.3. Puriticacién de antigenos.

£l patren electroforetico de las PHE de 5, t ynhit
g,1&,Vi:d  airsladas por el método de Schnaltman {fue muy samilar a
lo encontrado por Kamio para S, typhirmurrum (53). Se  obtu-
vieron tanto las proteinas  praincipales  como las secundarias o
menares, <con pesos moleculares ¢que van de 17 a 70 Kba, de las
cuales destacan dos proteinas de I8 a 41 Eba, gque corresponden a
las proteinas formaderas de canales o porinas.

Este método permite la obtencion de PHE en su estado nativo,
debido a gque no se emplean procedimientos drasticos en la extrac-
clén, aungue tiene como desventaja que el contenitdo de LPS en  las
preparaciones es alto. Estoe se debe a que algunas PME estan unidas
de manera no covalente al LPS.

Bl patron de elucidn de las porinas de las tres Enterobacte-
riras utilizadas en este trabajo fue muy semejante. l.Llama la aten-
¢1én que las porinas levigan muy cercanamente al volumen de exclu-
ién de la columna de Sephacryl 5-200 utilizada, Los pesos molecu-
lares obtenidos son de 100 a 150 ml aproxamadamente, por Lo gue
se 1nfilere Jque las porinas se encuentran en {forma de trrimeros en
esas condiclones.

La contaminacién por LPS en las PHE fue de aproximadmente 4 7%
Y en las porinas de 0. 017 pero puede observarse Jque scobre todo eén
los experimentos de activacién en ratones 1nmunizados ocon la
bacteria total.

En relacion é la obtencién de poptrdos, es mportante con-

siderar que el Brol es uno de lwos agentes quimicos Jque escinde las
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cadenas polipeptidicas en residucs de aminoidcidos bien definidos,
el nimero de fragmentes producides a partir de und proteina puede
predecirse seguin el nimero de residuos de metionlinda que c<ontiene
{45),

El mecanismo consiste en el rompimiento del enlace peptidico,
en donde el grupo carbonilo eg aportado por un residuo de
metionina, el cual se convierte en un residuo C-terminal, gque es
la lactona de la homoserina. La digestion se lleva a ¢abo a 2% 0
durante 20 hrs. Con el fin de solubilizar el BrCN y que pueda
reaccionar con las proteinas, la solucidén de acido férmico al  TOX
es la mis adecuada pues concentraciones menores permiten la oxida-
c16n del triptofano y las mis elevadas resultan en una acocidn
inhibitoria del BrcH.

Como desconocemos la estructura  pramaria completa de las
porinas de 5. typhi, y considerando cque exlste una alta  homo-
logia entvre las porinas de otras Enterolkacterias, medliante el uso
del programa para computadora PCHENE, se determinarcon los péaptidos
que se formarian al romper las porinas ompC y umpF de E coli,

El programa simula una digestién con Brci, proporcronando
las caracteristicas fisicoquimicas de dichos péptridos, como son el
punte  1soeléctrico (PL), la vcantirdad de aminoacides v el peso
molecular de cada unv de ellos (tabla £.1).

De acuerdo al programa, el Br¢H produce el rompimiente Jde laa
porinas eén tres residueos de metioning, lo cual repercute en la
producclén de cuatro pelipeéeptidos, Jue tendrian pesos moleculares

estimados de 21, Y, B y 4 HDa,
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8.1. 2 Ensayos de activaciaon

Las ensgayos de activacion de l1Infocltof con porlnas nes per-
miten concluir que los ratones HIH gon capaces de reconocer a  las
porinas en el contexto de la bhacteria total., Pues los linfocitos
de ratones 1nmunizados con S, typhaimuraum proliferaron en
presencla de las proteinas solublesz,

Las purinas purificadas ne prerden su inmunogenicidad, pues
los lintocitos de ratones 1nmunizados con estas proteinas  tambilén
se activaron en presencia de las protelnas scolubles. EBn estos
experimentos se ovbserva una reactividad cruzada importante  con
porinas de S, typhr y K c¢oll. Estos resultados no son
consistentes con los encontrados por Matsul (73y), qulen repoerta
que la activacidn de linfocltos de ravones BALB/¢ 1nmunizados 8.
typhimurium, mediada por la produccien de lL-&, es silempre mayor
cuando  se cultivan les esplenocltos con la cepa homéloga de la
bacteria. En sus experimentos, sin embargo, no prueba porinas de
S typhi,

La reactividad cruzada 1mportante suglere Jue exlste una alta
homologila entre las diferentes porinas y que se comparten algunos
determinates antigénlicos, Deben tener, sin embarge, algunos deter-
minantes especificos, gque seguramente estin relacionades con la
patogenlta del padecimlento.

Los  ensayos realizades en presencia de pol B permitieron
establecer que en los ensayos de activacion a dosils  adecuadas de
antigenco, la activacion de linfocitos no se debe a la activaidad
del LP3S.

La baja respuesta hacia 8 typhaimurioam pusde explivarse

por lo menos de tres maneras. Primero, es posible que la concen-
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tracién de antigeno en los pozos de este antigeno haya 511do menor
por fallas en la técnica de cuantiticacion de proteina. Esta
explicacién es poco probable porque se utilizaroen varios lotes de
porinas y los resultados fueron ademis consistentes con la deter-
minacién de anticuerpos.

En segundo lugar Udhayaumar y MuthukKaruppan (t14t) han
descrito que las cepas avirulentas de S typhimurium generan
poca respueta inmunclégica en ratones BALB/c., Es posikble gque la
cepa de S, typhsmurium utillzada en nuestros experimentos haya
perdidv virulencia. De cualquier modo, esta diferencia Jdebe aler-
tar sobre la posibilidad de gque exista una relacién entre la capa-
cidad de resgpuesta 1nmune celular y proteccldn a la intfeccion por
Salmonel la,

Es también atractiva pensar que el ratwon, gue es naturalmente
susceptible a la infeccion por S typhaimurium es  Lncapdz  de
montar respuesta celular hacla las porinas de esta hacteria, en

tanto que s1 responde a las porinas de otras enterobacterias.

Se ha descrito un métode para activar linfocitos, empleando
antigenos de dificil purificacidén (1}, El método consiste eén
obtener el antligeno, separalrlo por SDS5-PAGE, transterir a papel de
nitrocelulosa vy transformar l!las bandas protelcas, en suipensiones

)
finas por medio de dimetilsulfoxido., Zi1n embargo, este métode nos
permite purificar al antigenc; ademis, la cantidad de PME necesa-
rias para la separacion por SPhS-PAGE es minima y <on  las  suspen-
siones de papel se logran buenas activaclones celulares, Una modi-
ficacidén hecha al método propueste por  Abou-Zeld, conzistld  en

tefiir el papel de nitrocetulosa con rojo de Ponceau, localizando
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de esta manera las bandas proteticas.

La técnica deserita permitio oblener porinas separadss de las
otras PME y la cantidad de protelnas en las suspensiones de papel
de nitroecelulaesa fue suticlente para proavosalr una  respuesta pro-
Ii1ferativa celular 1n vitro de esplenocited de ratoneg pre-
viamente inmunizados con PHE . L.a mayor respuesta celular dse
obtuve como  en la ocasiones anteriores, oon lasg porinasg ¥y menaor
para el resto de las PHE,

El objetivo de montar esta técnica era el probar la capacidad
de los péptrdos de activar linfocitos, para localizar los determi-
nantes antigénicos dominates en las porinas. be las varias podl-
bilidades de rompimiente Jde las porinas se eliglo el tratamiento
con BrCcH, por conalderarls el mas adéecuado.

Se ha desorito la digestion con BreH de  algunas  pretelnas,
entre las wvcuales se encuentran la lizczima, la termolisina y la
proteina IB de Nersseria gonorrhoeae y se ha comparado la
inmunogenicidad que se  obtiene copn los peptides con la protelna
completa respectiva (4,132, 133)., Las preteinas rotas per Brol
prevden algunes determinantes antigsnicos y se generan otros no
presentes en la proteina nativa, tal es el caso de la lisozima oy
la proteina IB. As), se ha establecido que algunos epltopes inmu-
nesilencloses estadn  encublertos porr la contormacién de la
proteyna. (8, 1323

De las tres péptidos probados, el de peso molecular de 10 Kba
generd mayor proiiferacion de linfocitos inmunes, por 1o que se
supone Jue en ese péptido se localiza el determinante antigénicuo

mmunodominante.
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8. 2. LIMI'TACIONES.

Los experiementos de evaluacisn de la respuesta inmune  celu-

[}

lar que generan las PHE de Salmonella que =ze describen en este
trrakbaje tienen diversos i1nconveinlentes y limitaciones, entre  los
cuales se i1dentifican log sigulentes:

Frimero, al trabajar con ratenes de cepa ablerta los
fenémenos inmunologicos pueden estar intfluenciados por la  suscep-
tibilidad indavidual.

Segundy, el utilizar poblaciones de linfocitos totales dJde
bazo no permite 1dentificar cual poblacidn celular es la gue se
activa al tepner contactoe con el antigeno soluble. Existen, sin
embargye, evidencias indirectas de que las porinas son  capaces de
activar linfocitos 7T, porque el tratamiento con pol B noe disminuyo
la magnitud de la respuesta. Fero el LPS presente en las porinas
de hecho activd poblacicones de linfocitos b, lo que es mas notorio
en los primeros experimentes donde se inmunizaron ratones NIH  con
Salmonel la Ltyphaimurianm s entonces, importante  realizar

experimentos donde se determine la producclon de interleucinas

1S
l.<

3, 1o que se esti wmplementando éen nuestro laboratorio,

oLros 1tnconvenientes estan relacionados con los antijgenos
utilizades, Las porinas son en realidad una mezcla de cuando menos
tres  protelnas, todas con una alta homologia entre si; con carac-
teristicas fisicogquimicas, como &€l pess molecular o el Pl muy
semejantes, Y por lo tanto dificiles de separar. bkn consecuencia,
los experimentoy realizades con las  PME  deben ser considerados
como  1ntroducterios al estudio de la yimmanidad celular en la sal-

monellosis perv es necesario un anilisis mis detalladoe utilizando



antigenos mas purificados,

El estudio de la respuesta 1nmune a los peptides de porinas
ti1ene precilsamente ese nconveniente; fue posible establecer el
tamane dJdel pépt1d9 que genera inmunidad celular, pero no podemos
1dentificarlo.

Ademis, por otro lado, el ensayo Jde estimulacion de espleno-
citos con el antigeno en papel de nitrocelulosa tiene ¢l i1nconve-
niente, muy 1mportante, de gue desconocemos la  concentracion  de
antigeno que se adiciona a los cultives, HMediante marcaje radiac-
tivo, se sabe gue las papeles de nitrocelulosa canservan  gran
proporcidén de la proteina (134 Y qque la cantidad de proteina
necesaria para activar lintocites es mucho mencr con este sistema,
pero considerando que lag diferentes PME tienen distinta concen-
tracidn en la membrana, de principilo se adiciaonan a los linfocitos
en condiciones diferentes. Lo misme puede decirse de log paptidos,

Los intentos realizados en el laburatorio para marcar radiac-
tivamente a las porinas han sido puco alentadores. Por tanto, no
fue posible establecer el porcentaje de proteina que queda en el
papel de nitrocelulosa despuds del tratamiento con  dimetil-
sul féxido, Este ensaye también debe ser considerado como una pri-

mera aproximacid4n de utilidad limitada y siempre deben realizarse

experimentos con peéeptides solubles purificados, Asy, conn los
resultados obtenidos en este trabajo, se han realizade otros

experimentos mis extensos temiende en cuenta estas observaciones

{(104).



8. 3. PERSPECTIVAS,

Este traba)o debe considerarse como rntroductoerio hacia el
estudic Jde la inmunidad celular en la Balmonellosis y los expe-
rimentos gue se realizaron comprenden aspectos muy generales.

Se ha estudiado la asociaciloen entre el gsistema H-& y la capa-
cidad de respuesta hacia las porinas, encontrandoe que los ratoenes
He-K responden mejor Jque 165 Hi-P y que l1os malos respondedores
son los H2-9 (74). Estos resultados son consistentes con las
observaciones de Udhayaumar y MuthukKRaruppan (138} Jguienes encuen-
tran que las porinas solo son capaces de proteger contra 20 DL5O
en ratones BALB contra el 1reto por S typhamuriwm, eén
camblo, en ratones NIH la proteccidn que obtuvieron log experimen-
tuos de Isibasi (#7) fue de %00 DL%Y al reta con S, typhl1,

Hormaeche y Harrington encontraron ademis, que  la DLSY  en
ratones congénicous de la linea C%7Bl es mayor cuando son H-ok
(42).

Se han realizado ensayos de tranasferencia paaiva de rnmunidad
mediante linfocitos T de diversas cepas de ratones rnmunizados con
S, typhimurium nactivada con calor, encontrande qgque Jos
ratones C3HBFe/J manejan mejor la inteccidon gque los CHTBI/6 y que
los BALB/¢, Lo cual correlacilona con las observaclianes anteriores
(datos no publicades).

Para establecer de una manera mis fina cual es el papel de
las porinas en la respuesta rnmune hacia la Salmonella acrual -
mente se estan tratandoe de obtener lineas e hinridomas de células
T eapecificos contra las porinas. Leos primercos permitiran realizar
estudiosz de transferencia adoptiva de inmunidad y los segundos, 1la

identificacién de epitopos i1nmunodominates en las porinas,



124

TABLA 8. 1.

PRODUCTO:S DEL ROMPIMIENTO DE POR{NAZ DE

Escherichtia coll, POR Brul

FORINA
(opC

POSICION EH LA SECUENCIA LONGITUD (aad PESO (kDa)  pl TIEMPD DE RUFTURA

Wy A By By S Py Ny By LA PR, ARy B A A PR A R A R A R Rty A AR A AR R AR A AT Ry A R A Ry B e Bt A A Ay

31 Glni4d a MetldZ 200 21445 9 10 min
2) Argdd a Met 142 5 9484 hY! 2 min
1} Lis2 Met 57 54 s02 4.5 3 ain
4 Serddl a Phéﬁ?? 35 4040 AN 20 hws
{npF
3) Leutd7 a Mel329 193 21017 4.7 3 ain
2) Thrél a Metilb 16 Bl84 4,1 20 hrs
1) Lis3 a Hetto pli] 6070 9.1 I min
4) Ser3}) a Phelé? 13 I610 AN 20 hrs

B Ry, Ry Ay g B Ay By Ay Ny g g A Ay By P Ry By Py A B Ry Py Ay B g g Py g By By Ay By P iy % P 2 P S By R By B Py Ry i Ry A P P Ry R e P R A A R B B Ry Ry

Ordenados de acuerdo 3 su longitud
Inouchy y cols, 1992, Nucleic Acids Res. 10:6957-6960.
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