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RESUMEN

Con el objeto de determinar que mezcla o mezclas de clonas de
fUSES recombinantes pravenientes de un banco de epitopos de la
porina OmpC de Salesanella typhi son mejor reconocidas por
esplenocitos de raton, se formaron 17 mezeclas al azar de 10
clonas de {fUSES rec cada una, con las que se realizaron
ensayos de activacion de esplenocitos de ratones de las cepas
BALB/c y L£3H/Jeb sensibilizados 7 dias antes con S0 g9 de la
porina OmpC recombinante, empleandose las wmezclas en dos
concentraciones 5 y 10 pug/sml y utilizandose Concanavalina A
como control positivo de activacién. Se encontrd que .la
concentracién de Concanavalina A y el tiempo de incubacidn
optimos son S ug/ml durante 4 dias. La cepa C3H/JeB no
respondid en tanto que la cepa BALB/c s{ respondid al estaimulo
generada por 1la porina OmpC recombhinante y no existio
diterencia significativa entre las concentraciones de mezclas
de fUSES recombinantes empleadas. Asi mismo, se determino que
las mezclas denominadas VIII y XVII son mejor reconocidas por

esplenocitos de ratan,



I. INTRODUCCION.
1.1 Salmonellia typhi y Fisbre tifoidea.

o ia s @8 una bacteria que pertenece a la
familia Entercbacteriaceae, tribu 5;1mnnellae y especie typhi,
Bacilo no esporulado, Gram negativb; méVil, mide de 2 a 3 pm,
citofi{lico, anaerabio *acultégiva; intracelular, fermenta la
glucosa con produccidén de ac;dé. y es lactosa y sacarosa
negativos. (6,23

Su  estructura antigénica ' de superficie incluye el
antigeno somatico "0" que :ontiéne carbohidratos especificos
atiles en su identificacidn seroldgica y el antigeno "H" o
flagelar. En base a la clasificacién de Kauffman-White,
Salmonella typhil pertenece .al grupo D, y comparte con las
diferentes especies de ese grupo los antigenos somidticos 9 y
12; sin embargo se diferencia de ellas porque es la unica que
presenta antigeno "Vi" el cual es de naturaleza sacaridicaj
sus flagelos contienen el antigeno "d“". La formula 9,12 Viid
caracteriza a Salmopglla _tvphi en forma abreviada (12,45).
(Figura 1). .

Salmgnella typhi es el agente causal de la Fiebre
Tifoidea, infeccion que se adquiere por ingest:ion de alimentos
y agua contaminada con la bacteria. Afecta solamente al
humano y el eslaben de transmisidén es el portador
asintomadtico. Es wuna enfermedad febril, caracterizada por
sintomas sistémicas coma fiebre continua, cefalea, dolor

abdominal, inflamacion del intestino, formacion de dlceras



intestinales (prnncxpalmente en~,-la§.;:Placas de Peyer),
hepatomegalia y ESplenomegalza (1 45.12).

(El pertndo ds xncuhacidn generalmente es de 10 a 14 dias,

Se sabe que la p ad :de Salmonella depende de la

capacidad de mult:pl:c :idH dentro de los macrdfagos, los
cuales, al morir, liberan la bacteria que entonces es capaz de
invadir néfasvérgas (6,45) .

Gran parte de las manifestaciones clinicas san provocadas
por la liberacidn de una endotoxina que entre otros efectos,
se ha comprobado que causa fiebre, hipotensidén arterial,
leucopenia y estimulacion policlonal de linfocitos B (26).

Las complicaciones mas importantes de la Fiebre Tifoidea
incluyen hemorragia intestinal en el 2 al 8% de los casos y la
perforacién que se presenta en el 3 al 4 % (4).

Los mecanismos de inmunidad celular, fundamentalmente la
activacign de magréfageos, na constituyen una garantia de
proteccidn ante la invasidn por Salmopella, ya que la bacte;ia
tiene la capacidad de permanecer dentro de éstos protegiendose
as!{ de la respuesta inmune y de los antibic6ticos (43).

Esta enfermedad constituye un problema de salud en los
pafses en vias de desarrollo y en algunos industrialirados. Se
estiman 12 millones de enfermos anuales con una incidencia de
500 por cada 100,000 habitantes en Africa y Asia. En 1la
regidn de las Américas se presentaron 89,591 casos en 1990,
que representan  una incidencia de 20.8 poar cada 100,000
habitantes. En. Mexico se reportaron 11,078 casos en 1990 con
una. tasa de?lS.Ad en 100,000 habitantes. E1l grupo de edad mas

afectado par . la enfermedad es el de tS a 44 afos, donde se



Figura 1.
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Envoltura celular de las bacteriag Gras negativas.

Abreviaturas: fFL, . fosfolipidosy ME, membrana
externa; PG, peptidoglicanas EP, espacio
periplasmico; MC, membrana citaoplasmaticas; LFS,

lipopolisacarido (13).



presentan 58.&2% afectados, lo cual representa mas de 500,000
dias laborables perdidos (4).

ta Fiebre Titfoidea representa un problema de Salud
FGblica, por lo cual, la investigacion en el desarrollo de
vacunas constituye un hecho prioritario en Mexico y en otros

paises (1).
1.2. Antigenos de Salmonella y su Inmunogenicidad

Han sido muchos 1los intentos por producir una vacuna
contra Saplmonella typhi Se han utilizado bacterias completas
vivas y wmuertas, administradas por via oral, empleandose 1la
cepa dependiente de estreptomicina y la cepa mutante
deficiente de UpDP-4-galactosa epimerasa llamada Ty21la,
resul tando ser, ambas cepas poco inmunogénicas. También, las
investigaciones se han encaminado hacia el estudio de la
naturaleza de los antfgenos de Salmonella typhi relacionddos
directamente con 1la proteccion y la respuesta inmune que
generan en el humano. La mayorfia se han darigido bhacia el
estudio de los antigenos presentes en la superficie
bacteriana, tales como el somadtico ‘ag" (endotoxina o
lipopelisacarido)y el flagelar “H", y el capsular "Vi",
demostrandose, en el caso de los antigenos ¢ 0y H " que,
aunque inducen la produccién de titulos altos de anticuerpos
e;tc no guarda relacidn alguna con €1 estado de proteccidn en
la evolucidn de la enfermedad (17,25).

Cuando el antigeno "Vi" se administré por via parenteral,

no solamente indujo titulos elevados de anticuerpos sino que



protegicd cant#a la fiebre cifuxdea; :uaﬁﬂd_ seihi:ierun los
estudios de campo en Nepal y en Sudafcha. Ei incqnveniente de
esta vacuna es que por su naturaleza polisacarida, el antigeno
protector es T~independiente por lo que no induce memoria.
Debide & esto, se ha sugerido conjugarlo quimicamente a
proteinas para :onfeﬁirle caracteristicas de antigenos T-
dependiente (1,32).

Recientemente las proteinas de membrana externa (FME) de
las bacterias Gram negativas han cebrado gran impartancia
gracias a la introduccidn de métodos que permitieron separar
la membrana externa de la citoplasmatica (44).

Estudiando la estructura y composicicon de la membrana, se
demostrd la presencia de cuatro protefnas principales o
wayares (porinas) y otro. qgrupo de 10 a 12 proteinas
denominadas menores {(3&).

Posteriormente se reclasificaron a las protetnas mayores
en tres grupos, en base a su estructura y funcidn, destacando
la lipoproteina de Braun unida covalentemente a 1a
peptidoglicana y cuya funcion es la de mantener la integridad
estructural y funcional de la membrana, la proteina
modificable por el calaor (OmpA) involucarada en los procesos
de caonjugacidon y que actda coma receptar para fagos Vv
colicinas y las protefnas matrices o porinas, que 1ntervienen
en el transporte pasivo de sustancias haidrofilicas de bajo
pesc maolecular a traves de la membrana, tales coma: azucares,
iones inorgdnicos y aminocacidos (7,10,11,34,53).

Las proteinas menares :ntervienen com@ acarreadores en el

transpaorte de sustancias de alto peso molecular y estan



relacionadas con lavdiVJQiancélulgr. Entre ellas se encuentra
la dnica prokglna:éérlafﬁgms?gngﬁ‘externa que tiene actividad
de fnsfnlipa‘s.‘a‘_t‘A (7,10,11]45).

,5?, h;ﬁ‘reﬁ6r¥;ddg;;65tra'pnrinas t OmpF, OmpC, QmpD, y
Pth.'_La;; pééiné% snnbtrimeros presentes en 1la membrana.
Poséen un peso molecular eﬁtra 28 000 y 48 000 daltanes. Se
Enéuentran asociadas a la péptidoglicana y al lipopolisacarido
de farma no covalente. Se agregan en forma natural formando
poros o canales (forﬁa seroldgicamente activa) (22).

Las porinas son péptidos constituidos de 336 residuos en
promedio. En el interior de los poros se encuentran
aminodcidos cargados, 1o cual, determina la selectividad
idnica de los canales (6,22,).

Las porinas permiten la permeabilidad de la membrana, son
muy abundantes, forman poros de difusion para solutos pegqueros
(menores de 400 a &00 Da) y sirven camo receptores para fagos
y colicinas. OmpC y OmpF son reguladas por la osmolarldAd y
temperatura del medio de crecimiento. OmpC es expresada
preferentemente a alta osmolaridad (100-3I00 NaCl) mientras gue
OmpF se expresa a niveles mas bajos. PhoE as inducida a bajas
concentraciones de fosfatos y presenta selectividad a aniones
mas que para cationes y se ha propuesto que participa en la
captura e introduccidén de compuestos fosforilados a traves de
la membrana (Figura 2) (46).

OmpF es cation selectivo y las propiedades de OmpC san
similares a las de OmpF con la excepcidn de que OmpC forma los
poros mas pequedos de las tres proteinas. Sus respectivos

genes han sido aisaldos y secuenciados (44,51).



El interes en las parinas se dabe a su capacidad para
estimular tanto la respuesta inmune humoral comag la celular
provocando un estado de proteccion contra la infeccion por
Salmonel)a typhi (29). Existe un interées especial en la porina
OmpC, ya que ésta esg sintetizada e incorporada en el
desarrollo de la bacteria en condiciones de baja y alta
osmolaridad (50).

Este resultado sugiera que OmpC puede estar presente en
la membrana externa mo solo bajo condiciones dw vida libre,
sino también durante la infeccion, ya que la osmolaridad del
suero humano es equivalente a los estandares altos mantenidos
en el laboratorio. Es por esto que la porina OmpC es
congsiderada como un antigeno candidato para el diagnédstico y
la vacunacién (46).

Debido a la localizacién de las PME en la supertficie de
las bacterias Gram negativas, se Consideran como antigenos en
la induccidén de proteccidn.

La inmunizacién con PME derivadas de bacterias Gram
negativas, camo Salmonella  typhiwmurium, Haemaphilus
influenzae, Ghigella flexneri y = aeruginosa
Nelsseria _ gonorrhoeae, y Salmonelia __ typhi, confieren

proteccion contra la infeccidn ean animales de experinentacion

(2,8,20,21,29).

Algunos investigadores encontraron que las FME de
Neicseria weningitidis grupo B eran buenos inmundgenos cuando
s@ inoculaban a conejos (16&).

Los anticuerpos anti~-PME presentaron actividad

bactericida "in vitro" mediada por complemento (14).
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Figura 2.

Modelo %struotubal de la porina PhoE de
Escherichia coli.

AbreViéfui‘a‘s bl, bicapa 'lipidicas pd, poro de

difusién’ (porina)s mc, membrana celular.

Modelo ﬁropl.‘les'tnipor Jap en 19349 (31,.




Tambien se estudid la capacidad de las FME de Salmonelia
typhi 9,12 Vi:d, de conferir proteccidén al raton contra el
reto de la bacteria viva. Demostraron gue tanto las PME de
Salmonelia typhicomo el suero de conejo anti-PME inducen an el
ratén un estado de inmunidad protectora. Ademas el suere
emp leado para la proteccion pasiva, reconoce par
inmunoelectrotransferencia a las porinas de las diferentes
cepas de Salmonella utilizadas en el estudio (24,27).

La evaluacién de la respuesta inmune humoral hacia las
PME de GSalmonella typhi en pacientes con fiebre tifoidea en
fase aguda y en fase convaleciente mostro que las FME son
inmunogénicas en el humano puas se encontraron anticuerpos de
clase IgM e IgG, éstaos altimos dirigidos contra las porinas
(15,47).

La inmunizacidn con cantidades tan pequeRfas como S pg de
porinas de Salacnella typhi, purificadas por @1 método de
Nikaido, confirieron proteccidn al 80% de los ratdnes
desafiados con S00 DlLsg de la bacteria homdloga, pero no indujo
proteccion al desatio con Salmopella tvphimurium en las mismas
condiciones (28,47).

Anticuerpos monoclonales de isotipo IgM anti-porinas da
8.. typhi 9,12, Vizd confirieron una proteccion del &0%Z al
desafio con 20 DLg en ratones. Anticuerpos monoclonales
antilipo-polisacarido (LPS) no produjaron ningun efecto; esto
corraobora gue las porinas son inmundgenos protectores en el
modelo murino. f_a vacunaciodn de ratones con 30 pg de PME de
S, __typhi indujo respuesta proliterativa "in vitrao" de

linfocitos, en presencia de porinas de Salmonella typhi,



Salmonella tvphimurium, y E, colf. La respuesta proliferativa
in vitro de linfocitos de ratones INH inmunizados con PME de
Salmonella typhi persistid hasta tres meses después de la
inmunizacién y no se debio a la presencia del LPS. Un
fragmento de las porinas derivado de 1la digesticn con BrCN y
con  un peso aproximado de 16Kd indujo una respuesta
proliferativa "in vitro* de esplenacitaos totales, provenientes
de ratones INH inmunizados con PME de S, typhl 9,12 Vi:d

(19,58,59).

1.3. Epitopos

Los epitopos o determinantes antigénicos de una proteina
son regiones de 10 a 20 aminocacidos reconocidas por las
fracciones fab de un anticuerpo también llamadas paratopos
(12,39 .

Se han clasificado los epitopos en discontxnuos‘ o
conformacionales constituidos por residuos de aminoAcidaos
distantes pero adyacentes en una superficie, y los continues o
secuenciales compuestos de residuos cercanos entre si
tFigura 3) (5).

Una molécula de antigeno contiene algunos apitopos
localizades en una superficie accesible al anticuerpo que
puede farmar un conjunto de estos que interaccionen y sean
capaces de unirse con el paratopo correspondiente lo cual
depende de factores genéticos (5).

Los linfocitos T CDE reconocen el antigeno presentado por

las moléculas clase 1 en asociacieon a la célula presentadora
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de antigeno, en cambio los linfocitos cagpérauores o CDh4, 1lo

reconocen por la pkasentacidn] de las moleculas clase II. La

longitud de las epitopos préégnta¢d par -las moléculas clase I

esta restringida a 8 - 11 am noééxéaé. En base a 1la habilidad

que presentan los peb’lﬂ .baﬁa provocar una respuesta

proliferativa en linfociﬁps T 'édtivadns previamente con la
protefna nativa ‘se . han ‘clasificado como: inmunodominantas,
subdominantes y crlpt;cus (41,42,861,66).

Se han encontrado péptidos que imitan epitopos
discontinuaos y son llamados mimotopos ya que imitan el epitopo

original por la cual pueden ser reconocidos par el anticuerpo

especifico correspondiente (30).
1.4. Fagos de Fusidn (fUSES).

Gracias a la ingenieria genética, los investigadores de
enfermedades infecciosas pueden explotar la habilidad de
aislar genes caonstruyendo bancos de epitopaos que han
facilitado el aislamiento y caracterizacion de fragmentos
proteicos. Para la construccidn de dichas librerias se han
empleado fagos filamentosos como vectores de clonacidn.

Los fagos filamentosos, tambieén llamados bacteridfagos,
son virus que infectan bacterias poseedoras del factor sexual
F'. Los bacteridfagos mas estudiados son: M13, fl y fd. Estos
tagos se caracterizan por ser filamentos flexibles de
estructura larga y delgada, con DNA de cadena sencilla y
circular de 6400 nucleétidos y conteniendo en la capside una

estructura protefnica tubular constituida por las proteinas

11



Figura 3.

Tipos de epitopos.

La figura muestra en un mismo antlgeno a un epitopo
continuo y a uno discantinuo, reconocidos por
distintos anticuerpos.

Abreviaturas: acl, anticuerpo uno; ac2, anticuerpo
dos; ec, epitopo continuo; ed, epitopo discontinuo;

agy antigeno; p, paratopo (&1}).
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pvil, piRlL, pVI, leI!"y . plIV. Producen progenie 10 minutos
después de la‘ infeccidén bajo condiciones i1deales y pueden
permanecer como parésitus durante muchas gensraciones. Su
material genético codifica para 10 genes, 5 de éstos codifican
para protefnas estructurales, 3 para proteinas de la sintesis
del DNA y 2 para protefnas en el ensamble del viridn. Son
capaces de reproducirse dentro de 1la bacteria huéesped sin
producir lisis o muerte bacteriana (Figura 4) (14,38,31).

En el gene 11l de fagos filamentosos derivados del fago
fd—-tet, se cred una delecidén con el abjeto de introducir un
sitio de clanacidn. Dicho gene codifica una proteina menor de
capside localizada en uno de los extremos del viridn,
sintetizada can el péptido sefal, requerida para la
estabilizacién de 1la particula y esencial para el proceso de
infeccidn de la bacteria. Contiene dos dominios, al carboxilo—
terminal y el amino-terminal econ la funcién de ensamble y
proceso de adsorcidn, respectivamente y que actean de forma
independiente (Figura 5 (a)) (18,10).

Con base a 1lo anterior, sge realizd 1la insercidén de
aminoacidos extrafios entre los dominios de la secuencia
original de la protefna sih abolicidn de sus funciohes. La
expresion de la proteina de " fusién " se aprovecho para
enriquecer mas de mil veces las clonas recombinantes sobre los
fagas adquiridos por medio del uso de anticuerpas especificos;
éesta construccién fue denominada, ™ fago de fusidn " o
"~ fUSES " (57).

La purificacién de las clonas recombinantes &s realtizada

por Biopanning, teécnica en la cual 1los anticuerpos especificos

13



Figura 4. Micrografia elaectranica del fago .fd,

Aspecto del “Yairian (63).
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contra la proteina de fusion, que se expresa en la superficie
del fago,  son biotinados (mediante una unidn biotina-fraccidn
cristalizable Fc), haciéndose reaccionar pasteriormente con el

antigena (tUSES recombinantes). Este complejo se hace

reaccionar con  avidina paneada en caja de petri, que se lava

para eluir todos los fagos silvestres (54), obteniéndose asi
los fagos con inserto que pueden amplificarse y seleccionarse
nuevamente obteniéndose un enriquecimiento hasta de 106 en el

namero de partfculas con inserto (Figura § (b)) (S&).

2.5. Banco de epitopos de la porina OmpC.

Se construyd un banco de mimotopos de la miochemeritrina
empleando el fago de fusidn fUSES y utilizando anticuerpaos
monoclonales especf{ficos para un determinante antigénico
definido y &a aislaron ctlonas recombinantes mostrando que
éstas eran muy semejantes al epitopo natural (S&).

El sistema "fago de fusién"” ha sidn empleado para otras
moléculas como la beta endorfina, el virus del sida vy
Elaswodium falciparum (23).

Debido a que las teécnicas de evaluacion son mas
accesibles, la respuesta inmune humoral ha sido mas estudiada,
aun cuando los linfocitos T juegan un papel importante en la
memoria y la regulacidn inmune y funcionan como células
efectoras (39,48).

El desconocimiento de métodos sistematicos y definitivos
para elucidar los componenetes protéicos de un agente

infeccioso que son reconacidos par células T, limita la
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Figura 5. (a) Bacteriofajus Filamentosos despliegands  aepitopus
en la superf&éia. (b‘b),Biopanning: un metodo’ de

purificacian t5a3."



comprension de la respuesta inmuna a la infeccien y a la
vacunacion (&60).

Young y cols. descubrieron una tecnica que permite la
basqueda de epitopos de células T empleando sondas primarias a
partir de una librerta genética permitiendo el aislamiento del
AbN que codifica el antigeno. Esta técnica fué empleada para
buscar - epitopos en un banco de Mycobactorium leprae en Sgtill
(vector de clonacidn derivado del fago lamnda) con un juego de
linfocitos T CD4' de humano aislando un antigeno reconotido por
células T pero no por anticuerpos. Emplearan una libreria de
ADNr de M. leprae. Esta construccién se realizés en el fago
lamnda gti1i. La libreria tenia un titulo de 2 x 10! unidades
farmadoras de placa por mililitro y' contenia aproximadamente
el 25 % de recombinqﬁtes con un promedio en el tamano del

inserto de 2 kb. Muestras.de 104 celulas de clopas individuales

de linfocitos T fugron  adicionadas a los pozos de cajas de 96
pozos y estimuladas éﬁﬁ.concentraciunes Optimas de antxgenA en
presencia de :élula;llautblugas adherentes PBMC. Se aislaron
fagos recombinantes individualmente para expresarlos en cajas
de 94 pozos para combinar antigenos de 12 pozos y formar una
mezcla y probar una ;licuota de cada mezgla con un  grupn de
clonas diferentes de - células T. Esta estrategia esta

esquematizada en 1la Figura 6. Placas de fagns recambinantes

contenidas en - cajas de Wagar se colocaron individualmente en

cajas de 'Gékpuzbé

iblaca 1) para incubarse con buffer vy

permitir la liberacid ;| ei. fago. Celulas de E, goli cepa Y1090

se incubocon: cuotas de los fagos recombinantes en  una

segunda ééﬁa qe~¢6 poins (placa 2) y las celulas i1nfectadas se

17



sembraron en agar blando en rtada pozo - de una. tercera caja

tplaca 3. Las células infectadas: se:indwieron. a pcoduéir

antigeno recumbinantev'-que
transferido entonces _é‘”HA
antfgenas de 12 ﬁdib
quinta piaca;

ontenfa:?6 grupos pnovenxanteslde 11‘

p}acas,ryvéén diferentes.

Alicuotas . de

transfifié ,é un$:~sé§£afplaéa

derlo clénés'dé‘ linfo:}éné i ,célalgs bresentaduras de
ahtiéeno y ~gentamicina ﬁara‘inhiéifA‘el cr;cimientn bacteriano
(60, 64) . ' :

La presentacidn de anrléenn y el reconaocimiento
resultaron en la prolifenacianr‘ﬁev linfocitos T que fue
detectada visualmente por microscopia y confirmada por 1la
incorporacién de timidina tritiada; identificando asi las
clonas de fagos recombinantes reconocidas por células T. (&66)

8Se realizé la clonacidn del gen ompC de Salmonella _typhi
usando metodos de hibridacidn y mediante el uso de anticuerpos
antiporinas, para despues caracterizarle por su secuencia
nucleoti{dica. Se encontrd gque el gen OmpC de Salmopella typhi
estd 1localizado en un fragmento de 3 Kb derivado de 1la
digestidn del ADN cromoscmal con 1la enzima de restriccion Bgl
113 después de los experimentos de clenacién y de seleccion
de recambinantes v del analisis electroforetico de las
PME de Salmonella typhi que se expresaban, se encontrd que la
proteina OmpC migraba a 28.5 KDal y que se expresaba bajo

condiciones de alta y baja osmolaridad (35,48).
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Carredo, construyd un Banco de Epitopaos de la proteina de
membrana externa OmpC de S_a_l_m_o_n_e_l_l_a_tmhj_i?,lz Vi:d, en el
fago de fusién "fUSE 2", obteniendose 1.1 x 10,57 paf‘tlculas
recombinantes que expresan 1los determinantes ‘aqeigevnxcos de
100 a 170 pb, en la capside del viridn y san | fgcaﬁugiqos por
anticuerpos policlaonales dirigidos especxfi;;menté 'a‘vpcrir\as

de Splwopnella. typhi (9,10,49,51,55).
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1i. OBJETIVO.

Determinar la maezcla © mezclas de clonas de
fUSES recombinantes a la porina OmpC de Salmonella typhi que
son mejor reconocidas por esplenocitos de ratdn  inmunizados

con OmpC.

III. HIPOTESIS DE TRABAJO.

La inmunogenicidad de mezclas de epitopoas de
Ompc de Salmonella typhi clonados en fUSE 2 pueden ponerse en
evidencia mediante ensayos de proliferacien de esplenocitaos de

ratones inmunes activados con la porina OmpC recombinante.

21



1V. MATERIAL Y METODOS.

4.1 Diagrama de Flujo.

BANCO DE EFITOFOS
L)

INFECCION DE E, coli
KP1KAN

!
DILUCIONES LOGARITMICAS BASE 10
(L a9
!
’ AISLAMIENTO DE CLONAS
DE fUSES RECOMBINANTES

)
AMPLIFICACION Y FURIFICACION
DE fUSES

]
MEZCLAS AL AZAR DE 10 CLONAS
PARA FORMAR MEZCLAS

1
AMPLIFICACION Y PURIFICACION
DE MEZCLAS

1
FILTRACION CON FILTRO
DIAMETRO 0.22 pm
1
CUANTIFICACION DE PROTEINAS FOR
EL METODOD DE U.V.

)
DILUCIDNES DE LAS MEZCLAS
1
CONCENTRACION DE 100 ug/m)
1
ACTIVACION DE ESPLENOCITOS
CON CONCANAVAL INA A
1

ACTIVACION DE ESFLENDCITOS
CON MEZCLAS DE fUSESrec
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4.2 Material.
4.2.1. Material Bioldgico.

~ Ratones de 2 cepas: BALB/c y C3H/HeJ procedentes del
INH

~ Banco de fUSES recombinantes a la porina OmpC de
Salmonella. (Propiedad del Centrn Hedico Nacional Siglo XXI,
construido por Carredo, L.A.)

— Porina OmpC recombinante (Fropiedad del Centro Médico
Nacieonal, ohtenida y'puri¥i:ada' a ﬁartir de la cepa de E. cola

UH 322 por Vazquez, M. A.)

4.2.2. Madio ‘de’ Cultiva.
= Medio Déﬂipara,:ultiVn‘de cé&lulas (Sigma Co.)
4.2.3. ﬁsa&?fﬁoﬁ;‘
- Ccncangvalina_a ksigma Cao.)
= Timidina tritiéda (Amersham International S mCi de
A.E.) ) R S : :
©4.2.4. Equipo.
— Filtros 0.22 pm (Sartorius)
-~ Placas de microcultivo de tondo plana (NUNC)
—~ Cosechador Semiautomatico (MiniMashll)
- Contador de Centelleo Liquido (Beckman LS S80)
- Centrifuga (Beckman)
- Espectrofotdametro (Beckman)
-~ Programa SAS (Cary North Carolina. SAS Institute Inc.)

- Computadora FC (BPM)
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4.3. Hétodos.

4.3.1. Alslamjento de clonas de fUSES

’ recosbinantes.. E
Para. el aislamiento. de :lunaﬁr da fUSES ~se colocaron
trescientos pl de Egcherichia colf K-91 . Kén‘de una suspension
provenierte de un cultivo de toda la 'nﬁche (24.Hns, 37 C) en
2 ml de Hedié Luri} {10g Naclv lug Peptnna.: 59 Levadura para

un lxtrc pH 7. 2) Yy pnsterxormente sea adxcxunarnn‘
S ul de e
incubd durante 2 hrs,.u7 C

b4 se
Sg_ realxzarnn dxl Cas 'y se sembro por
plateado en Luria Agari(l 3% »ando 12 hrs. a 37°C.

:-1-1 ;

. Cada. colonia’ (-‘céJas de Agar Luria

suplementado " con. y Tetraciclina (Te),

aislandose l?d colén as:aliazar.

‘4.3.2. Amplificacidn y purificacion de fUSES
"rédb-binantas.

En :aias de 9b:pqzn;; de fondo redondo se colcaron 100 ul
.mas una clona de Escherichia coli

Se colocd en un incubador rotatorio (New

de medio Lurxa "(ﬁL
infectada y axslada.;
Brunswick Scxentlf:: Cu ). -agitandose durante I hrs a 37°C y
100 rpm. Se adxcxonaron 100 ul de ML y S0 pl de E. coli1 K-91
Kan ‘de un :ultiv

uda la .noche y -se incubé 12 hrs, 37°C.
E1 contenidoide 'los -pozos | se ‘pasa a tubos
epen#orff;?'se,le -Luria complementado
con Kan  y. T _ i'Kan sin infectar. Se
an' - ;¥ pu5ter1omente se

m) ‘durante 20 min. Las

‘0,15 partes de
16-9g NaCl, SO0 ml  agua) y
3 ongela durante 4
hrs a ‘raﬁscurrxdo Agée tiempo se

centrifugs j _‘: ar : ‘4 C, ée eliming el




sobrenadante |y se .adiciono .1 _ml: de Tr:s - EDTA 1X.
Fosteriarmente se xncubn a 70" G durante 30  min, y nuevamente
se centrifugy: ‘a 8600 rpm durante "b mxn.' El sobrenadante se
recuperst
FEG/NaC1 - ester:l

inversien 100 veces y se

centr:fuga fa' min 4'C; Finalmente se
10 oM pH 7.8 ésteéril
acidén de mazclas.
de . fUSES recombinantes de
Sdela onas * de fUSES se tomaron 100
» . ‘colocaron en um  tubo eppendort, con la

fnrmaranr 17 mezclas de 10 clonas cada wuna,

ideﬁtif candose con numeros romanos del I al XVII.

A La' amplifu:at:xdn individual de cada mezcla se realizo
colncandnse 125 pl de esta en un tubo con 200 pul  de un cuitivo
de ' tnda la noche de E. coli k%1 Kan y 20 ml ode ML. Se
colocaron 2 hrs a 37°C horizontalmente. Fosteriormente el
contenido de cada tubo se colocd en una botella de cultivo con
400 ml de ML Kan Te, respectivamente agitandose a 3I7°C durante
48 hrs y 200 rpm. El contenido de cada botella se centrifugo
en tubos de polipropileno, siguiéndose el mismo procedimiento
qué para la amplificacidn y purificacian de clonas de fUSES
recombinantes. Las - mezclas de fUSES recombinantes asi
obten:das se resuspend:ernn en 1 ml de HEPES pH 7.4 ester:il.
Cada ‘una

las . mezclas se filtro pasando por filtros
Sartorius 0. =

, cun:entnac;dfﬁde pvoteina, de acuerdo
con.el métado de WAFQQr : i de la siguiente

formulaz



Concentracion de proteina (mg/ml)="F-x 1/d x D.0. 12301
donde d es el ancho de la- cubeta. en :centxmecnos:fétcor
determinado por mezclas de  acidos  nucleicos y *la’. proteina

enolasa de la levadura en diterentes proporciones. (59,
4,3,5. Po:lna OwpC recombinante.

Fué donada por. la Q.F.B. Ana Laura Vazguez Martinez
quien la obtuvd a partir de la cepa de E. coli UH3Z22, a la
cual se le inserto por Ingenieria Genética el gen de OmpC de
Salwmonejla typhi (63). Dicha cepa es mutante para sus propias
porinas. tLa porina fuée obtenida por el Método de Nikaido y
puritficada por cromatografia en columna de exclusiéon molecular
Sephacryl S-200 (45, 3).

4.3.8. Animales de experimentacidn.

‘Se emplearon ratones machos de 21 dias de nacidos de las
cepas singénicas C3H/HeJ y BALB/c, proporcionados gor el
Instituto Nacional de Higiene.

4.3.7. Obtencidn y cultivo de esplenocitos.

Se obtuvieron los bazas de los ratones 1nmunes y testigos
en condiciones de esterilidad, Yy se depositaron en caja de
petri que contenia ¢ ml de solucion de DEM.

Dentro de una campana de flujo laminar, se disgregaron
los tejidos hacieéndolos pasar por una malla de tela de
Organdi, se lavo tres veces con solucion de DEM, centrifugando
a 1200 rpm durante 10 min (Sorvall r=10 cm), en la segunda
lavada se agregaron 2 ml de una solucidn de cloruro de amonio
0.16 M (90ml) vy tris-HC1l O.17M (10ml) pH 7.465 para lisar
eritrocitos; finalmente se resuspendid el sedimento celular en
medio DEM complementado con Gentamicina 10Oug/ml, 2 beta-

mercapto-etanol MCE

My, L-Glutamina 2ZmM, Fenicilina 200 u/ml
y SFB 10%. Se conto el onGmero de celulas viables en una

camara de Neubauer mediante tincion con azul trripana.
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4.3.8. ' Ensayo de activacion "in vitro” con
concanavalina A. :

Los esplenocitos se ajustaron a una cancentracion. de 1 x
108 celulas/ml, se cultivaron 200,000 Eelulss por pozo en
placas de microcultivo de 94 pozos de fondo ‘plano (NUNC) ¥y se
agregaron concentraciones crecientes. de ‘Caoncanavalina A: O,
2.5, 5.0, 10, 20 y 30 pug/ml (Sigma Co.) en DEM suplementada
con 107 de SFB.

Cada ensayo se repitid por triplicado y en cada ensayo el
namero de repeticiones fue de 10.

4.3.9. Ensayo de activacién antigenc-especifico.

Se cultivaron 200,000 células por pozo, €n placas de
microcultivo de 96 pozos (NUNC) de fondo plano, en un valumen
de 200ul de medio DEM suplementado con 10% de SFB a 37°C en
atmdsfera haimeda y 5% de CO, durante 4 dias y utilizando como
antigenos mezclas de fUSES recombinantes.

Cada experimento (S experimentos) se realizo con 4 lotes
de cajas, en donde 2 lotes se destinaron para probar los
antigenas a una concentracién de 10 pg/ml y los otrps dos para
probar los antigenos en una concentracion de S5 ug/ml. De los
dos lotes eampleados para cada concentracidn uno de ellos
contenia las ceélulas del raton inmunizado y el otro las
célutas del ratén control. Como testigo de activacion se usé
Concanavalina A a wuna concentracion de S ug/ml determinada
como la dptima en hase a resultados obtenidos. En  las Gltimas
18 hrs del cultivo se agregaréd 1 puCi de timidina tritiada :HTDr
(Amersham International S uCi de actividad espectifica).
Finalmente se utilizé un cosechador semiautomatico (MiniMash
11 ¥y la incorporacion de timidina se determind en un contador
de centelleo liquido (Beckman LS 580). Todas las mezclas se

prebaron por quintuplicado.
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ESQUEMA DE INMUNIZACION

RATONES

ANTIGEND pIlA DOSIS v.A.
0.2 ml de
2 . C3H/HeJ | OmpC (HEPES) ) una sol. de 1.7,
0.25ug/ul
2 C3H/Hed . HEPES 0 Lo.2'ml 1.P.
Obtencisn
qe_l“b’}a‘z'o'
. . : 0.2 ml de
2 BALB/C | OmPC (HEPES) | una‘isol. de 1.P.
: ‘ B 0.25ug7p1
27BALB/C 1.P.

Obtencién
‘del. bazo

Nota. Por cada

experimento.
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4.4, Analisis Estadistico de Resultados.
4.4.1. Ensayo de activacion con Concanavalina A,

Los resultados de este ensayo expresados en cuentas por
minuto (c.p.m.) fueron analizados mediante la Prueba de ANDEVA
(Anélisis De Varianza) con un wmadelo de bloques al azar y las
diferencias entre medias par tratamiento se analizaron por
medio de la Prueba de Tukey (38).

4.4,2, Ensayos de Proliferacidn Antigeno - Especificao.

Con los raesul tados obtenidos en C.p.m. de este
experimento se procedis a calcular los Coseficientes de
Estimulaciéon (C.D.E.) determinados por la divison del Indice
de Estimulacidn del raton Inmune (I.E.; } entre el Indice de
Estimulacidn del raton Control (I.E.;) en base a las siguientes
farmulas (27):

1.E.= SaRam. del dnmune con antigeno
c.p.m. del inmune sin antigeno

I'E'C=
c.p.m. del control sin antigenao

con lo cual el Coeficiente de Estimulacion resulta sers

C.D.E. =
Indice de Estimulacion del Control

FPosteriormente, los C.D.E. se analizaron madiante la
Frueba de ANDEVA con el modelo factorial 2X2X17 y las
diferencias entre medias fueron analizadas mediante la Prueba
de Tukey (38).

Fara el analisis de ambos ensayos se emplea &l Programa
SAS (5tatistic Analisis System, SAS Institute Cary North

Carolina) para computadoras FC.
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V. RESULTADOS,

Los resultados del este trabajo se presentan en dos
partes. La priméra titulada "Ensayo de proliferacidn con
:un:anavalina A"y . corresponde a la Tabla 1 y a las Figuras 7
y . 8. Env>lar fabla 'x s@ muestran los dias de cultivo, la
cancentrac{un:feh‘ug/ml de Cen A, asi como la media y su
desviaﬁi&ﬁieé¥;ndar. para cada tratamiento expresada en c.p.m.
Las Fiéuras 5ay B8 muestran el efecto de los dias de cultivao y
la énﬁ:entraciﬁn de concanavalina A, respectivamente ambas
axprésadas en c.p.m..

La sequnda parte llamada "Ensayo de proliferacidn con
fUSES recombinantes", se muestra en la Tabla 2 y las Figuras 9
y 10. La Tabla 2 contiene las dos cepas de ratones empleados
en este e:perimento, las dos concentraciones de antigeno en
ng/ml y las 17 mezclas de fUSES con sus respectivas medias y
desviaciones eaestandar. Las Figuras 9 y 10 wmuestran los
coeficientes de estimulacidn promedios obtenidos por cepa de
ratén, en la primera, y el efecto de la concentracién de

mezclas de fUSES recombinantes en la segqunda.



TABLA 1
ESTADISTICAS DESCRIPTIVAS DEL.
ENSAYO DE PROLIFERACION CON
CONCANAVAL INA

DiAas CON A (pg/ml) MEDIA (c.p.m) . D.E.
DE CULTIVO -

3.0 c d '532.9 d 368.9
3.0 ¢© b 710556.1. ' € §213.5
3.0 ¢ 25126.4 b 168875.2 -
3.0 ¢ ‘1546%.8 ' C 12131.1
3.0 ¢ 'S50B6.2 3593.7
3.0 © 1028.3 'd 733.1
4.0 b 4274.7 - d 11366.8
4.0 b’ b 35590.7 . ¢ 29691.6
4.0 b a 51582.6 b 40173.5 «
4.0 b c 24752.8 c 21436.7
4.0 b sd 4724.2 ¢ 3685.5
4.0 ‘b d &60%.3 d 472.0
5.0 a: d 1062.1 d B867.4
5.0 a’ b 60518.7 ¢ 50907.3
5.0 . a a 112021.8 a 80818.7 «
5.0 a c 39049.4 c 31289.9
5.0 a d 3991.2 ¢ 3752.4
5.0 d &625.2 d 583.2
6.0 d 1027.8 d 1365.1
1620 b 61490.4 c 48872.7
6.0 - a 122938.0 a 95441.86 «

~:be0 oy 50520.5 c 49139.8

640 d 2970.7 c 2636.6
6.0 d S18.6 d 411.4

Tel bazo de- ratones INW se ‘cultivaron 200 . mii celulas por pozo adicionancose concentraciones de
concanavalina A der 0.0y Z.5. 5.0, 1040, 23.!'1. y 30,0 ugral. Los cultives se interrusoteron las aias 3, 4
§ v o. 30 agrego 1B nrsantes 1 uCi- de "HiDr por pozo. La incarporacion 92 timidina s@ Oetermirc con un
contagor oe centelieo liguido, E1 estuaio se realizo por triolicano y en C3oa ensay0 5 regitleron gia:
v@cas cada una d@  Jas concentraciones 139 repeticiones cor tratamientd), Los resultioss  esoresacos en
z.0.m. ton derivanes del andlisis estasistico con un scaeio o6 oicdues ai siar. Las letras tinusculas a ia
derecha oe casa coluara ancican sue existe diferencia sigmificataia entre a29135 a0 - .08 zon la frueba

32 Tukey.



FIGURA 7
ESTIMULACION DE ESPLENOCITOS CON CON A
EFECTO DEL TIEMPO DE INCUBACION

CUENTAS POR MIN, (MILES)
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FIGURA 8
ESTIMULACION DE ESPLENOCITOS GON CON A
- EFECTO DE LA CONCENTRACION

CUENTAS POR MINUTO (MILES)
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TABLA 2

ESTADISTICAS DESCRIPTIVAS DEL.
ENSAYO DE PROLIFERACION
ANTIGENO—-ESPECIF1CO

CON ESPLENOCITOS DE RATON DE
LA CEFA BALB/c y C3H/JeB
CEPA  Ag [pg/mil MEZCLA MEDIA (C.D.E)
BALEC a 10.00 a 1 b . 0.847 b
BALBC a 15,00 a 11 b 1. 266 b
BALEC a 10.00 a b 0.941 b
BALBC a 10.00 a b 0.964° b
BALBC a 10.00 a b 1.442 b
BALBC a 10.00 a et 101660 b
BALBC a 10.00 a b 1.419 b
BALBC a 10.00 a b .1.346. b 0.223
BALEC a 10.00 a. b 1.088 b 0.134
BALBC a 10.00 a’ b 1.458 b 0.144
BALEC a 10,00 a 1.270 b 0.242
BALBC a 10.00 .a: b ' .1.4a8 b ©.171
BALBC a 10.00  a': b 1.270 b 0.110
BALBC a 10.00. a b 1.886 b 0.174
BALEC a 10,00 a’: b 1.240 b 0,176
BALBC a 10.00 - a i b 1.886 b ©.234
BALBC a 10.00 a a 2.117 a 0.265
BALBC a 5,00 a b "0.945 b 0.199
BALEC a 5.00 ‘a b 0.750 b 0.192
BALBC a 5.00 a- b 0.928 b 0.220
BALBC a 5.00 a b 0.807 b 0.20b6
BALBC a 5.00 a b 1.043 b 0.225
EALBC a 5.00 a b 0,705 b 0,146
BALBC a 5.00 a b 1.065 b 0.224
BALBC a 5.00 a a 15.014 a 4.270
BALBC a 5.00 a b 0.972 b 0.241
BALBC a 5.00 a b b 0.066
BALBC a 5.00 a .b b 0.2B6
BALBEC a 5.00 a b b 0.149
BALBC a .00 a b b ©.128
BALEC a 5.00 a b b 0.235
BALBC a 5,00 a b, b 0,167
BALBC a S5.00 a b b ©.388
BALBC a S5.00 a b b 1.039




- TABLA 2 (Continuacion)

CEPA Ag Lug/mld MEZCLA - MEDIA (C.D.E) D.E.
C3H b 10.00 a I b..  0.032 b 0.010
C3H b 10,00 a 11 b . ‘0,330 b 0.249
C3H b 10.00 - a.- III b " 0.026 b 0.013
c3H b 10.00 a .- LIV EEF 00,038 b: 0,019
CIH b 10.00 . a V. B 0.031 b -0.006
C3H b 10.00 a. VI b~ 0.024 b 0.005
C3H b 10.00 - a VII. b~ 0.028 b 0.012
C3H b 10.00 a VIII'b' 0.022 b 0.007
E3H b 10.00 a CIXCh 0.047 b 0.018
C3H b 10.00 a Xooib 0.025 . b 0.010
C3H b 10.00 a XD BT 0,022 b 0.008
C3H b 10.00 a XI1L =h 0.025 b ©.009
C3H b 10.00 _a X111 b . 0.023 b 0.005
C3H b 10.00 ' a XIV- b - 0.033 b 0.009
C3H b 10.00 a XV b 0.031 b 0.007
C3H b 16.00 a XVI b 0.042 b 0.051
cIH b 10.00 a XVI1' b - 6.573 b 9.375
C3H b 5.00 a I b 0.163 b 0.058
C3H b 5.00 a 1 b 0.746 b 0.215
C3H b 5.00 a III. b 0.065 b 0.022
C3H b 5.00 a IV . b 0.094 b 0.019
C3H b 5.00 a vV b 0.044 b 0.014
C3H b 5.00 a VI b 0.056 b 0.006
C3H b 5.00 a VIl b 0.046 b 0.009
C3H b §.00 _a VIII b 0.056& b 0.006
C3H b 5.00 a IX b 0.038 b 0.011
C3H b 5.00 a X b 0.048 b 0.018
C3H b 5.00 a XI° b 0.037 b 0.007
C3H b 5.00 a XI1 b 0.069 b 0.032
C3H b 5.00 a XIII b 0.029 b 0.020
€3H b 5.00 a XIV b 0.072 b 0.015
C3H b 5.00 a %V b 0.062 b 0.014
C3H b 5.00 a VI b 0.017 b 0.004
C3H b 5.00 a XVII b 1.031 b 1.892

ibs ratones de la cepa BALE/c v C3H/Jeb se inmunizaron con 50 wg/ml de la porina Osol rec via
wntraperitoneal. Siete dias despues se obtuvo el bazo v se cultrvaron 200 il células oor 000 en cajis de
9 00705 fonce olano, Se adicionaron 1as sexclas e fUSES rec en 2 concentraciones S v 10 uesel, Los
cultives 56 Interruncieron €3 Quinto dia agregarcose ! oCi g “nTDr 18 hcras anves, La incorgoracion ge
saterial ragtactivo se deteraino con un contador de centelleo liguade, Los ratones controi  se inocularon
con 50 ol de amortiguador HEFES (iluente ce porina v de las ee:clis oe fUSES recs. Se caicularon los
£ y 52 reslizo el andlists estanistico seaiante la Frueps de ANIE/N tajo ur coelo factoriai IXZL7 y
1 fergrc1as entre TeC1aE 5@ arefizaron meciante la Frueba ce Twev, Las letric minusculas 3 12 derechs
1e 7302 €OivATd IPTICAT QU 2.l3te T1fErencla S13n3TICaTiNa 3 0« U,




FIGURA 9
ESTIMULACION DE ESPLENOCITOS DE BALB/c
Y C3H/JeB CON MEZCLAS DE fUSES rec
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FIGURA 10
EFECTO DE LA CONCENTRACION DE LAS
MEZCLAS DE fUSES rec

COEFICIENTES DE ESTIMULACION (C.D.E)
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Vl. DISCUSION.

6.1. Ensaydy¢e Acfiﬁgqlan con Concanavalina A.

'gs introducido a un organismo este

Cuando ‘un:antxgé’p

produce una rreépu sta contra ﬁichn' ant{geno. Esta reSpuesta

implica L 1a de: - linfocitos que reconocen

especfficamente  al’ antigedé}'sufriéndo una transformacidn a

linfoblastos y ’una:boétériur‘prnlifera:idn de los mismos que

puede observarsg,bnfi »féfu;:upla o0 midiendo la incarporacion
de andlagos radiacti&dévdéiq écida nucleico, en el nuevo DNA
sintetizado (27).

El grado de estimulacién de los linfocitos depende del
tipo de antigena baﬁ lo que en la realizacion de un ensaya de
proliferacidn se raequiaere contar con un control positivo, es
decir, una sustancia que induzca la proliferacion de los
linfocitos, independientemente de la existencia o no de
sensibilizacion previa. Las sustancias que cumplen con dicha
condicidén, son las lectinas denominadas fitomitdgenos. Estas
tienen la habilidad de inducir la mitosis de manera similar a
un antigeno, uniéndose a un receptor de superficie y
transmitiendo una sefRal que causa que el ndacleo sea
derreprimido y el linfocito entre en el ciclo celular. Ademas
los mitéAgenos, a diferencias de los anti{genos estimulan wuna
basta proporcidn de linfocitos y la estimulacién de dichos
linfocitos "in vitro" por mitdgenos muestra una correlacion
aproximada con la producida par antigenos (27),

En cualquier experimento es necesario centar con un
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control positivo. Para el ensayo de activacién antigeno—
especi{ficao se empled concanavalina A,y un mitogeno
inespec{fico, como control positivo de proliferacidn.

Para determinar el tiempo de incubacidn y concentracicn
de concanavalina necesarias para inducir la maxima
proliferacidn de esplenocitos se realizo el ensayo de
activacidn bajo las condiciones descritas en la seccidn de
métodos.

Fuede observarse en funcion del analisis estadistico
empleado que existid diferencia significativa (p < 0.05,
Tukey) en los dias de ecultivo, siendo los dias S y 6 los
mejores con un  promedio de 3& 211 y 39 914 cC.p.m
regpectivamente y que puede verse en la Figura 7.

Respecto a las concentraciones de concanavalina empleadas
los resultados obtenidos de este ensayo sugieren que la de 5
ug/ml resulta ser la mejor obteniéndose un promedio de 77 917,
valor medio significativamente superior (p < 0.05, Tukey; a
los otros valores abtenidos para cada concentracion de
concanavalina A. Ver Figura B.

En la tercera columna de la Tabla 1 se muestran los
promedios obtenidos en c.p.m. considerando los dias de cultivo
¥ la concentracion de concanavalina, estos concuerdan con lo
ya descrito anteriormente en que el dia seis de cultivo y la
concentracién de S 'ug/ml mostraraon los valores medios mds
altos, 122 938 y 112 020 respectivamente, valores que resultan
ser significativamente diferentes (p < 0.05) respecto a las
otras medias obtenidas en este ensayo.

Es importante observar que la concentracidn de S5 pg/ml de
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concanavalina A inducfia la “mayor pﬁnlﬁferqcxun en’ .cualqu:iera

de los' dias de:

‘eultivo,

emplear diéhaﬁéoncént

dividimos las desviaciones estandar

: entré éus; r/pecfiQ&s medias. aritméticas, de la Tabla 1, y lo

mﬁl&ip)kc;mds por 100, obtenemos una medida estdistica llamada
:oefidieﬁﬁe dé variacidon, que expresa la variabilidad en
povcenﬁaie, de las cuentas por minuto reportadas en dicha
Tabla. As{ 1los coeficientes de variacion de este ensayo
presentardn un rango de 74.4% a 82.6%, valores elevados que
sin embargo no distan mucho de los resultados obtenidos por
Bonzalez en 1991 en sus ensayos de estimulacion de
esplenocitos con c¢oncanavalina A en los gque sus coeficientes
de wvariacidn van desde 287 hasta 122.7%Z en alqQunos de sus
resul tados (19). -

Esta alta wvariabilidad tal vez pudiera atribuirse, en
estos experimentos muy en particular, a la cosecha de las
células ya que el cosechador, con dos hileras de doce

capilares cada una, siempre presento obstrucciones en
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cualgquiera de ellas.

A pesar de todo cuando se calcula el coeficiente de
variacidn para cada uno de los blogues (dfa de cultivo con sus
correspondientes concentraciones) se determina que no hay
diferencia significativa entre estos por 1o que es posible
afirmar en base a estos calculos, que los resultados aan con

su elevada variabilidad son confiables.

6.2. Ensayo de Activacién Antigeno-Especifico.

Las mezclas de diez clonas de fagos recombinantes
provenientes de un banco gendmico de la porina OmpC
recombinante de gSalmonella . _tvphi fueron probados por su
capacidad de estimular una raspuesta prolaferstiva de
esplenccitos obtenidos de ratones de la cepa BALB/c y la cepa
C3H/HeJ sensibilizados siete dias antes con la porina OmpC
recombinante. ’

En la Tabla 2 se muestran los resultados obtenidos de
este ensayo.

La cepa BALB/c presanté una mayor respuesta proliferativa
(p < 0.05, Tukey) con un promedio de 1.3555 de C.D.E. respecto
a la cepa CIH/HeJ de tan sdlo 0.295. Ver Figura 9.

Este resultado concuerda con los experimentos realizados
para el estudio de la porina recombinante donde se habia
determinado la cepa BALB/c como la mejor respondedora y con
los experimentos realizados en 1988, para demostrar la
antigenicidad y mapear epitopos de Elasmodium falciparum

exupresadns en fagos filamentosos, donde se demostro que la
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inmunogenicidad de los fagos recombinantes esta geneticamente
controlada por el sistema H-2 (23,62,463).

Estos resultados ne se contraponan con los obtanidos por
Mejia en 1990, quien determind que la cepa singénica mejaor
respondedora a porinas de Salmonella typhi es C3H, ya que en
ese estudio se trabajd con una mezcla de . porinas de la cual
OmpC formaba parte, por 1o que el efecto de ésta pudo estar
enmascarado.

Las concentraciones de mezclas de fUSES en pg9/ml no
presentaron diferencias significativas (Ver Figura 10), y
aunque en la determinacidn de la concentracidn de las mezclas
de {USES recombinantes se caometid un error sistematico, ya que
se utilizaron coeficientes de extincidn de una proteina de
levadura, que obviamente dista mucho en secuencia de un fago
filamentoso. Sin embargo, como error sistematico, no afecta
los resultados aunquae las concentraciones que se emplearon
como S y 1O pg/ml no son las reales.

Vale la pena camentar que en un inicio se utilizaron
concentraciones de 100 ng/ml de mezclas de fUSES recombinantes
{(datos no reportadas) y que esta concentracion también indujo
respuestas proliferativas significativas, sin embargo en el
intento de probar si concentraciones mayores producian efectos
contrarios o mayores se aumentd la concentracidn probandose
2.5, 5.0, 10.0 y 20.0 pg/ml aunque 2.5 solo para la cepa C3H y
20 sdlo para la cepa BALB/c por lo que estos resultados no
pudieron ser comparados estadi{sticamente.

De las 17 mezclas probadas, las denominadas VII1 y XVII

indujeron una mayor respuesta proliferativa con valares
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promedios dé‘lﬁs ‘;;D.E. de.15.014 +/=- 4.27 para la mezcla VIII1
y cunceﬁtraéion Syyg)MI en la cepa BALB/c y de 2,117 +/- 0.245
para-la mezﬁiéhxvil c;n 10 pg/ml en la misma cepa.

‘ Cabe “mencionar que la respuesta praliferativa de las
mezclas -Vill y XViI, por el tipo de componentes, podrian
denutar' un efecto de interaccion respecto a las
concentraciones de fUSES empleadas. Ver Tabla 2

Por otro lado, en lo qua se refiere al cultivo de
esplenocitos aunque estos cultivos contienen células B y
células T sensibilizadas, la proliferacidn de las células B es
dependiente de las c¢eélulas T sensibilizadas lo cual no
consituyé una desventaja (39).

El nGmerp de ratones empleados en el experimento tampoco
constituye una desventaja, si consideramos que al obtener el
bazo y triturarlo las celulas salen de su entorno original con
el cual mantenian una comunicacidn intima que se tiene que
reestablecer cuando son colocadas en cada uno de los pdzus
ademds de adaptarse al restringido espacio y al contacto con
otras células con las que no lo estaban, a las conoiciones del
cultivo, especificamente a los nutrientes, temperatura y
humedad por lo que cada uno de 1los pozos Gon  sus 200 000
células constituye una alternativa diferente a las otras que
respondera al estimulo en forma diferente, pero que
presentaran una menor variabilidad, 1o que se observa en
los coeficientES de variacidgn estanda en un rango aceptable
para las dns mezclas siendoa 28.44%7, para la mezcla V11l y de
12,5% para la mézcla XVI1 con 1lo que se confirma que los

resul tados obtenidos de este ensayo son confiables.
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Por otra parte Ja desviacion . estandar pa&a la cepa  de

raton C3IH = (ver Figura 9) ‘es muy alta gebido 'a -un date de los

34 prcmedlos obtenldns Tablav 2)\ que fge resultado

probablemente de :olacacxan

eq 1 ucana de una de 'los . circulos

liquido de ; :asuistxco en que coincida con
una de. las,‘~ mezc as..i'que: presentaron mayor reconocimiento

(mezcla XVII) para la cepa BALB/c.
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Vil. CONCLUSIDNES.

- Se determind que la concentrac:on de concanavalina A
que induce una mayor proliferacicn de esplenocitos de raton es

de S pg/ml en el sexto dia de cultivo.

- 8e determind que las mezclas.de fUSES recombinantes a

la porina OmpC de Salmonella typhi eejor reconocidas por
esplenocitos de ratén inmunizados con la porina - OmpC

recombinante son las denaminadas VII1 y XVII.

- La cepa que reconoce mejor epitopos de la porina OmpC

recombinante de Salmpnella typhi es la cepa BALB/c.
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