
- UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA 
DE MEXICO 

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPE~IORES 
CUAUTITLAN 

11 EVALUACION DE LA RESPUESTA PROLIFERATIVA DE 
ESPLENOCITOS DE RATON A FAGOS DE FUSIDN QUE 

EXPRESAN DETERMINANTES ANTIGENICOS 
OmpC DE Salmonella typhi" 

T E s I s 
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE: 

QUIMICO F ARMACEUTICO BIOLOGO 
PRES EN TA: 

CLAUDIA GOMEZ PALOMINO 
Asesores: M. V, Z. Benito L6pez Baños 

Dr. Armando lsibasi Arauja O. F. l. Andrea Becerril Osnaya 

CUAUTITLAf'.. IZCALLI, EDO. DE MEXICO 1 9 9 4 

t!SiS CON 
FALLA DE ·. 0iIGEN 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN 
lNWl DE IA AllllHSTRACION E!!COIAR 

DEPAltTAllEMTO DE EXAMENES pa()f"ESIONAl..ES 

'/.ll(IV[W10AD ,"JAqCWAL 
A"if,\"'!wt.A llC 

,'\mc:,o 
ASUHTOt VOTOS APROBATORIOS 

DR. JAIME l<ELLER TORRES 
DIRECTOR DE LA FES-C:UAUTITLAN 
PRESENTE. 

AT•N1 lng. R.a-Fael Rodl"'1CJU•Z Caballo!i 
Jefe del Depaf'lt.,..._l)~O d9 EMA.1Mmes 
Prof'esion•l~l4'ol.l~~u~of!•S• - C. 

Con b••• en el art. 28 del R•gl•Nento Genera' 
per"!,.itimos .cDIRY!licar a U9ted que revisamos l• 

".:.'ldlL<.a•::J.611 .lS 1:. :;...; .;_.u":ata P1~01.ifer .. ti va 

imene9. nos 
TUl.ADA1 

con nilmero de cuenta: : 1~1 :.G1--.:i 

:.:.¡_!'.:-• .:.-:3 :- ..:. .. ·:.1i::1L tic a .::i~, o rn 
para obtener el TITULO de: 

Con•iderando que dicha tesis red:ne los requisitos necesArios para 
ser discutida en ~1 EXAl"tEN PROFESIONAL correspondiente, otort;1.u'IC!I 
nuestro VOTO APROBATORIO. 

A T E N T A M E N T E • 
"POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU" 
Cu•utitU.n lzcalli, Edo. de Mé>e., a ...12_ de e= tje·~¡,,..e ~ 199.......3.._ 



La parte experimental dR este trabajo s• realizó an el 

laboratorio da Jnmunoquimica de la UnidAd da Investigación 

Biomédica del Centro Médico Nacional, Instituto Mexicano del 

Seguro Social, y en el Departamento de Investig•ción dal 

Instituto Nacional de Higiene de la S•cratarta de Salud y al 

análisis estadistico de los result•dos ttn la Facultad d• Eatudioa 

Superiores Cuautitl~n UNAM. 



A mi Famllla ••• 

• • • a mis Padrea corcue acem:a.s de carme l.a v1aa me rian aaao 

libertad para vivirla. Por caminar a mi lado, a mi ritmo, con 

confianza. siempre reapentando mi Individualidad aunque mis 

decisiones no siempre vayan de la mano con sus aspiraciones. 

Por estar conmi10 en la enfermedad y durante los fracasos y 

los éxitos, por amarme•••" por ser ellos" 

••• a mis hermanas Luchln y Lala. por sus CLt1daaos. por 

apoyo y también por sus crlticaa, sracias a Ja9 cuales ma 

supero constanteMente. Deseando que alcancen sus metas m4• 

preciadas. 

••• A mi abue oor sLls abra;:os. sus car1c1as y aus atenc1ones 

de las que siempre he disfrutado desde niña. 



Al Profesor Ben! to López Baños cor su eso1r1tu 

un1versttario ya que 1raclas a el, yo como muchos otros 

compañeros hemos contado con su asesoria, que ha iniciado con 

al apoyo estadistico y terminado con la nutrición y 

fructificación total del trabajo de tesis. 



A la Facultad de Estudios Superiores CuautitlAn oor sus 

Profesores, quienes siempre me dieron las oportunidades que 

pedi Y en quienes encontré gran compañerismo y amistad cuando 

m.is Jo necesiter por su personal bibliotecario y do 

hemeroteca, quienes con su preparación supieron orientarme en 

la búsqueda y recopilación de informaciónr por su personal de 

fotocopiado ya que gracias a ellos tuve acceso la 

intormacidn sin l liniter por su persona 1 de servicios 

&•colares, quienes siempre fueron amables y estuvieron atentos 

a mis peticionas; por su personal de exámenes profesionales 

por satisfacer y atender a mis necesidades y también al 

personal de vigilancia e intendencia de quienes obtuve cada 

dla una sonrisa y aliento para seguir adelante. 

A todos, porque entra el los me converti en una 

protesionista se1ura y capaz de desempeñarme con éxito en lo 

futuro. 



Agradezco al Dr. Armando lsibasi Araujo cor haberme daco 

la oportunidad de realizar e•te trabajo en su laboratorio con 

la misma libertad y confianza que siempre otorga •u• 

estudiantes, 

AJ Dr. Guillermo Ramlrez val H. en C. Jorge Paniagua oor• 

su asesor1a y muy espacialmente al Dr. Vianay Orti.z: cor. su 

preocupación, su tiempo y por haberme enseñado qua, La 

inteli1encia d,ebe ser aplicable en todas y cada una da las 

vivencia& del ser humano " 



A la Profesora Andrea Becerril Osnaya porque ademas de 

ser excelente maestra, siempre ha sabido ser una buena amiga y 

compañera conmigo y con muchos otros alumnos de la Facultad. 



A las Qutmico Farmacéutico Biólogas Ana Laura Váz~uez "arttnez 

y Margarita Aracelt Zavala Carblllo por enseñarme las técnicas 

inmunológicas y brindarme su ayuda y amistad incondicional 

durante el tiempo de realización de este trabajo y hasta. la 

fecha. 



AUNQUE LA CJ:ENCJ:A 

BUROCRACJ:A, ES ESENCXAL 

NO ES 

CONTAR 

CON UN oi:se:~o 

CUALQUXER TJ:PO 

EXPERXMENTAL EN 

DE J:NVESTXGAC:J:6N 

EN EL CUAL se: DELZMXTARA EL 

CAMPO DE ESTUDIO,. LO CUAL 

LOS CONLLEVARA A ALCANZAR 

OBJETZVOS PLANTEADOS EN TODOS V 

C:ADA UNO DE LOS ••PROTOCOLOS DE 

X NVEST X GAC: X 6N •• • 

..:..C:6MO • C:Uo!:iNDO • 

PARA METROS SE 

ESTABLECJ:ENDO 

D6NDE V QUé 

MEDXRAN?, AS'l: 

COMO TAMBZéN LA FORMA EN QUE SE 

EVALUARAN LOS RESULTADOS-

B- L - B-



1 N D 1 C E G E N E R A L 

INDICE DE FIGURAS 
INDICE DE TABLAS 
GLOSARIO 

RESUl1EN 
1 • 1NTRODUCC1 ON 

11. 

11. 
IV. 

1.1 Sal•qnel Ja typhl y Fiebre Ti1oidea •••••••. -.· ... _ •• 

t. 2 Antígenos de Salmonella y su Jnmunog~Ílictdad· · •• 4 
. ' ' ~' ~·.'. ~ . - ,: ~·- :_, .' '. ,-,-

1. 3. Epi topos ................................ ~~····<· 10 

t.4. Fagos de Fusión <fUSES> ............ ·_..~:-.... ~-~.;-~·.·~-~~. it 
1.5. B•nco de Epitopos de la Poriria·;_O~~-Cl~\·~-'~-~~~~ .. ··~-'.~:~<is 

"~=~~~~~: : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : :::::(;,};.~~'.i:f.{7¿~,~:0~:;~ 

~r~~@~~=~:~: ::: :: : : : ~m1mti~~?i~i[~~' 
4.3.1. Aislamiento de clonas da·· fusEs·;:;.11~::»-~--..-~-~~~:-: .. 24-'·_·. 
4.3.2. Amplificación y PurificaciÓn-·d.t·:··> 1-~;:-~t::::.·.:;. 

fUSES rec •••••••••••••• ~ ••• ·:. "'.;:; }L'i•24. 
4.3.3. Formación y Amplificación 

de Mezclas ...................... ~ ~-~\-};·-~5".: 
: .·-!'.'--·,)-.... , .. ''"··-.: 

4.3.4. Cuantificación de Protefnas ·• ······":·~·-•. -~.~ 25 

4.3.5. Porina OmpC rec ................... ~·::'~: •. .;.-,-26· 

4.3.6. Animales de E>cper1mentacion ••• "!'-.-. ~ -~~;~:~-~.-·/2~· 
4 .. 3. 7. Obtención y Cultivo de Esplenoci_tas·:::;~-~-:~.~6, 
4.3.8. Ensayo de Acttvacion ''in vitro'1 ·:··.; 

con Concanaval ina A ................. • .- 27 

4.3.9. Ensayo de Activación 

Antlgeno-E•pectfico •••••••••••••••• 27 

4.4. An~lisis Estadistica de Resultados 29 

4.4.1. Ensayo de activación con 

concanavalina A •••••••••••••••••••• 29 

4.4.2. Ensayo de Proliferac10n 

Ant19eno-Espectfico •••••••••••••••• 29 



V. RESULTADOS •••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 30 

VI. DISCUSION • •••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 38 

ó.1 Ensayo de Activac1on con Concanaval 1na 'A .'·~ ••• ~ 38 

6.2 Ensayo de Prolifer-acidn Ant1Qen·o.:..esPa~ifi~~ ••• 41 

V 1 l. CDNCl.US IONES •••••••••••••••••••••••• : •• .':.: ~ .-. º •• '•, 45 

VIII. 8181.IOGRAFIA •••••••••••••••••••••~, •• ,• ••• .':.~ ..... 46 



Figut"'a 

2. 

3 .. 
5 

7 

8 

9 

INDICE DE FIGURAS 

Descripcion 

Envoltura celular de las bacterias 

Grat1 negativas 

Modelo a•tructural de la porina PhoE 

de- hobartahta qgl l 

Tipoe d• Ep.i topos 

Mic~ograf(a Elect~dnica del Fago fd 

(a) Bacteriófagos Fila.lentosos 

de9plegando epitop~• en la 

•Uperfici• 

Cb> Biopanning un método de 

purificación 

Büsqueda de clonas del fago ~Qt11 con 

sondas de células T 

Estimulación de Espleoocitos con 

Con A. Efecto del Tiempo de 

Incubación 

Estimulación de Esplenocttos con 

Con A. Efecto de la Concentración 

Estimulación de Esplenocitos de 

BALB/c y C3H/Je8 con Mezclas de 

fUSES rec 

10 Efecto da la Concentración de las 

Mezclas de fUSES rec 

9 
8 

12 

14 

16 

19 

32 

33 

37 



TABLAS 

2 

2 

INDICE DE TABLAS 

Descripción PAQina 

Estadtsticas Descriptivas dvl Ens•yo 31 

da Proliferación con ConcMlavalina A 

Estadtsticas O.scriptivas del Ensayo 

de Proliferación AntfQeno-Espectfica 

con Esplanocitos de Ratón de la c•pa 

BALB/c 

Continuación 

34 

Eatadtsttcas Descriptivas d•l Ensayo 35 

da Proliferación Antigeno-Especifico 

con Esplenocitos de Ratón de la Cepa 

C3H/Je8 



GLOSARIO 

ADN Acido Desoxirribonucleico 

ADNt• Acido Desoxirribonucleico recombinante (libr•ria de 

DNA) 

A.E. Actividad Especifica 

ANDEVA Análisis de varianza 

BALB/c Cepa de Ratón 

BrCN Bromuro de Ci•no9eno 

C.D.E. Coeficiente de Estimulación 

C3H/He.J Cepa de Ratón 

CON A Concanaval ina A 

c.p.m. Cuentas por minuto 

Da Daltons 

DEM Medio Madi ficado de Dulbeco 

DLs., Dosis letal 50 

EDTA Ac ido et i len di amino tetracét ice 

Fe Fracción cristal tzable de una inmunoglobul ina 

H-2 Complejo principal de histocompatib1lidad d&l raton 

HEPES Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-etano-sulfónico 

3HTDr Timidina Tritiada 

I.E.c Indice de estímulación del ratón control 

I.E. 1 Indice de estimulación d•l ratón inmune 

Ig lnmunog lobul ina 

INH Instituto Nacional de Higiene 

I.P. Intraperitoneal 

Kan Kanamic: ina 

Kb Ki lobases 

KDa Kilodal tons 

LPS Lipopolisacárido 

µCi micro Curies 

ML Hed io LuriA 

Omp Proteina de membrana eKtarna (seg(tn sus siglas en 

inglés) 

pb Pares de bases 



F'BMC Células mononucleares de sangre per11ér1ca lpor sus 

siglas en ingles> 

PBS Regulador de fosfatos salinos 

PEG Poliatilengl1col 

Pho E Prote1na de membrana e:cterna induc1ble 

concentrac1ones bajas de fosfatos 

PME Prote1nas de Membrana Ex terna 

t~ec Recombinan te 

SFB Suero Fetal Bovino 

Te Tetracicl ina 

TRIS Hidro~imatil-am1nometano 

V.A. Via de administración 



RESUHEN 

Con el objeto de determinar que mezcla o mezclas de clonas de 

fUSES recambinantes provenientes de un banco de epitooos de la 

corina OmpC de Salmgoella typhi son meJor reconocidas cor 

esplenocitos de raton, se formaron 17 mezclas al azar de l(t 

clonas de fUSES rec cada una, con las que se realizaron 

ensayos de activación de esplenocitos de ratones de las cepas 

BALB/c y C3H/Jeb sensibilizados 7 dias antes con SO µg de la 

porina OmpC recombinante, empleá~dose las mezclas en dos 

concentraciones S y 10 µg/ml y ut1lizAndose Concanaval1na A 

como control positivo de activación. Se encontró que la 

concentración de Concanavalina A y el tiempo de incubación 

óptimos son 5 "g/ml durante 6 dias. La cepa C3H/JeB no 

respondió en tanto que la cepa BALB/c si respondió al estimulo 

generado por la porina OmpC recombinante y no existio 

diferencia significativa entre las concentraciones de mezclas 

de fUSES recombinantes empleadas. Asi mismo, se determ1no que 

las mezclas denominadas VIII y XVII son mejor reconocidas por 

esplenocitos de ratón. 



1. INTROOUCCION. 

1.1 Sal•onella typhi y Fiebre tifoidea. 

Salmonella typhi, es una bacteria que pertenece la 

familia Enterobacteriaceae, tribu Salmonellae y especie typhi, 

Bacilo no esporulado, Gram negativo~ móvil, mide de 2 a 3 µm, 

ci tof1 l ice, anaerobio faculta ti.va, intracelular, fermenta la 

glucosa con producción de ácido, y es lactosa y sacarosa 

negativos. (6,23) 

Su estructura antigénica de superficie incluye el 

antigeno somático 11 0 11 que contiene c•rbohidratos especificas 

útiles en su identificación serológica y el antigeno "H" o 

flagelar. En base a la clasificación de Kauffman-White, 

Sal•onel la typhl pertenece al grupo o, y comparte con· las 

diferentes especies de ese grupo los antlgenos somáticos 9 y 

12; sin embargo se diferencia de ellas porque es la única que 

presenta antigeno "Vi" el cual es de naturaleza sacarldlca¡ 

sus flagelos contienen el ant1geno "d". La fórmula 9, 12 Vi:d 

caracteriza a Sal•one!la typhi en forma abreviada (12,45). 

<Figura 1> .. 

Salmonella typhl es el agente causal de la Fiebre 

Tifoidea, infección que se adquiere por ingestión de alimentos 

y agua contaminada con la bacteria. Afecta solamente al 

humano y el eslabon de transmisión el portador 

asintomático. Es una enfermedad febri 1, caracterizada por 

sintomas sistémicos como fiebre continua, cefalea, dolor 

abdominal, inflamación del intestino, formación de úlceras 



intestinales <principalmente en·· ·las PJ.a.cas de Peyer>, 

hepatomegalia y esplenome9alia <1,45 1 12). 

El periodo de incubación generalmente es de 10 a 14 dias. 

Se sabe que la p~~~g~·r;¡·'(;~·dád , de Salmonel la depende de la 

capacidad de multiplicacidn 'dentro de los macrófagos, los 

cuales, al morir, liberan la bacteria que entonces es capaz de 

invadir otras 4reas (6,45). 

Gran parte de las manifestaciones cltnicas son provocadas 

por la liberación de una endotoxina que entre otros efectos, 

se ha comprobado que causa fiebre, hipotensión arterial, 

leucopenia y estimulación policlonal de linfocitos B C26). 

Las complicaciones más importantes de l• Fiebre Tifoidea 

incluyen hemorragia intestinal en el 2 al Bh de los casos y la 

perforación que se presenta en el 3 al 4 Y. C4). 

Los mecanismos de inmunidad celular, fundamentalmente la 

activacidn de macrófagos, no constituyen una garantia de 

protección ante la invasión por Sal•gnvlla, ya que la bacteria 

tiene la capacidad de permanecer dentro de éstos protegiéndose 

asi de la respuesta inmune y de los antibióticos C43>. 

Esta enfermedad constituye un problema de salud en los 

paises en vtas de desarrollo y en algunos industriali;?ados. Se 

estiman 12 millones de enfermos anuales con una incidencia de 

500 por cada 100,000 habitantes en Africa y Asia. En la 

región de las Américas se presentaron 89,591 c•sos en 1990, 

que t•epresentan una incidencia de 20.8 por cada 100 1 000 

habitantes. En MeKico se reportaron 11,078 casos en 1990 con 

una tasa de 13.64 en 100,000 habitantes. El grupo de &dad m~s 

afectado por la enfermedad es el de 15 a 44 años, donde se 

2 



Figura 1. Envoltura celular de las bacterlaa Gram negativas. 

Abreviaturas: 

eKterna; PG, 

periplasmico; 

FL, fosfol ipidos; 

pep t idog l 1cana~ 

ME, 

EP, 

membrana 

espacio 

MC:, membrana citoplasmatica; LPS, 

lipopolisacAr1do <13). 
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presentan 58.ó2'l. afectados, lo cual representa más de 500,000 

d1as laborables perdidos (4). 

La Fiebre Tifoidea representa un problema de Salud 

PQblica, por lo cual, la investi9ac1on en el desarrollo de 

vacunas constituye un hecho prioritario en Hexico y en otros 

paises U>. 

1.2. Antígenos de Sal•onella y su ln•unogenicidad 

Han sido muchos los intentos por producir una vacuna 

contra Salmonella typhi Se han utilizado bacter1as completas 

vivas y muertas, administradas por vla oral, empleAndose la 

cepa dependiente de estreptomicina y la cepa mutante 

deficiente de UDP-4-galactosa epimerasa llamada Ty.21a, 

resultando ser, ambas cepas poco inmunogénicas. T•mb1én, las 

investigaciones han encaminado hacia el estudio de la 

naturaleza de los antlgenos de Salwgnolla typbi relac1on~dos 

directamente con la protección y la respuesta inmune que 

generan en el humano. La mayorla se han dir1g1do hacia el 

estudio de los 

bacteriana, tales 

lipopolisacárido>, 

antlgenos 

como el 

el flagelar 

presentes 

somát tco "O" 

"H", y el 

la superficie 

<endotox ina o 

capsular "Vi", 

demostrándose, en el caso de los antígenos " O y H " que, 

aunque inducen la producción de titulas altos de anticuerpos 

esto no guarda relación alguna con el estado de protección en 

la evolución de la enfermedad (17,25>. 

Cuando el antlgeno "Vi" se administro por vta parenteral, 

no solamente indujo titulas elevados de anticuerpos sino que 

4 



protegió contra la fiebre tifoidea, cuando se hicieron los 

estudios de campo en Nepal y en Sudáfrica. El inconveniente de 

esta vacuna es que por su naturaleza polisacárida, el antlgeno 

protector es T-independ1ente por lo que no induce memoria. 

Debido a esto, se ha sugerido conjugarlo qu1micamente a 

protelnas para conferirle características de antigenos T

dependiente <1,32). 

Recientemente las proteinas de membrana e:<terna <F'ME> da 

las bacterias Gram negativas han cobrado gran importancia 

gracias a la introducción de métodos que permitieron separar 

la membrana externa de la citoplasmática <44). 

Estudiando la estructura y composiciOn de la membrana, 

d~mostró la presencia de cuatro proteinas principales 

.nayores <por1nas) y otro. grupo de 10 12 proteínas 

denominadas menores <36>. 

Posteriormente se reclasificaron a las proteina& mayores 

en tres grupos, en base a su estructura y función, destacando 

la 1 ipoprotelna de e,..aun unida covalentemente a la 

peptidoglicana y cuya función es la de mantener la inteQridad 

estructural y funcional de la membrana, la prote1na 

modificable por el calor <OmpA> involucarada en los procesos 

de conjugación y que actúa como receptor para fagos y 

colicinas y las protelnas matrices o por1nas, que intervienen 

el transporte pasivo de sustancias hidrof1l1cas de baJo 

peso molecular a traves de la membran.a., tales como: azl.Jcares, 

iones inorgánicos y am1no~cidos <7,10,11,34,53). 

Las prote1nas menores intervienen como acarreadores en el 

transporte de sustancias de al to peso molecular y est~n 

5 



relacionadas con la división c~lular. Entre ellas se encuentra 

la Onica protetna'de .. ~ª membr~na externa que tiene act1v1dad 

de fosfol ipas~_. A <?, 10, 11~ 45). 

Sa han reportado cuatro porinas z OmpF, OmpC, OmpO, y 

PhoE. Las porinas son trtmeros presente& en la membrana. 

Poseen un peso molecular entre 28 000 y 48 000 daltones. Se 

encuentran asociadas a la péptidoglicana y al lipopol1sacar1do 

de forma no covalente. Se agregan en forma natural formando 

poros o canales (fol""ma serológicamente activa) C22). 

Las porinas son péptidos constituidos de 336 residuos en 

promedio. En el interior de los poros se encuentr'an 

aminoácidos cat""gados, lo cual, determina la selectividad 

iónica de los canales (6,22,>. 

Las porinas permiten la permeabilidad de la membrana, son 

muy abundantes, forman poros de difusion para solutos pequeño& 

(menores de 400 a 600 Da) y sirven como recaptoras pat""a fagos 

y colicinas. OmpC y OmpF son reguladas por la osmolaridad y 

temperatura del medio de crecimiento. OmpC es eKpresada 

preferentemente a alta osmolaridad (100-300 NaCl> mientras que 

OmpF se expresa a niveles más bajos. PhoE as inducida • bajas 

concentraciones de fosfatos y presenta selectividad a aniones 

más qu~ para cationes y se ha propuesto que participa en la 

captura e introducción de compuestos fosforilados a traves de 

la membrana (Figura 2> (46). 

OmpF es catión selectivo y las propiedades de OmpC son 

similares a las de OmpF con la excepción de que OmpC forma los 

poros más pequeños de las¡ tres prote1nas. Sus respectivos 

genes han sido aisaldos y secuenciados <44,51)ª 

6 



El 1nteres en las porinas se debe a su capacidad para 

estimular tanto la respuesta inmune humoral coma la celular 

provocando un estado de protección contra la infecc1on por 

Salmonella typhi (29). Existe un interés especial en la porina 

OmpC, ya que ésta es sintetizada e incorporada an el 

desarrollo de la bacteria en condiciones da baja y Alta 

osmolaridad (50). 

Este resultado sug1sre qua OmpC pusde s~tar presente en 

la memb~ana eHterna "º solo bajo condicione-s d1I vida libra, 

sino también durante la infección, ya que l~ osmolaridad del 

suero humano es equivalente a los est~ndares alto& mantenidos 

en el laboratorio. Es por esto que la por1na OmpC es 

considerada como un antígeno candidato para el diagnóstico y 

la vacunación (46). 

Debido a la localización de las PME en la superficie da 

las bactartas Gram negativas, se consideran como antigenos en 

la inducción de protección. 

La inmunización con PME derivadas d• b•ctarias Gram 

negativas, 

fntluenzae, 

Nglsserla 

como Sal•ongl la typhi•uriu•. 

Shigel la flgxnnri y Pagudgeonp 

gonorrhoeae, y Salwgnal)p typht, 

Hageopbflua 

antuf 1 ng•a, 

confieren 

protección contra la infección an animales d• eHperim•ntaciOn 

<2,s,20,21,29>. 

Algunos investigadoras encontraron que las PME de 

Neisserla wenlngftldls orupo e eran buenos inmunógenos cuando 

sa inoculaban a conejos (16>. 

Los anti cuerpos anti-PME presentaron actividad 

bactericida "in vitre" mediada por complemento Cló>. 
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FJ gura 2. ~odelo estructural de Ja porina PhoE de 

Escherichta colt. 

Abreviaturas: bl·, b,icapa 11p1d1ca; pd, poro de 

di1L.tS1ón:.(pÓ,rina.J ;, trc, membrana celular. 

Modele prcpues.tc .Por Jap en 19:t9 l.!-1'. 
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TambiQn se estudió la capacidad de las PME de Spl•gnglla 

Ul!hl. 9,12 Vi:d, de conferir protección al raton contra el 

reto de la bacteria viva. Demostraron que tanto las PME de 

Sal•gnella typhicomo el suero de coneJo anti-PME inducen el 

ratón un estado de inmunidad protectora. Adem~s el suero 

empleado para la protección pasiva, reconoce por 

inmunoelectrotransferencia a las por1nAs de las di.ferentes 

cepas de Salmonella utilizadas en el estudio <26,27>. 

La evaluación de la respuesta inmune humoral hacia las 

PME de Spl•pnella typhi en pacientes con ~iebre tifoidea en 

fase aguda y en fase convaleciente mostro que las PME son 

inmunogenicas en el humano pues se encontraron anticuerpos de 

clase lgM e tgG, éstos Oltimos dirigidos contra las porinas 

<15,47>. 

La inmunización con cantidades tan pequeñas como 5 µg de 

porinas de SalmgnglJa typhi, purificadas por •l m6todo de 

Ni ka ido, confirieron protección al 80% de los ratones 

desafiados con 500 DLso de la bactaria homóloga, pero no indujo 

protección al desafio con Sal•onella \yphl•yrly• en las mismas 

condiciones <28,47>. 

Anticuerpos monoclonales de isotipo IgH anti-porinas da 

s. tvpbi 9,12, Vi:d confirieron una protección del bOY. al 

desafto con 20 DL50 en ratones. Anticuerpos monoclonales 

antilipo-polisacArido <LPS> no produJaron n1ngon efecto; esto 

corrobora que las porinas son inmunógenos protectores en el 

modelo murino. La vacunación de ratones con 30 µg da PHE de 

~s~·~~'·Y~Ph~i induJo respuesta proliferat1va "in vitre" de 

linfocitos, en presencia de porinas de Sal•gnglla t,yphl, 
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Salmonella typhlmurium, y~. La respuesta proliferat1va 

in vitro de linfocitos de ratones INH inmunizados con PHE de 

Salmonella typhi persistió hasta tres meses después de la 

inmunización y no debio la presencia dal LPS. Un 

fragmento de las porinas derivado de la digestión con BrCN y 

con peso aproMimado de 16Kd indujo respuesta 

proliferativa 11 in vitro 11 de esplenocitos totales, provenientes 

de ratones INH inmunizados con PME de ~ 9,12 Vi;d 

(19,SB,59). 

1.3. Epitopos 

Los epitopos o determin•ntes antigénicos de una prote1na 

&on regiones de 10 a 20 amino~cidos reconocidas por las 

fracciones fab de anticuerpo también llam•das paratopos 

112,35). 

Se han clasificado los epitopos discontinuos¡ o 

conformacionales constituidos por residuos de aminolt.cidos 

distantes pero adyacentes en una superficie, y los continuos o 

secuenciales compuestos de residuos cercanos entre si 

<Figura 3) (5). 

Una molécula de antlgeno contiene algunos ep1topos 

localizados una superficie accesible al anticuerpo que 

puede formar 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 coef reconocen el ant19eno presentado por 

las moléculas clase 1 en asociación a la célula presentadora 
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de antígeno, en cambio los linfocitos cooperaoores o CD4. lo 

reconocen por la presentación de las moleculas clase 11. La 

longitud de los epitopos pr~s~nta~O~',po"." las moléculas clase I 

esta restringida a 8 - 11 aminoácidos. En base a la habilidad 

que presentan los una respuesta 

prolifer'"ativa en lin'!"ocitoS./T ac-tivados previamente con la 

proteina nativa se han cla•ificado como: inmunodcm1nantas, 

subdominantes y cripticos (41,42,61 9 66>. 

Se han encontrado péptidos que imitan epi topos 

discontinuos y son llamados mimotopos ya que imitan el epitopo 

original por lo cual pueden ser reconocidos por el anticuerpo 

especifico correspondiente <30>. 

l. 4 .. Fagos de Fusión < t.USES>. 

Gracias a la ingenieria genética, los investigadores de 

enfermedades infecciosas pueden explotar la habilidad da 

aislar genes construyendo bancos de epitopos que han 

facilitado el aislamiento y caracterización de fragmentos 

proteicos. Para la construcción de dichas librerias se han 

empleado fagos filamentosos como vectores de clonación. 

Los fagos filamentosos, tambien llamados bacteriófagos, 

son virus que infectan bacterias poseedoras del factor $exual 

F*. Los bacteriófagos mAs estudiados son: M13, f1 y fd. Estos 

fagos se caracterizan por ser filamentos flexibles de 

estructura larga y delgada 1 con DNA de cadena sencilla y 

circular de 6400 nucleótidos y conteniendo en la cápside una 

estructura proteinica tubular constituida por las protetnas 

11 



Flsura 3. Tipos da epitopos. 

La figura muestra en un m1smo antlgeno. "°' un epitopo 

continuo y a uno discontinuo, reconoc1dos por 

distintos anticuerpos. 

Abreviaturas; ac1, anticuerpo uno; ac2, anticuerpo 

dos; ec, epitopo con~inuo; ed, epitopo a1scon~1nuo; 

ag, antlgeno; p, paratopo <bl}. 
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pVIJ, plll, pVl, pVllI y plV. Producen progenie 10 minutos 

después de la infección bajo condiciones ideales y pueden 

permanecer como parásitos durante 

material genético codifica para 10 

~uchas generaciones. Su 

genes, 5 de éstos codifican 

para protelnas estructur.ales, 3 para protelnas de la slntesis 

del DNA y 2 para proteinas en el ensamble del virión. Son 

capaces de reproducirse dentro de la bacteria huesped sin 

producir lisis.o muerte bacteriana (Figura 4> <14,38,51). 

En el gene III de fagos filamentosos derivados del fago 

fd-tet, se creó una delación con el objeto de introducir un 

sitio de clonación. Dicho gene codifica una proteina menor de 

c~pside localizada en uno de los extremos del virión, 

sintetizada con el péptido señal, requerida para la 

estabilización de la partlcula y esencial para el proceso de 

infección de la bacteria. Contiene dos dominios, al carbo:cilo

terminal y el amino-terminal con la función de ensamble y 

proceso de adsorción, respectivamente y que actóan de forma 

independiente <Figura 5 <a>) ( 18, 10). 

Con base a lo anterior, se realizó la inserción de 

aminoácidos extraños entre los dominios de la secuencia 

original de la protelna sin abolición de sus funciones. La 

expresión de la prote1na de fusión " se aprovecho 

enriquecer más de mil vece& las clonas recombinantes sobre 

para 

los 

fagos adquiridos por medio del uso de anttcuerpo9 específicos; 

ésta construcción fu~ denominada, " fago de fusión " 

" fUSES " C57). 

La purificación de las clonas recomb1nantes es realizada 

por Biopanning, técnica en la cual los anticuerpos especificas 
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Figura ~. Micrografia electronica del fago .fd. 

Aspec'to del 'l1r1on (b3J. 
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contra la proteina de fusion, que se expresa en la superficie 

del fago, son biotinados (mediante una unión b1otina-fracción 

cristalizable Fe>, haciéndose reaccionar posteriormente con el 

ant.f.gena (fUSES recombinantes). Este co..plaJa se hace 

reaCcionar con avidina paneada en caja de petri, que se lav• 

para eluir todos los fagos silvestres (54>, obteniéndose a•l 

los fagos con inserto que pueden amplificarse y seleccionarse 

nuevamente obteniéndose un enriquecimiento hasta de 10ª en el 

n6mero de particulas con inserto <Figura 5 (b)) (56). 

2.5. Banco de apitopoa de la porina OapC. 

Se construyó un banco de mimotopo& de la Miohe~eritrina 

empleando el fago de fusión fUSES y utilizando anticuerpos 

monoclonales especificas para un determinante antiQénico 

definido y se aislaron clonas recombinante& mostrando que 

éstas eran muy semejant.P5 al epitopo natural <S6>. 

El sistema "fago de fusión" ha sido emplea.do para otras 

moléculas como la beta endorfina., el virus del sida y 

Plae•odly• falcipary• (23>. 

Debido a que las técnicas de evalu•ción son más 

accesibles, la respuesta inmune humoral ha sido mas e•tudiada, 

aun cuando los linfocito& T juegAn un papel importante en la 

memoria y la regulación inmune y funcionan como células 

efectoras (39 1 66). 

El desconocimiento de metodos siste~~ticoa y definitivos 

para elucidar los componenetes proté1cos de un agente 

infeccioso que son reconocidos por células T, limita la 
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... ) 1) 

FJgura &. (aJ Bacteriofagos filamentosos desplegando epilopos 

la superficie. <b> Biopanning· un metodo de 

purificacion l54>. 
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comprensión de la respuesta inmune la 1nfeccion y la 

vacunación (óQ). 

Young y cols. descubrieron una tecnica que permite la 

búsqueda de epitopos de células T empleando sondas primarias a 

partir de una librerla genética permitiendo el aislamiento del 

ADN que codifica el ant1geno. Esta técnica fué empleada para 

buscar epitopos en un banco de Hycgbagteriya leprag en &gt11 

<vector de clonación derivado del fago lamnda) con un juego de 

linfocitos T CD4+ de humano aislando ant19eno reconocido por 

células T pero no por anticuerpos. Emplearon una libreria de 

ADNr de H. lgprae. Esta construcción realizó en el fago 

lamnda gt11. La librería tenla un titulo de 2 M 1011 unidades 

formadoras de placa por mililitro y contenta aproximadamente 

el 25 Y. de recombinantes con un promedio en el tamano del 

inserto de 2 kb. Muestras··de 104 células de clonas individuales 

de linfocitos T fueran· ··adicionadas a los pozos de cajas de 96 

pozos y estimuladas con concentraciones Optimas de antlgeno 

presencia de células autÓlogas adherentes PBMC. Se aislaron 

'fagos recombinantes individualm11nte para expre!Eiarlos cajas 

de 9á pozos para combinar antlgenos de 12 pozos y formar una 

me:zcla y probar una alícuota de cada mezcla con un grupr:> de 

clonas diferentes de células T. Esta estrategia esta 

esquemati:ada en la Figura ó. Placas de fagos recomb1nantes 

contenidas en cajas de agar se colocaron 1nd1v1dualmente en 

cajas de 96 pozos ·e placa 1 J para incubarse con buffer y .·. ·.. . 

permitir la libé_r:·~·cióil:.del fago. Celulas de E..........smJ. cepa Y1090 
:o •-•.' '·. 

se incuboi::on·.' -, lcts;~á1\ cuotas de los fagos recombinantes en una 
-; - "' . . ~.-". . 

seQunda caja -~e 96 p_~zos (pl~ca 2' y las calulas infectadas se 
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sembraron en a9ar blando en cada pozo de una te~cera caja 

(placa 3). Las células infectadas se indu.1eron a Pl'_'Oduc1r 

ant19eno recombinan te que: aL. difundfr , qal_ medió, fue' 

transferido entonces a · una ·~,~~ar"tá ·,_·: p_.{~·~-~ .. · (p·l-~c~ _ _.4>. Los 

ant l 9enos de 12 -P!:!zos. '.··~".!··. ·. ag~up.~~on :~~x-~·~:~.-:::~~1~,<(~oz.~. de una 
,¡_ \_;:~,... '< •• -

quinta placa; .'ESta·.-i:;1aca--~:--c·onten1a:'96 :·9,.upOs.-:p;..ov·eñiBntes: de 11 
' - " .. - ,. o -· '.~-:- ." "_; ~ . '.; ; . ;-e, , ~-:;,'~'.. •'.}; "-.' •· e 

placas -y const ~.t~-~~ -•~_un .t"Otál da"·: 10~6· :-~·~'tíg'enoS·-· di fer11ntes. 

Alicuotas ·_de·:·· cadcl. uno -'de'· los"· p;;~~s·._, de esta placa se 

grupos 

de 10 clonas de lin-focitos T, ··1a.s· : células presentadoras de 

antigeno y gentamicina para inhibir el crecimiento bacteriano 

(60,66). 

La presentación de antlgeno y el reconocimiento 

resultaron en la prolifer.ación de linfocitos T que fué 

detectada visualmente por microscopia y confirmada por la 

incorporación de timidina tritiada, identificando as1 las 

clonas de fagos recombinantes reconocidas por células r. <66> 

Se realizó la clonación del gen ompC de Salmonella typhl 

usando metodos de hibridación y mediante el uso de anticuerpos 

antiporinas, para despues caracterizarlo por su secuencia 

nucleot1dica. Se encontró que el gen OmpC de Salmonella typhl 

está localizado en un fragmento de 3 Kb derivado de la 

digestión del AON cromosoma! con la enzima de restriccion Bgl 

II; después de los experimentos de clonación y de selección 

de recombinan tes y del análisis electroforetico de las 

PME de Salwonella typhi que se expresaban, se encontró que la 

protelna OmpC migraba 38.5 KDal y que se expresaba baJo 

condiciones de alta y baja osmolaridad C~,48>. 
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! c. jr:.ioos ae Ir,, clOfla"s ae celulas l, 
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Carreño, construyó un Banco de Epi topos de la prote1na de 

membrana externa OmpC de Salmonel la typhi 9,12 Vi:d, en al 

fago de fusión "fUSE 2", obteniendose 1. 1 x 10~ particulas 

recombinantes que expresan los determinantes antigén1cos de 

11)0 a 170 pb, en la cápside del vir1ón y son reccnocidos por 

anticuerpos policlonales dirigidos especificamente a.porinas 

de Sa.l•onel la typhi (9, 10,49,51,55). 
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11. OBJETIVO. 

Determinar la mazcla o mezclas de clonas de 

fUSES recombinantes a la porina OmpC de Salwgnella typhi que 

son mejor reconocidas por esplenocitos de ratón inmunizados 

con OmpC. 

III. HIPOTESIS DE TRABAJO. 

La inmunogenicidad de mezclas de ep1topos de 

Ompc de Sal•onella typhl clonados fUSE 2 pueden ponerse en 

evidenc1a m~d1ante ensayos de proliTeracion de esplenocitos de 

ratones inmunes activados con la por1na OmpC recomb1nant•. 
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IV. MATERIAL Y HETODOS. 

~.1 Dlagra•a de Flujo. 

BANCO DE EPITOPOS 
¡ 

INFECCION DE ~ 
K91KAN 

1 
DILUCIONES LOGARITMICAS BASE 10 
(1 a 9> 

1 
AISLAMIENTO DE CLONAS 
DE fUSES RECOMBINANTES 

¡ 
AMPLIFICACION Y PURIFICACION 
DE fUSES 

1 
MEZCLAS AL AZAR DE 10 CLONAS 
PARA FORMAR MEZCLAS 

1 
AMPLIFICACION V PURIFICACIDN 
DE MEZCLAS 

1 
FILTRACION CON FILTRO 
DIAMETRO 0.22 pm 

1 
CUANTIFICACIDN DE PRDTEINAS POR 
EL METODD DE U.V. 

¡ 
DILUCIONES DE LAS MEZCLAS 

1 
CONCENTRACION DE 100 µg/ml 

1 
ACTIVACION DE ESPLENOCITDS 
CON CDNCANAVALINA A 

1 
ACTIVACIDN DE ESPLENDCITOS 
CON MEZCLAS DE fUSESrec 
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4.2 Material. 

4.2.1. Material Biológico. 

- Ratones de 2 cepas: BAL0/c y C3H/HeJ procedentes del 
INH 

- Banco de fUSES recombinantes a la por1na OmpC de 

Salmonella. <Propiedad del Centro Medico Nacional S19lo XXI, 

construido por Carreña, L.A.> 

- Porina OmpC recombinante <Propiedad del Centro Medico 

Nacional, obtenida y purificada a partir de la cepa de E. col1 

UH 322 por Vázquez, ~M. A~> 

·Á.2~2. ·Hod.lo de Cultivo. 

- Medio DEN.para.cultivo· de células (619ma Co.> 

.4.2."3. ReaCttvos. 

- Concana.valina .A (Sigma Co.) 

- Timidina tritiada <Amersham Internat1onal 5 mCi de 
A.E.) 

4. 2. 4. Equipo. 

- Filtros 0.22 µm (Sartorius> 

- Placas de microcultivo de fondo plano <NUNC> 

- Cosechador Semiautomático (MiniMashlI> 

- Contador de Centelleo Llqu1do <Beckman LS SBO> 

- Centrifuga <Beckman> 

- Espectrofotómetro <Beckman> 

- Programa SAS <Cary North Carolina. SAS lnst1tute Inc.) 

- Computadora PC <BPM> 
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4.3. Hetodos. 

4.3.l. Aislamiento 

recombinantas. 

da clonas da fUSES 

Para el aislamiento de clonas de fUSES se colocaron 

trescientos µ1 de Escharicbia cglf K-91 Kan _de una suspens1on 

proveniente de un cultivo de toda la ,noche (24 hrs, 37 C> en 

2 ml de Medio Luria (1C)g ~aCl, ·10o Peptona, 59 .Levadura para 

un 1 i tro pH 7.2> y posteriormente 'se "adicionaren 

5 µl de fUSES. · recombir:aant~s (d~i ,- ~anca···-·, de ·:ep1 topos> y se 

incubó durante'2 hrs,. 37•c~>.:·· ·'"'>· ;-. 

Se rea,lizaron'.diluci~~es-; i~g~r1't~ú:as y se sembro 

plateado en Lu~-ia Agar_·~,:0~'3'%).·::f.:ic~b~n~·~ -12 hrs. a 37•c. 

Cada colonia se:, t-~~~~1Í:;¡6->· 
suplementado·· ·cDn .. K~~~~¡~--¡~-~-:~r <Kan> 

a1slandose 170 colonia'~ á'i\''it'~~~~-

caJas da Agar 

y Tett"aciclina 

por 

Luria 

(Te>, 

1\.3.2. A•pllfl·ca~lón y purificación de fUSES 

"recomblnantes. 

En cajas de 96 p~zos de fondo redondo se colearon 100 µl 

de medio Lur1a. <ML> m:i.s una clona de Esgherichia sol i 

de un cultivo - d&-~t~da _la_noche y se incubó 12 hrs, 37•c. 

corltenido-'.de· ·~-~ad;~-·-·~:·uno ·.de los pozos se paso a tubos 

ependot"'ff ·y- se··.:l~~:::~di~io·~'ó':·~l.: mi'".dÍ:! m~d10 ·Lur1a complementado 

:i::¡~~!~1ili~ti~~;;~~:::~::::~ 
El 

centri 'fugó a 14, 00'! ·;; .~P~" dÚrant~ 30 m1n 4•c, se el 1mino el 
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scbrenadante y se adiciono ml de Tris EDTA U. 

F'osteriormente se 1ncubo a.' ·1o•c _durante 30 min, y nuevamente 

se centrifui:¡j a aÚ01)- rpm durante b··min. El sobrenadante 

recupe1·~ en otr'o···:t.~b'~· 'a1.".'cucli: .se'.·:J.·~· adi-Cu:inaron 0.15 partes de 

PEG/NaCl esteri l ~· :Se(·h~~~~~-n~i.zó-:·p~1~:::"~~ver~ion 160 veces y se 

~=:~:;:~:~º ·• : .. ~: ~r:~~..cf ::~~~~~:~.;:2~~~~:~:~ ~ .. 4 ~~·so:,:; 1::" ::p;: 
•_:;';_..:• •• ;,:;.·"'"'••'• ...... ! ··.:· 

10 mM pH 7.B ~.~tef~~Ú;~,%,'.~%}~-~1;~~;,'f,•;:.:'v_:º.,·. 
< 4·~·3~3/ For•aclón'1y~'.a•pl ificación de •ezclas. 

;;.;;:.~~-;~~~·:"" ~~~11-~~;-~:~.:dv-~~~.~~-.;'.,.~:·:."t ·' · · 
"> • ~:_· ;._,~ ~/.~~: ·-._;;'.t:).~'·':..f!-<_:•;' :!o~-

Para }a -~·:~or~a:i:i·órí, d,~-:~(~~zCl~s ·de _ fUSES recombinantes de 

los soo .. ~:1 . .,'.de
0 

:,"~'~d¡ una. dS.·_laS ·Clonas de fUSES se tomaron H11J 

µl de .. 10-.c_lonas." y se colocaron en un tubo eppendorf, con lo 

cual 17 mezclas de 11) clonas cada una. 

id·e-ntif,ic_ándo·~a· cori numeres romanos del l al XVII. 

La amplificación individual de cada mezcla reali.:o 

coloc:andose 125 µl de esta en un tubo con 200 µl de un cultivo 

de toda la noche de E. col i t<.91 Kan y 20 ml de ML. Se 

colocaron 2 hrs a 37•c horizontalmente. F'osteriormente el 

contenido de cada tubo se colocó en una botella de cultivo con 

400 ml de ML Kan Te, respectivamente agitandose a 37•c duraÍ'lte 

48 hrs y 200 rpm. El contenido de cada botella se centrifugo 

en tubos de polipropileno1 siguiéndose el mismo proced1m1ento 

que para la amplificación y purificación de clonas de fUSES 

recombinantes. Las mezclas de fUSES recomb1nantes as1 

obtenidos se resuspendieron en 1 ml de HEPES pH 7.4 ester1l. 

Cada una de las mezclas se filtro pasando por filtros 

Sartorius t). 22 - µm
1

.-

Después de -l'a f;'~c~:-.~,·~~~~~i·1~:. ~e' cuantificó la cantidad de 

protelna mediante ,·,·el_~._'~~Í:,~d~-.~·~·~ _:~-b~o~~ión en· ul traviolet• a 280 

y 260 nm y se calcUtó' · -i~-:~·~¡.:,t~~t·~~C·i·ón de p1•oteina, de acuerdo 

con- el método de wa'rb.~ro::··Y:· ChriStian· .Pºr. medio de la siguiente 

fórmula: ' 
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Concentracion de prote1na C..mg/inl >:: F x 1/d x D. O. IZGQI 

donde d es el ancho de la cubeta en centimetros .factor 

determinado por mezclas de ac1dos nucleicos y la prote1na 

enolasa de la levadura en diferentes proporciones. C..59>. 

4.3.5. Porina OmpC recoabinante. 

Fué donada por la Q.F.8. Ana Laura Vazquez Martlnez 

quien la obtuvó a partir de la cepa de E. col1 UH322, a la 

cual se le inserto por ln9enier1a Genética el gen de OmpC de 

Sal•gnel Ja typhl (b3). Dicha cepa es mutante para sus propias 

porinas. La porina fué obtenida por el Método de Nika1do y 

purificada por cromato9raf ia en columna de exclusión molecular 

Sephacryl S-200 (45, 3). 

4.3.6. Ani•alas de experiaentaclón. 

·se emplea1'"on ratones machos de 21 d1as de nacidos de las 

cepas s1ngénicas C3H/HeJ y BALB/c, proporcionadoG por el 

Instituto Nacional de Higiene. 

4.3.7. Obtención y cultivo de esplenocitos. 

Se obtuvieron los bazos de los ratones inmunes y testigos 

en condiciones de esterilidad, y se depositaron en caJa de 

petri que contenia 9 ml de solución de DEM. 

Dentro de una campana de fluJo laminar, se d1scyre9aron 

los tejidos haciendolos pasar por una malla de tela de 

Organd1, se lavo tres veces con solucion de OEM, centrifugando 

a 1200 rpm durante 10 min (Serva 11 r=10 cm>, en la segunda 

lavada se agregaron 2 ml de una solución de cloruro de amonio 

0.16 M <90ml) y trts-HCl 0.17M C..lúml> pH 7.b5 para lisar 

el"'i trae i tos; f 1nalmente se resuspendió el sedimento calula1• en 

medio DEM complementado con Gentamicina 1(1µ9/ml, 2 beta

mercapto-etanol 5>:10~5 M, L-Glutam1na 2mt1, f'en1cilina 200 µ/ml 

y SFB 10%. Se contó el n6mero de celulas viables en una 

clamara de Neubauer mediante tincton con azul t1•ipano. 
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4.3.B. Ensayo de activaciOn "in vitro" con 

concanavalina A. 

Los esplenocitos se ajustaron a una concantracion de l x 

1oó celulas/ml, se cultivaron 200,000 calulas por pozo en 

placas de microcultivo de ~b pozos de fondo plano <NUNC) y se 

agregaron concentraciones crecientes de Concanaval1na A: ú, 

2. 5 1 S. O, 10 1 20 y 30 µg/ml <Sigma Co .. ) en DEM suplementada 

con 101.. de SFB. 

Cada ensayo se repitió por triplicado y en cada ensayo el 

número de repeticiones fu~ de 10 .. 

4.3.9. Ensayo de activación ant11eno-espec1tlco. 

Se cultivaron 200,000 células por pozo, en placas de 

microcultivo de 96 pozos <NUNC) de fondo plano, un volumen 

de 200µ1 de medio DEM suplementado con 10% de SF8 a 37•c en 

atmósfera húmeda y 57. de co2 durante 4 dias y utilizando como 

anttgenos mezclas de fUSES recombinantes. 

Cada experimento (5 experimentos> se realizo con 4 lote5 

de cajas, en donde 2 lotes se destinaron para probar los 

ant19enos a una concentración de 10 µg/ml y los otros dos p"ara 

probar los antigenos en una concentración de 5 µg/ml. De los 

dos lotes empleados para cada concentración uno de ellos 

contenia las células del raton inmunizado y el otro las 

células del ratón control.. Como test190 de activac1on se usó 

Concanavalina A a una concentración de 5 µg/ml determinada 

como la óptima en base a resultados obtenidos. En las ultimas 

18 hrs del cultivo se agregarO 1 µCi de t1mid1na tritiada :HTDr 

<Amersham lnternational 5 µCi de actividad especifica>. 

Finalmente se utilizó un cosechador semiautomat1co <MiniNash 

11) y la incorporación de timidina se determinó en un contador 

de centelleo liquido CBeckman LS 580). 

probaron por quintuplicado .. 
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- RATON~-s- ~~~l~;N-;;- --,-· -~~;-- --¡-·- ;o-;r-s --- 1-- -~:;:--

1------l--·---l------"----~-----------
2 C3H/HeJ 1 DmpCIHEPES> o 1 ~~= ::tde 1 r.P. 

1 0.25µg/µI 1 

-----1----1--1--;r----
2 C:3H/HeJ HEPES O 0.2 mi 

1 

I.P. 

2 

2 

Obt&lición 

del bazo 

0.2 ml·de 

un~ ·sal.· de l.P. 

. . . . , o._2sµg1µ1 1 

HEPES - 6:._, - ¡ - o.·2 mi C.P. 

-----i---1--· _J_· . ····- -·-------
¡ · · 1 Obtención 

1 7 1 d& l bazo 1 
------ --.. -- _6= 

Nota. Por cada experimento. 
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4.4. Analisis Estad1stico de Resultado•. 

~.4.1. Ensayo de activacion con Concanavalina A. 

Los resultados de este ensayo e>:presados en cuentas por 

minuto (c.p.m.) fueron analizados mediante loa Prueba. de ANOEVA 

<Análisis De Varianza) con un modelo de bloques al azar y las 

diferencias entre medias por tratamiento se an,¡lizaron por 

medio de la Prueba de Tukey <3BJ. 

4.4.2. Ensayos de Prollteraalón Antl1eno - Especlfico. 

Con los re5ultados obtenidos en c.p.m. de este 

experimento se procedió a calcular los Coeficientes de 

Estimulación CC.D.E .. > determinados por la divison del Indice 

de Estimulación del ratón Inmune CI.E. 1 ) entre el Indice de 

Estimulación del ratón Control (l.E.c> en bass a las siguientes 

fórmulas (27): 

I.E. 1 = e g ID rJii:l iamuae: i;:ga aaUg~m;;a 
c. p.m. del inmune sin •nt19eno 

I.E.c= e g m. rJr:l c;gatcgl c;ao a.atsoeac 
c. p.m. del control "'" antlgeno 

con lo cual el Coeficiente de Estimulacion resulta ser: 

e.o.E. = Jadicp de E5i;im11Jac10a del Jam1me 
lndice de Estimulación del Control 

Posteriormente, los e.o.E. se analizaron mediante la 

Prueba de ANDEVA con el modelo factorial 2X2X17 y las 

diferencias entre medias fueron analizadas mediante la Prueba 

de Tukey (38>. 

Para el analisis de ambos ensayos se empleó el Progr•ma 

SAS <Stat1st1c. Anal1s1s System, SAS lnst1tute Cary North 

Carel ina) para computadoras F·C. 
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V. RESUL 1'ADOS. 

Los resultados del este trabajo presentan en dos 

partes. La primera. titulada ºEnsayo de pral iferación con 

concanavalína A'~ y corresponde a la Tabla 1 y a las Figuras 7 

y 8. En la Tabla 1 se muestran los dias de cultivo, la 

concentracion .:'en µq/ml de Con A, as1 como l• media y su 

desviac.iÓ~-.:eStttindar, para cada tratamiento e><presada en c.p.m. 

Las Figuras 7 y B muestran el efecto de los días de cultivo y 

la concentración de concanavalina A, respectivamente ambas 

eKpresadas en c.p.m •• 

La segunda parte llamada "Ensayo de proliferación con 

fUSES recombinantes 11
, 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 

µg/ml y las 17 mezclas de ~USES con sus respmctivas medias y 

desviaciones estándar. Las Figuras 9 y 10 muestran los 

coeficienteá de estimulación promedios obtenidos por cepa de 

ratón, en la primera, y el efecto de la concentración de 

mezclas de fUSES recombinantes en la segunda. 

:;o 



TABLA 1 
ESTADISTICAS DESCRIPTIVAS DEL 

ENSAYO DE PROLIFERACION CON 
CONCANAVALINA 

~ ---·-·-~--- -· 
DIAS CON A Cµg/mll MEDIA <c.p .. m> D.E. 

DE CULTIVO ----------- -· 
3.0 e o.o 532.9 d 3b8.9 
3.0 e 2.5 ·10556.1 e 9213.5 
3.0 e 5.0 25126.4 b 16975.2 ~ 
3.0 e 10.0 15469.B e 12131.1 
3.0 e 20.0· ·_ 5086.2 e 3593.7 
3.0 e 30.0 ·:1020.3 d 733.1 

4.0 b ,o:o<' ·:·4274.7 d 113b6.B 
4.0 b :<2.5; 35590.7 e 29691.b 
4.0 b -,5.0,·: 51562.6 b 40173.5~ 

4.0 b . ,10.0 24752.8 e 21436.7 
4.0 b .. 20;0 4724.2 e 3685.5 
4.0 b .'3o;_o 601.3 d 472.0 

5.0 a ·,o.o· d 1062.1 d 867.4 
5.0 a 2.5 b 60518.7 e 509•)7.3 
5.0 a·. 5.o a 112021.a " 60619. 7 ~ 
5.0 a.: 10.0 e 39049.4 e 31289.9 
5.0 a:· ... .20.0 d 3991.2 e 3752.4 
5.0 a .. , 30.0 d 625.2 d 583.2 

1 6~0 a·: o.o d 1027.B d 13b5.1 
6.0 a~·.< 2.5 b 61490.4 e 48872.7 1 
6.0 a· .. 5.0 a 122936.0 a 95••1.6~ 

1 

·6.0 -- . -10.0 - e 5052(1.5 49139.B 

1 
6.0_ a _20.0 d 2970.7 2636.6 
6.0 a· 30'.0 d 518.6 d 411.4 

----- --------~-- ·----' 
IieJ bazo de ratones l .... se culhnron 'Z'W •11 celulas par cozo ad1c1aunoose concenirac1ones ae 

;oo~a~~~~! l~:~q~e;B í).~~s 2~~;e;·~t y~~'. 0~e 2g~~Ory p~0 ~0~::·~~ L~~c~~!~:~~~e o~n:~::~::e:: oe~~:~~;.:s e~ ~~ 
contaaor oe centelieo hau1da, El estuota se realizo por tr1alicaao .~ en c.oa e1ua.-o se reo1t1eron 01e: 
oe:es caaa una ~e tas concentracu:ines 1:.ii reoeuc1ones cor tr:1u111entJJ. LOi •'es1,¡l ua:s eAoresaoüs en 
:.0,111. !on derivaoes ~el análua estaouhc.o con un lüaEio oe oioa"Jes a¡ aar. Las lu~as t1nustuias a ia 
dered1a ~e ca~u .:;olui11r.a inaitan aue eoste a1fere11cu u~n1t1cat11a entre .w'l1H a:> .J.v5 :::in ia fr'..leoa 
== 'i'v~ey. 



FIGURA 7 
ESTIMULACION DE ESPLENOCITOS CON CON A 

EFECTO DEL TIEMPO DE INCUBACION 
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40 
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••.1800.I -•t..Hl17. 

o-><-~---,~~_,_~~~~~'--~~~~_,,__~~~~-' 

3 4 11 8 

DIAS DE CULTIVO 

- MEDIA (C.P.M.l 

COH A • COHCAHMLIHA A 

De r¡tcres Itt-1 >1acnos ce 21 dlaa se oatuvi.ercn cebln oe tia:o' se cuiti-.uon .. :_.;¡ 1u cel;,¡ln ocr co:o 
aa1cionanao ccr.:entra:tones ce concana ... allna A oe :.:. 5,•i, l(·.~. :v.ú , :.,,.;, 11r.1a1 con wi 1olUHn hnal ae 
¡.;(t d ~e~mea10 üEi iUDi~iMaoo. Los C'.IÍU.os ;e susueno1e,.c;i el a1a ~. ~. 3, ! 01 lS n"'s antes se :1:ir~o 
1 11C1 de ·'11Tjjr :icr oo:o. La 1nc:::rcora:1on ce aateriai r;i.auctao se •1010 al •Jn ccnta~or ce cer.teUe~ 
:1au1(:c, LOS 'tiiore5 cor. ios 01.1e se coc"!~riuc eso ~rahca SOl'l \a su.a ce iis 111ea1n a1·..io1oas er.tre ;e1s 
:nr • .ter; de concentrac;c11es1 cara e&:a dU ae 1nc ... :ac1:r. ·~!ola 11. LOS ~•i:1•es con ur, astil'Utl u1 son ia 
111eous aru11eucas 11 los -•iores con aos •ffl lül'• ias aes11uc1cnes enano~r. 



FIGURA 8 
ESTIMULACION DE ESPLENOCITOS CON CON A 

EFECTO DE LA CONCENTRACION 
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oi~1c1ou entre cuatro in11&ero de 01as ae ir.cuoac1or11 cara caoa concen1rac1on dt concar¡avat1na ii. t.os 
,.alares con un asterisco 1•1 son las 11ea1as aru1ehcas v ios valores con oos '"' son las oes·.uc10o'les 
est.in:;ar. 



TABLA 2 
ESTADISTICAS DESCRIPTIVAS DEL 

ENSAYO DE PROLIFERACION 
ANTIGENO-ESPECIFICO 

CON ESPLENOCITOS DE RATON DE 
LA CEPA BALB/o y C3H/JeB 

======- ----- --- ---- --- --- --

BALBC a 
BALBC a 
BALBC a 
BALBC a 
BALBC a 
BALBC a 
BALBC a 
BALBC a 
BALBC a 
BALBC a 
BALBC a 
BALBC a 
BALBC a 
BALBC a 
BALBC a 
BALBC a 
BALBC a 
BALBC a 
BALBC a 
BALBC a 
BALBC a 
BALBC a 
BALBC a 
BALBC a 
B/\LBC a 
BALBC a 
BALBC a 
0ALBC a 
BALBC a 
BALBC a 
BALBC a 
BALBC a 
BALBC a 
BALBC a 

l<J. 00 a 
llJ.00 a 
10.00 a 
10.00 a 
10. 00 a 
1.0.00 a 
10.00 a 
10.00 a 
10.00 a 
10.00 a 
10.00 
10.00 a 
10.00 a 
10.00. a 
10.00 a · 
10.00 a 
10.00 a 
5.00 a 
5.00 a 
5.00 a 
5.00 a 
5.00 a 
5.00 a 
5.00 a 
5.00 a 
5.00 a 
S.úO a 
5.00 a 
5.00 a 
5.00 a 
5.00 a 
5.00 a 
5.00 a 
s.oo a 

1 b 
11 b 
111 b 
IV b 
V b 
VI b 
VII .b 
VIII· b 
IX'·.;_ b 
X •-. ·b 

·xx":"-"'"-i; 
XII-_" .. b 
XIII b 
·xiv· - b 
XV- b 
XVI b 
XVII a 
I b 
II b 
III b 
IV b 
V b 
VI b 
VII b 
VIII a 
IX b 
X b 
XI b 
XII b 
XIII b 
XIV b 
XV b 
XVI, - b 
XVII · _b 

0.847 b 
1.2bb b 
0.941 b 
0;9b4 b 
1.442 b 
1.lbb b 
1.419 b 
1.34b b 
1.088 b 
1.458 b 
1.270 b 

. 1; 448 b 
1.270 b 
1.88b b 
1.240 b 
1.88b b 

2.117 " 
0.945 b 
0.750 b 
0.928 b 
0.807 b 
1.043 b 
0.705 b 
1.0b5 b 

15.014 a 
0.972 b 
0.832 b 
1.028 b 
0.832 b 
O.b74 b 

- _0.833 b 
'0.872 b 
·1.307 b 
1.857 b 

O.E. 

0.212 
0.282 
0.2b4 
0.147 
0.248 
0.137 
0.204 
0.223 
0.134 
0.144 
0.242 
0.171 
0.110 
0.174 
0.17b 
0.234 
0.265 
0.199 
0.192 
0.220 
0.20b 
0.225 
O.lbb 
0.224 
4.270 
0.241 
O.Obb 
0.28b 
0.149 
0.128 
0.235 
0.1b7 
0.388 
1.039 



CEPA 

C3H b 
C3H b 
C3H b 
C3H b 
C3H b 
C3H b 
C3H b 
C3H b 
C3H b 
C3H b 
C3H b 
C3H b 
C3H b 
C3H b 
C3H b 
C3H b 
C3H b 

TABLA 2 (Cont1nuac10n> 

__ A_g~[~µ~g~l_m_l_l ____ M_E_Z_C_L_A ___ M_ED_IA __ <C_.D._E_> ___ o.E. __ _ 

10.00 a I b 
10.00 a 11 b 
10.00 a 111 b 
10.00 a IV b' 
10.00 a V b 
10.00 a VI b 
10.00 a VII b 
10.00 a VIII b 
10.00 a IX b 
10.00 a X b 
10.00 a XI.· b 
10.00 a XII b 
10.00 a XIII b 
10.00 a XIV b 
10.00 a XV b 
10.00 a XVI b 
10.00 a XVII b 

0.032 
0.330 
0.02b 
o.o3b 
0.031 
0.024 
0.026 
0.022 
0;047 
0.025 
0.027 
0.025 
0.023 
0.033 
0.031 
0.042 
b.573 

b 
b 
b 
b 
b 
b 
b 
b 
b 
b 
b 
b 
b 
b 
b 
b 

" 

0.010 
0.249 
0.013 
0.019 

·O.OOb 
0.005 
0.012 
0.007 
0.018 
0.010 
0.006 
0.009 
0.005 
0.009 
0.007 
0.051 
9.375 

C3H b 5.00 a I b O.lb3 b 0.056 
C3H b 5.0o a II b o. 74b b 0.215 
C3H b 5.00 a III b o.Ob5 b 0.022 
C3H b 5.00 a IV b 0.094 b 0.019 
C3H b 5.00 a V b 0.044 b 0.014 
C3H b 5.00 a VI b o.OSb b o.OOb 
C3H b 5.00 a VII b 0.04b b 0.009 
C3H b 5.00 a VIII b 0.05b b 0.006 
C3H b 5.00 a IX b 0.036 b 0.011 
C3H b 5.00 a X b 0.046 b 0.016 
C3H b 5.00 a XI b 0.037 b 0.007 
C3H b 5.00 a XII b o.Ob9 b o.032 
C3H b 5.0o a XIII b 0.029 b 0.020 
C3H b 5.00 a XIV b 0.072 b O.OIS 
C3H b s.oo a XV b o.062 b o.014 
C3H b 5.oo a XVI b 0.017 b 0.004 1 
C3H b 5.00 a XVII b 1.031 b 1.692 

~~--- ----------=~ 

LDS ratones oe h ceaa BAl.Eic y ClH/Je9 se 1n1DUn1zaron con 5v u911111 de I• Dor1n• D.>C rec da 
11itr•oeritom1al. Siete dus oesoues se obtuvo el bazo v se cultivaron 2'.•J 1111 ctlul•s oor oo:o en c•1•s de 
110 o!:nos fonoo alano, Se ad1c1onaron l:1s e:cl•s de. fUSES rec eo 2 caicentr•c1ones 5 v t•) uei111l. Los 
:uluvos se 1ntern.:J11C1e,.on e:i ouinto dla a9re~;,ri:ose 1 uCi oe 3rHlrr 18 hcr•s antes, La 1ncorJJ~r•c1on ce 
.aaterul raou:uvo se :leter=t11no :en un cont•Oor de (entelleo 11Qu1do, Les r•tones cootroi se 1nocul•ron 
con 50 ul de acort:9ua:lor ~FE5 •.01luente ce por1n¡ v de las l&l'!tl•s ce iUSES reci. Se uiculilrai los 
t.r•.E. "/se riull:o el anails1s estaotsuco N.!Otante la frueoa oe AA[t,~ taJo W' 100elo tactortiii :12117 y 
h: ';!;fe"e":us ent"e Teatas se ar<'ll:jrori •ecu•ne la frueo• ce Tule~. Las letru 11nusculas ¡ I• derecha 
1e -:ao.l coh·-11·H 1rJ1t<1·1 o~·e e.1~~e cr1;ei-encu sqn1·1ca;1·.a a o\ ú.l'5. 



FIGURA 9 
ESTIMULACION DE ESPLENOCITOS DE BALB/ e 

Y C3H/ JeB CON MEZCLAS DE fUSES rec 

COEFICIENTES DE EllTIMULACION (C.D.E.l 

BAl.B/o C3H/J•B 

CEPAS DE RATON 

- MEDIAS (C.D.E.) 

Inmunización con 80pg/ml de OmpO l'IO 

.. .as :w0111!01..:s eroiuacs osra :a ccns~r1J:c1on ce las Qarrn Je :K:.111c "C~11Jeli se ot~u11era: ae ia Tac1a; 
111eo1arte ;,; s:.1::a ae ias r.eaui ae los C.~.t. !2IY11J1Dil entre :4 Ui oe:ci,u en oos coocen1ra:1cr;es aara caaa 
c~a ::ie rHcn resoet:U'1oll!lente•. La:; ceaus ar:tllet!i:;.s u rnoican·~an un asterisco 1•' v ias ~esvuc1:ne; 
estancar con aos ••,.1, 
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FIGURA 10 
EFECTO DE LA CONCENTRACION DE LAS 

MEZCLAS DE fUSES rec 

COEFICIENTES DE EBTIMULACION (C.D.E.) 
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ce .1e:clu ae fuSE5 ~n a.t0i1S cean ~ dhltliaas entre }J 1li ·1aiores ae 11 ceC1a t.Hi.ii.c v Ji ~•lores ae la 
cella C3111Jer. resoecuvamel'lte!. us 1ec11as arni&eucas r.e 1na1can aed1i1nte un •nerlsco "' Y JU 
:es11-1-:1onH.i:iti!li<arccnaos 1t1J, 



VI. DISCUSION. 

6.1. Ensayo de Activación con Concanavalina A. 

Cuando un antigeno· eS introducido a un organismo este 

produce una dicho antigeno. Esta respuesta 
._,. 

implica la activaciOnc~ de linfocitos que reconocen 

especif icamente al antigeMo sufriendo una transformación a 

linfoblastos y una·p~st~r.i:~~- proliferación de los mismos que 

puede observarse por m"icroScopia o midiendo la incorporacion 

de análogos radiactivos del ácido nucleico, en el nuevo DNA 

sintetizado <27>. 

El grado de estimulación de los linfocitos depende d•l 

tJp~ da antlgeno por lo que ~n la realizacion de un ensayo de 

proliferación se requiere contar con un control positivo, es 

decir, una sustancia que induzca la proliferación de los 

1 infoci tos, independientemente de la e1cistencia no de 

sensibilizacion previa. Las sustancias qu• cumplen con dicha 

condición, gon las lectinas denominadas fitomitdgenos. Estas 

tienen la habilidad de inducir la mitosis de manera similar a 

un anttgeno, uniéndose un receptor de superficie y 

transmitiendo una señal que causa que el nucleo sea 

derreprimido y el linfocito entre en el ciclo celular. Además 

los mitóoenos, a diferencias de los antlgenos estimulan una 

basta proporción de linfocitos y la estimulación de dichos 

linfocitos "in vitre" por mitogenos muestra una correlacion 

aproximada con la producida por ant1genos <27>. 

En cualquier experimento es necesario contar con un 
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control positivo. f'ara el ensayo de activación an~igano-

especifico se empleó concanaval ina A, un mitogeno 

inespecifico, como control positivo de proliferación. 

Para determinar el tiempo de incubación y concentración 

de concanavalina necesarias para inducir la má:<ima 

proliferación de esplenocitos se realizo el ensayo de 

activación bajo las condiciones descritas en la sección de 

métodos. 

F·uede observarse en función del análisis estadistico 

empleado que existió diferencia significativa (p o.os, 

Tukey) en los dias de cultivo, siendo los dias 5 y 6 los 

mejores con un promedio de 36 211 y .39 911> c.p.m 

respectivamente 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 

µg/ml resulta ser la mejor obteniéndose un promedio de 77 917, 

valor medio significativamente superior <p < 0.05, Tukey> a 

los otros valores obtenidos para cada concentración da 

concanavalina A. Ver Figura e. 

En la tercera columna de la Tabla l se muestran los 

promedios obtenidos en c.p.m. considerando los dlas de cultivo 

y la concentración de concanavalina, estos concuerdan con la 

ya descrito anteriormente en que el dla sais de cultivo y la 

concentración de 5 µg/ml mostraron los valores medios mas 

altos, 122 938 y 112 020 respectivamente, valores qua resultan 

ser siQnificativamente diferentes <p < O.OS> respecto a las 

otras medias obtenidas en este ensayo. 

Es importante observar que la concentración de 5 µo/ml de 
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concanavalina A inducia la ~ayer~ prol~fera.~~on en cualquiera 

de los dlas de cultivo~_ lo cual c~nstf.tuyó la base para 

emplear. dicha ·concentt"ación '.-_Cc:>':' __ cua:tro.·d_1as·.d.e cultivo debido 
··e 

a que· las .<C:~Hu1a:s·-_act_iy~d~~s:c~n:- fUSES recombin•ntes empezaban 

que.ª-.·~~ ,_""-~~{~F~--~.~:; ... ~2~or~oración fué mucho menor que a O µg/ml 

lo· c'U~l.~si:Q:i;~.'~;~::~~."J'~·:~;}~tS"cto. citotó>cico de la concanavalina, 
--- - - .~:.:., .. -:~:t.'.>:/'.}:":.·, 

datos'.que.'coinc'iden .con .. lo reportado por Sa>:ena en 1988 (52>. 

·~~~~-_:_· ~¡:icf: ;~-i-~d~~-.:-." si dividimos las desviaciones estándar 

entt"e sus_ r_epectivas medias. aritméticas, de la Tabla 1, y lo 

multip~ic~mo~ por 100, obtenemos una medida estd1stica llamada 

coeficiente de variación, que e>cpresa la variabilidad en 

porcentaje, de las cuentas por minuto reportadas en dicha 

Tabla. Asi los coeficientes de variación de este ensayo 

presentarón un rango de 74.41. a 82.61., valores elevados que 

sin embargo no distan mucho de los resultados obtenidos por 

Bon::~lez en 1991 en sus ensayos de estimulación de 

esplenocitos con concanavalina A en los que sus coeficientes 

de variación van desde 287. hasta 122.77. en algunos de sus 

resultados (19). 

Esta alta variabilidad tal vez pudiera atribuu•se, en 

estos experimentos muy en particular, a la cosecha de las 

células ya que el cosechador, con dos hileras de doc.e 

capilares cada una, siempre presento obstrucciones en 
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cualquiera de ellos. 

A pesar' de todo cuando se c~lcula el coeficiente de 

variación para cada uno de los bloques <dia de cultivo con sus 

correspondientes concentraciones) &e determina que no h•y 

diferencia significativa entre estos por lo que es posible 

afirmar en base a estos calculas, que los resultados aún con 

su elevada variabilidad son confiables. 

8.2. Ensayo de Activación Ant11ena-Especlfica. 

Las mezclas 

provenientes de 

de diez clonas de fagos recomb1nantes 

un banco genómico de la por1na OmpC 

recombinante de Salaonella typhl fueron probados por su 

capacidad de estimular una respuesta proliferat1va de 

esplenocitos obtenidos de ratones de la c•pa BALB/c y la capa 

C3H/HeJ sensibilizados siete dias antes con l• por1na OmpC 

recombinan te. 

En la Tabla 2 se muestran los resultados obtenidos de 

este ensayo. 

La cepa BALB/c presentó una mayor respuesta proliferativa 

(p < o.os, Tukey> con un promedio de 1.sss de e.o.e. respecto 

a la cepa C3H/HeJ de tan sólo 0.295. Ver Fi9ura 9. 

Este resultado concuerda con los experimentos realizados 

para el estudio de la porina recombinante donde se habla 

determinado la cepa BALB/c como la meJor respondedora y con 

los e:cperimentos realizados 1988, para demostrar la 

ant19enicidad y mapear epitopos de 

e):presados en fagos filamentosos, donde demostro que la 

41 



inmunogenicidad de los fagos recombinantes esta 9eneticamente 

controlada por el sistema H-2 <23,62,63>. 

Estos resultados no se contraponen con los obtenidos por 

Hej1a en 1990, quien determinó que la cepa singenica mejor 

respondedora a por inas de Sa 1 mgnpl 1 a tynh ¡ es C3H, ya que en 

ese estudio se trabajó con una mezcla de por1nas de la cual 

OmpC formaba parte, por lo que el efecto de ésta pudo estar 

enmascarado. 

Las concentraciones da mezclas de fUSES µg/ml no 

presentaron diferencias significativas <Ver Figura 10), y 

aunque en la determinación de la concentración da las mezclas 

de fUSES recombinantes se cometió un error sistemático, ya que 

utilizaron coeficientes de extinción dft una proteina de 

levadura, que obviamente dista mucho secuencia de un fago 

filamentoso. Sin embargo, como error sistemático, no afecta 

los resultados aunque las concentraciones que 

como 5 y 10 µg/ml no son las reales. 

Vale la pena comentar que en un inicio 

emplearon 

utiliZAt"On 

concentraciones de 100 ng/ml de mezclas de fUSES recombinantes 

(datos no reportados> y que esta concentracion también indujó 

respuestas proliferativas significativas, sin embargo en el 

intento de probar si concentraciones mayores prcduc1an efectos 

contrarios o mayores se aumentó la concentración probAndose 

2.5, 5.0, 10.0 y 20.0 µg/ml aunque 2.5 sólo para la cepa C3H y 

20 sólo para la cepa BALB/c por lo que estos resultados no 

pudieron ser comparados estadisticamente. 

De las 17 mezclas probadas, las denominadas VIII y XVll 

induJeron una mayor respuesta proliferativa con valores 
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promedios de los C.D.E. de 15.014 +/- 4.27 para la mezcla VIII 

y concentraCión 5 ug/ml la cepa BALB/c y de 2.117 +/- 0.2á5 

para la mezcla XVII con 10 µg/ml en la misma cepa .. 

Cabe mencionar que la respuesta proliferat1va· de las 

mezclas VIII y XVII, por el tipo de componentes, podrian 

denotar un efecto de interaccion respecto 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 8 y 

células T sensibilizadas, la proliferación de las células 8 es 

dependiente de las células T sensibilizadas 

consituye una desventaja <39). 

lo cual no 

El n6mero de ratones empleados en el experimento tamooco 

constituye una desventaja, si consideramos que al obtene~ el 

bazo y triturarlo las células salen de &u entorno original con 

el cual manten1an una co~unicación intima que sa tiena que 

reestablecer cuando son colocadas en cada uno de los pozos 

además de adaptarse al reatrin9ido espacio y dl contacto con 

otras células con las que no lo estaban, a las ccnaiciones del 

cultivo, especificamente los nutrientes, tempet'atura y 

humedad por lo que cada uno de los pozos con sus 200 (11)0 

célula~ constituye una alternativa diferente a las otras que 

responderla al estimulo en forma diferente, pero que 

presentaran una menor variabilidad, lo que se observa 

los coeficientes de variación estando en un ran90 aceptable 

para las dos mezclas siendo 28 .. 44Y. para la mezcla VllI y de 

12.5Y. para la me:cla XVII con lo que confirma que los 

resultados obtenidos de este ensayo son confiables .. 
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Por otra parte .la desviación estandar para la cepa CJe 

raton C3H <ver Figura 9J ·es ~uy al ta debtdo a un dato de los 

34 p1~omedios obtenidos· ~<ver·· Tabla 2>·, que fue resultado 
<-" - -- -

probablemente de ·colocación ·:~q-~~.v_ocada de uno· de los c.trculos 

de papel filtro de cónca~·ava~·iná ·A·para·su posterior conteo en 

liquido de centé~ leO~.-: ·~r~~d~ -- .. casulstico en que coincida con 

una de las mezclas . que presentaren mayor reconoc1m1ento 

(mezcla XVII> para la cepa BALB/c. 
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VII. CONCLUSIONES. 

Se determinó que la concentrac1on de concanaval1na A 
que induce una mayor proliferación de esplenoc1tos de ratón es 

de 5 µg/ml en el sexto dla de cultivo. 

Se determinó que las mezclas.de fUSES recomb1nantea a 

la porina DmpC de Salmgnella typhi mejor reconocidas por 

esplenocitos de ratón inmunizados con la por·1na OmpC 

recombinante son las denominadas VIII y XVII. 

La cepa que reconoce mejor ep1topos de la por1na OmpC 

recombinante de Salmpnplla typbi es la cepa BALB/c. 
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