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1. RESUMEN,

En el presente trabajo se analizo Ja generacion de linfocitos T citotdxicos en ratones
infectados subletalmente con Safmonella typhimurium. Para lo cual, 10 dias después de la
administracion de la bacteria, los esplenocitos fueron estimulados in vitro, de tres maneras
diferentes: a) con la linea monocito-macréfagos P388 D1 infectada con Salmonella, b) con
macrofagos peritoneales infectados con Salmonella y c) con una mezcla de péptidos
obtenidos de la tripsinizacion de la bacteria. La actividad citotoxica presente en los cultivos
fue evaluada mediante el ensaya de liberacion de *'Cr empleando como células blanco, la

linea P388 D1 o los macrofagos peritoncales.

Solamente se observo actividad citotoxica cuando se emplearon los péptidos durante la
estimulacion, aunque la magnitud de la lisis refleja una respuesta inmune primaria mas que
una respuesta inmune secundaria. La ausencia de actividad citotéxica cuando se emplearon
las diferentes células durante la estimulacion, no se debid ni a la falta de moléculas de clase I

del sistema principal de histocompatibilidad (MHC), ni a la falta de sehales coestimuladoras.

Los resultados obtenidos sefialan que durante la infeccion con Snlmonellr; typhimurium
no se induce respuesta de linfocitos T citotoxicos, estos hallazgos sugieren que la magnitud
de la multiplicacién intracelular de la bacteria, pudiera interferir con la generacién de
péptidos bacterianos que se presentan por moléculas de clase 1, puesto que se ha descrito
que es posible inducir respuesta de linfocitos CD8* con la inmunizacion de cepas avirulentas
de Salmonella, las cuales tienen la caracteristica de multiplicarse muy poco dentro del

fagosoma.



2.

INTRODUCCION.

La respuesta de linfocitos T citotoxicos CD8* conlleva a la lisis de células blanco.
Este tipo de respuesta inmune especifica es el efecto méds importante contra virus,
antigenos tumorales y todo tipo de antigenos intracelulares.

En el caso de las infecciones por patdgenos el beneficio de esta citdlisis es la
liberacion del agente infeccioso para asi hacerlo accesible a otros mecanismos de la
respuesta inmune especifica, por ejemplo los anticuerpos. Existe la posibilidad de que
Salmonella, al igual que otras bacterias intracelulares pueda pasar de un compartimento
de la via endocitica al citosol donde los antigenos serian presentados en el contexto de
moléculas de clase I a linfocitos T citotdxicos. Este mecanismo se lleva a cabo en la
infeccion por Listeria monocytogenes, donde la listeriolisina le permite perforar la
membrana del compartimento endosomal y pasar al citosol.! En el caso de que un
mecanismo similar se llevara a cabo en Salmonella los LCT’s participarian como células
efectoras lisando las células infectadas, lo que facilitaria la fagocitosis de estas bacterias
por macrofagos previamente activados, que finalmente llevarian a la eliminacion de la
bacteria.2

Salmonella typhimurium cs una bacteria Gram negativa clasificada como patdgeno
intracelular, capaz de invadir y multiplicarse dentro de célutas epiteliales y macréfagos,
por lo tanto, durante esa fase de la infeccion la bacteria no es accesible a los mecanismos
de la respuesta inmune especifica, tales como anticuerpos neutralizantes.

La inducion de linfocitos T citotdxicos CD8* anti-Salmonella no se ha estudiado, sin

embargo, evidencias experimentales indican que, ratones inmunizados por via oral o

intraperitoneal con una Sal. lla typhimurium atenuada en la cual se han clonado y
expresado los genes para la nucleoproteina de influenza o de la proteina
circumsporozoita de Plasmeodium, fue posible generar una respuesta de linfocitos T

citotoxicos CD8* contra esos antigenos exdgenos;34 lo que suguiere que también
v



pudiera existir una respuesta de ese tipo contra los antigenos de la bacteria. Por lo tanto
se planted evaluar si se genera respuesta de linfocitos T citotoxicos especificos contra
antigenos de Salmonella typhimurium en ratones infectados con la bacteria homologa,

1a cual es un modelo natural de infeccion.



3.

GENERALIDADES.

3L INFECCION POR Salmonella typhimurinm.

La salmonelosis murina, infeccion causada por Salmonella typhimurium, es un
modelo experimental que constituye la mejor alternativa para el estudio de la fiebre
tifoidea, pues ambas tienen una patogenia semejante.® La enfermedad se adquiere por la
ingestion de agua o alimentos contaminados. ¢ El periodo de incubacion es de 3 a 6 dias,
el cuadro clinico puede variar desde una infeccion leve a una infeccion aguda y mortal.
Los ratones se muestran menos activos, adoptan una postura encorvada con distension
abdominal, el pelaje es aspero, pierden peso, a veces tiencn diarrea y presentan
esplenomegalia, hepatomegalia y linfadenopatia.”

Las Salmonellas ingeridas por via oral se dirigen al intestino delgado distal donde
atraviesan ¢l epitelio intestinal, asociandose posteriormente a las células M en las placas
de Peyer; de aqui se disemina via linfatica a todo el sistema sanguineo y al sistema
fagocitico mononuclear. Las salmonellas son fagocitadas por los macrofagos dentro de
los cuales sobreviven y se multiplican para asi ser transportadas a los ganglios linfaticos
regionales, el bazo y el higado, donde la bacteria contintta multiplicindose, llegando a
alcanzar una densidad de 10* bacterias/ organo, para finalmente diseminarse por via
sanguinea %, lo que conduce a una bacteremia incontrolable y al choque endotéxico,
que causa rapidamente la muerte. Es importante resaltar que el mecanismo basico de
patogenicidad de todas les Salmonellas, es su capacidad de invadir ( penetrar ),

sobrevivir y multiplicarse en diferentes tipos de células del huésped tales como células

" epiteliales y macréfagos. 10

Los mecanismos moleculares de virulencia involucrados en la fase de invasiéon y
multiplicacién intracelular, solo se conocen parcialmente; primero la bacteria es

fagocitada por el macrofago alcanzando con ello la via endocitica, es decir, que



intracelularmente la bacteria se va a localizar dentro de vacuolas endosomales
genéricamente denominadas fagosomas. Posteriormente el fagosoma se fusionara con los
Iisos‘pmas _para\ fo_rmaf la estructura conocida como fagolisosoma y es dentro de éste,
donde las bécte'riéls son destruidas por la accion de diversos mecanismos oxidativos y no
oxjdaﬁvos.!' ‘ L
’_'b'Ha‘sido'tieinostrado que la mitad de los fagosomas, donde Salmonella es capaz de
multiplicarse; no se fusionan con los lisosomas, por lo tanto, la inhibicion de la
formacién del fagolisosoma es el mecanismo fundamental de virulencia que le permite a
las Salmonellas sobrevivir dentro del macréfago. '2 Muy poco se conoce acerca de las
moléculas bacterianas involucradas en este procese pero sc ha descrito que alrededor de
30 diferentes proteinas llamadas genéricamente proteinas inducidas en el macréfago
(MIPs) son sintetizadas tnicamente cuando 8. ¢yphimurium sc localiza dentro de
macrofagos.i!4 Lo anterior llevd a proponer que esas proteinas pudieran ser las
responsables de la inhibicion de la formacion del fagolisosoma y de que las bacterias se
multiplicaran intracelularmente. De las 30 proteinas las Unicas caracterizadas hasta la
fecha son las proteinas de choque térmico GroEL y Dnak.!9 Otros factores que tal vez
estén involucrados en la virulencia, son los productos del sistema de genes phoP y phoQ,
ya que bacterias con mutaciones en esos genes no son capaces de sobrevivir dentro de

los macrofagos por lo que son avirulentas para los ratones. 1516



3.2, MECANISMOS DE RESISTENCIA A LA INFECCION POR

Salmonclla typhimurinwm.

En el control de la infeccion por Salmonella typhimurium participan tanto los
mecanismos de resitencia natural como los mecanismos de inmunidad especifica. La

resistencia natural de los ratones a la infeccién esta controlada por diferentes genes:

3.2.1. Gen hy.

En el desarrollo de la infecion por S. tyhipimurium en ratones la influencia de un gen
de susceptibilidad, denominado Jty*f, el cual esta codificado en el cromosoma |, controla
la velocidad de crecimiento de la bacteria dentro del bazo e higado. Se desconoce la
forma exacta como actua, pero es importante la participacion de este gen durante la
fase temprana de la infeccion. Los ratones BALB/c y C57Bl/6 tiene un alelo
homocigoto de sensibilidad, ( Ity ** ), a la infeccién porque no pueden controlar la
replicacidn temprana en bazo e higado; de la Salmonella; y mueren en menos de 10 dias
de post-inoculacion, observandose ademas un aumento paralelo en el peso del bazo.!?
Los ratones A/J, CBA; DBA/2 y C3HeB/ FelJ tienen un alelo dominante, ( Ity s, 1ty vr),
de resistencia a la infeccion, 812 es decir, son capaces de controlar bien el crecimiento
bacteriano. 2! Se ha demostrado que los linfocitos T no juegan un papel importante en
la actividad del gen 7 y el producto del mismo es una proteina, denominada Nrmp, que
se localiza en la membrana de los endosomas; donde es muy probable que funcione
como una bomba para compuestos derivados del 6xido nitrico, aunque aun no estd
establecido el mecanismo molecular que permite el control de la multiplicacion

bacteriana, ni cual es la diferencia entre los alelos de susceptibilidad y resistencia.?



3.22, --Gen Lps.

Estudios génélicos permitieron idémiﬁcar el locus Lps 23,24 en el cromosoma 4, del
raton, és;rechanlénxe unide al locus que codifica para la proteina urinaria mayor ( Mup-
1). 25,26 Este gcﬁ participa en el control de la respuesta a la endotoxina o LPS, de las
Salmonellas, asi los ratones C3HeB/ FeJ, que son homocigotos o los ratones BALB/c y
C57BL/6, que son heterocigotos para el alelo normal Lips*, mueren por la administracion
de dosis bajas de endotoxinas; mientras que los ratones C3HeB/ FeJ homocigotos para el
alelo defectivo Lps? son resistentes a los efectos letales del LPS 2027, El hecho de que el
raton C3HeB/ Fel sea resistente a los efectos letales del LPS ha proporcionado un
modelo importante para investigar el control genético de la respuesta a la endotoxina
tanto in vi\?o como in vitro. 28,29

Se ha descrito que los linfocitos B de los' ratones C3HeB/ Fel no responden al
estimulo policlonal del LPS y esta ausencia de proliferacion celular es intrinseca a la
célula B y no a la presencia de células supresoras o a la falta de linfocitos T
cooperadores; ademds, existen evidencias que sugieren que la interaccion del LPS con
los linfocitos B de C3HeB/ FeJ producen una sefial inhibitoria para la actividad celular 3¢
ya que los linfocitos B de estos ratones responden a otros mitogenos, como el Sulfato de
dextran, Poly-1 y PPD.

Por otro lado, los ratones C3HeB/ Fel son altamente susceptibles a infeccion por S.
typhimurium a pesar de ser Ity 31, Esta susceptibilidad parece también estar controlada
por el alelo Lps?, O'Brien y Rosenstreich proponen que la multiplicacién no controlada
de S. fyphimurium, en esos ratones, pucde resultar de la incapacidad de los macrofagos,

Lps?, de ser activados por el LPS 27,



3.2.3. Gen Xid.

Este tercer locus es un alelo recesivo ligado al cromosoma X que confiere
susceptibilidagf a 8. typhimurium en pocas cepas de ratones ( CBA/ N)32 Es un gen ain
no ldcalizado, que no estd ligado a los genes del complejo principal de

_histocompatibilidad. Participa para la susceptibilidad en la fase tardia de la infeccion,?
La susceptibilidad innata a S. &yphinuriem de estos ratones es una consecuencia en la
respuesta disminuida y retardada de anticuerpos IgG contra la bacteria ya que en fases
mas tardias de la infeccion, el control de ella depende de la produccion de anticuerpos y
del desarrollo de inmunidad celular.

Como se menciond anteriormente la respuesta inmune humoral y la respuesta inmune
mediada por células participan en el establecimiento de inmunidad especifica protectora
contra la infeccion por Salmonella typhinurinm . Asi tenemos que la transferencia de
anticuerpos especificos dirigidos contra componentes de la membrana externa tales
como el antigeno somatico O, o bien anticuerpos contra las proteinas de membrana
externa (porinas), han demostrado que son capaces de transferir proteccion contra el
reto con la bacteria homdloga 3%, Sin embargo, se considera que la inmunidad mediada
por linfocitos T, es la rama de la respuesta inmune mis importante para llegar a
establecer inmunidad protectora, debido a que, los linfocitos T CD4* secretan una serie
de linfocinas tales come: IL-2, IL-4, IL-5 € IL-6 ¥ indispensables para la diferenciacion
del linfocito B a célula plasmatica secretora de anticuerpos especificos anti-Salmonella,
asi como también liberan interferon gamma (INF v), linfocina requerida para la
activacion de macrofagos, los cuales podran de esa manera destruir las bacterias

intracelulares.®” En este contexto se ha descrito que ratones que se recuperan de una

infeccion subletal por Sal) lla typhimurium, presentan un estado de inmunidad
adquirida, independientemente de su Ity, cl cual se manifiesta por su capacidad de

eliminar el indculo bacteriano primario y por una resistencia a un segundo reto con la



misma bacteria. La participacion de linfocitos T CD4* en el establecimiento de esta
inmunidad protectora, ha quedado de manifiesto por el hecho de que ratones a los que se
les eliminan sus linfocitos T CD4*, pierden la capacidad de controlar la multiplicacién de
la bacteria asi como también pierden la resistencia a la reinfeccidén, ademas la
transferencia, a ratones no inmunes, de linfocitos T CD4* provenientes de los ratones
infectados subletalmente, confieren inmunidad protectora® Por otro lado, la
participacion de los linfocitos T CD8*, en los mecanismos de proteccion contra
Salmonella no ha sido estudiado en detalle a pesar de que su participacion podria ser de
gran utilidad para liberar las bacterias residentes dentro de los macrofagos

infectados 3%-%

3.3. PROCESAMIENTO DE ANTIGENO.

La penetracion de un agente infeccioso en un organismo desencadena una serie de
reacciones inmunes que tiene como resultado el establecimiento de un estado de
proteccion el cual confiere al individuo inmunidad especifica contra un contacto
posterior con el mismo patogenc, Estas reacciones no se limitan a una resistencia
adquirida, sino que constituyen un conjunto de fenomenos que intervienen en la
fisiopatologia de la enfermedad y pueden influir en la respuesta del huésped al agente
infeccioso,4!

En la induccién de la respuesta inmune especifica participan fundamentalmente tres
diferentes poblaciones celulares: linfocitos B, linfocitos T y células presentadoras de
antigeno (CPA). La interaccion del antigeno con los linfocitos B se lleva a cabo através
de la inmunoglobulina de superficie de los linfocitos B, este receptor para el antigeno es

capaz de reconocer proteinas, polisacaridos, lipidos y acidos nucléicos, en su estado



nativo, ﬁsi_.go‘ﬁlo también estructuras secuenciales de ellos. La consecuencia de la
in_teract;i(';ﬁ entre el antigeno y la inmunoglobulina de superficie del linfocito B, es la
‘prolife‘récién\'y’_diféfencia;:ién de éste a célula plasmatica secretora de anticuerpos
“eépeciﬁcds. ' L
o Los liﬁf‘ocilos T tienen en su superficie un recepetor para el antigeno (Tc¢R), el cual
solamente es capaz de interaccionar con péptidos antigénicos presentados éstos en el
contexto de moléculas del complejo principal de histocompatibilidad ( MHC ) presentes
en la superfice de las células presentadoras de antigeno. Lo que significa que las CPA
tienen que degradar ( procesamiento del antigeno ) los antigenos protéicos a péptidos. 2
De acuerdo al origen de los antigenos reconocidos por los linfocitos T se han propuesto

dos vias de procesamiento de antigeno: la via citosolica y 1a via endosomal
3.3.1. Via Citosdlica.

La via citosolica provee los determinantes antigénicos que son presentados por
moléculas de clase I del MHC a linfocitos T citotoxicos CD8*. 4% A lgs antigenos
presentados por moléculas de clase 1 del MHC, se les conoce como antigenos enddogenos
debido a que la mayoria de ellos son proteinas sintetizadas por la misma CPA, entre
estos se incluyen antigenos virales, antigenos tumorales asi como a todas las proteinas
citosolicas de la misma CPA; sin embargo, también pueden ser presentados en el
contexto de moléculas de clase 1 antigenos que no fueron sintetizados por la CPA pero
que son liberados al citosol, como es el caso de péptidos de bacterias que rompen el
fagolisosoma. Es decir, que el principal sitio de procesamiento de los antigenos
endogenos es el citosol, aunque también algunos de los péptidos presentados por
moléculas de clase I del MHC pueden ser generados en el lumen del reticulo

endoplasmico.



Se ha propuesto qué el comblejé multicatalitico proteasoma, es la proteasa encargada
de degradar los antigenos_epdégénoé; csta hipotesis se basa en que los proteasomas, son
la proteasa mas abundante del 'ciiosol"“* y a que dos de las 20 diferentes subunidades que
la constituyen estan codificadas déhtro dét MHC.%7 Los péptidos generados en el citosol
son translocados al lumen del reticulé endoplasmico mediante un heterodimere, formado
de las subunidades Tap] y Tap2 ( transportadores de péptidos antigénicos ), los cuales
estan codificados dentro el MHC.*8 (Fig. I, Proporcionada por c¢i Dr. Vianney Ortiz
Navarrete; de la Unidad de Investigacion Médica en Inmunoquimica, Hospital de

Especialidades, Centro Médico S. XXI, Instituto Mexicano del Seguro Social.)
3.3.2, Via Endosomal.

Las moléculas clase II del MHC presentan péptidos antigénicos a los linfocitos T
cooperadores CD4*, estos péptidos provienen de proteinas exogenas internalizadas por
la CPA mediante los diferentes mecanismos de endocitosis, los cuales son degradadas
dentro de los endosomas y/o lisosomas por la accién de las proteasas de la familia de las
catepsinas.*? (Fig. 1)

La activacion de estas células no solo depende de la union del complejo receptor
(TcR)- CD3 al antigeno asociado a moléculas de histocompatibilidad, ya que existen
otras moléculas en la superficie de los linfocitos T que intervienen en la regulacion de la
adhesion con la CPA, por ejemplo los correceptores CD4+ y CD8* interactuan con la
moléculas de clase 11 y de clase I respectivamente, asi como también intervienen las
moléculas CD2 que interactia con la molécula LAF-3 y CD28 que interacciona con B7.
Y es el conjunto de todas estas interacciones las responsables de que el linfocito T pueda

llevar acabo su funcién especifica,5?



REPRESENTACION ESQUEMATICA DEL PROCESAMIENTO DE ANTIGENO
EN INFECCIONES POR Salmonclla typhinmuriun.

ENDOSOMAR

Figura 1



4. OBIETIVOS.

4.1. OBJETIVO GENERAL.

Evaluar la presencia de linfocitos T citotéxicos especificos contra antigenos de

Salmenella typhinverinm en ratones infectados,

4.2. OBJETIVOS PARTICULARES,

1. Estandarizar ensayos de citotoxicidad por liberacion de cromo para la evaluacion
de la actividad de linfocitos T CD8* provenientes de cultivos mixtos de linfocitos
primarios y secundarios.

2. Identificar la presencia de moléculas de clase 1 y clase 11 sobre la superficie celular
de células de diferentes origenes.

3. Establecer ensayos de citotoxicidad que permitan evaluar la capacidad del
reconocimiento de macrofagos infectados con Salmonella typhimurium por

linfocitos T citotoxicos CD8" especificos.



5. MATERIALES Y METODOS,
5.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION.
. RATONES.

Se emplearon ratones hembras de 8 a 12 semanas de edad de la cepa C3HeB/ Fel,
(H-2%); asi como, de la cepa BALB/c, (H-24). Proporcionados por los bioterios del

Instituto Nacional de Higiene y del Instituto Mexicano del Seguro Social.

8.2, ESQUEMA DE INMUNIZACION.

5.2.1. INMUNIZACION DE RATONES CON CELULAS DE BAZO
ALOGENICAS.

Se inmunizaron grupos de 10 ratones C3HeB/ FeJ via intraperitoneal con 107 células
de bazo de raton BALB/c previamente tratadas con mitomicina C (Sigma), {1 pg por
cada 1 X 10 células en 1ml de medio RPMI 1640 (GIBCO Lab.)} . Diez dias después
de la inmunizacion se sacrificaron los animales y se extrajeron los bazos con los cuales se

preparé una suspension de células.

52.2, INFECCION DE RATONES CON Salmonella

typhimurium.

Se infectaron grupos de 10 ratones BALB/c via intraperitoneal con 104 bacterias de

Sal) Ila typhimurium, crecida en medio minimo A ( fosfato dibasico de potasio7 g/
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I, fosfato monobasico de potasio 3 g/ |, citrato de s'od'ioVO.Skg/ I, sulfato de amonio 1g/ 1,
sulfato de magnesio 0.1 g/1) suplementado con 0.1 % de extracto de levadura y 0.5 %
de glucosa y resuspendida en solucion salina isotonica (SSI). Diez dias después de la
infeccidn se sacrificaron los animales y se extrajeron los bazos con los cuales se prepard

una suspension de células,

5.3. METODOS BACTERIOLOGICOS.

5.3.1. CEPAS BACTERIANAS.

Se utilizd la cepa virulenta de Salmonella typhimurium LT2, donada por el Instituto

Nacional de Higiene.

§3.2. CULTIVO DE LA CEPA BACTERIANA,

Las bacterias empleadas se cultivaron a 37 °C durante 18 hrs a 200 rpm en un
incubador rotatorio (Shaker Labs-line Ins.), (fase de crecimiento logaritmico) en medio
minimo A complementado con 0.1% de extracto de levadura y 0.5% de glucosa.
Posteriormente las bacterias se cosecharon por centrifugacion a 2000 rpm durante 15
min a 4 °C (centrifuga IEC-PRJ BECKMAN Ins). La pastilla bacteriana se resuspendic
en solucion salina isotdnica. Esta suspension de bacteria se empleo para sembrar placas
con medio BHI que se cultivaron durante 24 hrs a 37 °C, la bacteria se cosechd con

SSI y posteriormente se utilizd para los ensayos de infeccion de macrofagos.



5.3.3. DIGESTION DE LA BACTERIA PARA OBTENER
PEPTIDOS.

Salmonella gyphimurium cultivada en medio minimo A, como se indico
anteriormente se cosechd por centrifugacion a 5000 rpm (Centrifuga IEC-PRJ
BECKMAN Ins.) y se ajusté a una densidad optica entre 1.0 a 1.3 a 660 nm (Beckman
DU-64 Ins)*l. Las bacterias se rompieron por sonicacién a 180 wats (Sonics and
Material, Vibra Cell) por periodos de 2 min. en bafio de hielo hasta obtener una
absorbancia entre 0.4 a 0.3. Para eliminar las bacterias enteras de la suspension sonicada,
ésta se centrifugd a 7,000 rpm durante 15 min ( Sorvall Ins), del sobrenadante se
sedimento por ultracentrifugacion la envoltura celular & 45,000 rpm durante 45 min a 4
°C (Ultracentrifuga BECKAMN L8-80 Ins), ésta se solubilizd con Tris-EDTA-Tritén (
0.05M-5mM-2% respectivamente) pH 7.8 se incubd durante 15 min a 37 °C y
posteriormente se ultracentrifugd a 45,000 rpm durante 45 min a 4 °C (Ultracentrifuga
BECKMAN 18-80 Ins.). El sobrenadante se precipitd con acetona en una relacion
6ml:1ml , se dejo toda la noche a -70 °C (REVCO Ins)., Al cabo de este periodo de
precipitacion se centrifugd a 7,000 rpm durante 15 min ( Sorval!l Ins), e} precipitado se
resuspendio en el menor volumen de Tris 20 mM pH 8.5. Se determind la concentacion
de proteina por Lowry. 30 Los péptidos se obtuvieron tripsinizando el sobrenadante con
1 mg de tripsina/ 50 mg de proteina durante 5 hrs a 37 °C,

Una vez tripsinizada se pasé através de filtros de caida libre (Ultrafree-CL; millipore)
centrifugando a 9,000 rpm durante 6 hrs (Sorvall Ins). Para tener los fragmentos en
condiciones estériles se esteriizo en filtro de 0.22 micras (Millipore), dentro de
campanas de flujo laminar y se determind la concentracién de proteina por Lowry.’® La

solucion de péptidos diluidos se concentrd 5 veces (Speed vaccum, Heto, Dinamarca) y



se conservd a 4 °C en medic RPMI 1640 (Gibco) hasta su uso en ensayos de

citotoxicidad.
5.4, METODOS ANALITICOS,

54.1. DETERMINACION DE PROTEINA. ( METODO DE
LOWRY ).

La determinacion de la concentracion de proteina en la digestion de fragmentos de
bacterias se realizd de acuerdo al método de Lowry3?;, empleando albiimina sérica bovina

(Sigma) como proteina de referencia.
54.2. CUENTA VIABLE DE BACTERIA.

La concentracion de bacteria que se utilizd para inmunizar ratones y para infectar
macrofagos se determind por medio de una cuenta viable de las diluciones logaritmicas
de la bacteria en agar Mc Conkey (Dibico) en estufa a 37 °C y en periodos de 24 hrs

para corrcborar resultados,



5.5, METODOS INMUNOLOGICOS.

.1. LINEAS CELULARES Y ANTICUERPOS
MONOCLONALES.

th
20

Las lineas cclulares que se emplearon para el desarrollo del proyecto fueron:
mastocitomas de raton P815 (H-2¢) derivado de un cultive de tumor de ratén DBA/2; ta
linea de macrdfagos-monocitos P388 D1 (H-2¢) derivada de un neoplasma linfoide
inducido con metilcolantreno de un ratén DBA/2; el linfoma de ratéon RMA derivado del
linfoma de! virus de Rausher por exposicion al mutageno etil-metano-sulfonato,$3:34
Ademas macréfagos peritoneales de raton BALB/c.

Anticuerpos monoclenales: 11.4.1  que reconoce a moléculas de clase 1 K de
haplotipo k, r,p; K9.18 que reconoce moléculas K¢; 25.9.17 que reconoce la cadena beta
de moléculas de clase il de los haplotipos b,d,q; B22.249.1 que reconoce moléculas de
clase 1 DY, K10.56.1 que reconoce moléculas Kb y el 28.16.88 que reconoce moléculas
clase 11 de haplotipo b,d.32 Tanto las lineas celulares como los anticuerpos fueron
donados por el profesor Giinter Hammerling del Instituto de Inmunoligia y Genética de!

Centro Aleman sobre Investigaciones Oncologicas.

5,52. OBTENCION Y CULTIVO DE ESPLENOCITOS.

Los bazos de los ratones inmunes y sin inmunizar se obtuvieron en condiciones de
esterilidad, se depositaron en cajas petri que contenian 5 ml de solucion de Hanks
(Gibco). Dentro de una campana de flujo laminar, se disgregaron las células de los

tejidos con ayuda de una jeringa y un émbolo haciéndolos pasar por un tamiz,
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obteniendo una suépensién celular, lé cual se centrifug6 a 1,200 rpm &urante 10 min
(cemﬁfuga _4IvEC; PRj BECKMAN Ins), la pastiila formada se resuspéndic’) en2 ml de una
solucién de lisis de eritrocitos (cloruro de amonio 0.16 M, carbonato de potasio 1.0 mM,
EDTA-disédico 0.1 mM pH 7.4), conservandola a 37 °C durante 2 min. Posteriormente
se lavo dos veces con solucion de Hanks, por centrifiigacion a 1,200 rpm durante 10 min
( IEC- PRJ BECKMAN Ins). Por altimo la pastilla obtenida se resuspendid en medio
RPMI 1640 (Gibco Co) complementado con L-glutamina 2 mM, 2-mercapto-etanol 50
KM, penicilina sodica 100 U/ml, sulfato de estreptomicina 100 pg/ml y suero fetal
bovino 10%. El nimero de células se determiné empleando una camara de Neubauer y
utilizando azul tripano como colorante para evaluar la viabilidad; solamente se

emplearon células con viabilidad mayor al 95%.
553. OBTENCION DE MACROFAGOS PERITONEALES.

Los ratones se sacrificaron con cloroformo y se les inyecté con 5 ml de solucion de
Hanks con heparina 50 U/ml en el peritoneo. Posteriormente se dio masaje en el sitio de
la inoculacion recuperando las células peritoneales las cuales se lavaron con solucic';n de
Hanks por centrifugacion a 1,200 rpm durante 10 min ( IEC- PR} BECKMAN Ins ) y se

conservaron en hiclo hasta su uso.



5.5.4. INFECCION DE MACROFAGOS in vitro.

La ‘susp_er‘\sién de células por infectar, ya sea de macréfagos peritoneales o la lineas
celulf'ir P38$ b_l,’ se lavd por centrifugacion con solucion de Hanks sin antibiético a
1,200 rpm durante 10 min (IEC-PRI BECKMAN Ins). La pastilla formada se
feshspendié en medio RPMT 1640 complementado con suero fetal bovino al 20 %, L-
Vglu'ta.mina 2 mM, 2 mercapto-etanol 50 uM. Se determind viabilidad con azul tripano.
La suspension se mantuvo en hielo hasta su uso.

El cultivo bacteriano, en su crecimiento logaritmico, se centrifugd a 2,000 rpm
durante 10 min ( IEC- PRJ BECKMAN Ins ). Se hicieron lavados con solucion salina
isotdnica. Se ajusto la densidad Optica entre 0.58 a 0.60 en 540 nm. Obtenicndo de esta
forma 1X 10” bacterias/ ml. La suspensién de bacteria requerida para la infeccion se
centrifugd a 2,000 rpm ( IEC- PR]I BECKMAN Ins )} . A este tubo se le agrego la
suspension de células guardando una relacion bacteria-macrofago de 5:1.

La suspension macrofago-bacteria se centrifugé a 1,200 rpm durante 10 min ( IEC-
PRJ BECKMAN Ins ), la pastilla se resuspendid en medio RPMI 1640 con suero fetal
bovino sin antibidtico. Se incubd durante 20 min con agitacion a 37 °C. Posteriormente
s¢ favo exhaustivamente con solucion de Hanks con gentamicina (10 pg / ml) y se
cultivd con medio RPMI 1640 complementado con 20 % de suero fetal bovino toda la
noche a 37 °C en atmosfera de humedad y 5 % CO,. Para cosechar los macrofagos de la
botella de cultivo se empled EDTA 10 mM en PBS pH 7.4 y la suspension de
macréfagos se tratd con mitomicina C | pig por cada 1 X 10¢ células durante 25 min. a
37 °C, después del periodo de incubacion se lavarén los macréfagos con solucién de

Hanks.
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5.6. OBTENCION DE CELULAS EFECTORAS.

5.6.1. CULTIVO MIXTO DE LINFOCITOS

+« RESPUESTA PRIMARIA: Se obtuvieron esplenocitos, como se
indico anteriormente, de ratones BALB/ ¢ que se trataron con mitomicina C ( 1 pg por
cada millon de células en 1 ml ), se lavaron exhaustivamente para eliminar el exceso de
mitomicina, posteriormente se determing la viabilidad con tincién de azul tripano en un
camara de Neubauer, Al mismo tiempo se obtuvieron células de bazo de ratén C3HeB /
Fel y se mantuvieron en hielo hasta su uso. Ambas poblaciones celulares se mezclaron
en relacion 1:1 ( 3x107 células en 10 ml) y se cultivaron en botellas de 50 ml en
atmosfera hameda, 5 % CO7, a 37 °C durante 5 dias. Siendo éstas las células efectoras

que se utilizaron en los ensayos de citotoxicidad.

« RESPUESTA SECUNDARIA. Se obtuvieron esplenocitos de
raton BALB/c que se trataron con mitomicina C, se lavaron exhaustivamente y se
concentraron en la menor cantidad posible en solucion de Hanks. Con esta suspension
se inoculd a ratones C3HeB/ Fel por via intraperitoneal un promedio de 10 a 30 X 106
células, contenidas en un volumen de 100 pl. Diez dias después de la inmunizacién se
sacrificaron los ratones para obtener esplenocitos que se cultivaron con células de bazo
de ratén BALB/c tratadas con mitomicina C, como se describid anteriormente.
Obteniendo de esta forma las células efectoras para los posteriores ensayos de

citotoxicidad.
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§.6.2, OBTENCION DE CELULAS EFECTORAS ANTI- Salmonclla.

Ratones BALB/c se inocularon via intraperitoneal con Salmonella typhinuriam, en
concentraciones de 1x 10* bacterias en 100 pl de solucidn salina isotdnica, dicz dia;
después se sacrificaron los ratones para obtener los esplenocitos que se reestimularon
durante 5 dias con macréfagos peritoneales o con la célula P388 D1 infectados con S.
typhimurium, en una relacion de 30:1. Al final de este periodo de incubacion se

cosecharon las células por centrifugacion y se utilizaron para ensayos de citotoxicidad.

5.7. PREPARACION DE CELULAS BLANCO.

Las células blanco que se utilizaron en los experimentos de citotoxicidad fueron :
P81s
RMA
P388 DI
Macréfagos peritoneales de ratones BALB/c
P388 D1 infectadas con Salmenella typhimurium

Macréfagos peritoneales de ratones BALB/c infectados con Sal) lla typhimuritim

P815 cocultivada con péptidos de Salmanclla typhimurium

P388 D1 cocultivada con péptidos de Sall lla typhimurium

Los macrofagos peritoneales y Ia linea celular P388 D1 se infectaron como se indico
en el punto 5.5.4. Las células que fueron cocultivadas con péptido se les agregod 100 pg/

ml y se cosecharon con EDTA 10 mM en PBS pH 7.4. Todas las células blanco se
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cosccharon en tubos de plasuco de 15 ml (Cormn')‘ se aJusl' a‘j',')(' 106 células/ ml.

Se tomé una nllcuola de 1 mlen lubos Epe o ‘réﬁté 5 min a kl,200

rpm ( IEC- PRS BECKMA_\’ Ins ). La pastila ‘106 m de suero fetal
bovino ( S]GMA )y 200 I.ICI de cromato'de dio S!C. (Dupon:) pH 8-10, se mantuvo a
37.°C durante 2 hrs para que las celulas blanc corpqraran el cromo. Posteriormente
se lavaron exhaustivamente para elimin o, c;nio e}.l exceso, se determing Ia
viabilidad de las células y se’ ajustéri‘)ri."a;v:‘i X 109 -ml  en medio RPMI 1640

complementado.

5.8. ENSAYO DE LIBERACION DE CROMO PARA MEDIR LA
ACTIVIDAD CITOTOXICA.

Las células efectoras se cosecharon, concentraron y ajustaron a 3 X 10 ¢ ml. Se
prepararon placas de 96 pozos de fondo redondo ( Nunc ) en relaciones célula blanco:
célula efectora de 1:100, 1:50, 1:25, 1:12.5, 1:6.25, con 100 pl de las suspenciones de
células blanco y 100 pi de la suspencion de las células efectoras en medio RPMI 1640
complementado con suero fetal bovino al 20 %, L- glutamina, 2 mercapto- etanol,
penicilina y sulfato de estreptomicina. Como testigo de liberacion espontanea de cromo
se prepararon pozos con 100 pl de RPMI 1640 con suero fetal al 20 % y 100 pl de
células bianco; como testigo de liberacion maxima de cromo se prepararon pozos con
100 pl de célula blanco y 100yl de SDS al 20 % . Todas las muestra fueron analizadas
por triplicado.

Una vez que sc preparo la placa con las células efectoras y blanco ésta se incubo

durante 4 hrs a 37 °C, 5 % CO3 y atmdsfera hiimeda. Después de este periodo se
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cenmfugo a 2,000 rpm dur'mte 1 mm ( IlZC- PRJ BECKMAN ]ns) se tomaron 100 ul
‘ ‘ ‘radioac idad en un conlador
cu do a‘ a sxguneme

formula

ion de Sler

iberacion dc~.5'.(>2’r de'la mucstra |

%lisis = 100X

liberacion de 31Cr maxima - fiberacién de Sicr espontdnea

5.9. ENSAYO DE CITOFLOUROMETRIA INDIRECTA ( FACS).

Las células a analizar se cosecharon por centrifugacion a 1,200 rpm ( IEC- PRJ
BECKMAN Ins ), la pastilla se resuspendio en 1 ml de PBS pH 7.4 complementado con
suero fetal bovino al 2 %, de esta suspension se agrego en 200 i, aproximadamente 5 X
10% a pozos de placas de cultivo de 96 pozos de fondo redondo (Nunc). La placa se
centrifugd a 2,000 rpm durante | min ( IEC- PRI BECKMAN Ins ), el sobrenadante se
desecho y la pastilla se resuspendio en 100 pt de cada uno de los siguientes diferentes
anticuerpos: 11.4.1 Anti Kk, K9.18 Anti K¢ D4, 25.19.7 Anti AB®, B22.249.1 Anti Db,
28.6.8S anti-I-Ad, K10.56.1 anti-K®

Se incubé en hielo durante 30 min, después de este periodo, se lavé dos veces con
PBS- suero fetal bovino, se centrifugd en cada lavado a 2,000 rpm durante 1 min ( IEC-
PRJ BECKMAN Ins ), se incubd en hielo durante 30 min. con Ig G de cabra anti- Ig G
de ratén conjugada a isotiocianato de flouresceina (FlTé) (Gibco), en una dilucion

1:100. Por ltimo se lavé dos veces con PBS-suero fetal bovino y se resuspendié en 200
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! de yoduro de propidio (dilucion 1:1000 en PBS), la flourescencia se cuantifico en un

citdometro de flujo FACScan ( Becton Dickinson Ins.).
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6.

RESULTADOS.

6.1, ANALISIS DE LA EXPRESION EN LA SUPERFICIE DE
MOLECULAS DE CLASE 1 Y CLASE I1 EN LA LINEA P388 D1,

Con la finalidad de cuantificar y corroborar que las lineas celulares, que se emplearian
en los ensayos de citotoxicidad, expresaban adecuadamente moléculas de clase I del
MHC se procedi6 a cuantificar las moléculas Kd; empleando para ello el anticuerpo
especifico K9.18. También se cuantificé la molécula L4 empleando en este caso el
anticuerpo B22.249.1 el cual reconoce principalmente las moléculas DY pero tiene una
reaccion cruzada con L . Se emplearon dos testigos, uno fue el anticuerpo irrelevante,
K10.56.1, que esta dirigido contra meléculas Kb el segundo testigo fue el segundo
anticuerpo solamente. Se puede observar que la linea P388 DI present6 en superficie
mayor abundancia de moléculas K9( MFC = 90, Fig. 2 E) que LY ( MFC= 50, Fig. 2
B), la reaccion fue especifica ya que la reaccion fue negativa cuando se empled el
alnticuerpo K10.56.1 (MFC=7, Fig. 2 C) o el segundo anticuerpo ( MFC=3, Fig. 2 A).
También fue evaluada la presencia de moléculas clase II sobre la superficie de la linea
P388 D1 empleando para ello los anticuerpos 25.9.17 y 28.16.8S dirigidos contra las
moléculas I-AY, Como se puede observar en la figura 2 D y 2 F la linea P388 D1 no
expresa moléculas de clase 11 ya que la reaccion fue negativa con ambos anticuerpos,

MFC= 8 para el anticuerpo 25.9.17 y MFC= 8 para ¢l anticuerpo 28.16.88S.
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Fig. 2 Expresion de moléculas K!y L sobre Ia superficie de Ia linea de monocitos
macrofagos P388 D1. a) Tesligo negativo segundo anticuerpo finicamente, b)
Anticuerpo monoclonal B22.249. ( anti-DY), c) Anticuerpo monoclonal K10,56.1(
anti- Kb), d) Anticuerpo monoclonal 25.9.17( anti I-Ad), ¢} anticuerpo monoclonal
K9.18(anti-K9), f) Anticuerpo monoclonal 28.16.8S. (anti- I-Ad). En el ¢je X se
expresa MFC (escala logaritmica) y en el Y % de célufas viables.
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6.2 INDUCCION DE LA EXPRESION DE MOLECULAS DE CLASE 1 Y
CLASE 11 EN LA LINEA P388D1 CULTIVADA CON MEDIO DE CULTIVO
RICO EN LINFOCINAS.

Debido a que no se observo expresion de moléculas de clase 11 en la linea P388 D1 se
decidio investigar si cllo era debido a un defecto penético o bien a que en estado de
reposo de dicha linea esas moléchlas no se expresan; por lo tanto, para inducir un estado
de activacion; la linca P388 D1 se cultivo en presencia de sobrenadante de esplenocitos
de rata activados con concana_va]ina A (Con A), debido a que cc;mo esta claramente
establecido este sobrenadante contiene altas concentraciones de 1L-2 e INF y . Asi,
después de 48 hrs de activacion fue evaluada la expresion de moléculas K¢e I-Ady como
se puede observar en la figura 3E en estado de activacion hubo un aumento de la
expresion de la moléculas K9, MFC= 116 contra MFC=58 (Fig. 3B ) en estado no
activado. El mismo tipo de efecto se observo para la molécula I-A¢ (Fig. 3F) MFC= 47
contra (Fig. 3C) MFC= 3 en estado no activado. Por lo tanto estos resultados
demuestran que las moléculas de clase II en la linea P388 D1 solamente sc expresan en

estado de activacion de las células.
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Fig.3 Anadlisis de Ia expresion de moléculas de clase I y clase II sobre la superficie de
la linea celular P388 D1 activadas . Durante 48 hrs previo al ensayo de
citoflourometria las células fucron cultivadas en presencia de sobrenadante de cultivo
de esplenocitos de rata activados con Con A. Para la cuantificacién de las moléculas
s¢ usaron los siguientes anticucrpos monoclonales: 3A, ID) Testigo negativo con
segundo anticuerpo unicamente, 3B, 3E) anticuerpo monoclonat K9.18, 3C, 3F)
anticuerpo monoclonal 25.9.17. Las células de las figuras 3A,B,C no fueron
activadas con el cultivo rico en linfocinas, En el eje X se expresa MFC ( escala
logaritmica) y en €1 Y % de células viables



6.3 EXPRESION DE MOLECULAS DE CLASE 1 Y CLASE 11 EN
MACROFAGOS PERITONEALES Y MACROFAGOS PERITONEALES
CULTIVADOS EN MEDIO DE CULTIVO RICO EN LINFOCINAS.,

Debido a que no se observd expresion de moléculas de clase 1 en 1a linea P388 DI,
unicamente después de haber sido activada, se decidié emplear ‘macréfagos peritoneales
de ratones BALB/c. Se cuantificd la molécula K¢ empleando el anticuerpo K9.18. Se
emplearon dos testigos; uno fue el anticuerpo irrelevante K10.56.1 anti-Kb y el segundo
fue el segundo anticuerpo tinicamente como testigo negativo.

Se puede observar que los macrofagos peritoneales activados presentan en superficie
mayor abundancia de moléculas K¢ (MFC= 199,50, Fig. 4D) que los macrofagos no
activados (MFC= 79.56, Fig. 4C). El mismo tipo de efecto se observo con la expresion
de moléculas de clase IT donde macrofagos no activadoes son practicamente negativos
(MFC= 18.31 Fig 4E} y en macrofagos activados ya se expresan moléculas de clase I en
la superfcicie (MFC= 56.54, Fig 4F)

Por lo tanto estos resultados demuestran que las moléculas de clase 11 en los
macofagos peritoneales, al igual que en la linea P388 D1, solamente se expresan en

estado de activacion de las células.



EXPRESI?N DE MOL.DE CLASE | Y CLASE I

8 PERITONEALES ACTIVADOS Y S/AGTIVA

K10.56.1 K9.18 25.8.17
DIFERENTES ANTICUERPOS ESPECIFICOS

#M MQ's SIN ACTIVAR MQ's ACTIVADOS

Fig. 4 Expresion de moléculas de clase 1y clase 11 en macréfagos peritoneales
activados y sin activar. Durante 72 hrs previo al ensayo de citoflourometria las
células fueron cultivadas en presencia de sobrenadante de cultivo de esplenocitos de
rata activados con Con A. Para la cuantificacion de las moléculas se usaron los
siguientes anticuerpos monoclonales: 4A, 4B) anticuerpo monoclonal K10.56.1; 4C,
4D) anticuerpo monoclonal 25.9.17; 4E, 4F) anticuerpo monoclonal K9.18. Las
células de la figura 4 A, C, E no fueron activadas con el cultivo rico en linfocinas.
Para cada uno de los anticuerpos que se¢ presentan en la figura se le restd la media de
flourescencia del testigo negativo.
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6.4, ANALISIS DE GENERACION DE LINFOCITOS T CITOTOXICOS
ANTI-Sulmonella. ESTIMULACION CON CELULAS P388 D1
INFECTADAS.

Para determinar la presencia de linfoticos T citotdxicos especificos contra antigenos
de Salmonella typhimurium, los esplenocitos de ratones infectados subletalmente;
fueron reestimulados, in vitro, durante 5 dias con la linca P388 DI infectada con la
misma bacteria. La actividad citotéxica presente en los cultivos se evalud por ensayos de
liberacion de cromo donde se emplearon como células blanco la linea P388 D1 infectada
con Salmonella typhimurium LT2 y células P388 D1 sin infectar.

E! resultado que se muestra en la grafica de la figura S, es un ejemplo de ensayos que
se realizaron tres veces de manera independiente y como se puede observar empleando
ese modelo experimental no fue posible observar actividad citotéxica especifica contra

antigenos de Salmonella .
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RESPUESTA CITOTOXICA ESPECIFICA
ESTIMULACIONES CON CEL P38

% do Lisis.

B

DILUCION 1:

Holaclon Blanco : E(uclorl

Wl 388 D1 Infectada. P388 D1

Figura 5. Ausencia de linfocitos T citotéxicos especificos contra antigenos de
Salmonella typhimurium. Esplenocitos provenientes de ratones BALB/c infectados
con 1 x 10 *de Salmonella typhimuriune LT2 fueron reestimulados, durante 5 dias,
con células P388 D1 infectadas con la bacteria. Al término del perodo de
reestimulacién las células se emplearon para los ensayos de citotoxicidad. Utilizando
como célula blanco: P388 D1 infectada y P388 D1 sin infectar.
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6.5. ENSAYO DE INFECCION in vitro.

Para evaluar la concentracion de bacteria que se utilizé en los ensayos de infeccién de
macrofagos peritoneales, de la linea celular P388 D1 y las células de bazo de ratones
infectados por via intraperitoneal; se utilizé el método de cuenta en placa.

Las lineas celulares como los macrofagos obtenidos de exudado de peritoneo y las
células de bazo se infectaron con Salmonella typhimurium LT2 partiendo de una
concentracion aproximada de 1X10? bacterias / mi, la cantidad de bacteria administrada
a cada raton fue de 1X10* y la concentracidn para los macrofagos fue de bacteria : célula
de 5:1.

Para excluir la posibilidad de que la ausencia de citotoxicidad no se debié a la falta
de infeccion de la linea P388 D1 se realizaron ensayos de cuenta en placa de bacteria y
como se puede observar en la tabla I, no solamente la linea P388 D1 estaba infectada
con la bacteria (72 placas formadoras de celonias por 2 X 103 células) sino también las
células de bazo que provenian de los ratones infectados subletalmente { 100 placas

formadoras de colonias por 2 X 10°).
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CUENTA EN PLACA DE BACTERIA EMPLEADA EN INFECCIONES DE

DIFERENTES TIPOS DE CELULAS.

LINEA SUSPENSION

MACROFAGOS DE BACTERIAS
DILUCION CELULAR PARA
PERITONEALES |  pige pi INFECCION
DE RATONES

1X10-8 1.5 1 3

1 X 10-7 10 6 8

1X10-6 126 72 100

Tabla 1. Los datos estan dados en UFC/ ml en placas de 15 de ml de agar Mc Conkey.
Cada valor de la tabla es el promedio de los triplicados de cada dilucion y se
Wlevaron a cabo cada vez que se hicieron ensayos de infeccion, Los datos de la
dilucién indican hasta qué punto se permitié evaluar la cuenta de las bacterias.
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6,6, ~ ANALISIS DE LA SUSCEPTIBILIDAD DE LAS CELULAS BLANCO
A LA LISIS POR LINFOCITOS T CITOTOXICOS .

La falta de lisis especifica sobre las lineas P388 D1 pudiera deberse a la resistencia de
la eélula al efecto de los mecanismos citotoxicos de los linfocitos T CD8* 0 a que en la
infeccion subletal con Salmonella typhimurium no se genera una respuesta de linfocitos
T CD8*, o bien a que la linea P388 D1 no proporciona los coestimulos indispensables
para la activacion de los linfocitos T, como por ejemplo, Ja intereaccion CD28-B7.

Para evaluar la susceptibilidad a lisis de la linea P388 D1, ésta se empled como célula
blanco en ensayos de citotoxicidad donde los linfocitos efectores provienen de
estimulaciones alogénicas primarias o secundarias. Para realizar este andlisis se
prepararon cultivos mixtos de linfocitos, de ratones C3HeB/ Fel (H-2¥) estimulados con
células de bazo de ratones BALB/c (H-29). Como control positivo de lisabilidad se
empled la linea de mastocitoma de raton P815(H-29), como célula problema la linea
P388 D1 y como testigo negativo el timoma de raton RMA (H-2b).

La tabla 2 muestra los resultados obtenidos en estos ensayos de citotoxicidad. Y
como se observa, se detectd que la linea P388 D1 es capaz de ser lisada bajo estas
condiciones de experimentacion tanto por linfocitos provenientes de una respuesta
primaria como de una respuesta secundaria, y tal como era de esperarse la citotoxicidad
fue mayor en el caso de la respuesta secundaria de cultivo mixto (76% de lisis) de
linfocitos que en el de la respuesta primaria ( 42% de lisis ). Esta susceptibilidad de lisis
fue semejante a la observada para la linea P815 para la cual se obtuvo un 45 % de lisis
en la respuesta primaria y un 55% de lisis en la respuesta secundaria. La lisis del
testigo negativo fue del 11% en la respuesta primaria y del 12% en la respuesta

secundaria,
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ANALISIS DE LA SUSCEPTIBILIDAD A LISIS POR LINFOCITOS T

CITOTOXICOS EN DIFERENTES LINEAS CELULARES,

MRL MRL

PRIMARIO SECUNDARIO

Tabla 2. Anilisis de la susceptibilidad a lisis por linfocitos T citotéxicos de las lineas
celulares RMA, P815 y P388 D1. Las células efectoras provienen de cultivos
mixtos de linfocitos primarios y secundarios. Los datos representan el porciento de
lisis de una relacién célula blanco: efectora de 1: 50.
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6,7. ANALISIS DE GENERACION DE LINFOCITOS T CITOTOXICOS
ANTI-Salntonella. ESTIMULACION CON MACROFAGOS
PERITONEALES DE RATON BALB/c.

Para tener una célula que proporcionara todos los coestimulos indispensables en la

induccién de una respuesta inmune se utilizaron, durante la reestimulacién de los

esplenocitos de ratones infectados subletalmente con Sal Ha typhimurium,
macrofagos peritoneales de ratones BALB/c infectados con la bacteria.

Los resultados se observan en la figura 6 donde se aprecia que, al igual que la linea
celular P388 DI, los macrofagos peritoneales no estimularon una respuesta citotoxica
especifica contra antigenos de Salmonella. Donde ¢l porciento de lisis de los
macréfagos peritoneales que se emplearon como blanco no fue mayor del 8 % .

La graifica presenta los promedios de la liberacion de cromo de muestras que se
realizaron por triplicado y se observo el mismo comportamiento ¢n ensayos que se

realizaron de manera independiente,
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RESPUESTA CITOTOXICA ESPECIFICA
ESTIMULACIONES C/MACROFAGOS PERITONEALES
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Figura 6. Citotoxicidad en poblaciones de esplenocitos de ratones BALB/c infectados
con Salmonella typhimurium LT2. Las células efectoras provenientes de ratones
BALBY ¢ infectados con Sal Ha typhimurium fueron reestimuladas con
macrofagos peritoneales infectados con la bacteria. Las células blanco empleadas
fueron : Macréfagos peritoneales infectados y sin infectar. Los datos que se
muestran son tomados tnicamente de una relacion de célula blanco: efectora de 1: 50
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6.8.  ACTIVIDAD CITOTOXICA EN RATONES INFECTADOS Y
REESTIMULADOS CON PEPTIDO.

Debido a que en los experimentos anteriores no se generd una respuesta inmune
especifica contra antigenos de Salmonella typhimurium y que esta avsencia de
linfocitos T CD8* especificos, no se debia a que las células estimuladoras presentaran
una deficiencia en la expresion de moléculas de clase I, ni a la falta de sefiales
coestimuladoras se decidié emplear la propiedad que tienen algunos péptidos, ( en
exceso en el medio extracelular), de unirse a moléeulas de clase I en la susperficie de
células. Por lo tanto, durante la reestimulacion se emplearon 100 pig / ml de péptidos de
Salmonella typhimurium que se obtuvieron por tripsinizacion de la bacteria ( de un
concentrado que contenia 9.9 mg / ml de proteina ) y poder asi contar con complejos
molécula de clase | -péptido de Salmonella para reestimular los linfocitos provenientes
de los ratones infectados subletalmente con la bacteria.

En la figura 7 se muestra la actividad citotoxica que se obtuvo empleando el
procedimiento descrito anteriormente y en la cual podemos observar una vez mis la
ausencia de citotoxicidad sobre la linea P388 D1 infectada con Salmonella sin embrago,
observamos un aumento de citotoxicidad de alrededor del 2% sobre las células blanco

pulsadas con péptido, tanto para la P388 D1 como para la P815.
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RESPUESTA CITOTOXICA ESPEGIFICA
ESTIMULACION CON PEPTIDD
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Figura 7. Actividad citotéxica en esplenocitos de ratén BALB/ ¢ reestimulados con
péptido. Las células efectoras provenientes de ratones BALB/ ¢ infectados con
Salmonella typhimurium fueron reestimuladas con 100 ug / ml de péptido obtenido
por tripsinizacion de la bacteria, Las células blanco empleadas fueron : Las células
P388 D1, P388 D1 pulsada con péptido, P388 D1 infectada con Salmonella
bphimurium, P815 y P815 pulsada con péptido. Los datos que s¢ muestran son
tomados unicamente de una relacidn de célula blanco: efectora de 1: 50
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7.

DISCUSION.

El cuerpo humano esta protegido por diferentes células y moléculas que trabajan en
conjunto ante la presencia de un antigeno, el cual normalmente es una molécula extraiia
que proviene de bacterias, virus u otros patdgenos. Las células presentadoras de
antigeno, tales como macréfagos, fagocitan los antigenos y o fragmentan para formar
péptidos antigénicos. El complejo principal de histocompatibilidad reconoce esos
péptidos antigénicos y los transporta hasta su superficie. El linfocito T cooperador ticne
receptores de moléculas para reconocer la unidén péptido-MHC, una vez que esto
sucede, las células activadas secretan diferentes linfocinas que sirven para activar otros
componentes del sistema inmune, como es el caso del linfocito B y los macrofagos,’s en
cambio; los receptores de los linfocitos T citotoxicos reconocen antigenos presentes
sobre la superficie de células extrafias, este reconocimiento permite la lisis de la célula
por el linfocito T citotoxico.*6

La activacion especifica de linfocitos T, es indispensable para inducir en los
ratones un estado de inmunidad protectora contra infecciones causadas por virus,
bacterias o pardsitos. En este proyecto se indujo una infeccion con Salnronella
typhimurium en ratones BALB/c susceptibles a la bacteria, tratando de establecer un
modelo natural de infeccidn y de resistencia a la reinfeccion ya que se ha descrito que en
los ratones infectados con una dosis subletal de Salmonella typhimurinm, adquieren
resistencia a la infeccion expresada por dos fenémenos:

a) La capacidad.de eliminar el primer indculo.

b) La capacidad a la resitencia a un segundo reto con ia bacteria.>

Para descartar que la ausencia de citotoxicidad no se debia a ningin problema
metodolégico, fue evaluado en primer término fa expresion de moléculas del MHC en las
diferentes células que se emplearon en los cnsayos realizados. Los resultados obtenidos

mostraron claramente que tanto las células de bazo provenientes de los ratones
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infeclados, como las células erﬁpleadas en las reestimulaciones in vitro expresaban altos
nivele;s de moléculas de c1ase‘l y moléculas de clase 11 en estado activado. Ademis ello
permitid corroborar que el sistema cra totalmente singénico. Tampoco puecde
argumentarse la falta de sciiales coestimuladoras, como por ejemplo, interaccion B7-
CD28, pues se cmplearon macrofagos peritoneales como células reestimuladoras
garantizando asi la presencia de los mecanismos coestimuladores los cuales son
indispensables para llevar a cabo las funciones efectoras de los linfocitos T.

Se realizaron estimulaciones de linfocitos T provenientes de ratones BALB/c
que sec estimularon con péptidos no caracterizados de la bacteria Salmonella
typhimarium obtenidos por tripsinizacion de dicha bacteria. Las células efectoras se
enfrentaban a células blanco que en algunos casos habian sido cultivadas previo al
experimento con el péptido. Las células blanco que se utilizaron fueron P388 D1, P388
D1 infectada con bacteria, P388 D1 con péptido, P815 y P 815 con péptido. En este tipo
de ensayos se observOo una respuesta citotoxica muy baja que refleja una respuesta
inmune primaria y no una respuesta inmune secundaria como cra de esperarse.

En todos los experimentos llevados a cabo se realizo cuenta de cultives bacterianos y
tanto los bazos de los ratones infectados como las células estimuladoras estaban
adecuadamente infectados lo que garantiza técnicamente la fuente de antigenos
bacterianos, sin embargo es importante sefialar que haber recuperado bacterias del bazo
de los ratones infectados pudiese significar que la infeccion no estd sicndo controlada
adecuadamente y ello altera de aiguna forma la induccion de Ja respuesta de linfocitos T.

Considerando todos los resultados se puede decir, que en los experimentos llevados a
cabo, no se genero respuesta de linfocitos T CD8* lo que contrasta con los resultados
obtenidos con la inmunizacién de bacterias atenuadas. Esta descripcion puede explicarse
de dos maneras:

1. Las bacterias virulentas cntran a los macrofagos por fagosomas, donde se

multiplican, y ello interfiere con el procesamiento de antigenos.
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2. En cambio las bacterias avirulentas pudieran entrar a compartimentos endosomales
donde son degradadas y de alguna manera se pueden proporcionar los péptidos que se
presentan por moléculas de clase I

Los resultados presentados en este trabajo demuestran que para este modelo
experimental no existen linfocitos ‘T citotoxicos especificos contra antigenos de
Salmenella typhimurium por lo que la inmunidad generada radica en los linfocitos T
CD4- y probablemente también en Jos linfocitos B; sin embargo para descartar la
participacion de los linfocitos T citotoxicos CD8* serd necesario realizar experimentos
donde se eliminen cada una de las subpoblaciones de linfocitos T citotoxicos y poder asi

obtener las evidencias experimentales que documenten esta observacion.
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CONCLUSIONES.

Dada la importancia de conocer e} posible mecanismo de accion que se lieva a cabo en
las infecciones causadas por Salmonella typhi y debido a que es un gran problema la
faita de un modelo experimental humano, es necesario relacionar los estudios
experimentales realizados con ratones.

En este proyecto se emplearon ratones BALB/c susceptibles a la infeccion y una
bacteria homologa que resulta ser virulenta para el raton.

El modelo de infeccion natural a ratones con Salmenella syphimurium permite
evaluar la ausencia de linfocitos T citotoxicos especificos contra antigenos de la misma
bacteria. Pero esto no quicre decir que cn otros modelos experimentales sea posible.

Los resuliados sugieren que en la infeccion con S. syphimurium no se genera una
respuesta de linfocitos T citotdxicos probablemente debido a que la bacteria entra en los
macrofagos através de los fagosomas donde se multiplica y ello pudiera estar
interfiriendo con los mecanismos de procesamiento de antigeno que proveen los péptidos
que se presentan por moléculas de clase I, estd propuesta esta de acuerdo con la
induccién de linfocitos T citotdxicos cuando se administra Salmonella typhimurium
avirulenta las cuales son deficientes en ja capacidad de multiplicarse dentro de

macrofagos.
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