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O. RESUMEN 

En la respuesta inmune contra S11/monella participan tanto la rama efectora 
humoral como la celular. Los ratones Infectados con dosis subletales de S. 
typhimurium desarrollan una inmunidad específica mediada por linfocitos T CD4 •, los 
cuales son imponentes para el control de la Infección, mientras que no se conoce el 
papel de la respuesta inmune mediada por linfocitos T coa•. Diversos estudios se han 
desarrollado para buscar los antígenos da Salmonella que son reconocidos por el 
sistema inmune, con el fin de desarrollar una vacuna que prevenga las enfermedades 
que causan estas bacterias, uno de estos antígenos es la porina OmpC, la cual es una 
proteína de la membrana eKterna de la Salmonella, que administrada junto con otra 
porina alln no Identificada, protege de la muerte a ratones inmunizados hasta con 500 
DL90; además estas proteínas despiertan una respuesta de anticuerpos lgG en 
individuos convalescientes de tifoidea, mientras que en pacientes con la enfermedad, 
activan a linfocitos CD4 •, sin embargo no se conoce si estas proteínas activan la 
respuesta citotóKica. 

Con el fin de estudiar la respuesta citotóxica en la infección causada por 
Salmonel/11, se desarrolló un ensayo de cltotoKicidad en donde se utilizaron células 
P815 lmastocitoma de ratón) capaces de eKpresar a la porina OmpC de S. typhi. Para 
conseguir esto, el gen de la porina OmpC fue amplificado con y sin la secuencia líder 
a través de PCR, los productos se clonaron en el vector de expresión pFM92. 1, y los 
plásmldos resultantes (plQCLM 1 v plQCLM3l se utilizaron para transfectar a las 
células PS 15. La eKpresión del de la porina, así como localización fueron evaluados 
por lnmunofluorescencla. La porina OmpC fue localizada en el citoplasma de las 
células, por lo cual son potencialmente susceptibles al procesamiento enzimático v a 
la presentación en el conteKto de moléculas clase 1 del MHC. Las células capaces de 
producir a la porlna se utilizaron como blancos de esplenocitos de ratones infectados 
subletalmente con S. typhimurium o inmunizados con s. typhi CV0908gp63. Los 
resultados obtenidos nos demuestran que los ratones infectados con Salmonella, así 
como los inmunizados con estas bacterias, desarrollan linfocitos citotóxicos contra 
antígenos propios de la bacteria, y además que uno de los antígenos reconocidos es 
la porlna OmpC. 



l. INTRODUCCION. 

11 Gener1lld1des: 

El género Salmonella comprende más de 2000 serotipos los cuales se agrupan 
en tres especies S. cholerasius (con sólo un organismo), S. typhl (constituido sólo por 
el bacilo de la tifoidea humanal y S. enterltldis la la cual pertenecen los demlls 
serotlpo1). Las s11/monel/11s se pueden clasificar a través de la Identificación serológlca 
de los antígenos de superficie que presentan, como lo son: el antígeno somático (0), 
el flagelar IHl, y el capsular (Vil. s. cholerasius y S. typhi son microorganismos muy 
adaptados al cerdo y al hombre, respectivamente; sin embargo, ambos son capaces 

de infectar al ser humano. S. enteritidis incluye serotipos adaptados y no adaptados 

al hospedero siendo estos últimos los causantes de la infección sistémica de muchos 
animales v de la diarrea en el hombre 11 l, en el caso de la salmonellas adaptadas al 
hospedero tenemos como ejemplos a S. typhimurium que cause la tifoidea del ratón, 
mientras que S. gallinarum y S. pollorum causan la tifoidea aviar. En el humano, las 
salmonellas no typhi son capaces de generar enfermedades invasivas en individuos 
muy jóvenes ven los de edad avanzada, asr como en personas inmunosuprimidas. Los 

portadores asintomáticos de S. typhi son el reservorio de la fiebre tifoidea humana 
mientras que los portadores de otros serotlpos de Salmonella, son los que ocasionan 
las gastroenteritis a través de la contaminación de los alimentos (2). 

bl Mec1nlsmos de petogenlclded de S11/monel/11: 

Encuentro: 
Las salmonellas Ingresan al organismo a por medio de la ingestión de alimentos 

vio bebidas contaminados. Una vez que las salmonellas han pasado por el estómago, 
entran al intestino en donde se encuentran con los enterocitos (31. 

Entr1d1: 

Al entrar en contacto las salmonellas y el enterocito se establece un diálogo 

molecular mediado por molt!culas de la superficie bacteriana y por receptores de la 

célula, lo cual provoca que el enterocito, aunque no es una ct!lula fagocítica, 
lnternallce e la bacteria. Este proceso involucra la activación de la síntesis de proteínas 

FALLA DE ORIGEN 
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en el microorganismo (41 mientras que en la célula se desencadena la formación de 
apendices denominados "Ruffles• que envuelven a las salmonellas (51. La formación 

de los "ruffles• va acompañada de la fosforilación de la "proteina·tiroslna clnasa 
activada por mitógenos• (MAPKI (61, con la subsecuente internalización de la bacteria 
y la formación de vacuolas asociadas a membrana (71 (que se han descrito como 
macroplnosomas que no requieren microtúbulosl (81. Estos cambios de la membrana 

se parecen a los que se producen cuando hay contacto entre los factores de 

crecimiento y sus correspondientes receptores. Actualmente existe controversia sobre 

si las salmonellas entran o no a las células epiteliales a través de la estimulación del 

receptor del factor de crecimiento epidérmico (5,6,91. 

En respuesta al contacto de la bacteria con la célula epitelial, los leucocitos 
polimorfonucleares son atraldos a la zona basolataral da la superficie luminal del 
epitelio Intestinal. Aquí la secreción da cloro y agua no se encuentra alterada, lo cual 
sugiere que la gastroenteritis qua se observa durante la Infección bacteriana, es 

causada por la astlmulación y liberación de factores de los neutrófilos mas que por la 

sacresión de fluidos por parte de las células epiteliales ( 101. 

Las vacuolas que contienen a las salmone/las migran en dirección apico-basal 
dentro de la célula epitelial, sin que e><ista multiplicación de la bacteria. Una vez que 

la vacuola llega a la zona basal de la célula, el microorganismo es liberado a la lamina 
propia (3). 

Diseminación y Multiplicación: 

Después de cruzar la barrera intestinal la diseminación del microorganismo va 

a depender de su capacidad para invadir y sobrevivir dentro de los macrófagos. 1.as 

salmonellas entran a los macrófagos a través de la inducción de los "rufflas" y d1J la 
macroplnocitosis, una vez dentro de la célula, se localiza en al denominado fagos<>ma 

gigante (FGI, al cual no es acfdico y as capaz de fusionarse con otros macropinosomas 

manteniendo a estas vacuolas con un gran volumen y con la bacteria en el interior por 

lo menos 45 minutos ( 111. Se tienen evidencias de que la formación los FG 

correlaciona con la capacidad invasora y los factores de virulencia da las salmonellas, 

y además de qua hay factores genéticos del macrófago que activan la formación de 

dichos fagosomas en respuesta a. la infección bacteriana. Esto se deba a qua los 
macrófagos obtenidos da ratones DBA y CD1 (qua son congénitamente resistentes 8 

la Infección por S.typhimuriuml no producen FG cuando son infectados con dicha 
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bacteria, mientras que los macrófagos de ratones susceptibles a S. tvphimurium si 

producen FG. así mismo, cuando estos macrófagos son infectados con S. pollorum 

y S. tvphimurium mutante de PhoP lavirulenta), disminuye la formación de los 

fagosomas gigantes 112.17). 

Factores de vlrulencle bacterianos: 
Los genes spaL, spaM, spaN, spaO, spaP, spaO, spaR. spaS, spaT, han sido 

Identificados como parte esencial para que las salmonellas sean capaces de entrar a 

la célula, estos genes están situados entre los minutos 59 y 60 del cromosoma de la 

bacteria, en la región denominada "spa• lantígenos que se encuentran en la 

superficie), entre las regiones inv y hi/, estos genes codifican para unas proteínas 

similares a las codificadas por el plásmido de virulencia de Shige//a y Yersinia spp. 

113). Además recientemente se ha identificado un gene que codifica para un factor 

hemolítico importante en la virulencia y sobrevida de las salmonellas dentro del 
macrófago del ratón 114, 15). 

Estudios recientes indican que el sistema PhoP-PhoO regula la transcripción de 

genes que codifican para proteínas importantes en la invasión, sobrevida intracelular 

y virulencia de las salmonellas. Los genes reprimidos por PhoP, que son alrededor de 

veinte, son fundamentales para que S. tvphimurium invada las células epiteliales 116) 

e induzca la macropinocitosis en los macrófagos, y forme el FG (11 ). 

El pH del fagosoma es una de las señales más importantes que inducen la 

expresión de los genes de virulencia de las salmonellas. Una vez dentro del fagosoma 

gigante S. typhimurium retarda y atenua la acidificación de la vacuola 117). La 

acidificación vacuolar ocurre entre las 4 y 5 h después de la entrada de la bacteria y 

se encuentra asociado con la transcripción de los genes activados por PhoP, así las 

salmonellas pueden geneiar una respuesta ante el estres generado por los radicales 
de oxígeno producidos en el fagosoma del macrófago (18). 

Existe un plásmido de virulencia de Salmonel/a el cual se encuentra en casi 

todas las salmonellas no f'lphi, este plásmido es importante para la patogénesis de la 

tifoidea en los animales y la bacteremia en los humanos. En el ratón la presencia del 

plásmido de virulencia de 80 Kb le confiere a S. tvphimurium la capacidad de 

incrementar su crecimiento, mas no su sobrevida intracelular, al momento que viaja 

a otros tejidos 1191. Una región muy conservada de 6.2 Kb de dicho plásmido codifica 

para cinco genes de virulencia spv, los cuales estan regulados de manera coordinada 
(20). 
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el Respuesta Inmune en contra da S•lmonell•: 

El macrófago lleva a las salmonellas al sistema linfático en donde se Inicia la 

respuesta del h0spedero. La respuesta inmune tanto humoral como celular es 
requerida en su totalidad para tener una protección ante la Infección por Salmonella 

1221. 
La respuesta inmune que se genera en contra de Satmonella ha sido estudiada 

en los ratones, tanto resistentes como susceptibles a la Infección por Satmonella 
typhimurium (21,22,231. Los ratones que expresan el alelo lt'I pueden sobrevivir a las 
primeras fases de la salmonelosis, mientras que los ratones susceptibles (/ty'I son 

incapaces de controlar la multiplicación temprana de las salmonellas dentro de los 

macrófagos, y mueren rápidamente por la enfermedad (38,391. Entre los ratones tanto 

resistentes como sensibles no existe diferencia en cuanto a la capacidad de sus 
macrófagos para fagocitar a la bacteria, sin embargo, en los ratones susceptibles la 

S. typhimurium crece de mejor manera 1371. Recientemente se ha identificado un gen 
dentro del cromosoma 1 del ratón candidato para ser el responsable de generar el 

fenotipo lty'. al cual se le ha denominado Nramp, el producto de este gen es una 

proteína integral de membrana que estructuralmente tiene homología con la proteína 

crn A de Aspergillus nidulans, por lo cual, se ha propuesto que la Nramp puede 

transportar los nitritos y nitratos generados en el citosol de la célula al Interior de las 
vacuolas endosomales 121 ). 

Respuesta Inmune humoral: Los estudios realizados para evaluar la respuesta humoral 

han mostrado que éste es un mecanismo efectivo para controlar la infección (28-301. 
Respuesta Inmune celular: En el caso de la respuesta mediada por células, se ha 

estudiado la participación de las diferentes poblaciones de linfocitos T ap (C04 • y 

CDS• 1 y r6 así como de los factores solubles que estas producen y la influencia de 
estos factores en la actividad microbicida del macrófago. 

Linfocitos T r6: En el caso de la infección causada por S. choterasius en ratones ft'I 
se ha observado que hay mayor reclutamiento de linfocitos T r6 que en ratones fty', 
estos linfocitos pudieran estar involucrados en el control de la infección 1231. 

Linfocitos T CD4 • : Los linfocitos T aP C04 • participan en la activación de los 

macrófagos, en la estimulación para la producción de anticuerpos y en la inducción 

de hipersensibilidad retardada observada en los animales infectados con Satmonella 
131-341. También se ha reportado que la eliminación tanto de linfocitos T CD4 •como 
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de los Coa• en ratones C57BL/6 provoca el incremento de la translocación de 
microorganismos de la flora intestinal asl como de S. typhimurium a los ganglios 
linfáticos mesentéricos (35). En el hlgado se ha observado que la población de 

linfocitos T que ae diferencia dentro de este órgano (linfocitos T aP extra-tlmlcos) 

participa en la protección en estadios tempranos de la Infección causada por 
satmone/111 (36). 
LlnloclnlS: El papel de algunas citocinas como el interferón-r UNF-r), v el factor de 

necrosis tumoral CTNF), ha sido evaluado en la inmunidad contra Salmone/111. 

La neutralización del TNF a través de anticuerpos especificas, provoca que los ratones 
sean mda susceptibles a la infección por salmonellas tanto virulentas como atenuadas 
151). En ratones inmunizados con Salmonella atenuada asl como en los no 
Inmunizados, el INF-r restringe el crecimiento de la bacteria dentro de los macrófagos 

durante la primera semana de infección, sin embargo, no se le atribuye la eliminación 
de la bacteria del bazo, hígado v ganglios linfáticos 127). Asl mismo, en otros reportes 

se menciona que la Incubación de macrófagos con INF-r, incrementa la capacidad 
·bactericida de estos desde las primeras 12 h, mientras que el incremento en la 

generación de radicales del oxigeno, se presenta hasta las 48 h (52). 
Papel de 101 linfocitos T CDS': En los ratones la inducción de la respuesta inmune 

citotóxica mediada por linfocitos T coa+, ha sido demostrada contra antígenos 

expresados por safmonellas modificadas genéticamente, asl tenemos que la 
inmunización con una cepa de S. typhimurium que expresa la proteína 
circunsporozoítica ICS) de P. berghei 141), o bien, con la que expresa la CS de P. 

yoelil (40), genera citotoxicidad dirigida contra la proteína recombinante. En humanos 

la vacunación con S. typhi CV0908-CSP genera una respuesta citotóxica contra la 

proteína circunsporozoítica de P. falciparum ICSPl 143). La actividad citotóxica es 

desencadenada debido a que el macrófago fagocita a la Salmonella, procesa los 

antlgenos de ésta v presenta los péptidos producto del procesamiento a través de las 
moléculas clase 1 del complejo principal de histocompatibilidad (MHC f). El mecanismo 

por medio del cual se lleva a cabo este fenómeno no se conoce aún, sin embargo, 
para el caso del macrófago, se han propuesto algunas vías (24,62, 78,81 ). En otros 

casos, como el de las células epiteliales, aunque son capaces de fagocitar a la 

bacteria, no se ha podido demostrar que puedan procesar v presentar los antígenos 

de la Salmonella (42.44). En los estudios antes mencionados la respuesta cltotóxlca 

evaluada fue contra el antlgeno recombinante que es expresado por la bacteria, sin 
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embargo, en trabajos más recientes se ha reportado que la infección causada por una 
cepa virulenta de s. typhlmurlum es capaz de estimular células lyt-2• 1cos•1 de 

cavidad peritoneal y de bazo 1451 y que los linfocitos Lyt-2• de bazo. extraídos 

después de una segunda inmunización con Salmonella, y reestimulados con 

concanavalina A, son capaces de mediar la citotoxicidad lectina dependiente Y la 
cltotoxicidad sobre células P815 infectadas con Salmonefla (461. Estos resultados 

Indican que hay presentación de los antígenos bacterianos a través de las moléculas 
clase 1 del MHC: sin embargo, hasta el momento no se conoce cuales son estos 

antlgenos, así como tampoco se conoce el papel que juegan los linfocitos T coa• y 
la respuesta cltotóxica en la Infección causada por Salmonelfa. 

En Ja bósqueda de los antígenos involucrados en la respuesta inmune contra 

Sslmonrlfa se han analizado algunos de los componentes de la membrana externa 

como lo son el llpopolisacárido (LPSJ y las porinas. En el caso de S. typhimurlum se 
ha reportado que una mezcla de proteínas de la membrana externa (PMEJ. o bien con 

porinas purificadas, son capaces de inducir un estado inmune protector en los ratones 

(47,491. El LPS induce protección mediante el desarrollo de una respuesta de 
anticuerpos, y aumentando la respuesta celular dirigida contra las porinas (25). la 
inoculación de porinas de S. typhimurium, en el cojinete plantar de ratones 
Inmunizados con dosis subletales de Ja misma bacteria; son capaces de generar una 

reacción de hipersensibilidad retardada IDTHI 148), la cual se considera una 

manifestación In vivo de la inmunidad celular. Algunos autores consideran que hay una 

correlación directa entre inmunidad protectora y el desarrollo de la DTH, sin embargo, 

en otros trabajos se ha encontrado que no en todos los casos hay correlación entre 

estos dos fenómenos (481. e inclusive se ha reportado que hay protección en ausencia 

de DTH 1331. Por otro lado en humanos el LPS y las porinas inducen Ja producción de 
factor de necrosis tumoral alfa ITNF·a), interleucina-1a (ll-1al e interleucina 6 (ll-6) 

por monocitos, e interleucina 4 lll·41 e interferón-r (INFrl, de manera dosis 
dependiente, por linfocitos !261. 

En el caso de Salmonella typhi las investigaciones se han encaminado en la 

bllsqueda de antígenos que puedan usarse como vacuna contra la fiebre tifoidea, en 

este sentido se ha encontrado que tanto las PME de S. typhl (53), las porinas 

purificadas (54), así como la OmpC recombinante 1551, inducen un estado inmune 

protector en ratones. En la protección observada está involucrada la respuesta de 

anticuerpos, ya que el suero hiperinmune de conejo anti·PME protege pasivamente a 
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ratones 1531 al igual que los anticuerpos monoclonales anti-porinas (561 mientras que 
loa anticuerpos monoclonales anti-LPS no tienen nlngun efecto <571. En el humano se 
ha encontrado que los pacientes convalescientes de fiebre tifoidea produren lgG 
contra las porinas de S. typhi (581. Por otro lado, las porinas también inducen 

inmunidad mediada por células, ya que activan específicamente linfocitos T en 
humanos y ratones (59,60) y promueven activación de macrófagos (61 ), Debido a los 

resultados mencionados se considera que las porinas de S. typhi son un candidato 

para vacuna contra le tifoidea. 
Del estudio de ta respuesta inmune contra Salmonella se puede concluir que 

existe un efecto sinérgico entre ta actividad del macrófago, los anticuerpos y los 
linfocitos T en et control de le infección, sin embargo, en ninguno de los trabajos 
anteriormente mencionados he quedado totalmente dilucidado el papel de cada uno 

de tos componentes de la respuesta celular en la infección causada por Salmonel/11; 
en especial el papel de los linfocitos T coa• es el menos claro, sin embargo, es 
evidente que panicipan contra infecciones de bacterias intracelulares como es el caso 

de Lister/11, Mycobacterium, Chlamvdia y Bruce/la (821, asr mismo, se desconoce cóal 

es et antígeno o tos antígenos capaces de Inducir la respuesta citotóxlca. 

di Plante1mlento del problema: 

La respuesta inmune protectora contra Salmonella requiere de la participación 
tanto de ta rama efectora humoral como de la celular. En este sentido tanto los 

anticuerpos y los linfocitos T C04 • asr como algunas linfocinas estan involucrados en 

el establecimiento de dicha respuesta. La protección puede ser inducida a través de 

la inmunización con algunos antígenos de la bacteria como las PME, en particular, se 
ha demostrado que las porinas tanto de S. tvphimurium como las de S. typhi inducen 

una respuesta protectora mediada por anticuerpos y/o linfocitos T C04 •. Por otra 

pana existen evidencias indirectas de la participación de linfocitos T CDS• durante ta 
infección de Satmonella, sin embargo, hasta el momento se desconoce cuales son los 
antígenos de ta S11/monella capaces de activar a estos linfocitos, por lo tanto es 

Importante conocer si tos ant!genos que inducen respuesta protectora <como es el 

caso da las porinasl, son capaces de inducir también una respuesta inmune mediada 
por linfocitos T coa•. 
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11. OBJETIVOS: 

General: Determinar si la porina OmpC de Salmonella es un antígeno Involucrado 

en el desarrollo d.e la respuesta de linfocitos T citotóxicos. 

Particulares: 
1.- Obtención del gen de la porina ompC. 
2.- Clonación en vectores de expresión los genes de la porina obtenidos. 

3.- Transfección de células eucarlontes con los plásmldos construrdos. 
4.- Determinación de la respuesta de células T citotóxicas con ratones 

Infectados y/o inmunizados con S11/monell11. 

111. MATERIALES Y METODOS: 

Obtencl6n del gen de 11 porlna ompC con 1ecuencl1 llder IL-ompCI y srn 1ecuencl1 

llder (ompCI: El gen de la porlna Omp C de S. typhi fue obtenido a través de la 
reacción de la polimerasa en cadena (PCRI con y sin su secuencia lider, a partir del 
plbmldo pST13 (651. Se disei'laron tres (Donados por el Dr. Fernando No riega, Cantar 
for Vaccine Development, Universlty of Maryland at Baltimore, MD. USAI Iniciadores 

con basa en la secuencia del gen (661: el Iniciador 72 (CGGG AAGCTT AGGAG 

TAATTAAA ATG GATATC GTC GAA ATT TAT AAT AAA GAC GGC AAC AAAI, en 

el cual se incluyó un sitio Hindlll, un sitio de unión a ribosoma (SURI, un codón de 

iniciación ICll, y la parte amino terminal de la secuencia madura (sin liderl de la OmpC 

; al iniciador 73 (CCGGG GAATTC AGGAG TAATTAAA ATG AAA GTT AAA GTA 

CTG TCCI en el cual se incluyó un sitio EcoRI, un SUR, un CI y la parte amino-terminal 

incluyendo la secuencia lider de la OmpC; y el iniciador reverso fue el 74 (CGGG 

GGATCC TTA GAATTC GAA CTG GTA AAC CAG ACC CAGI, en el cual se incluyó 

un sitio BamHI v un codón de terminación. La reacción se llevó a cabo como 
acontlnuación se describe: 
Los siguientes reactivos se mezclaron en tubos especiales para termociclador: 100 ng 

de DNA templete (pST13l, 48 pg de cada uno de los iniciadores 72 ó 73.y 74, 0.2 

mM da la mezcla de desoxinucieótidos, 1.3 nM de MgCI,. O. 16 U de Taq DNA 

pollmarasa, 15 µI de Buffer para la Taq, agua c.b.p. 100µ1. la reacción se desarrolló 

en un tarmoclclador (Perkin-Elmer 96001 bajo las siguientes condiciones: 1 ciclo de 

) 
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Inicio con calentamiento a 94ºC·3 min, 35ºC-2 min, 72ºC-2 min. 23 ciclos de 
amplificación de 1 mina 94ºC, 40ºC-1 min, 72ºC·1 min. 1 ciclo de término con 94ºC-
1mln, 40ºC-1mln, 72°C-4min. Los productos de la reacción se precipitaron con un 
volumen de acetato de amonio 7 .5 M y dos volúmenes v medio de etanol absoluto 
durante toda la noche a -700C, la presencia de los productos fue evaluada a través de 
electroforésis horizontal en gel de agarosa (Gibco-BRLI al 1 % en buffer TAE !Tris­
acetatos-EDTA: 40 mM de Tris base en ácido acético glacial, 1 mM de EDTA, 
pH •8.01, el corrimiento se realizó a 77 V, durante 45 min. 

Obtención de lo• vectores de expresión: El gen de la porina fue clonado bajo el 
promotor de B-actina con y sin la secuencia líder en el plásmido pFM92. 1 (67). 

Clon1clón del gen de 11 porln1 OmpC (ompCI sin secuencia llder en el pl6smldo 
pFM92. 1: El producto de PCR ompC, asr como el plésmido pFM92. 1 se sometieron 
a dlge•tlón con las enzimas de restricción Hlnd 111 v Bam H1. Los productos de 
reacción se analizaron por medio de electroforesis en gel de agarosa como se describió 
anteriormente; las bandas correspondientes a los productos de la digestión fueron 
cortadas y el DNA fue separado de la agarosa por medio de la tecnica de Gene·clean 
(que se describe posteriormente en el texto). 750 ng de ompC digerido, se mezcló con 
250 ng del plbmldo cortado y se unieron de acuerdo con el método que se describe 
posteriormente en el texto. 5µ1 del producto de la ligación se utilizaron para 
transformar la cepa de E. coli OH10B IGibco-BRLI. La transformación se realizó por 
medio del método de cloruro de calcio !Se describe posteriormente en el texto). Las 
bacterias transformadas fueron cultivadas en cajas con agar Luria 11 % de triptona, 
0.5% de extracto de levadura, 0.05% de NaCI, 1 .5% de agar pH = 7.0) suplementado 
con SOµg/ml de ampicilina, las colonias resistentes fueron crecidas en 3ml de caldo 
Lurla (misma formulación del medio Luria sólo que sin agarl con ampicilina durante 8h, 
a 37"C. Las bacterias fueron cosechadas y lavadas con solución salina isotónica, el 
sedimento bacteriano se sometió a la extracción de DNA por medio de la técnica de 
mlnlprep. El DNA obtenido en la miniprep se sometió al análisis con las enzimas de 

restricción Hind 111 v Bam HI, Eco RV v Ndel para corroborar la presencia e identidad 
del pl6smldo construido. 
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Clonacl6n del gen de la porlna OmpC CL·ompCI con aecuencl1 llder en el 
pl6smldo pJRD184: El gen L-ompC obtenido por medio da PCR se sometió a la 

dlgastl6n con la enzima Bam H1, los productos de reacción fueron separados por 

medio da electroforesis en gal da agarosa. El gen da ompC se purific6 por medio da 
gane claan. Por otra parta al plésmldo pJRD184 (Donado por el Cantar for Vaccine 

Davelopmant, Baltimore USAI fue digerido con las enzimas Eco RV v Bam H1, los 
productos de reacción fueron tratados da la misma forma qua el gen da ompC. 750 

ng del gen da la porina cortado con la enzima fueron ligados a 250 ng del plésmido 

digerido utilizando las condicionas anteriormente descritas. Con 5 pi da la mezcla da 
ligación aa transform6 la cepa E. col/ DH5o FIO. Las bacterias transformadas fueron 
seleccionadas en medio Lurla con 50 pgfml da amplcillna v la búsqueda del plésmldo 

construido se realizó por medio da mini-prep da las colonias bacterianas que fueron 
aisladas. La Identificación del plásmido se hizo utilizando las enzimas de restricción 

Hlnd 111, 8am H1 y Eco RI. Una vez identificadas, las colonias positivas se crecieron 

en 1500 mi de caldo Luria con amplcilina y se extrajo al DNA plasmldico por medio da 

la técnica da midi-prep (qua se describa més adelanta). 
Clonacl6n del gen del gen L:ompC en al pl6smldo pFM92. 1: El DNA plasmldico 

da la mldl·prep del plásmido pJRD184-L-ompC, fue digerido con las enzimas Hind 111 

v Bam H1. Da esta mezcla de ligación se separó el producto da 1 .4 kb (en el cual va 
el gen da la porlna con secuencia liderl por medio de electroforesis en gel da agarosa; 

al fragmento se purificó por gan-clean. Por otro lado el plásmido pFM92.1 fue digerido 

con las enzimas Hind 111 v Bam H1, v los productos se separaron por electroforesis, 

aal el producto de 10 Kb fue purificado por gen-claan. 

250 ng del pFM92.1 se ligaron con 750 ng del fragmento de 1.4 Kb (en donde 

se encuentra al gen L-ompCI. Con 5µ1 de la mezcla de ligación se transformó la cepa 
E. coll DH10B. Las bacterias se seleccionaron en agar Luria con ampicillna v la 

búsqueda del gen se realizó por medio de la técnica de mlnl-prep. Las colonias que 

contenlan el vector construido fueron seleccionadas para extraer el plésmido en 

grandea cantidades por medio de la técnica da midi-prep. 
Ttcnlca da llgacl6n da DNA: En proporción de 3:1 se mezclaron el inserto val vector 

con 1 U da T4 DNA ligase IGibcol v 2 pi del amortiguador de la enzima (5XI ajustando 

a un volumen final de 20 pi. La mezcla se colocó a una temperatura de 15ºC durante 
toda la noche. 
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Transformación de bacterias con DNA plHmldlco por el método da cloruro da c•lclo: 

aJ Preparación de células competentes: Se picó una colonia de la cepa bacteriana (E. 

coll DH10B, MC1061/P3, DH5oFIQ) v se cultivó a 37ºC v 200 rpm durante toda la 

noche en 30 mi de caldo luria, al dla siguiente se tomó 1 mi del cultivo v se colocó 

en 200 mi de caldo luria, se incubó a 37"C v 200 rpm hasta que la densidad óptica 

(00) del medio medida a 600 nm alcanzó un valor de 0.6, después se adicionaron 600 

mi de caldo lurla precalentado a 37ºC v se Incubó durante 15 min 200 rpm v 37"C. 

las bacterias se centrifugaron 8 min a 5,000 rpm, el sedimento se resuspendió en 

250 mi de O. 1 M de CaCI,, se incubó durante 2 h a OOC, la suspensión se centrifugó 

8 mln a OºC v 5,000 rpm; el sedimento se resuspendió en 5 mi de 0.1M de CaCI, v 
10% de glicerol a OºC v se hicieron alícuotas de 100 µI en tubos ependorff estériles 

previamente enfriados a -20'C. las allcuotas se guardaron a -70ºC. 

bJ Transformación de las células competentes: Tres alícuotas de células competentes 

se colocaron en hielo durante 5 mln, después se les adicionó el DNA de la siguiente 

manera: a la primera 5 µI de la mezcla de ligación, a la segunda 2 µI del vector 

digerido con enzimas de restricción (control negativo) va la tercera 250 ng de pUC19 

(Glbco) como control positivo. las células se dejaron 30 min en hielo v después se les 

sometió a un choque térmico de 42ºC durante 60 seg, al término del cual se les 

incubó en hielo durante 5 mln. las bacterias se centrifugaron a 13,000 rpm durante 

5 seg, el medio se decantó v los sedimentos se resuspendieron con 1 mi de medio 

SOC 12 % de bacto·triptona, 0.5 % extracto de levadura, 0.05 % de NaCI, 2.5 mM 

de KCI, 20 mM de glucosa pH = 7.0), se incubó durante 1 h a 37ºC v 200 rpm. 100 

µI de cada suspensión bacteriana fueron utilizados para sembrar una caja con agar 

lurla suplementado con ampicilina, el resto de la suspensión se centrifugó a 13,000 

rpm durante 5 seg, v los sedimentos se resuspendieron en 100 pi de medio SOC, 

estas suspensiones se sembraron en agar luria con 50 pg/ml de ampicilina. 

Extr•ccl6n y purlflc•clón de DNA pl11mldlco de galea de agaroH por al método de 

G1ne·clHn: Se cortó el gel de agarosa en la zona en donde se encontraba la banda 

del DNA de interés, a ésta, se le adicionaron 3 volumenes de una solución 6 M de Nal 

seguido de la incubación durante 5 min a 45·55'C. Una vez que el gel se disolvió se 

adicionaron 5 µI de una suspensión de perlas de vidrio (glasmilk, Bio 101 lnc.J, la 

mezcla se incubó por 5 minutos en hielo. Terminado el tiempo de incubación se 

sedimentaron las perlas por medio de centrifugación a 13,000 rpm durante 10 seg. 
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El sobrenedante se decantó v las perlas se lavaron tres veces con una solución 
denominada New-Wash 150% de etanol, más 50% do una solución de 20 mM Tris, 
pH • 7.4, 1 mM EDTA, 0.1 M NaCI). Después de los lavados el DNA se separó de las 
perlas por medio de dos ciclo: e Incubación a 45-55ºC con 20 pi de agua destilada 
(con resistencia mayor a 18 MOhmsl en el primer ciclo, v con 10 pi de agua para el 
segundo, seguidos de centrifugación a 13,000 rpm por 10 seg. 

Obtención da DNA plHmldlco en paquan1 HC1l1 lmlnl-prapl: 
El sedimento bacteriano proveniente de un cultivo con 3 mi de medio Lurla se 
resuspendió en 200 pi de una solución denominada TEL T: 150 mM de Tris-HCL 
pH =8.0, 62.5 mM de EDTA, 2.5 M de LiCI y 0.4 % de tritón X-100), después se 
adicionaron 20 pi de lisozima (10 mg/ml disuelta en TELTl, v se calentó a 100-C 
durante 60 seg. Al finalizar la lisis se colocó la mezcla de reacción en hielo durante 5 
mln y después ae centrifugó 8 mina 14,000 rpm. El sobrenadante de lisis se transfirió 
a un tubo nuevo v se precipitó con 100 pi de isopropanol, las muestras se 
centrifugaron 5 min v el precipitado se lavó con etanol al 70 %, una vez. 

Obtención de DNA plHmldlco en grandH cantidades (Mldi-prepl: 
Se Inocularon 1 O mi de una suspensión de bacterias que fueron crecidas toda la noche 
a 37ºC y 200 rpm, en 500 mi de medio Luria suplementado con 50 pg/ml y se cultivó 
durante 8 h a 200 rpm v 37ºC. Las bacterias se cosecharon por centrifugación a 
5,000 rpm por 5 min v se lavaron con solución salina isotónica dos veces. El 
sedimento bacteriano se resuspendió en 1.5 mi de una solución de 50 mM de 
glucosa, 25 mM de Tris-HCI Í>H = 7.6, 10 mM de EDTA, después se adicionaron 6 mi 
de una solución de 1 O mg/ml de lisozima disuelta en TE pH = 8 ( 1 O mM de Tris-HCI 
pH•7.4, 1 mM de EDTA pH =81. y 15 mi de una solución con 1 % de SOS v 0.2 M 
de NaOH, 18 mezclaron y se incubaron 10 minen hielo. Al finalizar la incubación ae 
adicionaron 11.25 mi de une solución 3 M de acetato de potasio /5 M de écido 
ac6tico seguida de una incubación de 10 min en hielo. La mezcla de reacción se 
centrifugó 10 mina 5,000 rpm, el sobrenadante se filtró a través de gasa estéril y se 

le adicionó 15 mi de isopropanol, después se incubó en hielo durante 5 min. La 
suspensión 18 centrifugó durante 5 min a 5,000 rpm, el sobrenadante se decantó y 
el precipitado se resuspendió en 2 mi de TE v se adicionaron 2 mi de LiCI seguido de 
una incubación en hielo durante 30 min. El tubo se centrifugó y el sobrenadante se 
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colocó en un tubo nuevo con 10 mi (2.5 volúmenes! de etenol absoluto, se Incubó 1 
hora a ·20ºC y se centrifugó 1 O min a 5,000 rpm. El sedimento se resuspendió en 500 
µI de agua inyectable y se le adicionaron 100 µI de una solución de 1 O µg/ml de 
RNAHa (Slgmal, seguida de una Incubación a 37ºC durante 60 min. Una vez 
tarmlnada la Incubación, el producto se le adicionó un volumen 1600 µ11 de una 
solución de cloroformo-alcohol lsoamRlco 124:11, se mezcló vigorosamente y se 
centrifugó durante 2 mln a 13,000 rpm, la fase acuosa se separó para ser sometida 
dos veces m6s al mismo tratamiento. Después se adicionó 1 /10 (50 µ11 de acetato de 
sodio 3 M pH • 7.0, se distribuyó en tres tubos ependorff y se les adicionó etanol 
hasta llenar el tubo. Las muestras se colocaron a • 70-C durante toda la noche, 
después se centrifugaron 15 mina 4ºC y 13,000 rpm. El sedimento se lavó con 750 
µI de etanol al 70 %, y se concentró durante 5 min en una centrifuga con vaclo 
(Hato). El DNA de cada tubo fue resuspendldo 200 µI de agua Inyectable y se 
cuantificó midiendo su absorbencia a 260 nm. 

Tr1n1f1cclón de 111 célul11 P81&: Una vez purificados, 10 µg de los vectores de 
expresión se utilizaron para transfectar células de mastocitoma murino P815 (donada 
por el Dr. Gunter Hammerling, German lnstitute of Canear Researche, Heidelberg 
Alemania) 190) por medio de electroporación a 220 V y 1180 µF. Las células fueron 
seleccionadas con base en la resistencia que presentaron al cultivo con 1 mg/ml del 
antibiótico G418 IGibco, genitlcinal. Las células resistentes fueron clonadas por medio 
de dilución a 0.3 células por cada 100 µI en placas de 96 pozos. 

An•ll1l1 d• 11 expresión de la porln1 en .IH c•lul11 tran1fectad11: La expresión 
del antígeno asr como su localización se evaluaron en las células P815 transfectadas, 
por medio de lnmunofluorescencla indirecta 1891 utilizando anticuerpos de conejo anti· 
porlnaa y un anticuerpo anti-conejo marcado con lsotiocianato de fluorescerna (FITCI 
IDako), la permeabllización de las células se realizó mediante saponlna al 3 %. Como 
testigos 11 utilizaron anticuerpo de conejo anti-moléculas clase 11 del MHC y 

anticuerpos antl·CD3. 
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CepH becterlen11: En el presente trabajo se utilizaron las siguientes cepas: 
S. typhlmurium l T2 (681 (donada por el Center for Vaccine Development. Baltimore, 

Maryland. USA) 
S. typhl CVD90B·GP63 (691 (construida en la Unidad de Investigación Médica en 

lnmunoquímlca en colaboración con el Center for Vaccine Development. Baltimore, 

Maryland. USA) 
E. coll DH108 (Gibco) 

Purlflcecl6n de I• porln• OmpC: la porlna fue purificada a través del m6todo de 
Nlkeldo, modificado en la Unidad de lnvastlgacl6n Médica en lnmunoqulmlca (55). 

Pr1perecl6n del trlp1lnlzado de S.lmoMll• typhlmurlum y de OmpC: 

S. typhlmurlum fue cultivada en 10 l de medio luria durante 10 h, después se 
cosechó por centrifugación. las bacterias se lavaron con solución balanceada de 
fosfatos IPBS: 0.8 % de NaCI, 0.02 % de KCI, 0.144 % de Na2HPO,, 0.024 % 
KH2PO,, pH • 7.41 y se rompieron a 100 pal utilizando una prensa French. El Usado se 
centrifugó a 6,000 rpm durante 8 min, el sobrenadante obtenido se ultracentrifugó a 
35,000 rpm por 30 min, después el sobrenadante se guardó, mientras que el 

sedimento se sometió a la extracción de las proteínas con O. 1 % de SOS en 50 mM 
de Tris·HCI pH = 7 .4. las proteínas extraídas y el sobrenadante de la 

ultracentrifugación se mezclaron y se dializaron contra solución salina isotónica. 

A partir de este punto, el procedimiento seguido es el mismo tanto para la 
porina OmpC como para el extracto prot6ico S. typhimurium. 

A la solución de proteína de S. typhlmurium o a la solución de 5 mg de OmpC 

se lea adicionó 8 M de urea y 0.2 M de 6·2-mercapto·etanol. Se incubó toda la noche 
a temperatura ambiente, y después se realizó una alquilaclón adicionando ácido 

iodoac6tico hasta una concentración final de 0.25 M. se incubó a temperatura 

ambienta durante 2 horas y posteriormente se dializó exaustivamente contra agua 

destilada y contra carbonato de amonio 50 mM. Al final de la diálisis se adicionó 
trlpsina a una concentración final de 1 % del volumen y posteriormente se incubó a 

temperatura ambiente durante 24 horas. Se separaron los péptidos de peso molecular 

menor a 10,000 Da por medio de filtración en filtros centriprep (Amicón), y finalmente 

se esterilizaron por filtración en membranas con diámetro de poro de 0.22 nm. 



15 

lnmunlucl6n d• retonea: Se inmunizaron por via intraperitoneal grupos de cinco 
ratones BALB/c de 20 g de peso, los días cero, 10, 20 y 30, con 100 pi de una 
suspensión de S. typhimurium LT2 con 102 bacterias/mi. Diez días después de la 
llltlme Inmunización se les extrajo el bazo. Otro grupo de ratones fue inmunizado via 
oral (previa administración de 100 pi de bicarbonato de sodio via orall con S. typhi 
CVD908-GP63 a una concentración de 9 X 101 bacterias por cada 100 pi, los días O, 
7, 14 y 35. Nueve días después de la llltima Inmunización se les extrajo el bazo. 

RHltlmuleclón In 11/tro d• llnfocltos: Apar1ir de los bazos obtenidos de los ratones 
Inmunizados se preparó una suspensión de esplenocitos por medio de disgregación del 
bazo en tela de organza. Los eritrocitos se eliminaron mediante el empleo de un 
amor11guador de lisis (0.15 M de NH,CI, 1.0 mM de KHCO., 0.1 mM de Na,EDTA, 
pH•7.41 durante 3 minutos. Los esplenocitos se lavaron con solución de HANICS 
(GibcoJ, v ae ajustaron a 30 millones/10 mi de RPMI complementado con 10 % de 
suero fetal bovino, glutamina y plruvato de sodio. Las células se colocaron en botellas 
de cultivo de 25 cm• a las que se les adicionó 100 pg/ml de los péptidos de 
Slllmonella (tripslnizado de S. typhlmuriumJ, o bien 100 pg/ml de péptidos de OmpC 
(trlpslnlzado de OmpCI. Loa cultivos se incubaron 5 dlas·a 37"C y 5 % de C02. Al 
término de la reestimulación, las células se cosecharon y se emplearon como células 

efectoras en el ensayo de citotoxicidad. 

En11yo de cltotoxlcld1d: Como células efectoras se emplearon esplenocitos 
provenientes de ratones Inmunizados con Salmonella typhimurium o con Salmonella 

typhl CVD908gp63, reestlmulados In vltro con al extracto de péptidos de Salmonella 
typhimurlum o con el extracto de péptidos de la porina OmpC. Como cdlulas blanco 
se utilizaron cdlulas PS 15 transfectadas con el gen de le porina OmpC. Para el ensayo 

de cltotoxlcidad las células blanco se marcaron con cromato de sodio radiactivo 
111CrJ, pera esto, 1x10• se incubaron 2 h a 37ºC con 100 11Ci de •1cr IDupontl; 
posteriormente se lavaron 3 veces con solución de Hanks y se ajustaron a 3X10' 
cal/mi. Las cdlulas efectoras y blancos se colocaron en placas de 96 pozos de fondo 
redondo INuncJ, en razones de 100:1, 50:1, 25:1, 12.5:1, 6.25:1 y se incubaron 

durante 5 ha 37ºC 5 % de C02 • Al término del período de incubación se recuperaron 
100 µI del sobrenadante y se cuantificó el nllmero de cuentas por minuto (cpml en un 
contador gama !Packard modelo Cobra). El porciento de citotoxlcidad expresado como 



porcentage de lisis específica se determinó con la siguiente fórmula: 

,. ... ..., _r;, •• cpm de liberación máxjma - cpm del problema 

c pm da lib. máxima - cpm de lib. espontánea 
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La liberación m6xima corresponde a las cpm da las células blanco lisadas con 

SOS 11 10 %. Mientras qua la liberación espont6nea corresponde a las cpm de las 
c6lul11 blanco incubadas sin células efectoras. 
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IV. RESULTADOS: 

1 •• Obtención d1 los gan11 L·ompC y ompC por PCR: El gen de la porlna OmpC fue 
amplificado por medio de PCR con y sin su secuencia lldar, los productos presentaron 

un movimiento elactroforétlco relativo a 1.1 Kb (ompCl y de 1.3 Kb (L·ompC) en gel 

de agarosa lflg.1 ). 

2.· Clon1cl6n del 91n ompC C1ln lldarl 1n 11 pl61mldo pFM92. 1: El gen ompC obtenido 

por PCR fue clonado en el plásmldo pFM92.1 dando como resultado el plásmldo 
pl0CLM1, el cual presentó un tamallo aproximado da 11.2 Kb. Al cortar el plásmido 
con la enzima Eco RV se observó la presencia de dos productos, el primero con un 

tamallo aproximado de 1 O Kb correspondiente al vector y el segundo de 1.1 Kb 

correspondiente al gen ompC; la digestión con las enzimas Hlnd 111 v Bam H1 
mostraron resultados similares. mientras qua la digestión con Eco RI nos mostró un 

producto llnearizado de un tamallo aproximado de 1 1 Kb. El análisis con enzimas de 
restricción nos mostró qua el gen ompC se encuentra presente en el plésmldo 
construido en la dirección correcta (Fig.2 y 4). 

3.· Cloneclón del gin L-ompC (con llderl en el pl61mldo pJRD184: El gen L-ompC 
obtenido por PCR fue clonado en los sitios Eco RV y Bam H1 del pJRD184, como 

resultado se obtuvo el plásmido plQCLM2. éste presentó un tamaño aproximado de 
4.8 Kb. las digestiones con las enzimas Hind 111 y Bam H1, o bien con Eco RI nos 

mostraron dos productos, uno de alrededor de 3.5 Kb correspondiente al vector y otro 

de 1.3 Kb que corresponde al gen L-ompC este análisis nos mostró que el gen L· 
ompC se clonó en los sitios planeados y en la orientación correcta (Fig.3). 

4.· Clon1clón del gin L-ompC 1n el pl6smldo pFM92.1: Del plásmido plQCLM2 se 

cortó el fragmento correspondiente al gen L-ompC el cual se clonó en el plásmido 

pFM92.1, dando como resultado el plásmldo plQCLM3. Los cortes con las enzimas 

Eco RI, ó Hind 111 V Bam H1 muestran en la electroforésis en geles de agarosa dos 

productos. el primero es de aproximadamente 10 Kb correspondiente al vector, 

mientras que el segundo es de aproximadamente 1.3 Kb correspondiente al gen L· 

ompC. la digestiones con las enzimas Eco RV y Nde 1 muestran un producto lineal 
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S.· Las Células P815 son capaces de producir a la porlna OmpC de S11/monafl11 typhl: 

Las células transfectadas fueron resistentes al cultivo con 1 mg/ml de G418 al menos 

hasta los dos meses en los que se les mantuvo con este antibiótico, a estas células 

se les denominó CLM1 (las que fueron transfectadas con el plOCLM1 l y CLM3 (las 

que fueron transfectadas con el pl0CLM31; de estas células se obtuvieron clonas. La 

presencia de la porina en dichas clonas fue evaluada por medio de 

inmunofluorescencia, la cual mostró que las clonas de las células CLM1 denominadas 

A3 y 86, asl como la clona 83 de las células CLM3. fueron capaces de eKpresar la 

porlna OmpC de Salmonella typhl. La porina fue detectada en el citoplasma de las 

células, no ae observó en el núcleo, ni en vacuolas ni en la membrana citoplasmétlca, 

tampoco se formaron cuerpos de inclusión (Fig.51. además no se pudo detectar la 

presencia de la proteína en el sobrenadante de cultivo. Los controles negativos de la 

prueba consistieron en incubar con anticuerpos anti-moléculas clase 11 del MHC de 

ratón, y de segundo anticuerpo (anti-conejo·FITCI, estos resultaron negativos como 

se esperaba, mientras que los controles positivos con anticuerpos anti-moléculas clase 

1 K" y o• de ratón dieron una señal intensa (Fig.61. Las células produjeron porina al 

menos hasta los ocho meses posteriores a la translección, tiempo en el cuál se realizó 
la llltlma lnmunofluorescencia. 

6.· Linfocito• cltot6xlcos provenlentas de ratones Infectado• 1ubletalmente con 

Satmonell11 typhlmurlum y raastlmulado1 con un trlpslnlzado da s. typhlmurlum son 

capacH da reconocer y llsar a las células que expresan la porlna OmpC sin llder IA3 

y 881: Loa datos nos muestran que eKlste una lisis especifica dos veces mayor hacia 

las células que eKpresan la porina sin lider lA3 y 861, con respecto a las que no la 

expresan (P8151 (Fig. 71. 

7 •• Linfocito• cltotóKlcos provenlantH de ratones Infectado• 1ublat1lmanta con S. 
typhlmurlum y raestlmulados con la porlna OmpC, son capaces de reconocer y ll11r 

a 111 c6lul11 qua expre11n la porlna OmpC 1ln llder IA3 y 861: En la figura 8 se 

muestra que eKiste una lisis especifica hacia las células que eKpresan la porina (A31 

2.5 veces mayor con respecto a las células que no la expresan (P8151, mientras que 

para las células 86 no hubo diferencia evidente con respecto a las células P815. 

En ninguno de los dos eKperimentos anteriores se observó citotoKicidad dirigida 

en contra las células que eKpresan la porlna con secuencia líder (831. 
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8.· Linfocito• cltot6xlco1 prov1nlent11 de retone1 Inmunizados con S1fmonel/1 tvphl 
CVD908gp83 y reeatlmul1dos In 11/tro con un trlpslnlzado da S. tvphfmurlum, son 

e11p1c11 d• reconocer y liaar • IH c6lul11 qua expresan porlna sin líder (A3 y 86): En 
este caso se observó una lisis especifica de 50 % hacia las células que expresan a la 

porina sin secuencia lider IA3 y 861, es decir cinco veces més que la lisis observada 
hacia las células que no expresan porina IP8151 asr como hacia las células que 

expresan la porina con la secuencia líder (83) IFig 9); mientras que para el testigo 

positivo da células PB 1 5 incubadas con tripsinizado de S. tvphimurium la lisis 
especifica fue de 30 %. 
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Figura 1. Amplificación por medio de PCR del gen de la porina OmpC. al iniciadores para 
la amplificación del gen sin secuencia lider, b) con secuencia lider, c) electroforesis en gel 
de agarosa de los productos de la amplificación. Carril 1, marcadores de tamaño 
molecular 1 Kb. Carril 2. ompC sin lider (1.1 Kbl. Carril 3. ompC con lider 11.3 Kbl. 
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Figura 2. La clonación del gen de la porina OmpC sin secuencia lider, en el 
plásmido pFM92. 1 dió origen al plásmido plQCLM 1. 
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Figura 3. al La clonación del gen de la porina OmpC con secuencia lider, en el 
plásmido pJRD 184 dió origen al plásmido plQCLM2. b) Electroforesis en gel de 
agarosa de los plásmidos digeridos con enzimas de restricción. Carril 1, 
marcadores 1 Kb; Carril 2, pJRD184Hind111 y Bam HI; Carril 3, plQCLM2 Hind 
111 y Bam HI. 
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Figura 4. al la clonación del gen de la porina OmpC con secuencia lider proveniente del 
plQCLM2 (a través de los cortes con las enzimas Bam H1 y Hind 110, en el plásmido pFM92. 1 
dió origen al plásmido plQCLM3. bl Electroforesis en gel de agarosa de los plásmidos digeridos 
con enzimas de restricción. Carriles 1 y 8, marcadores 1 Kb; carril 2, ompC sin líder (PCRl; carril 
3, ompC con líder; carril 4, pFM92.1 Eco RV; carril 5, plQCLM1 Eco RV; carril 7, pl0CLM3 Eco 
RV y Hind 111. 
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Figura 5. La tinción intracelular por medio de inmununofluorescencia indirecta. nos 
muestra que las células transfectadas con el plásmido que contiene al gen de la porina 
OrnpC sin líder (A3 y 86), y las transfectadas con el plásmido que contiene a la porina 
OrnpC con lider (83) son capaces de expresar a la proteína en el citoplasma, mientras que 
las células no transfectadas son incapaces de producir la porina. 
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Figura 6. lnmunofluorescencia indirecta que nos muestra que las células transfectadas 
que son capaces de producir a la porina OmpC sin líder (A3 y 86) y con líder (83), así 
como las células no transfectadas (P815), expresan de manera normal moléculas clase 
1 del MHC. en la superficie. (Controles positivos de la inmunofluorescencia). 
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Figura 7. la infección causada por S. typNml#ÍUlll induce la activación de linfocitos citotóxic:os 
capaces de r~ péptidos de la porina OmpC. Esptenocitos provenientes de ratones 
infectados subletalmente con S. typhimurium v reestimulados in vitro (con un extracto protéico 
de dicha bacteria que fue tratado con tripsina). son capaces de reconocer v lisar a las células 
que expresan a la porína OmpC sin lider (A3 y 861. 2.5 veces más que a las células que no 
expresan porina (P815). Como control positivo se utilizaron células P815 incubadas con el 
e1<tracto utilizado en ta reestimulación IP815+pep). 
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Figura 8. La infección causada por S. typhimurium induce la activación de linfocitos 
citotóxicos capaces de reconocer péptidos de la porina OmpC. Esplenocitos provenientes 
de ratones infectados subletalmente con S. typhimurium y reestimulados in vitro (con la 
porina OmpCl, son capaces de reconocer y lisar a las células que expresan a la porina sin 
lider (A3 y 861 2 veces más que a las células que no eKpresan porina (P8151. 
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Figura 9. La lnmuniuci6n con S. typN CVD908-9P63 Induce i. KtlVllCidn de linfocitos citotóxlcos 
l:.IPllCH de rec:- p6ptidos de la porina OmpC. Esplenocitos de ratones inmunizados con S. typhi 
CVD908gp63 y reestimulados in vitro lcon un extracto protéico de S. typhimurium tratado con 
tripsinal, son capaces de reconocer y lisar a las células que expresan a la porina OmpC sin lider IA3 y 
86), cuatro veces más que a las células que no expresan porina IP815). Como control positivo se 
utilizaron células P815 incubadas con el extracto usado en la reestimulación IP815+pep). 
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V. DISCUSION: 

Uno de los conceptos aceptados en el estudio de la Inmunidad contra agentes 

Infecciosos, es que la respuesta inmune cltotóxlca es la encargada principal de mediar 
la acción en contra de los virus y tumores 170), sin embargo, la presencia de linfocitos 
T citotóxlcos ha sido demostrada en infecciones bacterianas; reportes de esto los 

tenemos para Mvcobacterium 171 J y Listerla 1721 entre otros. En el caso de 

Salmonella, la presencia de linfocitos T cltotóxlcos ha sido demostrada sólo para 

antígenos expresados en salmonellas genéticamente modificadas, 141 y 431, aunque 
también sa ha reportado que hay linfocitos T citotóxicos Lyt-2 • capaces de llsar a 
c61ulas Infectadas con Salmonella (46). En estos trabajos, no se llega a identificar cual 
es el antígeno de la Salmonella que es reconocido por los linfocitos citotóxlcos. 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran dos hechos 
relevantes, primero, que los ratones Infectados con S. tvphimurium y S. tvph/CVD908-

GP63 desarrollan una respuesta citotóxica específica mediada por linfocitos coa•, lo 

cual confirma lo descrito en la literatura en el sentido de que la Infección, o la 

Inmunización con la bacteria induce este tipo de respuesta, y segundo, que algunos 
de estos linfocitos citotóxicos reconocen específicamente a la porina Omp C de 
Salmonella. 

Para la realización del presente trabajo, fue necesario desarrollar un sistema de 

expresión de antígenos que permitira evaluar la respuesta citotóxica. Con este 

propósito se seleccionó a la células P815, debido a que este tipo de células son muy 
eficientes para expresar antígenos recomblnantes, por lo cual han sido utilizadas para 

expresar antígenos de tipo tumoral (73). Las células P815 fueron transfectadas con 

101 plésmldos que llevan al gen de la porlna OmpC con y sin la secuencia lider, con 
esto se esperaba lograr la expresión de la proteína en partes específicas de la célula 

eucarionte. Por un lado se esperaba que la porina con lider, fuera secretada al medio 

o fuera depositada en la membrana debido a la presencia de dicha seilal; mientras que 

con la pcrina sin lider se esperaba que fuera expresada en el citoplasma. Para ambos 
casos se encontró que la porina se produce y se distribuye de forma homogénea en 

el citoplasma, mientras que no se pudo localizar ni en el medio de cultivo, ni Insertada 

en la membrana. Estos hechos sugieren que la síntesis y el ensamble de la proteína 

pudieran llevarse acabo en el citoplasma utilizando a los ribosomas libres y las 
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chaperonlnas del citosol 174). Nuestros datos también sugieren que la señal dada por 
ta secuencia lider en la célula eucarióntlca no es interpretada Igual que en la célula 
procarlóntlca (751: asr. tomando como base los hechos mencionados, se pensó que 

las dlulas P815 transf11ctadas con la porina pudieran servir como células 

presentadoras de antígeno, va que la parina expresada en el citosol, puede ser 
susceptible a la degradación por los proteasomas, y los péptidos producidos de esta 
forma puden ser transportados al interior del retículo endoptasmico v ser presentados 

en el contexto de moléculas clase 1 del MHC, como ha sido descrito para otros 
antígenos 1761. Para demostrar esta hipótesis, fue necesario obtener linfocitos T 
capaces de reconocer a 101 péptidos de la porina presentados en et contexto de las 
moléculH clase 1 del MHC. la estrategia seguida para obtener dichos linfocitos fue 

inmunizar ratones con dosis subletales de S. tvphimurium o bien de S. tvphi 
recombinante, esperando que la infección causada por estos microorganismos, 
despierte una respuesta cltotóxica contra algunos de los antlgenos bacterianos. 

Los esplenocitos de los ratones infectados con S. fyphimurium o bien con S. 
typhi recombinante fueron capaces de reconocer v lisar a las células que expresan la 
porina sin lider (A3 y 86), mientras que las células que expresan la porina con 
secuencia llder (831 no son reconocidas ni lisadas por dichos esplenocitos (Fig. 7,8 v 
9). Estos experimentos nos indican que existen linfocitos T coa• en los ratones 

infectados, capaces de reconocer a los péptidos de la porina OmpC presentados por 

las moléculas clase 1 del MHC de las clonas A3 y 86, mientras que el hecho de que 

las células 83 no sean iisadas por los esplenocitos nos sugiere que esta clona no esta 

presentando a los péptidos de la porina, probablemente debido a que la proteína no 

sea procesada. 
La citotoxicidad observada se atribuye a los linfocitos T CD8 •, debido a que los 

otros tipos de células capaces de desarrollar un efecto citotóxico, como es el caso de 

tea células asesinas naturales !NK), no reconocen a las células P815 (63); mientras 

qua, los linfocitos T CD4 • citotóxicos tampoco reconocen a las células P815, debido 

a que estas células no presentan moléculas clase 11 del MHC que son los elementos 
de restricción de dichos linfocitos. 

Un aspecto importante que debe ser esclarecido. es cuales son los péptidos de 

la porina OmpC que estan siendo reconocidos por los linfocitos T coa•. En la Unidad 

de Investigación Médica en lnmunoqufmica (UIMll. se ha investigado la posibilidad de 

que algunos péptidos de la porina OmpC sean capaces de unirse a las moléculas clase 
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1 del MHC de acuerdo al modelo propuesto por Rammensee 1771. Se identificaron las 

secuencias consenso o "motlfs" de unión a las moléculas clase f, K" o o• V se 
encontró experimentalmente que los aminoácidos correspondientes a la reglones 73-
80 v la 132-139 de la porlna OmpC, son capaces de unirse a las moléculas K", 
mientras que la región capaz de unirse a o• fue la 314-321 (831. Por otra parte se han 
identificado 13 regiones de la secuencia de la porina, con probable capacidad de 
unirse a fas moléculas K• (que están presentes en las células P8151, estas son: fa 3-

11, 52-60, 57-65, 90-98. 94-101, 148-156, 173-181, 209-217. 224-232. 235-243, 

240.248, 315·323 v 323-331. Hasta el momento no se ha evaluado 
experimentalmente fa capacidad de unión de estos péptidos a las moléculas K•, sin 

. embargo, el hecho de que en ratones infectados con Satmonella se detecten linfocitos 
coa• capaces de lisar a las células P815 transfectadas con fa porina, es una evidencia 
Indirecta de que una o varias de estas regiones estan siendo reconocidas. 

El hecho de que fa infección causada por Salmone//a en los ratones estimule a 
linfocitos T coa•, genera algunas Interrogantes como cúal es el mecanismo de 

procesamiento v presentación de los antígenos bacterianos, v cúaf es el papel de los 

linfocitos T CDS• en el control v erradicación de fa infección. 
En algunos trabajos se han propuesto diferentes vías para explicar el mecanismo 

de presentación de los antígenos exógenos, por medio de las moléculas clase 1 del 

MHC; dichos antígenos son generalmente presentados por la vía de clase 11 
(62,78,79,81). En el caso de Salmonella se propone que al entrar al organismo, fa 

bacteria es fagocitada por el macrófago, una vez dentro del éste las bacterias o 

productos de ellas pueden pasar al citosof donde se procesan sus antígenos para 

después ser presentados por las moléculas clase I, siguiendo la vía endógena como 

cualquier antígeno de la célula ó viral, o bien, que los péptidos producto de fa 

degradación de fa Satmonella sean secretados al medio, v así algunos de estos se 

pueden unir a fas moléculas vacías clase 1 que se encuentran en fa superficie de la 

célula. Otra posibilidad es que el microorganismo degradado dentro de fa vacuofa 

fagocltlca se encuentre con moléculas clase 1 del MHC, v que estas lleguen a cargar 
algún péptido de la bacteria para después viajar a fa superficie v presentar el pdptido 

IFigure 101. En fa UIMI existen las evidencias experimentales que apoyan el 

mecanismo de secresión de pdptidos al medio (781. Sin embargo, cualquiera que sea 

fa forma de presentación al linfocito citotóxlco, es un hecho que estas células se 

activan durante la infección causada por Salmonella. 
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El linfocito T CDS• al activarse, por un lado, puede lisar al macrófago infectado, 
de tal forma que se impediría la multiplicación bacteriana que se lleva a cabo dentro 
de estas células, de esta manera las bacterias quedan al alcance de los anticuerpos 

·V del complemento. Por otro lado el linfocito coe• activado, es capa~ de secretar 

linfoclnas como el IFN-r, el cual activa a los macrófagos Incrementando su capacidad 
fagocltlca y posiblemente su capacidad lítica IFig. 1 11. Esto podría ser parte del papel 

de los linfocitos T coa• durante la infección por Satmonella. Para dilucidar el papel 
de 101 linfocitos coa• en el control v erradicación de Satmonella, se podría utilizar el 
modelo de 101 denominados ratones "Knock out", estos animales son deficientes en 
la expresión de algún gen debido a que se les ha alterado por medio de procedimientos 
de ingeniería genética; en particular se podrían utilizar ratones "Knock out• de las 

moléculas clase 11 del MHC 1841, va que estos no presentan linfocitos T C04 •, por lo 

cual, sólo se observarla el papel de los coe• ante la Infección. Por otro lado, en los 
ratones "Konck out" de perforina 1851 se podrían evaluar los mecanismos de 

cltoto1dcldad mediados por la perforina y/o por el sistema Fas-ligando de Fea de los 
linfocitos T coa• durante la Infección causada por Salmonelta. 

Et conocimiento del papel de los linfocitos coe• en la infección causada por 
Satmonella noa puede ayudar a entender mejor los mecanismos de control v 
erradicación del microorganismo v por tanto al disello de agentes vacunales; para esto 
es Importante sellalar que no sólo es importante conocer el papel de estas células sino 

que también se necesita conocer cuales son los antígenos que reconocen. El hecho 

de que péptidos de la porina Omp C de Salmonella typhl sean reconocidos por los 

linfocitos coa• es de suma relevancia en el contexto de la respuesta Inmune contra 

Salmonella v en el desarrollo de una vacuna contra la fiebre tifoidea a base de porinas, 

ya que próximamente se evaluará la capacidad de protección v la inocuidad de las 
porlnas de Salmonella typhi en voluntarios humanos (fase 1 del desarrollo de vacunasl. 

VI. CONCLUSIONES. 
En la infección por Satmonella se generan linfocitos T citotóxicos dirigidos 

contra los antígenos de estas bacterias. 

la inmunización con Salmone//a induce una respuesta inmune citotóxica contra 

antígenos de la becterla. 

Uno de los entrgenos reconocidos por los linfocitos T citotóxicos generados en 
la infección, es la porina OmpC de Salmonetla typhi. 
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Figura 1 O. Posible mecanismo de presentación de antígenos derivados de Salmonella a 
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