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0. RESUMEN

En la respuesta inmune contra Sa/monella participan tanto la rama efectora
humoral como la celular. Los ratones infectados con dosis subletales de S.
typhimurium desarrollan una inmunidad especifica mediada por linfocitos T CD4*, los
cuales son importantes para el control de la infeccién, mientras que no se conoce el
papel de la respuesta inmune mediada por linfocitos T CD8*. Diversos estudios se han
desarrollado para buscar los antigenos de Sa/monella que son reconocidos por el
sistema inmune, con el fin de desarrollar una vacuna que prevenga las enfermedades
que causan @stas bacterias, uno de estos antigenos es la porina OmpC, la cual es una
protelna de la membrana externa de la Sa/monella, que administrada junto con otra
porina aun no identificada, protege de la muerte a ratones inmunizados hasta con 500
DL,,; ademas estas proteinas despiertan una respuesta de anticuerpos 1gG en
individuos convatescientes de tifoidea, mientras que en pacientes con la enfermedad,
activan a linfocitos CD4*, sin embargo no se conoce si estas proteinas activan la
raspuesta citotéxica,

Con el fin de estudiar la respuesta citotoxica en la infeccién causada por
Salmonella, se desarrollié un ensayo de citotoxicidad en donde se utilizaron células
P815 (mastocitoma de ratén) capaces de expresar a la porina OmpC de S. fyphi. Para
conseguir esto, el gen de la porina OmpC fue amplificado con y sin la secuencia lider
a través de PCR, los productos se clonaron en el vector de expresién pFM92.1, y los
pldsmidos resultantes (plQCLM1 y plQCLM3) se utilizaron para transfectar a las
células P815. La expresién del de la porina, asi como localizacién fueron evaluados
por inmunofluorescencia. La porina OmpC fue localizada en el citoplasma de las
células, por lo cual son potencialmente susceptibles al procesamiento enziméticoy a
la presentacién en el contexto de moléculas clase | del MHC. Las células capaces de
producir a 1a porina se utilizaron como blancos de esplenocitos de ratones infectados
subletaimente con S. typhimurium o inmunizados con S. typhi CVD908gp63. Los
resultados obtenidos nos demuestran que los ratones infectados con Sa/monella, asi
como los inmunizados con estas bacterias, desarrollan linfocitos citotdxicos contra
antigenos propios de la bacteria, y ademds que uno de los antigenos reconocidos es
ta porina OmpC.



1. INFRODUCCION.
a) Generalidades:

El género Sa/monella comprende mas de 2000 serotipos los cuales se agrupan
an tres especies S. chol jus {con s6lo un organismo), S. typhi (constituldo sélo por
el bacilo de la tifoidea humana) v S. enteritidis (a la cual pertenecen los demds
serotipos). Las sa/monelias se pueden clasificar a través de la identificacién serolégica
de los antigenos de superficie que presentan, como lo son: el antigeno somaético (0),
el flegelar (H), y el capsular (Vi). 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 Ultimos los causantes de la infeccidn sistémica de muchos
animales y de la diarrea en el hombre (1), en el caso de la sa/monellas adaptadas al
hospedero tenemos como ejemplos 8 S. typhimurium que causa la tifoidea del ratén,
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 jévenes y en los de edad avanzada, asf como en personas inmunosuprimidas, Los
portadores asintomaticos de S. typhi son el reservorio de la fiebre tifoidea humana
mientras que los portadores de otros serotipos de Sa/monell/a, son los que ocasionan
las gastroenteritis a través de la contaminacién de los alimentos (2).

b) Mecanismos de patogenicidad de Sa/monella:

Encuentro:

Las sa/monellas ingresan al organismo a por medio de la ingestién de alimentos
v/o bebidas contaminados. Una vez que las sa/monellas han pasado por el estémago,
entran al intestino en donde se encuentran con los enterocitos (3).

Entrada:

Al entrar en contacto las salmonellas y el enterocito se establece un didlogo
molecular mediado por moléculas de 1a superficie bacteriana y por receptores de la
célula, lo cual provoca que el enterocito, aunque no es una célula fagocitica,
internalice a la bacteria. Este proceso involucra la activacion de la sintesis de proteinas
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en el microorganismo (4) mientras que en 1a célula se desencadena la formacion de
apendices denominados "Ruffles™ que envuelven a las sa/monellas (5). La formacién
de los "ruffles” va acompaiiada de la fosforilacién de la “proteina-tirosina cinasa
activada por mitégenos” (MAPK) (6}, con la subsecuente internalizacién de Ia bacteria
y la formacién de vacuolas asociadas 8 membrana (7) (que se han descrito como
macropinosomas que no requieren microtibulos) {8). Estos cambios de ta membrana
se parecen a los que se producen cuando hay contacto entre los factores de
crecimiento y sus correspondientesreceptores, Actualmente existe controversia sobre
si las salmonellas entran 0 no a las células epiteliales a través de la estimulacién del
receptor del factor de crecimiento epidérmico (5,6,9).

En respuesta al contacto de a bacteria con la célula epitelial, los leucocitos
polimorfonucleares son atraidos a la zona basolateral de Ia superficie luminal del
epitelio intestinal. Aqui la secrecion de cloro y agua no se encuentra aiterada, lo cual
sugiere que la gastroenteritis que se observa durante la infeccidn bacteriana, es
causada por la estimulacién y liberacion de factores de los neutréfilos mas que por la
secresion de fluidos por parte de las células epiteliales (10).

Las vacuolas que contienen a las salmonellas migran en direccién apico-basal
dentro de la célula epitelial, sin que exista multiplicacién de la bacteria. Una vez que
la vacuofa llega a la zona basal de la célula, el microorganismo es liberado a la lamina
propia (3).

Diseminacién y Multiplicacién:

Después de cruzar la barrera intestinal la diseminacidn del microorganismo va
a depender de su capacidad para invadir y sobrevivir dentro de los macréfagos. Las
salmonellas entran a los macréfagos a través de la induccién de los "ruffles” y de la
macropinocitosis, una vez dentro de la célula, se localiza en el denominado fagosoma
gigante (FG), e! cual no es acidico y es capaz de fusionarse con otros macropinosomas
manteniendo a estas vacuolas con un gran volumen y con la bacteria en el intericr por
lo menos 45 minutos (11). Se tienen evidencias de que la formacion ‘os FG
correlaciona con la capacidad invasora y los factores de virulencia de las salmonellas,
vy ademds de que hay factores genéticos del macréfago que activan la formacién de
dichos fagosomas en respuesta a la infeccién bacteriana. Esto se debe a que los
macréfagos obtenidos de ratones DBA y CD1 (que son congénitamente resistentes a
la infeccién por §.typhimurium) no producen FG cuando son infectados con dicha
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bacteria, mientras que los macréfagos de ratones susceptibles a S. typhimurium si
producen FG, asi mismo, cuando estos macréfagos son infectados con S. pollorum
y 8. typhimurium mutante de PhoP (avirulenta), disminuye la formacién de los
fagosomas gigantes (12,17},

Factores de virulencia bacterianos:

Los genes spal, spaM, spaN, spa0O, spaP, spaQ, spaR, spaS, spaT, han sido
identificados como parte esencial para que las sa/monel/as sean capaces de entrar a
ia célula, estos genes estan situados entre los minutos 59 y 60 del cromosoma de la
bacteria, en la regibn denominada "spa” (antigenos que se encuentran en la
superficie), entre las regiones inv y hil, estos genes codifican para unas protelnas
similares a las codificadas por el pldsmido de virulencia de Shigella y Yersinia spp.
{13). Ademas recientemente se ha identificado un gene que codifica para un factor
hemolitico importante en la virulencia y sobrevida de las sa/monelias dentro de!
macréfago del ratén (14, 15).

Estudios recientes indican que el sistema PhoP-PhoQ regula la transcripcién de
genes que codifican para proteinas importantes en la invasién, sobrevida intracelular
y virulencia de las sa/monellas. Los genes reprimidos por PhoP, que son alrededor de
veinte, son fundamentales para que S. typhimurium invada 18s células epiteliales (16)
e induzca la macropinocitosis en los macréfagos, y forme el FG (11).

El pH del fagosoma es una de las sefiales mas importantes que inducen (a
expresion de los genes de virulencia de las sa/monellas. Una vez dentro del fagosoma
gigante S. typhimurium retarda y atenua la acidificacion de la vacuola {17). La
acidificacién vacuolar ocurre entre las 4 y 5 h después de la entrada de la bacteria y
se encuentra asociado con la transcripcion de los genes activados por PhoP, asf las
salmonellas pueden genei:ér una respuesta ante el estres generado por los radicales
de oxigeno producidos en el fagosoma del macréfago (18).

Existe un pldsmido de virulencia de Sa/monella el cual se encuentra en casi
todas las sa/monellas no typhi, este pldsmido es importante para la patogénesis de la
tifoidea en los animales y la bacteremia en los humanos. En el ratén la presencia del
plasmido de virulencia de 80 Kb le confiere a S. typhirmurium la capacidad de
incrementar su crecimiento, mas no su sobrevida intracelular, al momento que viaja
a otros tejidos (19}, Una region muy conservada de 6.2 Kb de dicho plasmido codifica
para cinco genes de virulencia spv, los cuales estan regulados de manera coordinada
(20).



¢) Respuesta Inmune en contra de Sa/monella:

E! macréfago lleva a las salmonellas al sistema linfatico en donde se inicia la
respuesta del hospedero. La respuesta inmune tanto humoral como celular es
requerida en su totalidad para tener una proteccién ante la infeccién por Salmonella
22).

La respuesta inmune que se genera en contra de Sa/monella ha sido estudiada
en los ratones, tanto resi tes como St ptibles a la infeccion por Sal U]
typhimurium (21,22, 23). Los ratones que expresan el alelo /ty’ pueden sobrevivir a las
primeras fases de !a salmonelosis, mientras que los ratones susceptibles {/ty’) son
incapaces de controlar la multiplicacién temprana de las sa/monellas dentro de los
macréfagos, y mueren rapidamente por la enfermedad {(38,39). Entre los ratones tanto
resistentes como sensibles no existe diferencia en cuanto a la capacidad de sus
macréfagos para fagocitar a la bacteria, sin embargo, en los ratones susceptibles la
S. typhimurium crece de mejor manera (37). Recientemente se ha identificado un gen
dentro del cromosoma 1 del ratén candidato para ser el responsabie de generar el
fenotipo Ity’, al cual se le ha denominado Nramp, el producto de este gen es una
proteina integral de membrana que estructuralmente tiene homologia con {a protelna
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 {21).

Respuesta inmune humoral: Los estudios realizados para evaluar la respuesta humoral
han mostrado que éste es un mecanismo efectivo para controlar 1a infeccién (28-30).
Respuesta inmune celular: En el caso de la respuesta mediada por células, se ha
estudiado fa participacion de las diferentes poblaciones de linfocitos T af (CD4* y
CD8*} y ré asl como de los factores solubles que estas producen y la influencia de
estos factores en la actividad microbicida del macrétago.

Linfocitos T r48: En el caso de la infeccién causada por S. cholerasius en ratones Ity
se ha observado que hay mayor reclutamiento de linfocitos T 78 que en ratones /ty”,
estos linfocitos pudieran estar involucrados en el control de la infeccidn (23).
Linfocitos T CD4°: Los linfocitos T af CD4* participan en la activacién de los
macréfagos, en la estimulacion para la produccién de anticuerpos y en ta induccion
de hipersensibilidad retardada observada en fos animales infectados con Sa/monella
{31-34). También se ha reportado que la eliminacién tanto de linfocitos T CD4* como




5

de los CDB* en ratones CS57BL/6 provoca el incremento de la transfocacién de
microorganismos de la flora intestina! asi como de S. typhimurium a los ganglios
lintaticos mesentéricos (35). En el higado se ha observado que la poblacién de
finfocitos T que se diferencia dentro de este 6rgano {linfocitos T af extra-timicos)
participa en la proteccién en estadios tempranos de la infeccién causada por
Salmonella (36).

Linfocinas: El papel de algunas citocinas como el interferén-r (INF-r), y el factor de
necrosis tumoral (TNF), ha sido evaluado en la inmunidad contra Sa/monelia.

La neutralizacidn del TNF a través de anticuerpos especificos, provoca que los ratones
sean mds susceptibles a (a infeccién por sal/ llas tanto virul como atenuadas
(51). En ratones inmunizados con Sa/monella atenuada asi como en los no
inmunizados, el INF-r restringe el crecimiento de la bacteria dentro de los macréfagos
durante la primera semana de infeccién, sin embargo, no se le atribuye la eliminacién
de la bacteria del bazo, higado y ganglios linfaticos (27). Asi mismo, en otros reportes
se menciona que la incubacién de macréfagos con INF-r, incrementa la capacidad
‘bactericida de estos desde las primeras 12 h, mientras que el incremento en la
generacién de radicales del oxigeno, se presenta hasta las 48 h {52).

Papel de los linfocitos T CD8": En los ratones la induccién de la respuesta inmune
citotéxica mediada por linfocitos T CD8*, ha sido demostrada contra antigenos
expresados por fi /llas modificad, genéticamente, asi tenemos que la
inmunizacién con una cepa de S. typhimurium que expresa la proteina
circunsporozoitica (CS) de P. berghei (41), o bien, con la que expresa la CS de P.
yoelii (40}, genera citotoxicidad dirigida contra fa proteina recombinante. En humanos
la vacunacién con S. typhi CVD908-CSP genera una respuesta citotéxica contra 1a
proteina circunsporozoitica de P. falciparum (CSP) (43). La actividad citotéxica es
desencadenada debido a que el macréfago fagocita a la Sa/monella, procesa los
antigenos de ésta y presenta los péptidos producto del procesamiento a través de las
moléculas clase | del complejo principal de histocompatibilidad (MHC 1). El mecanismo
por medio del cual se lleva a cabo este fenémeno no se conoce aun, sin embargo,
para el caso del macréfago, se han propuesto algunas vias (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 y presentar los antigenos
de la Sa/monelia (42,44). En los estudios antes mencionados la respuesta citotéxica
evaluada fue contra el antigeno recombinante que es expresado por la bacteria, sin
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embargo, en trabajos més recientes se ha reportado que la infeccién causada por una
cepa virulenta de S. typhimurium es capaz de estimular células Lyt-2* (CDB*) de
cavidad peritoneal y de bazo (45) y que los linfocitos Lyt-2* de bazo, extraidos
después de una segunda inmunizacién con Salmonells, y reestimulados con
concanavalina A, son capaces de mediar la citotoxicidad lectina dependiente v la
citotoxicidad sobre céiulas P815 infectadas con Salmonefla (46). Estos resultados
indican que hay presentacién de los antfgenos bacterianos a través de las moléculas
clase | del MHC; sin embargo, hasta el momento no se conoce cuales son estos
antigenos, asf como tampoco se conoce el papel que juegan los linfocitos T CD8* v
la respuesta citotéxica en la infeccién causada por Sa/monella.

En la busqueda de los antigenos involucrados en la respuesta inmune contra
Salmonella se han analizado algunos de los componentes de la membrana externa
como lo son el lipopolisacarido (LPS) y las porinas. En el caso de S. typhimurium se
" ha reportado que una mezcla de proteinas de la membrana externa (PME), o bien con
porinas purificadas, son capaces de inducir un estado inmune protector en los ratones
{47,49). E! LPS induce proteccién mediante el desarrolio de una respuesta de
anticuerpos, y aumentando |a respuesta celular dirigida contra las porinas {25). La
inoculacién de porinas de S. typhimurium, en el cojinete plantar de ratones
inmunizados con dosis subletales de la misma bacteria, son capaces de generar una
reaccién de hipersensibilidad retardada (DTH) (48}, la cual se considera una
manifestacion in vivo de la inmunidad celular. Algunos autores consideran que hay una
correlacién 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 correlacién entre
estos dos fendmenaos (48), e inclusive se ha reportado que hay proteccién en ausencia
de DTH (33). Por otro lado en humanos el LPS y las porinas inducen la produccién de
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleucina-1a (IL-1a) e interleucina 6 (IL-6)
por monocitos, @ interleucina 4 (IL-4) e interferon-r ({INFr), de manera dosis
dependiente, por linfocitos (26).

En el caso de Sa/monella typhi las investigaciones se han encaminado en la
busqueda de antigenos que puedan usarse COmMo vacuna contra la fiebre tifoidea, en
este sentido se ha encontrado que tanto las PME de S. typhi (53), las porinas
purificadas (54), asi como la OmpC recombinante {55), inducen un estado inmune
protector en ratones. En la proteccién observada estd involucrada la respuesta de
anticuerpos, ya que el suero hiperinmune de conejo anti-PME protege pasivamente a
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ratones (53) al igual que los anticuerpos monoclonales anti-porinas {56) mientras que
tas anticuerpos manaoclonaies anti-LPS no tienen ninguin efacto (§7). En el humana se
ha encontrado que los pacientes convalescientes de fiebre tifoidea produren igG
cantra las porinas de S. typhi (58). Por otro lado, las porinas también inducen
inmunidad mediada por células, ya que activan especificamente linfocitos T en
humanos y ratones (69,60) y promueven activacién de macrétagos (61). Debido a los
resuitados mencionados se considera que las parinas de S. typhi san un candidato
bara vacuna contra {a tifoidea.

Del estudio de !a respuesta inmune contra Sa/monella se puede concluir que
existe un efacto sinérgico entre la actividad def macrdfago, los anticuerpos y los
linfacitos T en el control de ta infeccitn, sin embargo, en ninguno de {os trabajos
anteriormente mencionados ha quedado totaimente dilucidado et papel de cada uno
de las componentes de la respuesta celular en la infeccion causada por Saimonella;
en especial el pape! de los linfocitos T CD8* es el menos claro, sin embargo, es
evidente que participan contra infecciones de bacterias intracelulares como &s el caso
de Listeria, Mycob jum, Chiamydia y Brucella {82), asl mismo, se desconoce clat
es el antlgeno o los antigenos capaces de inducir la respuesta citotéxica.

d) Pianteamiento del problema:

La respuesta inmune protectora cantra $almonella requiere de la participacion
tanto de la rama efectora humoral como de la celular. En este sentido tanto los
anticuerpos vy los linfocitos T CD4* asl como algunas linfocinas estan involucrados en
el establecimiento de dicha respuesta. La proteccidn puede ser inducida a través de
{a inmunizacidn con algunos antigenos de la bacteria como las PME, en particular, se
ha demostrado que las porinas tanto de S. typhimurium como las de S. typhi inducen
una respuesta protectora mediada por anticuerpos y/o linfocitos T CD4*. Por otra
parte existen evidencias indirectas de la participacion de linfocitos T CO8* durante la
infeccién de Sa/monelia, sin embargo, hasta el momento se desconoce cuales son los
antigenos de ta Salmonella capaces de activar a estos linfocitos, por i0 tanto es
importante conocer si i0s antigenos que inducen respuesta protectara {Como es el
caso de las porinas), son capaces de inducir también una respuesta inmune mediada
por linfocitos T C08°,



it. OBJETIVOS:

General: Determinar si la porina OmpC de Sa/monella es un antigeno involucrado
en el desarrolio de la respuesta de linfocitos T citotéxicos.

Particulares:

1.- Obtencién del gen de la porina ompC.

2.- Clonaci6n en vectores de expresidn los genes de la porina obtenidos.

3.- Transfeccion de células eucariontes con los plasmidos construfdos.

4.- Determinacién de la respuesta de células T citotdxicas con ratones
infectados y/o inmunizados con Sa/monella.

IIl. MATERIALES Y METODOS:

Qbtencién del gen de la porina ompC con secuencia lider (L-ompC) y sin saecuencia
lider {ompC): Ei gen de la porina Omp C de S. typhi fue obtenido a través de la
reaccion de la polimerasa en cadena (PCR) con y sin su secuencia lider, a partir del
plasmido pST13 (65). Se diseftaron tres (Donados por el Dr. Fernando Noriega, Center
for Vaccine Development, University of Maryland at Baltimore, MD. USA) iniciadores
con base en la secuencia del gen (66): el iniciador 72 (CGGG AAGCTT AGGAG
TAATTAAA ATG GATATC GTC GAA ATT TAT AAT AAA GAC GGC AAC AAA), en
el cual se incluyd un sitio Hindill, un sitio de unién a ribosoma (SUR), un codén de
iniciacién (Ci}, y la parte amino terminal de la secuencia madura (sin lider) de la OmpC
; el iniciador 73 (CCGGG GAATTC AGGAG TAATTAAA ATG AAA GTT AAA GTA
CTG TCC) en el cual se incluyé un sitio EcoRl, un SUR, un Cl 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 CAG), en el cual se incluy6
un sitio BamHl y un codén de terminacién. La reaccién se llevé a cabo como
acontinuacién se describe: .

Los siguientes reactivos se mezclaron en tubos @speciales para termociclador: 100 ng
de DNA templete (pST13), 48 pg de cada uno de los iniciadores 72 6 73y 74, 0.2
mM de lIa mezcla de desoxinucleétidos, 1.3 nM de MgCl,, 0.16 U de Taq DNA
polimerasa, 15 ul de Buffer para la Taq, agua c.b.p. 10041, la reaccion se desarrolié
en un termociclador (Perkin-Elmer 9600) bajo las siguientes condiciones: 1 ciclo de

?
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inicio con calentamiento a 94°C-3 min, 35°C-2 min, 72°C-2 min. 23 ciclos de
amplificacion de 1 min a 94°C, 40°C-1 min, 72°C-1 min. 1 ciclo de término con 94°C-
1min, 40°C-1min, 72°C-4min. Los productos de la reaccién se precipitaron con un
volumen de acetato de amonio 7.5 M y dos volimenes y medio de etano! absoluto
durante toda la noche a -70°C, ia presencia de 10s productos fue evaluada a través de
electrofordsis horizontal en ge! de agarosa {(Gibco-BRL) al 1% en buffer TAE (Tris-
acetatos-EDTA: 40 mM de Tris base en 4cido acético glacial, 1 mM de EDTA,
pH =8.0), el corrimiento se realiz6 a8 77 V, durante 45 min.

Obtencién de los vectores de expresién: El gen de la porina fue clonado bajo el
promotor de B-actina con y sin la secuencia lider en el plasmido pFM932.1 (67).

Clonacién del gen de Ia porina OmpC (ompC) sin secuencia lider en el plésmido
pFM92.1: El producto de PCR ompC, asl como el plasmido pFM92.1 se sometieron
a digestién con las enzimas de restriccién Hind il y Bam H1. Los productos de
reaccién se analizaron por medio de electroforesis en gel de agarosa como se describié
anteriormente; las bandas correspondientes a los productos de la digestion fueron
cortadas y e! DNA fue separado de la agarosa por medio de 1a tecnica de Gene-clean
{que se describe posteriormente en el texto). 760 ng de ompC digerido, se mezclé con
250 ng de! pidsmido cortado y se unieron de acuerdo con el método que se describe
posteriormente en el texto. 5yl del producto de la ligacion se utilizaron para
transformar la cepa de £. co/i DH10B (Gibco-BRL). La transformacion se realizé por
medio del método de cloruro de calcio {Se describe posteriormente en el texto). Las
bacterias transformadas fueron cultivadas en cajas con agar Luria {1% de triptona,
0.5% de extracto de levadura, 0.05% de NaCl, 1.5% de agar pH = 7.0) suplementado
con 50ug/ml de ampicilina, las colonias resistentes fueron crecidas en 3mil de caldo
Luria (misma formulacién del medio Luria sélo que sin agar) con ampicilina durante 8h,
a 37°C. Las bacterias fueron cosechadas y lavadas con solucidn salina isoténica, el
sadimento bacteriano se sometié a la extraccion de DNA por medio de la técnica de
miniprep. €| DNA obtenido en fa miniprep se sometié al analisis con las enzimas de
restriccion Hind Wl y Bam HI, Eco RV y Ndel para corroborar I3 presencia e identidad
del pldsmido construido.
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Clonacién del gen de s porina OmpC {L-ompC) con secuencia lider en el
plésmido pJRD184: El gen L-ompC obtenido por medio de PCR se sometié a la
digestién con la enzima Bam H1, tos productos de reaccién fueron separados por
medio de electroforesis en gel de agarosa. El gen de ompC se purificé por medio de
gene clean. Por otra parte el plasmido pJRD184 (Donado por el Center for Vaccine
Development, Baltimare USA) fue digerido con las enzimas Eco RV y Bam H1, los
productos de reaccién fueron tratados de la misma forma que el gen de ompC. 750
ng del gen de la porina cortado con la enzima fueron ligados @ 250 ng del plasmido
digerido utilizando tas condiciones anteriormente descritas. Con S ul de la mezcla de
ligacién se transformd la cepa £. coli DH5a FIQ. Las bacterias transformadas fueron

leccionadas en medio Luria con 50 pyg/mi de amplcillné y la busqueda del pldsmido
construldo se reatizé por medio de mini-prep de las colonias bacterianas que fueron
aisladas. La identificacién del plasmido se hizo utilizando las enzimas de restriccién
Hind 1ll, Bam H1 y Eco Rl. Una vez identificadas, las colonias positivas se crecieron
en 500 mi de caldo Luria con ampicilina y se extrajo el DNA plasmidico por medio de
ia técnica de midi-prep (que se describe méas adelante).

Clonacion del gen del gen L-ompC en el plasmido pFM92.1: El DNA plasmidico
de la midi-prep del pldsmido pJRD184-L-ompC, fue digerido con las enzimas Hind ill
y Bam H1. De esta mezcla de ligacion se separé el producto de 1.4 kb (en el cual va
el gen de la porina con secuencia lider) por medio de electroforesis en gel de agarosa;
el fragmento se purificé por gen-clean. Por otro lado el pldsmido pFM92.1 fue digerido
con las enzimas Hind ill y Bam H1, y los productos se separaron por electroforesis,
asl el producto de 10 Kb fue purificado por gen-clean.

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

se encuentra el gen L-ompC). Con 541 de la mezcla de ligacion se transformé la cepa
E. coll DH10B. Las bacterias se seleccionaron en agar Luria con ampicilina y la
basqueda del gen se realizé6 por medio de la técnica de mini-prep. Las colonias que
contenian el vector construido fueron seleccionadas para extraer el plasmido en
grandes cantidades por medio de la técnica de midi-prep.
Técnica de ligacién de DNA: En proporcién de 3:1 se mezclaron el inserto y el vector
con 1 U de T4 DNA ligasa (Gibco) y 2 4l del amortiguador de la enzima (5X) ajustando
a un volumen fina! de 20 ul. La mezcla se colocd 8 una temperatura de 15°C durante
toda la noche.
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Transformacién de bacterias con DNA plasmidico por el método de cloruro de calcio:
a) Preparacién de células competentes: Se picé una colonia de ia cepa bacteriana (£.
coli DH10B, MC1061/P3, DH5aFIQ) vy se cultivé a 37°C y 200 rpm durante toda la
noche en 30 mi de caido Luria, al dfa siguiente se tomé 1 mi del cultivo y se colocé
en 200 mi de caldo Luria, se incubd a 37°C y 200 rpm hasta que la densidad éptica
(DO) del medio medida a 600 nm alcanzé un valor de 0.6, después se adicionaron 600
mil de caldo Luria precalentado a 37°C y se incubd durante 15 min 200 rpmy 37°C.
Las bacterias se centrifugaron 8 min a 5,000 rpm, el sedimento se resuspendid en

250 mi de 0.1 M de CaCl,, se incubd durante 2 h a 0°C, la suspensién se centrifugé
8 min a 0°C y 5,000 rpm; el sedimento se resuspendié en 5 ml de 0.1M de CaCl, y
10% de glicerol 8 0°C y se hicieron alicuotas de 100 4! en tubos ependorff estériles
praviamente enfriados a -20°C. Las alicuotas se guardaron a -70°C.

b} Transformacién de las células competentes: Tres alicuotas de células competentes
se colocaron en hielo durante 5 min, despuds se les adicion6é el DNA de la siguiente
manera; a la primera 5 ul de la mezcla de ligacién, a la segunda 2 ul del vector
digerido con enzimas de restriccién (control negativo) v a la tercera 250 ng de pUC19
{Gibco) como control positivo. Las células se dejaron 30 min en hielo y después se les
sometié a un choque térmico de 42°C durante 60 seg, al término del cual se les
incubé en hielo durante 5 min. Las bacterias se centrifugaron a 13,000 rpm durante
5 seg, el medio se decanté y los sedimentos se resuspendieron con 1 ml de medio
S0OC (2 % de bacto-triptona, 0.5 % extracto de levadura, 0.05 % de NaCl, 2.5 mM
de KCI, 20 mM de glucosa pH = 7.0}, se incubd durante 1 h a 37°C y 200 rpm. 100
4l de cada suspensién bacteriana fueron utilizados para sembrar una caja con agar
Luria suplementado con ampicilina, el resto de la suspensién se centrifugé a 13,000
rpm durante § seg, y los sedimentos se resuspendieron en 100 4l de medio SOC,
estas suspensiones se sembraron en agar Luria con 50 pzg/ml de ampicilina.

Extraccién y purificacién de DNA plasmidico de geles de agarosa por el método de
Gene-clean: Se corto 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 solucién 6 M de Nal
seguido de la incubacion durante 5 min a 45-55°C. Una vez que el gel se disolvi6 se
adicionaron 5 ul de una suspensién de perlas de vidrio (glasmilk, Bio 101 Inc.), la
mezcla se incub6 por § minutos en hielo. Terminado el tiempo de incubacién se
sedimentaron las perlas por medio de centrifugacién a 13,000 rpm durante 10 seg.
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€] sobrenadante se decantd y las perlas se lavaron tres veces con una solucién
denominada New-Wash (§0% de etanol, mas 50% de una solucién de 20 mM Tris,
pH=7.4, 1 MM EDTA, 0.1 M NaCl). Después de los lavados el DNA se separé de las
perlas por medio de dos ciclo: . e incubacién a 45-55°C con 20 4l de agua destilada
{con resistencia mayor a 18 MOhms) en el primer ciclo, y con 10 yl de agua para e!
segundo, seguidos de centrifugacién a 13,000 rpm por 10 seg.

Obtencién de DNA plasmidico en psquefia escals (mini-prep):

Et sedimento bacteriano proveniente de un cultivo con 3 m! de medio Luria se

resuspendié en 200 y! de una solucién denominada TELT: (50 mM de Tris-HCL

pH=8.0, 62.5 mM de EDTA, 2.5 M de LiCl y 0.4 % de tritdn X-100), después se

adicionaron 20 i de lisozima (10 mg/ml disuelta en TELT), y se calenté a 100°C~
durante 60 seg. Al finalizar ia lisis se colocé la mezcla de reaccion en hielo durante 5

min y después se centrifugd 8 min a 14,000 rpm. El sobrenadante de lisis se transfirié

8 un tubo nuevo y se precipité con 100 ul de isopropanol, {as muestras se

centrifugaron 5 min y el precipitado se lavé con etanol al 70 %, una vez.

QObtencién de DNA plasmidico en grandes cantidades {Midi-prep):

Se inocularon 10 mi de una suspensién de bacterias que fueron crecidas toda la noche
a 37°C y 200 rpm, en 500 ml de medio Luria suptementado con 50 pg/ml y se cuitivé
durante 8 h a 200 rpm y 37°C. Las bacterias se cosecharon por centrifugacién a
5,000 rpm por 5 min y se lavaron con solucién salina isoténica dos veces. El
sedimento bacteriano se resuspendié en 1.5 mi de una solucién de 50 mM de
glucosa, 25 mM de Tris-HC! pH = 7.6, 10 mM de EDTA, después se adicionaron 6 m!
de una solucién de 10 mg/mi de lisozima disuelta en TE pH=8 {10 mM de Tris-HC!
pH=7.4, 1 mM de EDTA pH =8}, y 15 ml de una solucién con 1 % de SDSy 0.2 M
de NaOH, se mezclaron y se incubaron 10 min en hielo. Al finalizar la incubacion se
adicionaron 11.25 m! de una solucién 3 M de acetato de potasio /5 M de &cido
acético seguide de una incubacién de 10 min en hielo. La mezcla de reaccién se
centrifugé 10 min a 5,000 rpm, el sobrenadante se filtré a través de gasa estéril y se
le adicioné 15 ml de isopropanol, despuéds se incubé en hielo durante 5 min. La
suspension se centrifugé durante 5 min a 5,000 rpm, el sobrenadante se decanté y
el precipitado se resuspendié en 2 ml de TE y se adicionaron 2 mi de LiCl seguido de
una incubacién en hielo durante 30 min. El tubo se centrifugd y el sobrenadante se
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colocé en un tubo nuevo con 10 mi (2.5 volimenes) de etanol absoluto, se incubd 1
hora a -20°C y se centrifugd 10 min a 5,000 rpm. E! sedimento se resuspendié en 500
4 de agua inyectable y se le adicionaron 100 ui de una solucién de 10 ug/ml de
RNAasa (Sigma), seguida de una incubacién a 37°C durante 60 min. Una vez
terminada la incubacién, el producto se le adicioné un volumen (600 uh) de una
solucién de cloroformo-alcoho! isoamilico (24:1), se mezcl6é vigorosamente y se
centrifugé durante 2 min a 13,000 rpm, la fase acuosa se separd para ser sometida
dos veces més al mismo tratamiento. Después se adiciond 1/10 (50 ul} de acetato de
sodio 3 M pH=7.0, se distribuy6 en tres tubos ependorff y se les adiciond etanol
hasta Henar el tubo. Las muestras se colocaron a -70°C durante toda la noche,
después se centrifugaron 15 min a 4°C y 13,000 rpm. El sedimento se lavé con 750
4l de etanol al 70 %, y se concentrd durante 5 min en una centrifuga con vacio
{Heto). €I DNA de cada tubo fue resuspendido 200 4! de agua inyectable y se
cuantificé midiendo su absorbancia a 260 nm.

Transfeccion de las células P815: Una vez purificados, 10 pg de los vectores de
expresion se utilizaron para transfectar célutas de mastocitoma murino P815 (donada
por el Dr. Gunter Hammerling, German Institute of Cancer Researche, Heidelberg
Alemania) (30) por medio de electroporacién a 220 Vy 1180 4F. Las células fueron
seleccionadas con base en la resistencia que presentaron al cultivo con 1 mg/ml de!
antibi6tico G418 (Gibco, geniticina). Las células resistentes fueron clonadas por medio
de dilucién a 0.3 células por cada 100 ul en placas de 96 pozos.

Antlisis de la expresién de la porina en las células transfectadas: La expresién
del antigeno asl como su localizacién se evaluaron en las células P815 transfectadas,
por medio de inmunofluorescencia indirecta {(89) utilizando anticuerpos de conejo anti-
porinas y un anticuerpo anti-congjo marcado con isotiocianato de fluoresceina {FITC)
(Dako), la permeabilizacién de las células se realiz6 mediante saponina al 3 %. Como
testigos se utilizaron anticuerpo de conejo anti-moléculas clase I del MHC y
anticuerpos anti-CD3.
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Cepas bacterisnas: En el presente trabajo se utilizaron las siguientes cepas:

S. typhimurium LT2 (68) {donada por el Center for Vaccine Development. Baltimore,
Maryland. USA)

S. typhi CVD908-GP63 (69} {construida en la Unidad de Investigacién Médica en
Inmunoquimica en colaboracién con el Center for Vaccine Development. Baitimore,
Maryland. USA)

E. colf DH10B (Gibco)

Purificacién de la porina OmpC: La porina fue purificada a través del método de
Nikaido, modificado en la Unidad de Investigacidn Médica en Inmunoquimica (§5).

Preparacién del tripsinizado de Sa/fmonela typhimurium y de OmpC:

S. typhimurium fue cultivada en 10 L de medio Luria durante 10 h, después se
coseché por centrifugacién. Las bacterias se lavaron con solucién balanceada de
fosfatos (PBS: 0.8 % de NaCl, 0.02 % de KCI, 0.144 % de Na,HPO,, 0.024 %
KH,PO,, pH = 7.4) y se rompieron a 100 psi utilizando una prensa French. El lisado se
centrifugd a 6,000 rpm durante 8 min, el sobrenadante obtenido se ultracentrifugd a
35,000 rpm por 30 min, después el sobrenadante se guardd, mientras que el
sedimento se someti6 a la extraccion de las proteinas con 0.1% de SDS en 50 mM
de Tris-HCl pH= 7.4. Las proteinas extral[das y e! sobrenadante de fla
uitracentrifugacion se mezclaron y se dializaron contra solucién salina isoténica.

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

A la solucién de protelna de S. typhimurium o a la solucién de 5 mg de OmpC
se |es adicioné 8 M de ureay 0.2 M de £-2-mercapto-etanol. Se incub6 toda la noche
a temperatura ambiente, y después se realizd una alquilacién adicionando &cido
iodoacético hasta una concentracién final de 0.25 M, se incubd a temperatura
ambiente durante 2 horas y posteriormente se dializé exaustivamente contra agua
destilada y contra carbonato de amonio 50 mM. Al final de la didlisis se adicioné
tripsina & una concentracion final de 1 % del volumen y posteriormente se incubé a
temperatura ambiente durante 24 horas. Se separaron los péptidos de peso molecular
menor 8 10,000 Da por medio de filtracién en filtras centriprep {Amicén), y finalmente
se esterilizaron por filtracién en membranas con didmetro de poro de 0.22 nm.
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Inmunizacidn de ratones: Se inmunizaron por via intraperitoneal grupos de cinco
ratones BALB/c de 20 g de peso, los dias cero, 10, 20 y 30, con 100 4l de una
suspensién de S. typhimurium LT2 can 10° bacterias/ml. Diez dias después de la
Gitima inmunizacién se les extrajo el bazo. Otro grupo de ratones fue inmunizado via
oral {previa administracién de 100 u! de bicarbonato de sodio via oral} con S. typhi
CVDS08-GP63 a una concentracion de 9 X 10® bacterias por cada 100 yi, los dias O,
7. 14 y 35. Nueve dias después de la Gitima inmunizacién se les extrajo el bazo.

Reestimulacidn /n vitro de linfocitos: Apartir de los bazos obtenidos de los ratones
inmunizados se preparé una suspensién de esplenocitos por medio de disgregacion del
bazo en tela de organza. Los eritrocitos se eliminaron mediante el empleo de un
amortiguador de lisis (0.15 M de NH,CI, 1.0 mM de KHCO,, 0.1 mM de Na,EDTA,
pH=7.4) durante 3 minutos. Los esplenocitos se lavaron con solucién de HANKS
(Gibco), v se ajustaron a 30 millones/10 m! de RPMI complementado con 10 % de
suero fetal bovino, giutamina y piruvato de sodio. Las células se colocaron en botellas
de cultivo de 25 cm? a las que se les adicion6 100 xg/ml de los péptidos de
Salmonella (tripsinizado de S. typhimurium), o bien 100 ug/ml de péptidos de OmpC
(tripsinizado de OmpC). Los cultivos se incubaron § dias a 37°C vy 5 % de CO2. Al
término de la reestimulacion, las células se cosecharon y se emplearon como células
efectoras en el ensayo de citotoxicidad.

Ensayo de citotoxicidad: Como células efectoras se emplearon esplenocitos
provanientes de ratones inmunizados con Salmonella typhimurium o con Salmonella
typhi CVDS08gp63, reestimulados /n vitro con el extracto de péptidos de Sa/monella
typhimurium o con el extracto de péptidos de la porina OmpC. Como células blanco
se utilizaron células P815 transfectadas con el gen de la porina OmpC. Para el ensayo
de citotoxicidad las células blanco se marcaron con cromato de sodio radiactivo
(%'Cr), para esto, 1X10° se incubaron 2 h a 37°C con 100 uCi de 5'Cr (Dupont);
posteriormente se lavaron 3 veces con solucién de Hanks y se ajustaron a 3X10*
cel/ml. Las células efectoras vy blancos se colocaron en placas de 96 pozos de fondo
redondo {Nunc), en razones de 100:1, 50:1, 25:1, 12.5:1, 6.25:1 y se incubaron
durante 5 h a 37°C § % de CO,. Al término de! perfodo de incubacién se recuperaron
100 4 del sobrenadante y se cuantificé el nimero de cuentas por minuto (cpm) en un
contador gama (Packard modelo Cobra). £l porciento de citotoxicidad expresado como
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porcentage de lisis especifica se determiné con {a siguiente férmula:

% do tis sepectica GOM e liberacion mdxima - com det problema

¢ pm de lib. maxima - cpm de lib. espontdnea

La liberacién méxima corresponde a las cpm de las células blanco lisadas con
SDS al 10 %. Mientras que la liberacién espontdnea corresponde a las cpm de las
células blanco incubadas sin células efactoras.
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IV. RESULTADOS:

1.- Obtencién de los genes L-ompC y ompC por PCR: Ei gen de 'a porina OmpC fue
amplificado por medio de PCR con y sin su secuencia lider, los productos presentaron
un movimiento electroforético relativo a 1.1 Kb {ompC} y de 1.3 Kb (L-ompC) en gel
de agsarosa {Fig.1).

2.- Clonacién del gen ompC (sin lider) en el plésmido pFM92.1: El gen ompC obtenido
por PCR fue clonado en el pldsmido pFM92.1 dando como resultado el pldsmido
plQCLM1, el cuat presenté un tamafio aproximado de 11.2 Kb, Al cortar el pidsmido
con ia enzima Eco RV se observé la presencia de dos productos, el primero con un
tamafio aproximado de 10 Kb correspondiente al vector y el segundo de 1.1 Kb
correspondiente al gen ompC; la digestidn con las enzimas Hind Il y Bam H1
mostraron resultados similares, mientras que la digestién con Eco Rl nos mostré un
producto linearizado de un tamafio aproximado de 11 Kb. Eil andlisis con enzimas de
restriccién nos mostré que ¢ gen ompC se encuentra presente en el plasmido
construldo en la direccion correcta (Fig.2 y 4).

3.- Clonacién del gen L-ompC (con lider) en el plésmido 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 plasmido plQCLM2, éste presentd un tamaiio aproximado de
4.8 Kb, las digestiones con las enzimas Hind il y Bam H1, o bien con Eco Rl 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 andlisis nos mostré que el gen L-
ompC se clond en los sitios ptaneados y en la orientacién correcta {Fig.3).

4.- Clonacién del gen L-ompC en el plésmido pFM92.1: Del plasmido plQCLM2 se
cortd el fragmento correspondiente al gen L-ompC el cual se clond en ¢l plasmido
pFM92.1, dando como resultado el ptasmido pIQCLM3. Los cortes con las enzimas
Eco R, & Hind 11l y Bam M1 muestran en la electroforésis en geles de agarosa dos
productos, e! 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 | muestran un producto lineal
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5.- Las células P815 son capaces de producir a 1a porina OmpC de Sa/monella typhi:
Las células transfectadas fueron resistentes al cultivo con 1 mg/mi de G418 al menos
hasta los dos meses en los que se les mantuvo con este antibiGtico, a estas células
se les danominé CLM1 (las que fueron transfectadas con el plQCLM1} y CLM3 (las
que fueron transfectadas con el plQCLM3}; de estas células se obtuvieron clonas. La
presencia de la porina en dichas clonas fue evaluada por medio de
inmunofiuorescencia, la cual mostr6 que 1as clonas de las células CLM1 denominadas
A3 y B6, asl como la clona B3 de las células CLM3, fueron capaces de expresar la
porina OmpC de Sa/monella typhi. La porina fue detectada en el citoplasma de las
células, no se observé en el nicleo, ni en vacuotas ni en [a membrana citoplasmatica,
tampoco se formaron cuerpos de inclusién (Fig.5), ademas no se pudo detectar la
presencia de la proteina en el sobrenadante de cultivo. Los controles negativos de la
prueba consistieron en incubar con anticuerpos anti-moléculas clase 1l de! MHC de
ratén, y de segundo anticuerpo (anti-conejo-FITC), estos resultaron negativos como
se esperaba, mientras que los controles positivos con anticuerpos anti-moléculas clase
1 K* y D* de ratén dieron una sefal intensa (Fig.6). Las células produjeron porina al
menos hasta l0s ocho meses posteriores a la transfeccidn, tiempo en el cuél se realizd
{a ditima inmunofiuorescencia.

6.- Linfocitos citotéxicos pr i de infectados subletalmente con
Salmonelia typhimurium y reestimulados con un tripsinizado de S. typhimurium son
capaces de reconocer y lisar a las células que expresan la porina OmpC sin lider (A3
y B6): Los datos nos muestran que existe una lisis especifica dos veces mayor hacia
las células que expresan ia porina sin lider (A3 y B6), con respecto a las que no la
expresan (P815) (Fig. 7).

7.- Linfocitos citotéxi p i de infectados subletaimente con S.
typhimurium y reestimulados con 1a porina OmpC, son capaces de reconocer y lisar
8 las células que expresan la porina OmpC sin lider (A3 y B6): En la figura 8 se
muestra que existe una lisis especifica hacia las células que expresan la porina (A3)
2.5 veces mayor con respecto a las células que no 1a expresan (P815), mientras que
para las céluias B6 no hubo diferencia evidente con respecto a las células P815.

En ninguno de los dos experimentos anteriores se observé citotoxicidad dirigida
en contra las células que expresan la porina con secuencia lider (B3).
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8.- Linfocitos citotoxi pr ! de i izados con Sa/monella typhi
CVD908gp63 y reestimulados in vitro con un tripsinizado de S. typhimurium, son
capaces de reconocer y lisar 8 las células que expresan porina sin lider (A3 y B6): €n
este caso se observéd una lisis especlfica de 50 % hacia las células que expresan a la
porina sin secuencia lider (A3 y B6), es decir cinco veces mas que la lisis observada
hacia las células que no expresan porina (P815) asi como hacia las células que
expresan la porina con la secuencia lider {B3) (Fig 9); mientras que para el testigo
positivo de células P815 incubadas con tripsinizado de $. typhimurium la lisis
especifica fue de 30 %.
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Figura 1. Amplificacion por medio de PCR del gen de la porina OmpC. a) iniciadores para
ia amplificacién del gen sin secuencia lider, b} con secuencia lider, c} electroforesis en ge!
de agarosa de los productos de la amplificacién. Carril 1, marcadores de tamaiio
molecular 1 Kb. Carril 2, ompC sin lider (1.1 Kb). Carril 3, ompC con lider (1.3 Kb).
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Figura 2. La clonacién del gen de la porina OmpC sin secuencia lider, en el
plasmido pFM92.1 di6 origen al plasmido p/QCLM1.
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Figura 3. a) La clonacién del gen de la porina OmpC con secuencia lider, en el
plasmido pJRD 184 di6 origen al plasmido plQCLM2. b) Electroforesis en gel de
agarosa de los plasmidos digeridos con enzimas de restriccién. Carril 1,
marcadores 1 Kb; Carril 2, pJRD 184 Hind Ill y Bam HI; Carril 3, plQCLM2 Hind
il y Bam HI.
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Figura 4. a) La clonacion del gen de la porina OmpC con secuencia lides prqveniente de!
plQCLM2 (a través de los cortes con las enzimas Bam H1 y Hind (I}, en el pldsmido prQZ.I
di6 origen al plasmido piQCLM3. b} Electroforesis en gel de agarosa de los qlé;midos dngercdo§
con enzimas de restriccién. Carriles 1y 8, marcadores 1 Kb; carril 2, ompC sin fider (PCRY); carril
3, ompC con lider; carril 4, pFM92.1 Eco RV; carril 5, plQCLM1 Eco RV; carrit 7, ptQCLM3 Eco

RV y Hind 1l
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Figura 5. La tincion intracelular por medio de inmununofluorescencia indirecta, nos
muestra que las células transfectadas con el plésmido que contiene al gen de la porina
OmpC sin lider (A3 y B6), v las transfectadas con el plasmido que contiene a la porina
OmpC con lider {B3) son capaces de expresar a la proteina en el citoplasma, mientras que
las células no transfectadas son incapaces de producir la porina.
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Figura 6. inmunofluorescencia indirecta que nos muestra que las células transfectadas o

]

gue son capaces de producir a la porina OmpC sin lider (A3 y B6) y con fider (B3), asi
como las células no transfectadas (P815), expresan de manera normal moléculas clase
i del MHC, en la superficie. (Controles positivos de la inmunofluorescencia).
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Figura 7. La infeccién causada por S. typhimuriom induce la activacion de finfocitos citotéxicos
capaces de reconocer péptidos de la porina OmpC. Esplenccitos provenientes de ratones
infectados subletalmente con S. typhimurium y imulados in vitro (con un extracto protéico
de dicha bacteria que fue tratado con tripsina), son capaces de reconocer v lfisar a las células
que expresan a fa porina OmpC sin lider (A3 y B6), 2.5 veces més que a las células que no
expresan porina {P815). Como controt positivo se wtilizaron células P815 incubadas con el
extracto utilizado en la reestimulacién (PB15 +pep).
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Figura 8. La infeccién causada por S. typhimurium induce la activacién de linfocitos
citotéxicos capaces de reconocer péptidos de la porina OmpC. Espienocitos provenientes
de ratones infectados subletaimente con S. typhimurium y reestimulados in vitro (con la
porina OmpC), son capaces de reconocer y lisar a 1as células que expresan a la porina sin
lider (A3 y B6) 2 veces mds que a las células que no expresan porina (P815).
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Figura 9. La inmunizacién con S. typhi CVD308-gp63 inducs la activacién de linfocitos citotdxicos
capaces de reconocer péptidos de ia porine OmpC. Esplenocitos de ratones inmunizados con S. typhi
CVvD908gp63 y reestimulados i vitro {con un extracto protéico de S. typhimunum tratado con
tripsina), son capaces de reconocer y lisar a las células que expresan a la porina OmpC sin lider (A3 y
86), cuatro veces mas que a las células que no expresan porina {P815). Como control positivo se
utilizaron células P815 incub con e! usado en la reestimulacién (P815 +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 citotéxica es la encargada principal de mediar
la accién en contra de los virus y tumores (70), sin embargo, ia presencia de linfocitos
T citotéxicos ha sido demostrada en infecciones bacterianas; reportes de esto los
tenemos para Mycobacterium {(71) y Listeria {72) entre otros. En el caso de
Salmonella, la presencia de linfocitos T citotéxicos ha sido demostrada sélo para
antigenos expresados en sa/monellas genéticamente modificadas, (41 y 43}, aunque
también se ha reportado que hay linfocitos T citotéxicos Lyt-2* capaces de lisar a
células infectadas con Sa/monells (46). En estos trabajos, no se liega a identificar cual
es el antigeno de la Saimonella que es reconocido por los linfocitos citotéxicos.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran dos hechos
relevantes, primero, que los ratones infectados con S. typhimuriumy S.typhi CVD908-
GP63 desarrolian una respuesta citotéxica especifica mediada por linfocitos CD8*, fo
cual confirma lo descrito en la literatura en e! sentido de que (8 infeccién, o la
inmunizacién con la bacteria induce este tipo de respuesta, y segundo, que algunos
de estos linfocitos citotéxicos reconocen especificamente a la porina Omp C de
Salmonella.

Para la realizacion del presente trabajo, fue necesario desarrollar un sistema de
expresién de antigenos que permitira evaluar la respuesta citotoxica. Con este
proposito se selecciond a ia células P815, debido a que este tipo de células son muy
eficientes para expresar ant/genos recombinantes, por io cual han sido utitizadas para
expresar antigenos de tipo tumoral {73). Las células P815 fueron transfectadas con
los plasmidos que llevan al gen de la porina OmpC con y sin ta secuencia lider, con
esto se esperaba lograr la expresién de la proteina en partes especificas 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 seiial; mientras que
con fa porina sin lider se esperaba que fuera expresada en el citoplasma. Para ambos
casos se encontré que la porina se produce v 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 sintesis y el ensamble de la proteina
pudieran llevarse acabo en e! citoplasma utilizando a los ribosomas libres y las
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chaperoninas del citosol (74). Nuestros datos también sugieren que la seial dada por
ia secuencia lider en la célula eucariéntica no es interpretada igual que en la célula
procaridntica {75}; asf, tomando como base los hechos mencionados, se pensé que
las células PB15 transfectadas con la porina pudieran servir como células
presentadoras de antigeno, ya que la porina expresada en el citosol, puede ser
susceptible a la degradacion por los proteasomas, y los péptidos producidos de esta
forma puden ser transportados al interior del reticulo endoplasmico y ser presentados
en el contexto de moldculas clase | del MHC, como ha sido descrito para otros
antfgenos (78). Para demostrar esta hipétesis, fue necesario obtener linfocitos T
capaces de ycer a los péptidos de la porina presentados en el contexto de las
moléculas clase | de! MHC, la estrategia seguida para obtener dichas linfocitos fue
inmunizar ratones con dosis subletales de S. typhimurium o bien de S. typhi
recombinante, esperando que la infeccién causada por estos microorganismos,
despierte una respuesta citotdxica contra algunos de los antigenos bacterianos.

tos esplenocitos de los ratones infectados con S. typhimurium o bien con S.
typhi recombinante fueron capaces de reconocer y lisar a las célutas que expresan ia
porina sin lider (A3 y B6), mientras que las células que expresan la porina con
secuencia lider (B3] no son reconocidas ni lisadas por dichos esplenocitos (Fig. 7,8 y
9). Estos experimentos nos indican que existen linfocitos T CD8* en los ratones
infectados, capaces de reconocer a los péptidos de la porina OmpC presentados por
tas moléculas clase | del MHC de las clonas A3 y 86, mientras que el hecho de que
las células B3 no sean lisadas por los esplenocitos nos sugiere que esta clona no esta
presentando a los péptidos de la porina, probablemente debido a que la proteina no
sea procesada.

La citotoxicidad observada se atribuye a ios linfocitos T CD8*, debido a que los
otros tipos de célutas capaces de desarroliar un efecto citotéxico, como es el caso de
las células asesinas naturales (NK), no raconocen a las células P815 {63); mientras
que, los finfocitos T CD4* citotéxicos tampoco reconocen a las células P815, debido
a que estas células no presentan moléculas clase Il del MHC que son los elementos
de restriccion de dichos linfocitos.

Un aspecto importante que debe ser esclarecido, es cuales son los péptidos de
{a porina OmpC que estan siendo reconocidos por los linfocitos T CDB*. En la Unidad
de Investigacién Médica en Inmunoquimica (UIMI}, 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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| del MHC de acuerdo al modelo propuesto por Rammensee (77). Se identificaron las
secuencias consenso o "motifs” de unién a las moléculas clase |, K> 0 D* y se
encontrd experimentalmente que los aminodcidos correspondientes a la regiones 73-
80 y la 132-139 de la porina OmpC, son capaces de unirse a las moléculas K®,
mientras que la regién capaz de unirse a D® fue la 314-321 (83). Por otra parte se han
identificado 13 regiones de la secuencia de la porina, con probable capacidad de
unirse a las moléculas K¢ {que estan presentes en las células P815), estas son: la 3-
11, 52-60, 57-65, 90-98, 94-101, 148-156, 173-181, 209-217, 224-232, 235-243,
240-248, 315-323 y 323-331. Hasta el momento no se ha evaluado
experimentalmente fa capacidad de unidn de estos péptidos a las moléculas K9, sin

. embargo, el hecho de que en ratones inf dos con Sa/t /la se d en linfocitos
CD8* capaces de lisar a las células P815 transfectadas con la porina, es una evidencia
indirecta de que una o varias de estas regiones estan siendo reconocidas.

El hecho de que la infeccién causada por Sa/monella en los ratones estimule a
linfocitos T CD8*, genera algunas interrogantes como cual es el mecanismo de
procesamiento y presentacién de los antigenos bacterianos, y cuat es el papel de los
linfocitos T CD8* en el control y erradicacién de ia infeccién.

En algunos trabajos se han propuesto diferentes vias para explicar el mecanismo
de presentacién de los antigenos exdégenos, por medio de las moléculas clase | del
MHC; dichos antigenos son generalmente presentados por la via de clase [l
(62,78,79,81). En el caso de Sa/monella se propone que al entrar al organismo, la

“bacteria es fagocitada por el macréfago, una vez dentro del éste las bacterias o
productos de ellas pueden pasar al citosol donde se procesan sus antigenos para

‘después ser presentados por las moléculas clase |, siguiendo la via enddégena como
cualquier antigeno de la célula 6 viral, o bien, que los péptidos producto de la
degradacién de la Sa/monella sean secretados al medio, y asi algunos de estos se
pueden unir a las moléculas vaclas clase | que se encuentran en la superficie de la
célula. Otra posibilidad es que el microorganismo degradado dentro de la vacuola
fagocitica se encuentre con moléculas clase | del MHC, y que estas ileguen a cargar
algun péptido de la bacteria para después viajar a la superficie y presentar el péptido
(Figura 10). En la UIMI existen las evidencias experimentales que apoyen el
mecanismo de secresidn de péptidos al medio {78). Sin embargo, cualquiera que sea
la forma de presentacion al linfocito citot6xico, es un hecho que estas células se
activan durante la infeccion causada por Salmonella.
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€l linfocito T CD8" &l activarse, por un fado, puede lisar al macrétago infectado,
de tat torma que se impediria la muitiplicacién bacteriana que se lieva a cabo dentro
de estas células, de esta manera las bacterias quedan al alcance de los anticuerpos
‘v del complemento. Por otro lado e! linfocito CO8* activado, es capaz de secretar
linfocinas como el IFN-7, el cual activa a los macréfagos incrementando su capacidad
tagocitics y posiblemente su capacidad litica (Fig. 11). Esto podria ser parte del papel
de los linfocitos T COB* durante la infeccién por Salmoanella. Para dilucidar e papel
de los linfocitos CD8* en el control y erradicacion de Salmonella, se padria utitizar el
modelo de los denominados ratones "Knock out®, estos animales son tes en
ia expresi6n de algin gen debida a que se les ha alterado por medio de procedimientos
de ingenieria genética; en particular se podrian utilizar ratones "Knock out” de las
moléculas clase It det MHC (84}, ya que estos no presentan linfocitos T CD4*, por lo
cual, s6fo se observaria el pape! de los CD8* ante ta infeccion. Por otro lado, en las
tatones "Konck out™ de perforina (85) se podrian evaluar los mecanismos de
citotoxicidad mediados por la perforina y/o por el sistema Fas-ligando de Fas de fos
linfocitos T CD8* durante la infeccién causada por Sa/monella.

€1 conacimiento del papel de los linfocitos COB* en la infeccién causada por
Salmonella nos puede asyudar a entender mejor los mecanismos de control y
erradicacién det microorganismo y por tanto al disefio de agentes vacunales; para esto
e3 impartante sefialar que no sélo es importante conacer el papel de estas célutas sino
que tambidn se necesita conocer cuales son los antigenas que reconocen. E! hecho
de que péptidos de fa porina Omp C de Salmonella typhi sean seconocidos por los
linfocitos CD8* es de suma relevancia en el contexto de la respuesta inmune contra
Sa/monel/a y en el desarrofio de una vacuna cantra a fiebre tifoidea a base de parinas,
ya que prdximamente se evaluard la capacidad de proteccién y la inocuidad de las
parinas de Salmonella typhi en voluntarios humanos (fase | del desarcrolio de vacunas).

Anfin

Vi. CONCLUS!IONES.

En la infeccién por Sal fla se generan linfocitos T citotdxicos dirigidos
contra los antigenos de estas bacterias.

La inmunizacién con Sa/monella induce una respuesta inmune citotéxica contra
antigenos de la bacteria.

Uno de los antigenos reconocidos por los linfocitos T citotéxicos generados en
la infeccidn, es la porina OmpC de Salmonella typhi,
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Figura 10. Posible mecanismo de presentacién de antigenos derivados de Salmonella a
través de moléculas clase | del MHC. (N: nicleo, RE: Reticulo endoplasmatico, TAP 1y

2: proteinas transportadoras dependientes de ATP).
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