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Te 6 CTL Célula T citotdxica

TCR* Receptor de la célul. T
| TGF-B Factor del
H Th Célula T ielper (coopecradora)
i Tho Célula T CD4 oo diferenciada
i Thi Cétula T CD4 diferenciada a Thi
: Th2 Célula T CD4 difcrenciads a Th2
i THIP Célula precursora de Thi
; TH2P Célula precursora de Th2
! Ti-"H Timidina-tritiada
j TNF- Factor de Necrosis Tumoral alfa
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[ Tween 20 Polyox:
] vp Fi 6 ! de la cadk ﬂ del TCR
’ VLA Amigeno Tardio
* Por scr sigias uni idas sc conscrvan asi, que P gan del idi inglés.
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En la infeccién por al) b ias i lul como la Safs Hla en que ind una

tanto b f como cclular. En ¢l p bajo abordé el dio d do de

los i i hacia un i de S. nyphi, que es la proteina de membrana

extemna denominada C, a través del anilisis del tipo de i imulada: a) b 1, por

1a & inacién dc antk b) celular, por la cxpresion de RNAm para citocinas. Para ello s¢

utilizaron dos diferentes cepas de que p ptibilidad ica di hacia la

Salmonella; C57TBL/6] (B6) que i ¢l gen de ptibilidad f1y °, y DBA/2 (D2) el gen de
resistencia fey °.

Ratones de ambas ccpas, sc i i con una p #on de dos i dc S. typhl, con pesos

moleculares entre 38 y 42 kDa (una de cllas identificada como OmpC), por via intraperitoocal
(30ug/ratén) dos veces cada 1O dias, analizindose: 1.- Niveles de anticucrpos cspecificos anti-

porinas en sucros post. da & 2.- Isotip y/o subcl de los anticucrpos
peci 3.- Expresion de RNA jero para las citock IL-2, IL-4, IL-10 ¢ Interferdn-
gamma (IFN-y) y gli Idehido-3-fosfato-deshid: COmMO teatigo positivo, en células de bazo
totales, por Ia ica de ipCice ién cn cad de 1a poli 4.- La expresi
de léculas de ia y/o ivacién y de regi iab de 1a cack B del de
antigeno de 1a célula T, en linfocitos T totales.
Los resultados obtenidos en las dos cepas de una muy similar frente a
ias i diad. 1.-Sep titulos de 2 desde cl pri dia de la
ds i izacién, que al un pico de mayos ducciin al dia 17 y hasta i dia
30. 2.- Los anticucrpos porina-cspecificos de la ccpa B6 predomi 1a subci:

IgG2b, micntras quec en la cepa D2 fuc la subclase IgG2a. 3.- Se detecto la presencia de RNA
IL-6 ¢ IFN-y en csplenocitos cstinulados i virro, y ¢l RNA mensajero

g para las
parala ina [1-12 en Ea de ) Lap is del RNAm para la citocing IL-4 en
ambas ccpas, se observo al inicio ulas no i ) y Ia imulacion. El RNAm para

{FN-y aparecié cn la cepa B6 a partir de las 10 horas, pennanccicndo hasta las 18 horas; micntras
que en la cepa D2 se detectd a partir de las 6 horas y permancecio hasta las 10 horas. El RNAm para
Ia citocina {L-12 sc presentd solo en la cepa B6 al wercer dia d és de la da i iZaC 4.-

Las subpoblacioncs CD4 y CDB de los linfocitos T i Xp un fenotipo de ia y/o




ivacion d do por la pérdida cn la cxpresion de L-selectina (CD62L, proteina de expresion
alta en i i no ivados, y baja cxpresion en linfoci de ia y/o ivados) y un
en la expresida de la 1] ia CD44 (p ina dc expresién alta en linfoci no ivad
y alta expresion en linfocif de ia y/o { P i que se d
CD44"%/CD62L™, por las léculas quc oxp 5- Las i ionad
subpoblacioncs CD4 y CD8 de los linft T. ok las i variables 17a,
8.1/8.2/8.3 cn las cad P de su pocti .
Por los resultados obtenidos, sc concluye que las pori como i 0 pod son
ap. de i imp i de ia En primer lugar, la produccion
de anticuerpos con isotipos 1gG2a ¢ IgG2b per i a una resp de tipo celular o tipo Thl
ida. Estos i tienen la parti idad de dar a los Gfagos cn al, de sus
[} fi psonizando a los facilitando su fagocitosis, y fijando L
para cf N yer icacion dec la Sal lla y/o sus i En do lugar, la ia de
1a di iacion y blecimi de

los RNAm para las citocinas IFN-y ¢ IL-12, hace
tipo Thl. Estc tipo dc

células TCD4 con fenotipo Thl, que p a una
P sc ha inado como ¢l principal mecanismo en contra de infecciones provocadas por
bactcrias intracclulares, como cs ¢l caso de  Sali la, ici do principal linfoci Ty
macréfagos. Y en tercer Jugar, las clonas de linfocitos TCD4 y TCDS8 porina-cspecificas
P a la poblacion tipo Thi, el fenotipo de ia y/o activacion, y fregi
especificas (VB17a y V§8.1/8.2/8.3) en cl recoptor de la célula T, que posiblemente reconocen
itopos i de las p
En consideracion a quc {as porinas dc S ophi son les de una p
i yp en la que partici tanio i como linfoci TCD4yTCDS,
sc propone que cl efecto p podria atribuirsc a quc la resp i inducida por la
inmunizacion con las porinas cstudiadas, es de tipo celular confirmado por ¢l patron dc RNAm
expresado para citocinas tipo Thl y por las isotipos de anti pios de cste tipo de respuesta,
Paralelo a este i esta la ind ion de ia de tos linfoci T cspecifi demas de
ingidos para el de péptidos de las porinas.

P P
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L- INTRODUCCION

1.1. 1. Infeccién por Sal lla
Ias Salmanella: ingeridas por via oral se dirigen al i ino delgado distal y i cl
pitcli iAnd a las células M cn las placas de Peyer, donde sc
di M via li ica a todo el i i y al si i icar, para ser
fagocitadas por los 5€agos dentro de los cuales sobreviven y se ipli localizinds
o de las 1 o & fag Py i el fa O se i rd con los
Li para f cl fagoli acti dentro de cllos di i idati
y no oxidativos (3); de ahi son P a los { i i B b el bazo y el
b donde Iz b v iplicind i do a al una densidad de 1x10 *
bacterias/s para I/ i & por via i (4). Esto conduce a una
b ia & lc y al choqg oG que causa rapid. la El i
flas ¢s su idad de i dir (p ), sobrevivi

bésncodcpal.ogemc-daddewdnhs"'
élul del hudsped tales como células cpitcliales y

y Li en dife tipas de
macrofagos. (5).
1.1.2. Fiebre Tifoidea
La ficbre tifoidea s da por la & ion ¢ i i6 iva de Sal. lia typhi. Se
iza por si i 3 como la ficbre, b H lea, ¥ dolor abdominal.
Fi se con itorio, k ia y b i Las
licaci mis imp incluyen la b agia i inalen ¢l 2 al 8 % de los casos y la

pcrforaclénqueseprumhmelBall% . laus‘deleuhdndudealmdndordel 1%; sin
embargo, cn los casos complicadas, como en nifos. cn yen i ch pucde

ascender hasta ¢l 30% (1).

Las i igaci das a identi a los de Sal Ha typhi
taci dos di con la p idnyla i del b han sido
la mayoria dirigi hacia el dio dec los P enla ficie b. i tales
como el ico™ O " ina o lipopolisaciarido), ¢l flagelar "H ~ , ¢l lar ¥ Vi "y las
P i de t (princi las porinas).
Salmonella typhi

Salmonella typhi cs un bacilo no esporulado per i ala familia i
e Sal) lloc y especie S« lla typhi, gram negativo, movil, que midc de 2 a 3 um, es
itoliti bio facultati i Jular, fe la gl con produccion de acido, es

lactosa y sacarosa ncgativos. Tienc una estructura antigénica de superficic que incluye al antigeno

TR wsy



O que i rbohi especificos tiles cn su

H o fiagelar y al it
identificacion scrolégica (2).
1.3.3. R i contra Sal, e
El macréfago lleva a las Sa/monellas al sistema linfitico en dondc sc inicia la respucsta
det bocpedcvv Tanto la resp h 1 como la lar es roquerida on su totalidad ante fa
por Sal. lta (27). Los linfocitos T CD4* pamcnpan en la activacion dc los
15k en la i ion para la produccién de P ¥ cn la induccién dec
i ibilidad dada, observada en los ani i dos con Sal. /la (28-31). En
la ind: ion de la i il i diada por li i T CD8* sc
debido a que el fago fa ita a la Sal la, p los de ésta y
presenta péptidos a través de las moléculas clase I del plejo principal de hi patibilidad
(CPH); sicado adin d ido e} i del p i i se han
propucsto slgunas vias (32-35).
1.2.1. Porinas
La membrana de las bacterias G AL las p g¢ del medio externo, pero a su vez
debe itir un i io de y sol ios para cl microorganismo. Las
pori p de la b * de las b ias G BALi p con ésta
funcids d les de difusién facilitada con un limite de lusiéon de aproximad
600 Da (6,7).
Estas i de b tienen un peso molecular entre 38 y 42 kiDa. Las

porinas Omp C, Omp F y Pho E fucron identificadas en Escherichia coli y Salmonclla
typhimurium, micntras que la porina Omp D estd p i en S np Tum y
hasta la fecha Omp C cn Salmonella 1yphi. Todns cllas son muy semcjantes entre si y tan sélo
dificren en su ividad y afinidad por grupos ié alta estabilidad cn presencia
de detergentes como  sales biliares y dodecil-sulfato de sodlo (SDS), y son altamente resistentes a
1a accion de algunas protcasas (19,20) .
a).- Estructura y funcién.

Las porinas estin das por tres < os idénti cada S es un

ido de 336 idh en p: dio. Los dios cristal £ lizados cn Omp F y Pho
E, con resolucionde 2.4 A y 3.0 A, respecti que la unidad cstr lesun
barril beta (dibujo 1) fc do por 16 i de band. ti fel 1 das en sus

por horquillas y por largas asas con algunas alfa-hélices mlcrcaladas

* Probabl se refi cn lali a la pared celular de la bacteria.
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El cilindro sc forma al ias beta de do-cicli di un cnlace
iénico entre ¢l extremo carboxilo de la banda beta-16 y el extremo amino de la banda beta-1(8).
En el centro del barril s¢ forma un canal inclinado con al cje longitudi €l cual csta
rodeado por dos “ci de inodcidk dhti quc le i una i ién con la

b a Ia mi 9). La da decl poro ia delimitan grandes

y
prolongacioncs del cilindro (asas largas y disparci; que al incli hacia el centro del canal
generan un didmetro de 11 A a 19 A, reduciéndase i didmetro del poro por ¢l doblamicnto de una
de sus paredes hacia el interior; esta zona de nestriccion determina el paso de las moléculas de

dife fo y polaridad. E! poro s¢ vucive a abrir y conserva  sus dimensiones (15 x 22 A)
hasta ¢l otro extremo, el cual d t en ¢l espacio periplésmico de la t ia (8). El
mayor ni de dificaci en la ia p! iCa entre una y otra porina se localiza en
éstas asas , y por tanto son cstas las resp les dc la diferencia en cl de da de los
poros. Los O de las i s¢ lan en ¢l esp lamico de la bacteria para
i ala b fc do los tril (21). C i a lo que antes se

creia, Jos canales no se fusionan dentro del mismo trimero, sino que estin bien scparados por una
distancia dc > 35 A (8). La principal ibucién a la £ i del trimero es el
de las i hidrofébicas de las vucitas beta 1-5 y beta 16 , donde los dicz

residuos carboxilo de Ia region beta 16, en particular el uitimo (una fenilalanina muy conservada
blaje y la cstabilidad de la porina (22,23).

cn las porinas), son iales para cl

Las p que sc enla ic de la b ia son muy numcrosas, (hasta
Ix10* copias por célula), por lo que constituyen una de las p mds abund en la
b. ia; en térmil de masa p ¥ hasta un 2% de la protcina total celular. Hasta el
momento, las porinas mas estudiadas son las de £ coli y S. eyphimurium (20).

Las dici de i asi como la ividad Stica y 1a !
la expresion de las porinas. En un medio de 115} in (que de C ¥ N,
fa de irni v sales mi s6lo se exp Omp F, Omp C y Omp D; mientras
que la porina PhoE dni se prod bajo dici de de fc La expresis
de Omp F sc i por la g yla idad clevad. Por ct io, la expresion
de Omp C sc ve ida con nivel levados de sales (19).

Al realizar los estudios in vitro cn los que se ituy las i en b
ipidi schad do que las pori de E. coli son pr bles a tri: aridos y péptid

1o que implica que permiten ¢l paso de nutrientes y iones a través de la membrana externa de Ia

bacteria.
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Dibujo 1 Estructura de un mondmero de la porine OmpF de Escherichia coli.
To do de J.P. R b 1992 Vol. 358 pp. 727-733.




Ademus, la medicion de la d ia (G) cn estas b ha itick tcular cl dik
de los poros (19). No hay i que una ificidad del poro a solutos;
P las propicdades fisi imicas dc los sol son las que d i su velocidad de

difusion a travds de la porina, principal el ta carga cléctrica y la hidrofobicidad del
soluto (21).
b).- Inmunogenicidad de las porinas de Salmoncila typhi.
Las porinas de Sal lla typhi & p un importante papel en la induccién de una
Sc ha d do quc cstas p i i e

h les y celul enel delo dcl raton, ad is de inducir un estado de proteccién contra la
infoccion por Ia bacteria (10-12).
Isibasi y cols. (12-17) di la idad de las p i de b (PME’s)dc la
cepa vacunal 9,12 Vi:id de Salmonella typhi, de coafetir proteccion al ratén contra cl reto de la
bacteria viva. Dx quec la i i ién con dc 15 difc PME’'s dc
Salmonella typhi, que también contenia 4% de LPS como contaminante, induce un estado de

sdad ; la pi 16 bién se logré con la transfcrcncla pasiva dec un sucro de
concjo anti-PME, lo que sugmé la participacién de la p h I; sin cmbargo al

diar la i in vitro de linfoci T, cs evid una

de tipo lar,
El analisis por i {] fe ia del sucro poli I anti-PME, d & que los
anticuerpos, cstaban dirigidos cn contra de las poninas, lo que sugirié que dichas protcinas podian
scr los i p bles de la p ion observada. Esta propucsta ha sido confirmada de
dos diferentes mancras; primero la inmunizacion con 5 ug de una preparacion que contiene dos
porinas y menos del 0.04 % de LPS, es capaz de conferir proleccuén contra ¢l reto de  Salmonella

typhi asi como ion parcial contra Sa/; lla typh fum; mi que con 10 pg de ésta

misma preparacion proporciona mas del 90 % de proteccion contra el reto de ambas cepas de
Salmonella, ésto sciiala que las porinas son indi demads la
de i6n cruzada cn la estructura de las i de Sal) lla. Ad

p de epitop

la administracion pasiva de i pos ! les de isotipo IgM anti-porinas dc la cepa
9.12,Vi:d de S, typhi confiricron proteccion hasta del 60% al seto con 20 DLy en ¢l modelo del
ratéon (2S), micntras que los i pos I I antilipopolisacdrido no ot

protcccion (26).
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Ademas sc ha i i a la Omp C como una dc las dos porinas que participan ¢n ¢l

blecimi dec la i idad contra Sal, Ha ryphi, ya que la porina Omp C recombinante
cs capaz de inducir una proteccién del 30% al reto con 100 DL, de la bacteria viva (15-18).
Por otro lado, los di lizad en paci en fase aguda y en fase de

convalescencia de ficbre tifoidca, asi como en mdnvnduos vacunados con la cepa de S, Hphi Ty-2,

cvidencian ¢n todos los casos la p ia de pos anti-pori de isotipo IgG, concluyendo

asi que las PME son inmunogénicas tanto en ¢l modelo del ratén como en ¢l humano (13,14). Por
fialad se ha prop a las porinas de S. f;phi como candidatos

los 1 iorncnte
lab ion dec una ra contra la ficbre tifoidea.

cnia

2.1.1.- Linfocitos T y subpobl

2.1.1.1.- Subpoblaci de linfocitos T CD4+ y CD8*

Los linfocitos T jucgan un papel 1 ¢n la resp ya que llevan a cabo una
scrie dc funci fe y dc lacién; para ello se requicre del contacto intercelular y/o de la
scerecion de  citoci y de al otras Iécul. Los linfocil T sc dividen en dos grupos
segun 1a expresion de las Iéculas de superficic cclular, CD4 y CDS8. La chrcslon dec éstas

lécul: sc i d su desarrollo cn ¢l timo, quec corrcl. con
funcionales: los linfocitos T CD«l"’ liberan una amplia variedad dc inter i indisp !
para la induccidén de una resp por cjemplo, para la proli ién y difer iacién de
linfocitos B, la actuacién de macrofagos 6 ¢l reclutamicnto de otras poblaciones cclularcs, por lo
cual sc dicc que llevan a cabo la funcién “coop Jora" y sc desi como li i Th (b
helper, P d ). Las células T CD8* lisan a las células blanco de mancra antigeno-
cspecifica y por tanto s¢ linfocitos T citotdxi (Tc). La c\prcsnon dec Jas moléculas
CD4 y CDS sc cor i con las léculas dcl plcj incipa! de h patibilidad
(CPH) quc restringen cl r i del : las células T CD4* rcconocen al antigeno
I en cl de Iécul clase 11 del CPH, micentras quc la respucsta de las

células T CD8™ csta restringida por moléculas de clasc 1 del CPH (36).

a).- Linfocitos T CDa%

Las células T CD4™V sc dividen cn dos poblaci de do a las cad dcl recep
para cl antigeno (TCR) que expresen.
Linfocitos T CD4* af
E! TCR quc p éstas células sc comp de dos cad polipeptidi i das a y
It lisulfuro. La cad @ cs una gli ina dcida de

B, unidas covalentemente entre si por



40 a 50 kDa, y la cadena 3 es una glicoprotcina ncutra o bisica de 40 a 50 kDa. Existen
similitudes estr entre las cad ay f3 del TCR y las cadenas de las Ig. Las cadenas a y
P ticnen un dominio variable (V) ¥ un dominio constante (C). La regién V esti codificada por un
gen V y uno de unién (J, del inglés joining), y sélo en ¢l caso dc 1a cadena B, por un gen de
diversidad (D). Este TCR sec cacuentra asociado ¢n la superficic al plcjo CD3 ituido por
las cadenas polipeptidicas v, 8, £, § ; s importantc seilalar por que sc requicre de la presencia de
ambos complcjos (TCR-CD3) para las funciones del linfocito.

Linfocitos T CD4% v5
El TCR ¥3 cs un scgundo tipo dc h di o unido por cnl: disulfi iado al CD3,

qQuc sc cxprcsa en un pequeiio subgrupo de células T pcnfcncas ncgativas para ¢l aff, y cn
ti i duros. Las cad Yy y & son gl P b les con
“similares a las cadenas o ¥y B (36).

2.2.1. Subpoblaci de linfoci T CDst
a).- Subpoblaciones Th1/Th2.
Mosmann y cols. (42), dcfinicron cn ¢l raton la i ia dc dos subpot i dc clonas de

linfocitos T CD4™% con basc cn cl patron de citocinas que secretan y las designaron: Thl y Th2
(39).

Linfocitos Thl
Los linfocitos Thl producen principalmente interlcucina-2 (IL-2), interferon gamma (IFN-y) y
factor de nccrosis tumoral beta 6 linfotoxina (TNF-B) (dibujo 2). Esta poblacién participa en

ias por célul

6 lo que sc como hiper ibilidad de tipo
tardia (DTH) (4!-43) El IFN-y imula en los linfoci Bel bio de isotipo de anticuerpos,
pr 3 pri 1 1gG2a, IgG2b c 1gG3(46); éstas subclases de an!u:ucrpos ticnen la
capacidad de opsonizar bactcrias u otros
adcmas de fijar y i cl p ay

macréfagos.

e

P fa su

do dc 1al mancra en las funcioncs cfectoras de los

Una respucsta predominante de tipo Thl cs ¢l aumento dec varios mecanismos citotéxicos,
fo con Ia ton de IFN-y y TNF-B que i a los of: do su
capacidad de destruir a  los i i i 1 y célul !

la prod ion, de derivados reactivos del dxigeno (ROI), éxido nitrico a través

!
i
i
i
!
'
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Dibujo 2. F i e as de la sub lacién Thl CDe*. lasocluhsTCD"alwposo ;
tras el scrobi son di idnd. hacia Thl como !
isti el produci! IL-2 e lFN-v‘ sta uleima ci ticne fu H
en Ia di i y de ia o Thl A(ﬁ:n:s de activar de :
mp a los "_‘, los induce a duci # El IFN-y
ind el bio de isatipo de P en las célul Bal‘GZapnnapalrna!c.cnos
i i el y la fagocil PO ion del
do su actividad citotoxi Te do dc A K.

pos P
IFN-y, cs activar a los linfocitos T CD8”
Abbas. Nature 1996.
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as de i la expresion de moléculas
pos de la subecl. I12G2a, isotipo

de la il 6xido-nitri i (NOS), ad
clase 1y 11 del CPH, y de rceeptores para la Fe (Fe-y) de
de anticucrpo involucrado en la muerte célular por fijacién de complemento.

Linfocitos Th2
i Ii; de citoci como

Esta poblacién tiene la caracteristica de liberar una
interleucina~4 (IL-4), interluccina-5 (IL-S), interl 6 (IL-6), & 1 ina-9 (IL-9).
interleucina-10 (IL-10) ¢ interleucina-13 (lL-lB) Esta poblacién participa en la activacién,

prolifc idén y ién de i i B. En ésta respucsta humoral 6 tipo Th2 existe una
fucrte produccion dc i pos de isotipo IgG1 ¢ IgE, favorecida principalmente por la IL-4. El
v inéfilos (dibujo 3).

anticucrpo IgE favorcee la funcién y prolifcracion de

b).- Factores que afectan Ia diferenciacién Th1/Th2.
No sc conoce con certeza ¢l origen de las poblaciones Thl y Th2 por lo que sc ha
dos posibl del En cl declo A, sc habla de un precursor individual, fa célula
ThO que pucde diferenciarse 2 Thl & Th2 dependicndo de 1a célula presentadora de antigeno
(CPA). EI delo B prop la exi: ia de los precursores de las dos subpoblaciones: THIP y
TH2P, las cuales estin compromcndas para dar ¢l fenotipo de scerecidn de linfocinas antes de la
lacid & E! delo de Swain (41), sciiala Ia cxistencia de un célula precursora

pTh, cfectoras ¢Th, de memoria mTh y con fenotipo de Thi y Th2, ThO.

Existc una scrie de factores que van a determinar la polarizacion dec la i Thi/
] y dosis dc! antigeno, cl tipo de célula

Th2, entre los que se a las citoci ia
presentadora de antigeno (CPA), y la expresion de hormonas y de moléculas accesonias.
1.- Linfocinas y citocinas

En la dift tacion dec las
principalmente 1L-12 ¢ IL-4 como las resp

¢lulas CD4* hacia Thl 6 Th2, intervicnen una scric de citocinas,

bles de éste bal

1L-12 (Interleucina-12)

La IL-12 es una citocina hetcrodimdérica de 70 kDa fe da por dos cad licosilad. de
40 kDa y de 35 kDa, producida principal por 6fagos 6 células fagociti enr a

bacterias, productos bactcrianos y pardsitos intracclulares, y cn menor proporcién por linfocitos B,
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capacudad de inducir ca las célula B el cambio de lsoupo de anucucrpos a IgG1 c IgE, éstos
i fav 1a d lacién de las célul: a los cosinofilos.

Tomado de A.K. Abbas. Nafure 1996,
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Células T CD4% y CD8* clonadas en presencia de IL-12, son capaces de producir grandes
cantidades de IFN-y, mientras que la produccion de IL4 cs minimamentc afectada por la
presencia o ausencia de IL-12 (42,43,46), lo que indica que 1a IL-12 tiene un cfecto directo en la

diferenciacién de todas las células T.
La inhibicién de las d as de IL4, es un efecto probablemente seiectivo de la [L-12

que favorece a las productoms de IFN-y, asi como la proliferacién y cl establecimicnto de fas

clonas Thl (dibujo 4) (38).

IFN-y (Interfer6n-gamma)
L dimérica de 21 a 24 kDa (36) que tiene la capacidad dc

El IFN-y es una glicoproteina
diferenciar a las células T CD4% en células Thl prod del . Esta linfoci es cl
principal factor dc las células Thi, icndo como funcidn principal la de activar macrofagos

ida; imula la pr de i pos IgG invol dos en la

aumentando su accidn micr
de microbios particulados con ayuda de IL-12 (41). Como factor de

ién y fag:
de la poblacion Thl, inhibe la proliferacion de células que producen [L-4 (células
Th2), ademis de disminuir a las poblaci que en un inicio se diferencicn en linfocitos Th2.
T1L—4 (Intericucina—4)

La IL-4 es un miembro de las citoci a belicoidales. Esta inter i imula ¢! bi
de isotipo dec di P da dc las células B, duciend: i pos de isotipo IgG!l ¢ IgE
principalmente. Ademas, inhibe Ja acti i6n del 6fa y bl Ia ma)or partc de los

incluida la prod da dc

efectos activadores sobre ¢l macréfago por efecto del IFN-y,
citocinas como la interlcucina-1 (IL-1). el Oxido nitrico y las prostaglandinas (37,38). La IL-4
flulas Thl) aun en presencia de IL-12,

previ la difer iacion a cél prod de I[FN-y
iendo el mi efecto supresor que tiene IL-12 hacia Th2.
En sistemas in vitro sc ha demostrado que al estar prmntcs ia IL4 c IL-12, no disminuye la
idad de IL-4 producida d unar imul igénica; por lo tanto se estima que la [L-
ind ion del fe ip d de ci i (45,48,49).

4 es dominante sobre IL-12 en la

13



Dibujo 4 Balance cstre las citocinas 1L-12 e 1L 4 d i de las resp Thl &
Th2. Despuds de la ion det i por parte de las CPA a través de las moléculas de
clasc Il del CPH con el receptor de las células T (TCR), sc p una da i in, B7
con CD28, csta union gencra una seric de i % ivand las cé Ty
produciendo una serie de citocinas, cntre cllas la IL-2 que actiaa como factor de crecimicnto
aumtocrino. La decision hacia Thi 6 ThZ depende del balance entre IL-12 que favorece la
respucsta Thi, ¢ L4 guc favorece la respucsta Th2. Si el macrofago funciona como CPA

i Ednck a Thi. Para

producitk 1L-12 que estimulari a las células ThO a producir IFN-y
] blecimi dc la tipo Th2, las células ThO produciran IL-4, IL-5, IL-10, IL-13
y TGF-8 diferenciandose a Th2. La producciéon temprana de IL-4 ¢n la respucsta inmunc se
estar dando por Th2 i i p una bpoblacion CD4+
lulas wo linfor . - icndo ol

activada de memoria (NKL.1+) 6 por
blecin de la Th2. Madificado de Trinchieri G. Annu. Rev. bmmunol. 1995.

14
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IL-10 (Interleucina-10)
Citocina homodimérica de 35 kDa producida principal por células ThO, Th2 y en
macrofagos (solo por cfecto endotdxico).
La IL-10 inhibc fucrtcmente la sintesis de IFN-y y la prolife ion dc las células T ya que
bloquea 1a produccion de IL-2, asi como las funciones cfectores dc las clonas Thl. En macréfagos
inhibe sus fi i incluy i6n de ij a clonas Thl y algunas propicdades

microbicidas. Por otro lado, la [L-10 la prolift i6én de las célul. badas o
y la secrecién de anticucrpos (44).

IL-2 (Interleucina-2)

Glicoproteina de 14 a 17 kDa producida por células T CD4 y en menor cantidad por las
CD8; originalmente llamada factor de proliferacion de la célula T, que funciona como factor
autéerino y pardcrino (36).

La IL-2 aparece como requerimicnto para <l desarmollo de células Thl o Th2 pero no cs
r i para su di iacién (38,47), se Ic ha clasificado como citoci de las
clonas Thl.

2.- Dosis de antigeno

La dosis del antigeno ¢s otro factor quc afecta la di iacion de los linfoci T CD4 hacia
Thl 6 Th2. A concentraciones bajas dec cl antigeno 6 infecciones con baja dosis de antigeno
ienden a inducir preft P de tipo Thli, mientras quc con altas dosis se inducen
respucstas de tipo Th2. Aun sc d los i que rigen éstos efectos, es posible que
las principales CPA's a dosis bajas dc i scan célul dsiti y ofag
prodi IL-12yp ian la dife iacion hacia Thl; mientras que a dosis altas de antigeno
tas CPA’s no prod de IL-12 (células B), & ian el d llo de Th2 (41).
3.- Tipos de ias pr as de (CPA)

Los difereantes tipos de CPA 1a di iacion de los li i T, d de éstas sc

las células d iti y los Sfs quc los llevan a diferenciarse hacia Thi:

quc las células B los d hacia Th2 (40).

4.- Motécul: PIRY ins

Otro factor muy importame es c! efecto de las é i ias que
scloctivamentc influir en la difcrenciacion de la célula T.
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La induccién y activacidn de los linfocitos T L de dos dc 1a céluia presentadora

de antigeno (CPA). hpnmeuscﬂalaelenhcc*lTCRconeleomplqonnﬁgcno-M}lC q\lc
ifsicidad que la da scfial csth dada por las molécul }

axpmn.hsenluan;. B7.1 ylo B7200naullpndua:llnfoams T (CD28 y/o CTLA-4).
Tano B7.1 como B7.2 se exp en offulas dendriti y ofa B7.1
participa en Ia i ibn con CD28 i do la proliferacion ded linfocito T, y
itd dependi demas en la produccion de IL-2 (53,54).
B7.1 como la ¥écul. ironu lack mis p en la i lacién de
mﬂméupo'l‘hl (55).mnenuasque872p-lwcmlamoléeuhmpon:sbleencluuc»ode
las resp les en los li L T & tipo Th2 (56-59).

2.3.1.- Subpoblaci de células T CD8* Tcl / Te2

Mosmann y cols. en un principio d b Ia exi i dcdosuposdeeéluluTCDd+
quesedafumchnmbaseal 6n de citoci que exp & d Thl ¢ Th2.
anhmwh i ia de dos poblaci dentro de los linfocitos T CD8+, que
en base al on de das sc d i Tel y Tc2. Al igual que las células Thl
y Th2, las poblaciones dc CDB+ nccesitan de IL-12 6 L4 para difk i En los linf
’l'hly'l'theuambmd:ﬁmdnssusfumm pero no asi los linfocitos Tc1/Tc2, reconociendo

. las Htoci quc los identifican.
En sistemas /7 vitro los linfocitos T CD8+ muestran una fuertc desviacion hacia Tcl, en
itn a los linfoci T CD4+ quc ¢s menor. Contrastando con ésto los linfocitos T CD8

para difc :? a Tc2 roqui de IL-4, ami-IFN-y 6 ambos clementos; ao asi los linfocitos T
CD4 quc se dife ian hacia Th2. Las citoci producidas por los linfocitos T
CD83 son Ilas mismas quc para los linfocitos T CD4. con la anica diferencia de que los primeros las
producen ¢n una menor proporcion (60).

Otro rasgo imp que tanto los linfoci TCD‘colnoTCDB cs ¢l fenotipo
de ia y/0 activacion, donde células no activadas dc amb b P el fenoti
CD4SRB™/ CD62L"™ / CD44"", micntras que ésta mi lul ivadas in vitro, p

ef fenotipo CD4SRB*/ CDG62L™"/ CD44"" (61).

3.1.1.- Memoria en céulas T.
hmscdcﬁnecomolaupc-daddemmdpldny fc P
dh de exposic al P do por largo ticmpo a un poslblc
con cf 6 (62). A pecsar de reci idencias en dios y analisis que
involucran al factor de di iacion y maduracién de células B y T. ain se¢ considera




el fenotipo dc las las de (63). Las células dc memoria al estar en

con et que las originé prolife ensu ic altos niveles de las

moléculas CD2, CD44, CD29, LFA-1, LFA-3, y Viass y bajos niveles de CD62L (L-
sclecting), CD27 y receptor de IL-2 (64).

Los li itos T efk y de ia un patrén de recirculacion diferente al de
las células T en reposo o no activadas, dnfmmwnnhbemmnpamahapmde

moléculas de unién al endotelio. La mi, i foctiva de los § i T no i vanch llos
é linfoides o de Jos linfocitos T ia a los de infl i6n se d ina “hy

hw&memmtmmaqulmlu\fmem
P o mo e a los L donde y
ch a (las fascs de irrni y i in de una respucsta
primaria) mediante la alta expresion de CD62L, “boming” para adhesion a HEV.
Mi que los linfoci T i amv&khmm&mmw‘
(Cw).mwpmnuuealo-tqldo-pcnfém dh para climi alos
(fase cf 6 ).

a).- CD44 (Pgp-1, p de dife: iaciém p en ctiulas de memorin).
Es una glicop ina de b delolooknn.exprendaenvu\asfomnsycal

licomilacs i en una iedad de tipos celul i las células T ok

i i ¢lulas B, 2 entse otros. El CD44 sc une al hialuronato lo que cn parte cs

responsable de La unién de 1a célula T al endotelio (molécula "Boming”) en los lugares en que ticne

lugar la inflamacion y quizis a las HEV de las placas de peyer. El CD44 puede actuar también en

Ia retencion de las células T en los tejidos extra vascularces (36).

b).- CD62L (L-Selectinn, proteins de diferenciacién presente en cflulas no activadas).
Esmgbmpraeumﬂcsio-lloknaqueslmeum “homing” en
! dendriti y fagos p \/ Tnanecomopapclunpoduuela
ion de linfoci a ndd linfiticos, y en ¢l p de infl. presind en
diferenmies sitios especificos. La expresién de éste dor cs alta en li itos T no activados o
en reposo, y bajo en las de ia; sc ha rep do ademis ser un dor de prolifi i
y maduracién en células T. El : P lonal que énta
MEL-14.




El trifico dc linfocitos hacia las venas endoteliales altas (HEV) de los nodulos  linfiticos

es & di de la expresion de CD62L (65).

Por todos éstos c s¢ prop. el diar los H i quc se p
licgar a i ir por la i izacion con las i dc S oyphi, protcinas altamentc
inmunogénicas, que han sido profi diadas y quc por sus propicdadcs sc les ha

IL- HIPOTESIS

Siendo Salmonella typhi un S i ] y las i i &
P dc una P éstas podrian inducir una de linfoci T CD4
de tipo Thi, en la cual a produccidn dc IFN-y y pos 1gG2a opsoni v fijad de
phk b enecl b de la infeccid




IL- OBJETIVOS

Objetivo Gemeral.
* Amalizar ¢} tipo de respuesta inmune que se induce al inmunizar con porinas de S. Dphl,
tones de dos cepas con dife ibilidad ica a Salj e

Objetivos Particulares.

* Estandarizar las ici de esti i6n /n virro de  células de bazo de ratén.

* Determinar si ¢l tipo de respucsta que induce la inmunizacién con porinas, es
h ! y/o cclular i el andlisis de los isotipos de i pos y cl patrén de citoci

* Sila rcsp cs de tipo . i 1a capacidad dc las porinas para inducir

® Conocer el repertorio de linfocitos T especificos inducidos por las porinas, a través
del andlisis de las i iables de la cadena 8 (VB°s) del TCR.
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1V.- METODOLOGIA

1.1.1.- Animales utilizados

Grupos dec 5 t b dec 6-8 de edad aproxi d. (peso aproximado de
20 a 25 grms.) de cada una de las cepas DBA/2 (D2) y C57BL/6J (B6) (provenientes del biotcrio
dc la Facultad de Q i Conj E Cd. Universitaria).
1.1.2. E; dei i i
Dia 0 : Sangia pre-i i i5n a los pectivos grupos de ratoncs y administracién por via
intrapceritoneal de 30 pg de una preparacién de porinas de  Sal, lla typhi i en cl

laboratorio, por ratén. A los animales testigo se les administré 100 pl del amortiguador de alta
fuerza idnica Nikaido pH 7.7 (Apendicc)®.

Dia 10: Administracién de 30 pg de porinas de Salmonella typhi por via i.p. Los animales testigo
recibicron de nucvo 100 u! del amortiguador Nikaido.

Dia 20: Sangradodc y ob ion del bazo y/o macrofagos.

2.1.1.- Preparacién del antigeno.
Para cl uso dcl antigeno en  cultivo celular, la preparacion de porinas (que conticne dos
porinas, la porina OmpC y otra porina adn no caractcrizada, pero con comportamicntos

clect itico y espect étricos muy il ) sc precipitd con c©n una prop

1:6 (porinas:acctona) en tubos Corex, dcjind a a bi toda la noche. Los tubos
se¢ centrifugaron a 10,000 r.p.m. di 20 mi y sc d o la El precipi ya
SECO SC T pendié en di ilsulfoxido (DMSO) al 5% con amoartiguador N-[2-Hidroxictil]
pipel ina-N’[2-acid Isulfonico] (HEPES) 25mM pH 7.4, y se ajustd a una concentracién
de 1 mg/ml. Para su csterilizacion sc somcetié a 10,000 rads de radiacid (Irradiador de
ccsio). Para Ia i i 1on dc los imal cl i se administré en amorti dor de
Nikaido.

3.1.1.- Ensayo de proliferacién in vitro de linfocitos T.

De cada grupo de ratonces inmunizados s¢ tomé uno y se sacrificod para extracrle ¢l bazo, ¢l
cual se disgregd, y cada suspension celular se centrifugd a 1,200 r.p.m. durantc 6 min. Los
paq lul ser pendicron cn 1 ml de amortiguador de lisis de critrocitos (previamente
calentado a 37°C) y sc incubaron a la misma

P por 2 & 3 mi . Cada cclular
sc lavé dos veces con amortiguador de fosfatos (PBS) 70 mM pH 7.2 y sc resuspendid en | mi de

*La posicion y prep ion de las soluci ilizadas sc encl A di
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medio Roswell Park Memorial Institut (RPM]I) al 10% de sucro fetal bovino (SFB). La suspensién

celular de cada bazo sc paséd individ: por con fibra de nylon y placas
i dsorb para la purificacion de linfocitos T (punto 3.1.2.). Finalmente se ajustaron a
2x10° cétulas/ml.
Dc los esplenocitos totales, cl 25-30% son macrofagos, los cuales se utilizaron como
élulas pi doras de i (CPA’s); para su separacién se obtuvicron a partir de bazo de
un ratén no i iguicndo ¢l p imi antcrior hasta obtener ¢l paquete cclular libre de
cri itos. Estos espl i totales sc irradiaron a 1,500 rads y aj on a 5x10° cél /ml. El
antigeno se trabajé a di i para los linfoci T (LT) proveni de la cepa

B6 fucron 10, 25, 50, 75, 100, 125 y 150 pg/ml, y para los LT dc la cecpa D2 0.1, 1, 10y 100
mg/ml. En placas de 96 pozos dec fondo plano, se cultivaren los linfocitos T, CPA y el antigeno.

Los linfocitos T se col cn dos i 2x10° y 1x10° por ml, micntras que la
i6n de células p. d fuc (5x10% cel/ml). Todos las concentraciones de

fucron jadas por triplicado. Las placas permanccicron 72 horas a 37°C / 5% CO: y

18 hr antcs de finalizar cl cultivo, sc agregd 1 u-Ci / pozo de Timidina-Tritiada (Ti-’H). Para ¢l
cultivo sc utilizé Dulb ‘s Modified Eagle Mcai (D'MEM) 20% SFB. Finalmente sc

congelaron las placas para favorceer ¢l lisado cclular, y con ayuda del coscchador de células se
recolectd en papel de fibra de vidrio la timidina tritiada. La cuantificacién se realizé con un
contador Bceta (Beckman LS6000 SE) utilizando liquido de centellco.

3.1.2.- Ewvaluacién de la pureza de los linfoci T di; d ria de flujo.
Esta mctodologia sc realizd para cvaluar ¢l grado de purificacion de  linfocitos T,

pr i de bazo de no e i Para la puri ién de los linfoci T de

animales no inmunes, se realizo como se sciiala en ¢l punto antcrior. La suspension celular
resultantc en medio RPMI 10% SFB, sc pasé a través de una columna con fibra de Nylon de 10 mi
(previamente incubada a 37°C durantc 45 minutos) y sc incubd 1 hora a 37°C / 5% CO.:. Al
término de la incubacidn, la columna sc lavé con 20 ml de medio RPMI al 10% de SFB y las

células resultantes se centrifugaron a 1 200 r.p.m. durante 8 min. El botén de células resultante sc

bente + y sc i on

resuspendio cn 5 ml de medio y sc vertié cn una placa i

30 a 45 min. a 37°C / 5% CO.. Las células no adherentes se recuperaron con  una pipeta, tenicndo

+ ver preparacidn de placas inmunoadsorbentcs.
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O de no desp der las )| dherid: <l d. se ifugéd a 1,200 r.p.m. por 7
minutog, y el botén 1 { & linfoci T se pendid en PBS al 2% dc SFB y sc ajustd a
1x10° cilulas/pozo en placas de 96 pozos de fondo redondo (Nunc Co.), prosiguicndo con ¢l
- de tincid

ESQUEMA DE DOBLE TINCION PARA EL ANALISIS DE PUREZA DE LINFOCITOS T.

Coadiciones | controt Mb's Linfocitos
) T
30min PBS anti- PBS ter.
4a~C Maci

-___B
Lavar dos veces _c/ 200 PBS c/u_a 1800 r.p.m 2 min.
30min Rat. Rat. PBS 2do.
4°C Biotin Biotin aso

Realizar el lavado como ¢l anterior

30min PE PE PBS 3er. pase
4°C
Realizar ¢l lavado como c) anterior
30min PBS PBS Thy 1.2 4to. paso
4°C
Realizar el lavado como el antersior
30min rata- atém- raton- Sto. paso
4°C FIre FITC FITC
Realizar €l lavado como ¢l anterior
300 Y. P Y. P Y. P 6to. paso
Después de agregar ¢l Yoduro de Propidio (Y.P.) a las de i di sc i encl

citometro de flujo (FACSort Becton Dickinson).

1 da del csq de ti
anti-Mac |1: IgG anti-Macl de macrofagos de raton: Rat. Biotin: IgG de cabra anti-IgG de rata
j a Bioti PE: E P idina - Ficocritrina (naranja) FL-2; Thy 1.2: IgG anti-Thy

1.2 de ratén; ratén-FITC 6 rata-FITC: 1gG ti-raton & i j doa FITC (verde) FL-1
Y.P.: Yoduro de Propidio (rojo).

Nota: Las células de bazo (p i de animales i izados) imuladas i vitro utilizadas
para el io de la expresion de fc ipo de activacion y/o mcmoria y regioncs variables de la
cadena B (VB's) del TCR, no sc pasaron a través de columnas de Nylon, solamente por placas
inmunoadsorbentes.,




+ Placas i 5 (técnica de "paning”).
Para la prep ién de las pl se cok 50 pl del fragmento F(ab’)2 de cabra anti-

cadena Mu de ratén (i chain), mis S ml de PBS estéril por placa (caja petri cstéril), y se
incubaron por 30 min a 37°C. El PBS coa ¢l anticucrpo remancnte 6 no adherido se retird, y se

utilizé para nucvas placas. Las placas ya bi con e i (“paning™) se sell con
una pelicula clistica y enecl Iador Reveo de -20°C.

Estas placas sc utilizaron para quitar 1 B por i d: 1 de célul de bazo
previamente pasadas a través de la columna de Nylon, do la p de los linfocitos T.

En células estimuladas in vitro sc utilizaron 2 placas inmunoadsorbentes, ya que no sc pasaron
por columna de Nylon.

4.1.1.- Esq de Titulacién e Isotipificacién de anticuerpos pori pecificos

easayes inmunoenzirmdticos (ELISA) directo ¢ indirecto.

ELISA directo para la titulacion ELISA indi parala i o

1.- Porinas dc S. o)ph! fijadas. 1.- Porinas de S. nyphi fijadas y anti-isotipos
2.-8 de i y no i de cabra.

3.- Anti-IgG dc ratéon } do con pe! id. 2.-S de i no i y
4.- Visulizaciéon con OPD. testigos positivos.

3.-Anti-isotipos anti-Ig de ratén (cabra).
4.-Anti-Ig de cabra conjugado con PO
(problemas) y anti- IgG de raton conj. a PO.
5.- Visulizacién con OPD.

4.1.1.1. Titulacién de anticuerpos por ELISA-directo.

Se de ng ! de la parte posterior del globo ocular de ratoncs
H iznd con poril de Sal lia ryphi, los dias 1, 3, 5, 8, 17 y 30 post-scguncia
i izacion. Sc sep los suctos y sc i dli: yos i irmati en

fasc sélida (ELISA) segun se describe brevemente.
Se sensibilizaron placas de poliestireno con 5 ug de porinas/pozo cn amortiguador de
carbonatos 0.1 M pH 95 y sc incubd durante 2 hr a 37°C. Posteriormentc sc rotiré cl
dor de carb la placa sec lavé 4 veces con PBS-Tween al 0.1 %, y sc procedio a
bloquear los sitios no cubiertos por el antigeno con PBS-leche al 5%, para cllo sc incubd durante 2




hra 37°C. Postcriotmente se lavd la placa 4 veces con PBS-Twecen al 0.1 %. Después sc incubd
durante 2 hr a 37°C los sucros problema, testigos positivos y testigos ncgativos en diferentes
1:100 y 1:200 todos por lnphcado y se lavd la placa 7-8 veces (lavado muy

dilucioncs: 1:50,

importante). Para revelar la de P i-porinas de isotipo IgG, sc utilizé un

anticucrpo IgG de cabra lado con p ik i on cn una dilucién 1:1000, incubando 2
Final se adicions cl H,0:

hr a 37°C. El anticucpo sc retird y se lavé de 8-10 veces.
1:1000 + ! mg/ml de OPD, en amotiguador de citratos 0.1 M pH 5.6), dejandose desarrollar el
color d 10-15 mi La ion se paré adici do 50 ul de H;SO, 2.5 N por pozo. La

lectura se realizé en un lector para ELISA a 492 nm (Labsystems Multiskan Multisoft).

4.1.1.2.- Isotipii ién de B pos di ELISA-indirecto.
Esta fogia cs una de la anterior (4.1.1.). Se
con las porinas (Sug/pozo) y cn las mismas se sensibilizaron pozos con los anticucrpos anti-IgG1l
anti-lIgG2a y ami-IgG2b (anti-isotipos) en dilucién 1:1000 en PBS, para cl corrimicnto dc los
dor de carb. y el PBS, y la placa sc lavé 4 veces; se

ibilizad

ili placas

testigos positivos. Se retird el
blogucaron los pozos de la placa con PBS-leche al 5% y sc incubo 2 hr a 37°C. Dc nucvo la placa
ilizados cn el punto 4.1.1.), testigos negativos y testigos positivos

sclavo y los
(Y3, AF6-RD.12, wcuz ¥y BBM. 1) sc incubaron durante 2 hr a 37°C. Los testigos posmvos se

colocaron de | a 3 ug/pozo. La placa sc lavé 8 veces y sc adici los dife pos
anti-isotipos (IgG 1. IgG2a, IgG2b, I1gG3. IgM ¢ IgA). tanto a los sucros problema como a los
usugos negativos,  incubdndolos durante 2 hr a 37°C. La placa sc lavo 8 veces y sc adiciond el

P do con p M i-1, lobuli: dec cabra, a los sucros problema y
testigos negativos; y ol anticucrpo anti-IgG de ratén a los i positivos, i bando la placa
durante 2 hr a 37°C. Fi se adicioné el ¥ se lizo Ia lectura a 492 nm en el

lector para ELISA.

S.1.1.- Estimaulacién in vitro de células de bazo para ia determinacién de RNA mensajero

de citocinas por RT-PCR.
Se ifi dos con porinas dec S Op/n de ambas cepas para la

cxtraccion de bazos, estos sc disgregaron y sc obtuvicron las suspensiones cclulares libres de
eritrocitos (pumto 3.1.1). Los i i se imularon in vitro a una concentracion dc
3x10° células/ml en botellas de 25 ecm?® (Coming) con 100 ug/ml de porinas. E! cultivo se mantuvo
do ali de 3 a 5 ml a diferentes tiempos: 2, 4,

a 37°C/ 5% CO; y sc siguié la
6.8, 10, 12, 14 y 18 hr. Sc lavaron las células dos veces con PBS y por centrifugacion se retird



todo el liquid se guard: los p \! en tubos Eppendorf cstériles en un
congelador (Reveo) de  -70°C hasta su posterior analisis.

A partir de éstas células sc analizé la p ia de los RNA j para di itoci
(pumto 5.1.4.)

5.1.2.-

Obtencién de macréfagos de peritoneo de ratén.

Ramusdelaseepu%yb!umumndosomporumdes. typhi sesacnﬁcatonal ler,
3er y Sto dia después de la d ion, para la ob de 6fagos de p
Con ayuda de un equipo de diseccion sc les retird el pelaje exponiendo ¢l peritondo, al cual s le
myectéllmldePBSfrioconumj:nnga.hastaquc i distendidos. Después de 5 mi

de se ! los Of: con la misma jeringa y sc colocaron en un
Eppendorf  estéril, El Tul: P do sc ifugé a 1,200 r.p.m. y las células sec

lavaron dos veces con PBS. Finalmente cl boton celular se guardd en un coagelador de -70°C,
para su posterior analisis.

Nota: A partir de los macréfagos de peritonco sc determind la presencia de RNAm para IL-12
mediante RT-PCR.

5.1.3.- Extracciéon de RNA Total.

Los ul, P B de las alj
de Ofags de peril dos en cl 1ad

de cspl i ltivados in vitro &
de -70°C, sc descongelaron para la
extraccién del RNA. Como pnmcr paso, s¢ adiciond 1 ml de TRizol ° por cada 5 a 10 millones

de células, favoreciendo la lisis con ayuda dei vortex: cl b izado se¢ i d Smina
P bi y se adicioné 0.2 ml dc cloroformo frio por ml de TRizol, sc agitd

la d 15 d ¥y s¢ incubd d 2a3mi Las se

centrifugaron a 14 mil r.p.m. por 15 mi a4°C. La 6 dos fases, una infcrior de

color rosa 6 fase fenol-cloroformo, una interfase de proteinas totales y Ia fase superior incolora 6

fasc acuosa, donde p lusi ¢l RNA. La fasc acuosa sc transfirié a tubos

¥ sc les adiciono 0.5 mide i 1 frio por mi de TRIzol. Se mczclaron en cl vortex
por 10 scgundos, s¢ incubaron por 10 min a tcmperatura ambiente y sc centrifugaron a 14 mil
r.p.m. 10 minutos a 4°C. Como altimo paso sc decantd ¢l sobrenadante y se lavo el RNA con |
ml de ctanol frio al 75% (por ml de TRlzol utilizado) con ayuda del vortex. Finalmente se
centrifugé a 7.500 r.p.m. 5 minutos a 4°C. £l ctanol sc i por 16n-vaci

10 minutos y se¢ dejo secar ¢] RNA. El boton de RNA (transparente como gel) sc resuspendio en

° Ver Apendice



agua cstéril 6 agua da con dictil-pi r (DEPC, inhibidor de RNAsas), incubando a
68°C para su np disolucion di 20 & 30 mi P i sc ificé
espectrofotométricamente a 260 nm (U.V.) haciendo una dilucién 1:100. Tomando ademis la
lectura a 280 nm para d i H ion por p i

Aplicando la foemula:
RNATotal: A 20aa* Opg/ml » 100 = ug/ mdt RNA
A 260mm = Absorbancia tomada a 260 nm

40 pg/ml = de ion dc RNA
100 = factor de conversion
Para la i ién por p i se aplico la siguiente formula:

Azomm/ Azeomm > 6 = 1.6 (RNA Sptimo)*
* Es muy importante quc esté casi libre de proteinas ¢l RNA, de lo contrario no sirve para el
anilisis.

5.1.4.- RT-PCR (Transcripcién reversa - Resccién en Cadena de Ia Polimerasa)
Esta técnica parte de la utilizacidon de RNA total, del cual se obtendra cDNA por la

de Ti Ipcic y es amplificado por la técnica de PCR.
A partir del RNA touat p b de las célul imul in vitro y de los macrofagos
de peri se lizd la pi ia dc los RNA j que difi para las i
citocinas: IL-2, IL-4, [L-10, IL-12, IFN-y y GAPDH como igo positivo, con la idad de
que patrén éstas célul
Nota : Ei RNA antes de  usarse sc hirvié por 10 mi para d 1i las estr
secundarias que se hallan focindolo rapid: en hielo.
RE
Rcactivo Concentracion Voltamen
*RNA Scgun 1a concentraciéon
SMEgCl; 5 mM 4p) (stock 25 mM)
* Amortiguador de x 4 ul (stock 5 x)
reaccion para la
RT
*dNTP's (mezcla 1 mM 2y ( stock 10 mM )
de_nucledtidos)
*Inhibidor de [9) 1 1l ( Diluciéon 1:40 det stock
RNAsas 40 U/ul)
*Hexameros ¢ Iniciador 2 Ix 2 ! hexameros (stock 10 x)
& 3 ul iniciador 2 ( Dilucién
1:10 del stock 4.7 pmol/jd) |
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*Transcriptasa- su 2 ul (Dil. 1:10 stock 25 LWul) _I
reversa (AMV)

. estéril Jcb.p. 120 (volimen total) ]
Condici de r i6 Cuando sc utilizan Hexameros: 10 minutos a 25°C, 45 minutos a
42°C y 5 minutos 94°C <P 1 Ciclo

Cuando se utilizd el Iniciador 2: 45 mi a42°Cys i a 94°C -» 1 Ciclo

Antes de terminada la corrida ¢k RT se prepararon las meczclas para ia PCR adicionando los
feactivos en nuevos tubos en la cl ¢cDNA y la enzima Taq):

PCR
Reactivo Concentracion Valumen
*cDNA - 20 ut (Vol.de rx. de la RT) |
o] z. 2 mM 4 i (stock 25 mM) |
* Amortiguador 1% 8 ul (stock 10x)
de reaccién para
ia Taq Pol.
*Iniciador 1 - 3 W (dil. 1:10 siock 4.7
mol/j
*Iniciador 2 - 3wl (dil. 1:10 stock 4.7
Y
*Eazima Taq Pol. 2 u 2 gl (dil. §:5 stock 10 U/ul)
*Agua cstéril cb.p. 100 ‘olimen total
Aceite mineral > 30
C hci der i6n: 30 dos a 94°C, 1 mi a 55°C y 1.5 minutos a 72°C
=» 40 ciclos
£rmi se J las en hiclo.
5.1.5.- Anilisis de los prod de DNA H por la técnica RT-PCR de las diferentes
citocinas, mediante electroforesis.

Sc prep: geles de aga al 1.5%, disolviend: ngdcagarosacnlOOmldcl
amortiguador TAE -, do para f la disol 6 Ya fundida la aga: sc
adicionaron 3 ul de bromuro de ctidio y se vertié en 1a ci de i ] do los
peines para la licacion de las dejandol lidi . Después sc¢  agrego el
amortiguador sobre ¢l gel hasta cubrirlo, sc retiraron los peines y se procedié a introducir las

en las do 5-7 ul de los productos de RT-PCR mezclades con
amorti, dor de para cl is {(stop-mix).

* Ver Apendice
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Finalmente se aplicé una fucrza clectomotriz de 45 6 60 volts por espacio de 1 a 2 hr para of
d ch i de las El gel se observd en un analizador de imagenes de U.V.
(IS-1000 Digital imaging system).

6.1.1.- Ambbisis de ia expresiéon de moléculas de activacién y/o memsoria mediante
i il indi (CDG2L y CD44) y de Ias regioncs varibles de Ia cadena 0
(VB°s) def receptor pars antigeno de la célula T (TCR) en las subpoblaciones CD4 y CDS de
los limfecitos T.

Para o} lisis de Ia expresion de éstas moléculas, asi como la purificacién de los LT
(3.1.2.), se utilizé un citéemnetro de flujo. Este aparato sc basa cn incidir sobre cada una de las
células de una mucstra, una fuente de luz liser, determi do de isa su y
complcjidad; micntras que si las células fucron tedidas con algun fluorocromo (FITC, PE, ctc.). <l
mismo 5 jnark la i idad de 0 ia y el p jo de las cdlulas
ﬂuorunu:la (células pasitivas).
Para éste anilisis se pastio de células de bazo que p ian de ani i i con
porinas de Sa/monella typhi, libres de critrocitos y estimuladas 17 vitro por cspacio de 3 y S dias
(segun 5.1.1). En cl del dlisis, las células se h y ifi and a
través de dos placas i d (3.1.2.). Fi lox linfoci T ificad sc .
colocaron cn placas de fondo ok ji dos a I1x10° células/pozo. Los linfoci T se i
mmmzwuldePBSyemmﬁxgzmnaIIOOrpm 2 min., ¢l PBS sc mtiré y sc ‘
con el sigui de ion. Este luye cl anilisis de CD62L (L- <
sclectina), CD44 y las regiones variables 6, 11, 17a y 8.1/2/3 de la cadcna 8 del TCR, ademas :
del andlisis de purificacion de los linfocitos T (3.1.2.). ]

Nota: Para ¢l andlisis de las regiones 8.1/8.2/8.3, se utilizo un sélo anticuerpo quc reconoce una
fraccion conservada en las tres regiones.

3
i
H
H
3
3

Leyenda del esquemna para la doble ti lizada a los linfocitos T CD4 y T CDS.
Rat.Biotin = IgG dec cabra do a Bioti Thy 1.2 = IgG anti-Thy 1.2 de linfocitos 3
T de raton; PE = E: idina-Fi itrina yja) FL2: i-Macl = IgG i-Macl de +

macrofagos de raton; rat-FITC = IgG anti-rata conjugado a FITC (verde) FLI. raton-FITC =
IgG anti-raton conjugado a FITC (verde) FL1I: Y.P. = Yoduro de Propidio (rojo)
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ESQUEMA DE DOBLE TINCION EN LINFOCITOS T CD4 (6.0.1.)

i 1 3 4 S ] 1 8
Incubacion | Control (-} | CD4/CD62L | CDICD44 | CD4/CDS | CD4IVA6 | CD4IVOLL | CDAIVBITa | CDAIVOR
llo min. 4°C l LlOOpl PBS l l Se adiciond 200 p? de anticuerpo anti-CD4 a cada uno de los pozos (del 2 a1 8). l ller. paso |
l Selavaron las células 2 veces con PBS al 2%de SFB, centrifugandoa 1,800 rp.m. ‘

[30 min. 4°C l [ Se adiciond 200 pl (10pg/mi} de IgG de cabra anti-rata conjugado a Biotina a todos fos pozos (1-8). ‘ lldo. paso l
l " HEALIZAR EL LAVADD COMO SE REALIZO ANTERIORVENTE ‘

‘30 min, uc” St adiciond 1004t dc Estreptoavidina-Ficoeritrina (PE) a 0ug/ml a todos Yos pozos (1-8). ] Isu. paso ]
[ REALIZAR EL LAVADO COMO SE REALIZO ANTERIORMENTE. l

30 min. PBS anti-CDB2L | anti-CD44 | anti-CD8
4C

lso:m. ¥C l lA los pozos 1+ se adiciond 1004l de IgG anti-rata corjugadoa FITC (mpg/m)l \moplmgc ralén-FlTCl lsm. paso ]

anti-Vd6 | anti-VBI} | anti-VB17a | anti-VD8 | dto. paso

l REALIZAR EL LAVADO COMO SE REALIZO ANTERIQRMENTE. ]

Se resuspendieron Jas células en 500 pul de Yoduro de Propidio {Y.P.) a una concentracign de {10pg/m), pasindose a tubos | [6to paso
|individuales, y de inmediato se Ieveron fas muestras en el citometro de flujo.




ESQUEMA DE DOBLE TINCION EN LINFOCITOS TCDB (6.1.1)

1 2 I 3 4 § & 1 3 9
Incubacidn | CD8/CD6L | CDBICD44 ‘ CD/VE6 { CDR/VBIL{CD8VBITa| CD8/VES Md's | contrel ()
lso min, 4°C ‘ lSc adiciond 200 pt de amticuerpo anti-CDS a los pozos 1 al 6. \ PBS l \a\\\\ Mae i \ PBS l ‘ paso
\ Se lavaron las céhutas 2 veees con PBS af 2% de SFB centrifugando a 1,800 5.p.m. J
lao min. 4°C1 ls: adiciond 200 ! (1 0pg/mi) de IgG de cabra anti-rata conjugado a Biotina a todos los pozos (1-9). ‘J lZdo. paso l
l REALIZAR EL LAVADO COMO SE REALIZO ANTERIORMENTE. l
|10 min, °C ‘ {Sc adiciond 1001 (10pg/ml) de Estreptoavidina-Ficoeritrina {PE) a todos los pozos (1-9). » J [3«. plsnl
l REALIZAR EL LAVADQ COMO SE REALIZO ANTERIORMENTE. J
l 30 min. [ anti-CD62L | anti-CD44 | anti-VO6 \ anti-VB}} \ami-VBl?a\ anti-V8 \ anti PBS \ PBS | 4to. pso
4°C Thyl2
Smin vq i\’oms 14,1004 del 196 antirata- FITC (10pg/m), ‘ l\%p\ g0 con.a FITC (1) | (50 pus |
l REALIZAR EL LAVADO COMO SE REALIZO ANTERIORMENTE. l

Se resuspendieron s células en 500 yul de Yoduro de Peopidio (Y P} a una concentracidn de 10yg/ml, pasindose  tubos 6to. paso
individuales, v de inmediato se leyeron tas muestras en e} citémetro de flujo.
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V. RESULTADOS

~ Ensayo de proliferacién de linfocitos T contra ponnu de Salmoneclla typhi.
Con cl propésito de las di de i6n in vifro, y obtener
una maxi proli ion de linfoci T p i de con porinas dc

Salmonella fyphi, sc d
rcqueria para llevarlo a cabo cn placas dc 96 pozos. En la figura 1A sc puede observar quc la
P de proli ién se obtuvo con 125 pg/ml de antigeno y 2x10° de linfocitos T/m}

para la cepa C57BL/6J (B6); mientras que para DBA/2 (D2) csta respucsta (figura 1 B) se obtuvo
con 100 pg/ml de antigeno y 2x10°  linfocitos T/ml. Estos resultados fucron aplicados en los
cxperi en los que sc analizaron la cxpresién de RNA mensajero para

citocinas, regioncs variables de la cadena B (VA's) del TCR, y determi i6n del fi ipo de
linfocitos ‘T activados y/o de memoria.

2.- Determinacién del patrén de expresion de RNA jero de
técnica de RT-PCR.
Con la finalidad dc conocer ¢l patréon de citocinas quc expresan una poblacién dc
1 il totalcs estimulada in vitro con pori de '/ NHa typhi, sc liz6 la p ia de
RNA mensajcro (RNAm) para las siguientes citocinas: IL-2, 1L-4, IL10 ¢ IFN-y y cn macréfagos
de peritonco, 1L-12. En la figura 2 A sc mucstra la cinética dc expresion de RNAm para interferon
gamma (IFN-y)cnla cepa B6, donde sc cxpresa a partir de las 10 horas (carril 5) de cstimulacién
un prod p de 570 pb quc pecrmancee hasta las 18 horas, obscrvindosc la
mayor intensidad a 1as 12 y 14 hr (carriles 6 y 7); micntras que cn Ia cepa D2 ¢l RNAm de IFN-y
aparecid desde las 6 horas y permanccié hasta las 10 horas (carriles 3 al 5). La presencia dcl
RNAmM pam interlcucina-4 (IL-4) se dié en ambas cepas desde cl inicio de 1a estimulacidn ¢ incluso

cn ! de no i (carril 1, figuras 3A y 3B), disminuycndo conformc
aumentaba el ticmpo de estimulacion. Como testigo positivo sc analizé la expresion de RNAm para
GAPDH (Gli ido-3-Fosfato-Deshid ), a las cero horas no dctectd, pero durante la

cstimulacién in vitro la expresion sc mantuvo constante (figura 4).

La cxpresion de RNAm para 1L-12 sc determind cn macrofagos de peritonco (in vivo)
observando que en ia figura 3. sc d. 6 al 3cr dia después de Ia d i ion. El testigo
positivo GAPDH sc dcteetéd al primer, tercer y quinto dia post-inmunizacion.

Nota: No se mucstran resultados de 1a expresion de RNAm para las citocinas IL-2 ¢ 1L-10.

¢l ni de li il Ty ion de i quc sc .
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3.- Evaluaciéa de Ia generacién de anticuerpos porins-especificos de respuesta secundaria,
i de animales i i con porinas de S typhi.

Con cl objeto de J los titulos de & pos (i 1) inducidos por la
i izacion de animales con porinas de Sal la typhi, sc anali los p i
de éstos animab i i i i en Easc sélida (ELISA) scgin lo seitalado
en miétodos (4.1.1.). En la figura 6 sc prescnta la curva de

pr

i6n de anticucrpos y cada punto
& inad P el triplicado del titulo 1:100 dc cada uno de los sucros. Desde el primer dia
después de la da i izacion sc p i i conforme ¢l ticmpo

rri; 1a produccion de los i pos, observiandose un pico de mayor respuesta
al dia 17 y permancciendo hasta cl dia 30 en que sc realizd la altima determinacién. Este

fue muy similar para ambas ccpas.

: ifi inducid por Ia

4.~ i n de los isoti de i por
i izscitn com fa ica de ELISA-indirecta.

Para d i los isotipos de los i ¥ anti-porinas sc analizaron los sucros del
experimento antesior (figura 6), di A\ il i indi (ELISA). En la
figura 7A quc corresponde a la cepa B6 sc una p 1 diada por
anticuerpos IgG2b e IgG3 y en menor proporcion IgGl ¢ IgM: mientras que en D2 (figura 7B), sc
detectd los anticucrpos IgG2a ¢ IgG2b (figura 7B). Cabe sefialar que ¢ andlisis sc llevd acabo
utilizando dilucién 1:100 de los del pico maxi de resp ia (dias 17 y 30).

h

5.- Evaluacién de la p de i i T les pr de r

porinas de S fHyphi.

Para el andlisis de la expresion de Jéculas i 1 das en la ion de
i 1ogi de i i T, se itaba contar con una poblacién que pr una cl d:
1 ia indi se determiné el porcentaje de

putcza, por lo quec di por i
células contaminantes. Para el anilisis se utilizé el anticuerpo anti-Macl para conocer el

[ 6fa i observandosc en la figura 8 A que un 6% correspondia a

dicha i el 1% ali B y el 92% dc células ncgativas que corresponde a linfocitos T:

micntras que cuando sc utilizé ¢l anticuerpo  anti-Thy 1.2 coatra linfocitos T totales (figura 8B),

sc obtuvo entre el 90% y 92% dc linfocitos T o Thy 1.2+ y ¢l 8% células No T, este porcentaje

cor dia a Jos of3 y linfoci B dos en 1a figura 8A. Esic aniilisis sc realizo a

los 0.1.3 y 5 dias post-estimulacion irz vitro para ambas ccpas (segun métodos 3.1.2. y 6.1.1.).
todos cllos p de purificacién muy similares.

je de
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i del fe i de ia y/o acti 3 en § T purificados de

6.- Deter o

ratones inmunizados con porinas de S fyphi.

Con la finalidad de el fenotipo de ia y/o ivacion ecn linfoci T
[J de i izados con pori se lizd una cinética en donde se¢ estimularon
los linfocitos T (LT) irz vitro, yalos dias 0,3,y 5 s¢ y H por i £l i;
indi la expresion de las éculas CD62L y CD44 involucradas con ¢l fenotipo de memoria
Estas léculas indi la mi; H lectiva de los LT en reposo 6 activados y/o
dec memoria, hacia los diferentes sitios donde se encucntre ¢l antigeno.
Nota: En todos los hi de las fi 9 a la 16, se mide en las abscisas Ia intensidad de
fluorescencia 1 (FL1-Hcight) que dc ala idad de molécul izad. p &
en las célul; i que cn las ord das sc el mi de 6 nu de célul
M1 y M2 correspoaden a las i (6 poblaci ) 1 y 2, sicndo Ia M1 la poblacion *positiva™
para la molécula que se cstd lizando, donde debe col entre 10°y 10°dc FL1; y la M2 es
la poblacion “negativa’™ 6 la que exp en menor proporcion dicha 1écul. locind entre
10°y 10° de FL1. En cada region sc rep ol p je de la poblacion, asi como la media de
fluorescencia (MF), ésta Gltima es la media de la intensidad del canal de fluorescencia (que en
forma practi igni un jo dc Ia id; de léculas p en las célul

“positivas™).
La perdida en la expresién de la mokécula CD62L 6 L-selectina indica Ia presencia del

e i de ia y/o i ién en las subpoblaci CD4 y CDS8 de los linfocitos T

provesientes de las cepas B6 y D2 inmunizados con porinas de S. yphi

las cinéti (AyB)dc idn de la écula CD62L 6 L-sclectina

P!

En la figura 9 sc p

cn las subpoblaciones CD4 y CD8 de ios linfocitos T, de 1a cepa B6.

La cinética A ponde a i i T CD4. Al dia 0 (Al) quc corresponde a linfocitos no

inmuncs, obscrvandose una sola poblacion con ¢l 78% (M1) quc expresa gran cantidad de la
lécula CD62L, p do una media de fluorcscencia de 668. La poblacion M2 con tan sélo

el 22% sec id que no cxp. CD62L. Al dia 3 (A2) sc obscrva que la poblacion M1

auments de 78% a 92% y la media de fluorcscencia de 668 a 758, aumentando ¢l numero de




células que expresa CD62L en mayor proporcion. Al dia § (A3) M1 disminuyé dc 92% a 45%,

aumentando a la media de fluorescencia de 758 a 816. Mi quc la poblacion M2 quc no
expresa CD62L auments a 55%.

La cinética B que de a los linfocitos T CD8, p un p i j ala
cinética A. Al dia 0 (B1) la region M1 pi Ia p idn que exp una clevad:
concentracion de CD62L con 95% y media de fluorescencia de 1241, sicndo mayor la expresion
de ésta décula a la p da por los li i TCD4 (Al). Al dia 3 (B2) la poblacion M1
disminuyd ligeramente de 95% a 92%, asi como la MF de 1241 a 891; csto da como resultado un
aumento ligero de Ia poblacién M2, que p baja exprosion de CD62L (8%). Al dia 5 (B3) se
obscrva la misma tendencia a los dias anteriores, donde e p jc dc la poblacion M1 que
P CD62L disminuy6 a 52% asi como la i idad de fl ia a 756.
En la figura 10 sc presentan las cindticas (A y B) de ion de la lécula CD62L en las

subpoblacionecs CD4 y CD8 dc los linfocitos T, de la cepa D2. Esta cinética presenta un
comportamiento similar a la cepa B6.

La cinética A ponde a linfoc) T CD4. Al dia 0 (Al) cl 75% dc la poblacion total o M1
presd una gran idad de CD62L con una fluorescencia media de 701. AldxaB(AZ)la
poblacion M1, disminuyé de 75% a 67% sin cambio significativo en la i idad dc

(790); nu que la poblacién con baja expresion de CD62L 6 M2 aumenté de 25% a 33%. Al
dia 5 (A3) s¢ p la mi dencia a los dias ] la poblacion M1 disminuyé de

67% a 54%, asi como la media de fluorescencia a 576; en tanto que la poblacion M2 aumenté de

33% a 46%.

La cindtica B de a la cinética de ion de CD62L en los linfocitos T CDS8. Al dia 0

(Bl)scp una poblacio yoritaria (M) quc exp gran idad dc CD62L coa cl 88%

y 995 de media de flyorescencia. Al dia 3 (B2) M1 aumentd ligeramenic de 88% a 90%

disminuyendo la MF a 604. A} dia 5 (B3) ésta mi: pobl on disminuyo de 90% a 59%

do lig: las unidades dc fl iaa 714

En las cindti A y B corresp ji a las £ 9 y 10 (dc ambas ccpas), en las dos

bpoblaci dc células T (CD4 y CD8), se presenta ¢l mismo cfecto en 1a disminucion en la

expresion de CD62L, al aumentar cf tiempo de estimulacion con cl
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El aumento ¢n la expresién de la molécula CD44 en las subpoblaciones CD4 y CDS de los
linfocitos T especificos, pone de manifiesto un i

de ia y/o i ién en contra
de las porinas de S. f)phi en ratomes inmunizados de las cepas B6 y D2,

xpresion dc la lécula CD44 cn las
subpoblaciones CD4 y CD8 de los linfocitos T, de la ccpa B6.

La cinética A cor de 1a expresion de CD44 en linfocitos T CD4. Al dia 0 (A1) sc prescatan
dos poblaciones una de cllas mis grande (M) con ¢l 54% y 1232 dc media de fluorescencia, la
cual expresa la molécula CD44 en mayor proporci i quc la poblacion M2, no cs

En la figura 11 sc presentan las cinéticas (A y B) de

xp CD44 ya quc presenta 90 de media de fluorescencia. Al dia 3 (A2)
la poblacién M1 pricti s¢ (53%) pero 1a i idad de f} i de
1232 a 1316. Al dia 5 (A3) M1 auments ligcramente de 53% a 56%, pmundo una media de
fluorcscencia maxima de 2102. El aumento cn la media de fl d ignifica una
mayor ién de las CID44 en la superficic celular.

En la cinética B se obscrva ¢! comporamiento de CD44 en los linfocitos T CD8. Al dia 0 (B1) se
observan dos poblaciones, M1 que

xpresa gran cantidad de moléculas CD44 con 66% y 1203 de

MFy M2 con 34% p do baja cxpresion por tener 119 de media de fluorcscencia. Al dia 3

(B2) las poblaciones M1 y M2 no bio en los p ) peso la media de
de la poblacién M1 dismi

y6 casi dos veces su valor, de 1203 a 698. Al dia 5 (B3)
la poblacion M| disminuyé dc 66% a 62%, aumentando la MF casi 3 veces su valor de 698 a
1862, por lo quc el nu de molkéculas CD44

6 3 veces mds con respecto al dia 3.

En la figura 12 se presentan las cinéticas (A y B) de

presion de la lécula CD44 en las
subpoblacioncs CD4 y CD8 de los linfocitos T, de 1a cepa D2,
La cinética A dc a la expresién de CD44 en linfocitos T CD4. Al dia 0 (A1) sc presenta

sélo una poblacion bicn definida con ¢l 77% (M) y 1285 de media de fluorescencia, la cual
expresa CD44 cn alta proporcion; micntras que la otra poblacion (M2) con 23% y 120 dc MF,
expresa en menor proporcion la misma Al dia 3 (A2) la poblacion M1 aumento de 77%
a 89%, asi como la MF dc 1285 a 1686. Al dia 5 (A3) M1 disminuyd dc 89% a 39%, mientras que
{a media de fluorescencia aumentd de 1686 a 2192, por 10 que ésta poblacio

al

P q
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cxXpresa una mayor on de léculas en la sup ic celular. La poblacion M2 aumcenté
de 11 a 61%, expresando baja cantidad de CD44 por presentar 80 de media de fluorcscencia,

Lacindtica Bp el p i de CD44 en linfocitos T CD8. Al dia 0 (B1) la poblacién
Ml con 75% que cxpresa €0 mMayor Pproporci CD4a4, 1307 dc intensidad de
fluorescencia. Al dia 3 (B2) M1 disminuyé de 75% a 66%, micntras que la media de fluorescencia
aumento de 1307 a 1740, Al dia 5 (B3) las dos poblaci que se p al dia 3 se encuentran

© mas d id; M1 disminuyé de 66% a 28%, disminuyendo la MF a 1566. Micntras que M2

aumentd de 34% a 72% y la MF disminuy6 dc 180 a 129, p una expresién media de

CDa44.

El i de la lécula CD44 cs muy similar en las cinéticas A y B de las dos cepas
di a las fi 11y 12, la expresi a dida quec el tiempo dc

estimulacion transcurria.
La o ia en las poblaci de los i i T (CD4 y CD8) en la disminucion de

la expresion de CD62L, y por lo ] en la expresion de CD44 al aumentar ¢l
ticmpo de estimutacion, le hemos asignado cl fenotipo CD44*%/CD62L>.

7.- El anélisis de Ia expresiéon de regiones variables de Ia cadena 8 del TCR, determina un

repertorio restringido de linfoci T en r i izad con porinas de
Salmonella typhi.
De do con los ltad i para cl analisis de las regiones variables de la

cadena B del TCR, se partié de linfocitos T estimulados in vitro con las porinas a los dias 0, 3 y 5.
Las regioncs de estudio fucron 6, 11, 17ay 8.1/8.2/8.3.

Como en el i los hi en las ordenad. # de yecala
bsci lai idad de fl ia 1 (FL-hcight).
Linfocitos T CD4 y T CDS8 pr 2 de r i izados con porinas de S. phi de

Ias cepas B6 y D2 expresan la regiéon VO17a en el receptor de ia célula T, restringido para el
r imi ciertos epitopos de Ias porinas.
En l1a figura 13 se presentan las cindticas (A y B) de expresion de la region variable 17a de la

cadena 8 del TCR cn las subpoblacioncs CD4 y CDB8 de los linfocitos T, de |a cepa B6.
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La cinética A corresponde a linfoci T CD4. Al dia 0 (A1) linfoci no i sec p fa
poblacion M2 con ¢l 98% y media de fluorescencia de 6 que no cxpresa la regién variable 17a de
{a cadena B en el TCR. Al dia 3 (A2) M1 con e! 16%, cxpresa la region VB817a con 325 de media
de fluorescencia. Al dia 5 (A3) M1 aumentd del 16% a 80% sin cambio significativo en la media

de fluorcscencia.
La cinética B Ia exp
{B1) la poblacién M2 con cl 96% no expresa la region VB17a. Al dia 3 (B2) la poblacian Mi

auments dc 4% a 31% p do 362 de i idad de fl por lo que la region VB17a
s¢ expresa en alta proporcion. Al dia 5 (B3) M1 aumentd ligeramente de 31% a 36% cxpresando
VB17a e una mayor cantidad, por ¢l aumentd de Ia media de fluorescencia de 362 a 840.

En la Gigura 14 sc observan las cinéticas (A y B) dec expresion de la region variable 17a de la
cadena 8 TCR en las subpoblaciones CD4 y CDE de los linfocitos T, de la cepa D2.

La cindtica A cor de la ion de VB17a en linfocitos T CD4. Al dia 0 (A1) la poblacion
M1 con 97% y S de MF no expresa la region VBL17a. Al dia 3 (A2) la poblacion M1 con 14%
expresa VB17a en mayor i do 455 de i idad de I Al dia 5

(A3) M1 aumentd de 14% a 81% disminuyendo 1a media de fluorescencia de 455 a 312,
ion de la regién VBI17a en linfocitos TCD8. Al dia 0 (B1) la mayor

de la misma region VB17a en los linfocitos TCD8. Af dia 0

La cinética B la oxp
pancdclapoblac&énCDScon%%(MZ)noapresalareslénVBl7a Al dia 3 (B2) M! aumentd
de 4% a 72%, exp do VB17a cn elevada proporcion p do una MF dc 460. Al dia S5

(B3) M1 sc incrementd de 72% a 85% manicniéndose alta la MF.

En las cinéticas A y B (dc ambas ccpas) sc observa ¢l
CD4 como CD8, quc cxpresan la region VB17a; asi como ¢l nimero de receptores en la superficic

en el nu de células T, tanto

lular. Este bio ¢s muy si, ivoaldia 5.

La i iz aci de r de las cepas B6 y D2 con porinas de 8. Hphi, induce Ia

i i6n de linfocitos T CD4 y T CD8 que expresan las regiones VB8.1/8.2/8.3.

variables 8.1/8.2/8.3

En Ia figura 15 sc observan las cinéti (A y B) dc expresion de las
de la cadena B del TCR en las subpoblaciones CD4 y CD8 de los linfocitos T, de la ccpa B6.
de VB8.1/2/3 en linfocitos T CD4. Al dia 0 (A1)

La cinética A correspondc al P
linfocitos no inmunes, M2 con el 57% no expresan la region VB8 . 1/2/3; micntras que M1 con el
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43% y 102 de media de fluorcscencia si expresa la region. Al dia 3 (A2) M1 aument6 de 43% a
68% manteniéndosc la media de fluorescencia. Al dia 5 (A3) M1 aumentd de 68% a 78%, asi

como Ia media de fluorescencia 3 veces mas, de 115 a 355,
En la cinética B se pi la expresién de la regién VB8.1/2/3 del TCR en linfocitos TCDS8. Al

dia 0 (B1) M2 con 92% no expresan la regién VB8.1/2/3. Al dia 3 (B2) M1 con 13% si expresan
Ia region VB8,1/2/3, presentando una media de fluorescencia de 432. Al dia 5 (B3) M1 aumentd de

13 % a 92%, asi como dos veces la MF, dc 432 a 853,
i6n de las regi variables

En Ia figura 16 sc observan las cindticas (A y B) de p
8.1/8.2/8.3 de la cadena B de! TCR en las subpoblaciones CD4 y CD8 de los linfocitos T, de la

cepa D2,
La cinética A cor de a la expresidn de VB8.1/2/3 cn linfocitos T CD4. Al dia 0 (A1) M2 con

2% no expresaron la region VB8.1/2/3. Al dia 3 (A2) M1 aumentd de 8% a 64% expresando la
regidon VB8.1/2/3 prescntando 110 de MF. Al dia 5 (A3) M1 aumcntd de 64% a 92%, asi como la

media de fluorescencia 3 veces mis, de 110 a 386.
dc la regioén VB8.1/2/3 del TCR en linfocitos TCDS8. Al

En la cinética B sc p la exp
dia 0 (B1) el 60% dc los linfocitos TCD8 (M2) no cxpresaron cn ¢l TCR la regién VB8.1/2/3,

micntras que c! 40% (M1) con 138 dc MF, si la expresaron. Al dia 3 (B2) M1 disminuyé a 22%,
aumentando la media de fluorescencia mas de 3 veces (454). Al dia 5 (B3) ¢sta misma poblacién
aumentd hasta ¢l 90%, registrando 359 de MF.

En las cinéticas A y B (ambas ccpas) de las figuras 15 y 16, sc obscrva como aumenta el nincro
de células T, tanto CD4 como CDB8, que cxpresan la rcgion 6 regioncs V08.1/8.2/8.3, sicndo
mayor al dia 5; asi como cl nimero de receptores (TCR's) que presentan dicha region & regiones cn

la supcrficie cclular.
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cpmxion

Figura 1.- Proliferaciébn in vitro de lintndmt T (L‘l’) prvmknlu de ratoscs
inmunizados con porinas de Sal; /2 phi r
de Timidina tritiada (Td->H) segun métodos (3 l 1. ) A. cepa CS7BU6) B. cepa DBA/2. Las
barras representan una sola (Panduazodclasﬁgurasse
utilizd el programa Harvard-Grafics para W:Mows y Word),
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100 Bn

Flgura 2. Cméllcns de expresuin de RNA mensajero para 1FN-y en células de bazo

pr de dos con porinas de Sal) lla typhi. El andlisi
se llevo acabo por RT-| PCR de acucrdo a lo descrito en mdétodos. A) cepa C57BL/6J; B) ccpa
DBA/2. Carril 1: PM. 2: 0 I|r linfocitos no inmunes; 3 al 8: 6, 8, 10, 12, 14 y 18 hr post-
cstimulacion in vitro, (Para Ia icion de Ias imd s ulilizé cl programa

Fotostyler y Word para Wmdo“s)
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Figura 3 Cinética de expres:én de RNAm para 1L-4 en células de bazo totales
de r con porinas de Salmoncila typhi. El andlisis se

pr
Hevo acabo por RT-PCR de acuerdo a lo descrifo cn métodos. A) cepa C57BL/GJ; B) cepa DBAS2.
Carril 1: P.M. 2: 0 hr linfocitos no inmunes; 3 at 8: 6, 8, 10, 12, 14 y 18 hr post-cstimulacion fr

vitro, respectivamente.
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Figura 4. Cinéticas de elpmnbn de RNAm para GAPDH ) en
de bazo les pr de r d con pornns de Salmonzlla

phi. El andlisis sc licvo acabo por RT-PCR de a lo ito en mé A) ccpa
C57BL/6Y; B)m DBA/2. Carril 1: PM. 2 0 hr linfocitos no inmuncs; 3 al 8: 6. 8, 10, 12,
14 y 18 hr post: 1 in vitro,
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anura 5 Cinética de expresién de RNA mensajcero para IL-12 en macréfagos

de r CS57BL/6J inmunizadas con porinas de

Salnmdlutypln Carriles | y8P.M.: 2al 4. IL-12 alos dias !, 3 y 5 después de la scgunda
inmunizacion. 5 al 7 GAP 1. 3 y S dias post-2da. inmunizacidn.
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Figura 7.-

C57BL/6)

19G1 19G2a 19G2b 19G3 1gM IgA

DBA/2

—— - — T T ——
19G1 1gG2a 19G2b 19G3 1gM 19A

dc los B Pos porinas - csp 1a H

de ELISA-indirecta. La determinacién sc realizé cn los suceros de los dias 17 y 30 (rnayor
respuesta) en dilucién 1:100. A. cepa C57BL/6); B. ccpa DBA/2. Las barras son ¢l

de una detenmni por trip en 3 de cada cepa.
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Macl (FL-2) y anli-IgG dec ratén (FL-1). P
lolalcs :dcnurmdospor cl :mu-Tlly 1.2 (posnuvos para FL-1). Noétese que dste patrén de
cn todos los casos en que s¢ realizd of estudio

scp
de las mcléculns de memoria y regiones VB's cn los linfocitos T.
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0 ia indirecta de las cinéticas de expresién de

Figura 9.- Cil

ia de la i

CD62L (MEL14) en linfocitos T CD4 y CD8 provenientes de ratoncs de Ia cepa C57BL/6J

inmunizados con porinas de

la 1yphi. (A) 1i

CD4+ y (B) linfocitos CD8+. @ Dia 0,

linfocitos T dec bazo de ratones no inmuncs; @ ¥ (-4 dhs 3 ¥ 5 post-estimulacién in vitro dc esplenocitos

totales con cf antigeno (100 pg/ml).

Absci dc fluor

1 (Hecight FL1); ordenadas,

naomero de cventos. M1 y M2: poblacién 1 y 2. MF: media de fluorescencia. CD4+MEL 14 / CDB+MEL 14:

con el

linfocitos TCD4+ 6 TCD8+

po MEL 14 (anti-CDG62L).
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Figura 10.- Ci ia de l1a i n mdlreclu de las cinéticas de expresién de

CD62L (MEL-14) ¢

nfocitos T CD4 y CD8 pro

de la ccpa DBA/Z

inmuniudns con porinas de

Snlmanella l)phl. El anilisis dc la cxpresidén sc detenniné por
por ia de flujo. (A) linfocitos CD4+ y (B) linfocitos

CD8+. @ Dia 0, linfocitos T d: bazo de ratones no inmuncs; ® ye dins 3 y 5 post-cestimulacién in vitro de
csplenocitos lohlcs con el :mllgcnu (100 pg/mi). Absci de in | (Height FL1);
de y M2: poblnclén 1 y 2. MF: mcdia dc fluorescencin. CD$+MELLS /

CD8+MEL 14: linfocilos TCD~L+ é TCDS+ con el i po MEL14 (anti-CD62L).
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Figura I11.- Ci ia de Ja i fl ia indirccta de las cinéticas de expresién de
CD44 en linfocitos T CD4 y CDS provemcnles de ra(oncs de Ia cepa C57BL16J mmumzados
con porinas dc Salmanzlla oyphi. isis de la por
por in dc flujo. (A) linfocitos CD4+ ¥ (B) linfocitos CD8+, ® Dia 0,

linfocitos T dc bazo de ratoncs no ininunes; @ y @ dias 3 y 5 post-cstimulacién in vitro de esplenocitos
totales con ¢l antigeno (100 ug/ml).  Abscisas, intensidad dc fluercscencia | (Height FL.1); ordenadas,
namcro dec cventos. M1 y M2: poblacién | y 2. MF: media de fluorescencia. CD3+CD43 / CD8+CD34:
linfocitos TCD4+ 6 TCDS8+ analizados con cl anticucrpo anti-CD4$4,
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CD4$+ CD43

DBADIAS

72% 129MF
M2 28% 1566MF
"M

S10° 10' 10 10° 10°
FL1-Height
CD8+ CD44

indirecta de Ias cinéticas de expresién de

CD44 en linfocitos T CD4 y CDB provcnientes de ratones de la cepa DBA/2 inmunizados con

porinas de

.\almonclln 13 phi.

por
linfocitos T dc bazo de ratonces no inmunes; @ y C.B dms 3ySp
totales con el antigeno (100 ug/ml).

El andlisis de la expresién sc determind por inmunofluorescencia

de flujo. (A) linfocitos CD4$+ y (B) linfocitos CD8+. @ Dln o,

Ab.

in vitro de csp
1 (Hcight FL1); ordenadas,

dcr

mimero de cventos. M1 y M2: poblacién 1 y 2. MF: media de fluorescencia. CD4+CD<4 / CD8+CD43:

linfocitos TCD4+ 6 TCD8+

con ci

po anti-CD44.
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Figura 13.- Gi fa de la i n escencia indirecta de las cinéticas de expresién de V3
17a cn linfocitos T CD4 y CD8 provenientes de rnlones de ln cepa C57BL/6J inmunizados con

porinas de Salmonella typhi. El isis dc Ia exp por

indirecta, cuantificada por citometria de flujo. (A) linfocitos CD4+ y (B) linfocitos CD8+. @ Dia O,
linfocitos T de bazo de ratones no inmunes; @ y @ dias 3 y 5 post-estimulacién in vitro de esplenocitos
totales con ¢! antigeno (100 ug/mnl). Abscisas, i i in 1 (Hecight FL1), ordenadas,
némero de cventos. M1 y M2: pobla:uén 1y2 MF media dc fluorescencia. CD4+VDB17a 7/ CD8+VB17a:
linfocitos TCD4+ & TCDg+ con el anti-VB17a. Es nccesario hacer notar que las

poblaciones al dia 0 son ncgativas para expresar Ia regién 173, encontrdndose entre 10°y 10? de FL-1.
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Figura 14.- Ci in de la i
17a en linfocitos T CD4 y CDS proveaientu de ratoses de ia cepa DBA/Z inmunizados con
ponnu de Sal lla syphi. El isi ia

por ci ria de flujo. (A) linfocitos CD‘Q- ¥y B) Iml‘ocllos CDE8+, O Dia O,

linfocitos T de bazo de ratones no inmunes; ® y ® dhs 3 y 5 post-estimulacion in viero de esplenocitos
totales con ¢l antigeno (100 ug/mi). A ia ! (Height FL.1). ordcnadas,
namero de cventos. M1 y M2: pnbhcnén 1y2 MF moedia k Muorcscencia. CD4+VB17a 7/ CD8+VBI17a:

linfocitos TCD4+ 6 TCD8+ con el anti-VBI7a.
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Figura 15.- Ci

iade la i

indirecta de las cinéticas de expresion de V3

8.1/2/3 en linfocitos T CD4 y CD8 provenicntes de ratones de 1a cepa C57BL/6J inmunizados
con porinas de Snlnmnclla eyphi. El andlisis de 1a expresion se determind por inmunofluorescencia

por ia de flujo. (A) linfocitos CD4+ y (B) linfocitos CD8+. @ Dia O,
linfocitos T dec bazo dc ratones no inmuncs; @ y G) dhs 3 ¥ 5 posi-cstimulacién in vitro dec csplenocitos
totales con c} antigeno (100 ug/ml).  Absci: d dc ia 1 (Hecight FL1); ordenadas,
nimero de cvenles. M1 y M2: poblacién | y 2. MF: mcdm de fluorescencia. CD4+VD8.1/2/3 /
CD8+VD8.1/2/3 : linfocitos TCD4+ ¢ TCD8+ concl po anti-VB8.1/2/3.
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Figura 16.- Ci is de Ia i

8.1/2/3 emn lulfoutos T CD4 y CD8 provenientes de ratones de la cepa DBA/2 inmunizados con

pnnnu de i, Iyplu. EI isis de la presi s¢ determuné por inmunofluorescencia
i por de flujo. (A) linfocitos CD4+ y (B) linfocitos CD8+. @ Dia 0.

linfocitos T de bazo de ratones no inmunes; ® y @ dhs 3 ¥y S po i in vitro de 1

totales con cl antigeno (100 ug/mi). d de ia 1 (Height FL1). ordcnadas.

nimero de cventas. MI y M2: poblacion | y 2. MF: media de fluorcscencia. CD4+VBB.1/2/3 /

CD8+VBS8.1/2/3 : linfocitos TCD4+ 6 TCD8+ izados con el ant-VB8.1/2/3. Es necesario

hacc no;ar que las poblaciones al dia O son ncgativas para expresar la region 8.1/2/3. encontrdandose entre
0°y 10 de FL-1.
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VI. DISCUSION
ias i ul como Afycobacterium y

En cf dio de la i idad cootra b
i . se ha d inado que la p i de tipo Thi es Ila encargads principal para su

y elimi i6 En la infecci por Sal lla, aun do sc¢ ha d inado Ia

ici| i de linfoci TCD4 y T CD8 y una imp P dec d P sc

los i inducidos por las i t en p lar las pori poc

lo cual cl p bajo abordd cf dio d¢ estos i tras i a animales de
1ab jo con porinas de Sal la typhi.

En éste los i aqui obienid lan tres p imp . a) eo
primer Jugar la induccién de una resyp i lutar o de tipo Thl, cvidenciado por la
presencia de RNAm para IFN-y € IL-12 en linfi Ty Ofagy i ta
il idn de una P h ! muy imp con la p a0 de i dc las
subclases IgG2a ¢ IgG2b princi b)en do lugar, sc gencra un incromento importante
en las poblaci de i il TCD4 y T CD8 con K 0 de ia y/o i ]
(CD44"*/CD62L*"). c) y cn tcrcer lughr, cxiste un rep i ingido de linfocitos T

pecifs qQuc exp las J iables 17ay 8.1/8.2/8.3 de las cadenas 8 del TCR.

(A) Ind: ion de una lutlar 0 de tipo Thi al inmunizar ratoncs de las
ccpas (con di fondo ético de ptibilidad hacia Sa/monclla), B6 (ity") y D2 (ty’),

con porinas de Salmonella (yphi.
Sc encontrd que los  linfocitos T provenicntes de éstos ratoncs  cstimulados i vitro,

expresaban RNAm para IFN-y a partir de las 10 hovas e la ccpa B6, y cn la cepa D2 a las 6
c] RNAm para IL-12 al tercer dia post-

horas. Por otro lado, macrofi de penl
i izacion, sélo cn de 1a copa B6. Estas dos citocinas son las responsables de
inducir una respucsta de tipo Thl, partici, do linfoci Ty ofagas principal, Los
5 al con cf i se ] y prodi IL-12, la cual cstimula la

produccion de IFN-y en linfocitos T y células NK. El IFN-y activa a los macrofagos induciéndolos
idas, como derivados reactivos del éxigeno (ROI), éxido nitrico por
(NOS) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-x); ademas

P . .
micr

ap

1a 3 Sxido-nitri




P o bio de isotipo en linfoci B, produciendo i buli propias dc uma
respuesta de tipo Thi (46). Este cfecto sc obscrva en la copa D2 p H do la subcl. 1gG2a
y en Ia cepa B6 la subclase IgG2b. Estas subcl. de i pos ticnen la capacidad de

i: fa jendo la fagocitosis de i) iculads entre cllos la Salmonella y sus

N s

i isth P contra 1a fraccion Fc (Fc-y) para éstos cn
y ncutréfilos. Estos i pos tienen ademds la capacidad de fijar y activar al complemento,
ibuyendo de tal a la climi iGn de éstos

En ¢l caso dc la expresi del RNA j para IL-4 (citocina de tipo Th2) cn
linfocitos T no inmuncs (dia 0), al inicio y durante la estimulacion in vitro en ambas ccpas de
i dos posibilidades a) exposicion a algan i) que le su cxpresi 6 b)
presentan un “fondo gendtico™ para ésta citocina. La expresion de RNAm para IL-4, disminuye
cuando aparece ¢l RNAm para IFN-y, produciendo un cfecto negativo sobre la expresion del

RNAm dc la IL-4, cfecto clisico de antagoni catre las citoci de tipo Thl y Th2 (42,43).

En ala h 1, se indi la prod ion de 3 pos de
respuesta secundaria desde cl primer dia después de la da i i ion y s¢ i hasta
el dia 30. Enmmm&eupodempumy:schbmrepom por lo cual sc

ik S muy pod (12-15,17). Estos anticucrpos como ya sc habia

mencionado, son de las subclascs [gG2a ¢ IgG2b principalnente.

(B) Poblacioncs dc linfocitos T CD4 y T CD8 con f ipo dec ia y/o i ion. El

P en la expresion de las léculas CD62L (L ina) y CD44 en los linfocitos

TCD4 y TCDS8 no i p una relacién i ya que prcsé una importante

concentracion de CD62L, y una baja de CD44 (CD44™ / CD62L*"); éste fenotipo reflcja

élulas no ivad Mi que los li i T i imulados con las porinas

manifestaron el fenotipo de memonia y/o activaciéon, cs decir aumentd la expresion de CD44 y
disminuyé la de CD62L fe ba el ti de i ] pr do ¢l fc

CD44*°/CD62L"™ que iza a célul ivadas y/o de ia.
Estc fenotipo de memaria y/o activacion adquirido por éstas células, se caracteriza por la
pérdida en la expresion del “homing™ CD62L, para ias célul dotcliales ven altas

(HEV); fa ion del “homing™ CDA44, cn los tcjidos perféricos. Esto

e e R B P\ st P o o <P e e 8
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pucde deberse a que los i i T ya no mi; alosd linfoides para la p iGn de
la Salmonella y/o sus antigenos (fespucsta primaria), sino ahora sc dirigen a los Grganos
ifri su 1 y climinaci P daris & .

(C) Repertorio restringido de linfocitos T ifi que exp fas i variables
17a y 8.1/8.2/8.3 dc las cadcnas B del TCR. Estas poblack de i i T, exp de
ial dos i iables (17a y 8.1/273) de las cadenas B del TCR, indicando un
io limi de i i TCD4yTCDS La alta cxpresion éstas i es

una evidencia det posibl i de epitopos i d de las porinas.

o] imi de flos i i Hogi inducidos por la i izacién con
porinas de S fyphi sugicre la posibilidad de proponerias como nucva vacuna contra la ficbre
tifoidea, debido a su idad de p a al reto con la bacteria viva y por inducir una

posib P de tipo celular y h 1 de ia. Llama la i6n de ser
las porinas las posibl P bles de i ir una de tipo Thl, y no otros antigenos de
Ia Sal la, como pudi ser el lip lisacarido de la pared cclular, al cual se lc habia

i S e A ANTATE 25 e DA bt TS 1 /i s R e 0
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Vil. CONCLUSIONES

idad de inducir una p

* Las porinas sou poderosos inmundgenos que tienen la cap
inmune de tipo Thi 6 celular, con base en ¢l patrdn de expresion de RNAm para Ias citocinas (L~

12 e IFN+y.
* Las porinas inducen una fucrte resp de i pos de ria de clase IgG, dc las
subclases IgG2a ¢ IgG2b principal que parte de una respucesta inmune celular 6 tipo
Thi; conla istica de ser ! f i » fijadores de complemento.

* Las porinas p un i de las poblaci de linfocitos T CD4 y TCDS con

ipo de ia y/o ion (CD44%2 CD62LM).
* El repertorio de los linfoci T se restringido para la cxpresidn de Jas
itos T posibl pitop

regiones VB17a y  VP8.1/2/3 del TCR. Estos linfi
inmunadominantes de las porinas, que al con cllos p

e e e et s, P B b b e,
N 2 Ao e
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ESTA TESIS Mo e .,
SALIR DE LA BisiidTECA

VIIL- APENDICE

1.- EQUIro
- Espectrofotometro Modelo DU-640 (Beckman)

-G de flujo lami (VECQ)
- Incubadora con CO: (Lab-linc)
- Termociclador (Stratagenc Robocycler 40)
- Contador de centellco LS 6000SE {(Beckman)
- Irradiador gamma (GAMMACELL)
Multiskan Multisoft)

- Lector de ELISA (Lab
- Citémetro de Flujo FACSon (BECTON DICKINSON)

- Centrifuga-vacio (Hetovac Modelo VR~ Heto Lab Equipment)
- Analizador dec imagenes (IS-1000 Digital imaging system Modclo TM-20. Alpha Innotech

Corpor.man)

11.- REACTIVOS BIOLOGICOS
- Fragmento F(ab®, );de cabra anti adt:na Mu dc ratém (CAPPEL)
- IgG de concjo anti con p ad: (DAKO)
- lgG de concjo anti raton ma:cado con pero:udasa (SIGMA)
he para la de dc raton (SIGMA)
- lgG de rabﬁ anu -rata con;ugado a Blcnna F(ab’); 200ug/!1 ml (BOEHRINGER MANNHEIM)
M)

- Estrep -uuu 50;13 /1 ml (BOEHRINGER MANNHEL
- 12G anti-rat ck con de 1 ina, FITC (GIBCO BRL)
de fl ina, FITC (GIBCO BRL)

"

- IgG anti-raton
- IgG anti-Thy 1.2 de satén (SIGMA Immuno Chamicals)

- ATCC T1B-207 Clona GK 1.5 productora de IgG de rata anti-CD4.

- ATCC TIB-105 Clona 53.672 productora de IgG de rata anti-CD8.
- ATCC TIB-128 Clona M1/70.15.11.5 HL productora de IgG de rata anti mac-1 (unidad o)

- ATCC HB-132 Clona MEL-14.D54 productora de 1gG de rata anti-CD62L
- Clona NIMRS productora de IgG de rata anti-CD44 (Ref. 66)

- Clona 44.22.1 productora de IgG dc rata anti-VP 6 (Ref. 67)

- Clona KTI!1 productora de IgG de rata anti-V 11 (Ref. 68)

- Clona KJ23 productora de IgG de ratén anti-Vf3 17a (Ref. 69)

- Clona F23.1 productora de IgG de raton anti-Vi 8.1/8.2/8.3 (Ref. 70)

utili

- Anticucrpo Y3 de isotipo IgG2a (1 mg/ml).

- Anticuero AF6-RD.12 de isotipo IgG1 (0.34 mg/ml).
- Anticuespo WG 132 de isotipo IgG2a (1 mg/mi).

- Anticuerpo BBM. 1 dc isotipo 1gG2b (I mg/mi).

clivos RT-PCR.
- Clorura de magnesio 25mM (BOEHRINGER MANNHEIM)



- Amortiguador de la RT-AMV 5X que sc¢ compone de Tris-HCI 250 mM, MgCl: 40 mM, KCl
150 mM, ditiotreitol 5 mM; pH B.5. y cnzima RT-AMV (Avian-Mycloblastosis-Virus)
(BOEHRINGER MANNHEIM)

- Inibidor dc RNAsas, molécula de 51 kDa que sc o i
HEPES-KOH 20 mM, KCI 50 mM, ditiotrcitol 5 mM, 50% viv de glleetol y pH 7.6
(BOEHRINGER MANNHEIM)

- Mezcla Hacanucleoudos le que oonu:ne Tns-HCI 0.5 M MgCl, 0. 1M, ditioeritritol (DTE) 1

mM, 2 mg/ml de sérica y pH 7.2 (BOEHRINGER
MANNHEIM)
- M la de Nucleoti fatados (dNTP's) cn una solucién de NaCl, que contienc dATP,
dCTP, dGTP y dTTP Ma uno cn concentracién 10 mM a un pH 7.0 (BOEHRINGER
MANNHEIM)

- Enzima Taq (Th icus) y amorti dor de fa i i Tris-HCI 20 mM,

ditiotreitol 1 mM, EDTA 0.1 mM, KC1 0.1 M, 0.5% Nonidet P40‘ (v/v) 0.5% Tween 20° (v/v),
50% glicerol (v/v), pH 8.0 (BOEHRINGER MANNHEIM)

[
|
!
'
|
!
i
i
i
i
|
H
;
‘
i
3
i
i

< PR

para citoci utilizadas para PCR (National Biosciences, Inc).

: 5°CAG CTC GCA TCCTGT GTC ACA 3°
: 5°GAT GAT GCT TTG ACA GAA GGC 3

5‘GTA CCA GGA GCC ATA TTC ACG 3°
5°GAG TCT CTG CAG CTC CAT GAG 3

1 5°CTG GAA GAC CAA GGT GTC TAC 3°
5°GAG CTG CTG CAG GAA TGA TGA 3°

¢ 5°ATG GCC ATG TGG GAG CTG GAG 3°
: 5FTT GGT GCT TCA CAC TTC AGG 3°

: 5°TCA GGA AGC GGA AAA GGA GTC 3°
: 5°TCA AGT CAA TTG AGA CAC TGC 3°

GAPDH
Iniciador 1: S'GAT GAC ATC AAG GTG GT 3°

!
Iniciador 2: 5 TCT TGC TCA GTG TCC TTG CTG 3°

i - Yoduro de Propidio (SIGMA)

H - TRIzol para uso cn teji Yy fas. Solucié fasica de isotioci. de idina y fenol
] (GIBCO BRL)

1 - Medio de cultivo RPMI-1640 con L-Glutamina, Hepes 25 mM (GIBCO BRL)

H - Medio de cultivo D°MEM con glucosa, L-glutamina, Hepes 25 mM, NaCi 0.08 mM

: (GIBCO BRL)

: - Tmud.lna lnuada (mcnl H) 5 rnl de solucion acuosa (6.70 Ci /amol) (DUPONT)

3 -Sol 100X (SIGMA)

i - Coctel de Ilqundo de centelleo (Insta-Gel®* XF Packard Instrument Company INC.)
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{I1. PREPARACION DE SOLUCIONES

1.- Amortiguador de alta fuerza iénica pH 7.7 (Nikaido).

NaCio4 M 23.4 gr.
Tris-HCI 50 mM 7.83 gr.
SDS 1% . 10.0 gr.
EDTA 5 mM 0.185gr.
2 capi 10.05% 0.5 mL.
Agua destilad c.b.p. 1Lt.
2.- Amorti dor de Fosf: (PBS) pH 7.2
NaCl 150 mM 8.5 gr.
Na,HPO, H20 50mM ..........ccocovrmrvunmcvnnninnas B.2 gr.
KHPO, 18 mM . 2.48 gr.
destilad: 1Lt

Finalmente la solucion sc estenlizé a 121°C.

3.- Amortiguador de HEI’ES 2S mM pH 7.4

HEPES (N-{2-Hid il) pip ina-N"{2-icido Isulfénico] )
(Sal dc sodio) 6.5 gr.
ik 1Lt

Agua
Sc esteriliza la solucién pasandola a través de un filtro de 0.22 pm

4.- RPMI 10% de SFB
Medio RPMI estéril
Sucro Fetal Bovino (GIBCO BRL) ...
Piruvato de sodio 10 mM (SIGMA) . . .
IS- Mcfcaplouanol 50 mM (SIGMA) ................................. 0S5 mL.

que contiene 10,000 U. dc Penicilina, 10mg Estreptomicina, 25 ug/ml Anfotericina B
y NaCl 0.9% (SIGMA).

S.- D"MEM 20% de SFB
Medio DMEM estéril
Suero Fetat Bovino (GIBCO BRL) ...
Piruvato de sodio 10 mM (SIGMA)
p- Merapmeunol 50 mM (SIGMA)

MEM Aminoa no iales 10mM (GIBCOBRL). B
i6n Antibioti imicoti .SmL.
quec contienc 10,000 U, de Penicilina, 10mg Estrep ici 25 pg/ml Anfotericina B
y NaCl 0.9% (SIGMA).
6.- Amorti de Carb 0.1 M apH9S
NaHCO,; 80 mM . . 7gr.
28 gr.

Na,CO; 20 mM ..
destilad. cbp. Lt




7.- Amsortiguador de Citratos 0.1 M a pH 5.6
Citrato de Sodio 110 mM

Acido citrico 20 mM
Agua d

8.- Amortiguador de Lisis pH 7.4
NH.C! 0.15M
KHCO; 1 mM
Na; EDTA 0.1 mM

Agua destilada ...

4.1 gr.

cbp. I Lt

8.025 gr.

0.1 gr.
3.7mg.

9.- Amortiguador Tris-acético-EDTA (TAE)
Tris basc 40 mM

Acido acéti laci;

9.68 gr.

EDTA 0.5M "pH 8
Agua d

Nota: Las solucioncs 6 a la 9 fucron csterilizadas

1.142 mL.
2 mL.
cb.p. I Lt

a l21°C.

c.b.p. I Lt
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