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I. RESUMEN. 

Las Porinas purificadas de Salmonella typhi se unieron 
covalentemente al toxoide tetánico mediante el método modificado 
de la carbodiimida, utilizando como espaciador el ácido 6-amino­
hexanóico. La union entre las moléculas fue evaluada por el 
aumento de peso molecular y la modificación del punto isoeléctrico 
del producto de la reacción. La inmunogenicidad del conjugado se 
evaluó por su capacidad de inducir anticuerpos específicos contra 
las porinas y contra toxoide tetánico en conejos y ratones. La 
1nmmunizac1on con el conjugado confirió protección a ratones 
C3HeB/FeJ al desafío con 1,000 DLS0 de Salmonella typhi e indujo 
títulos altos de anticuerpos neutralizantes de la toxina tetánica 
en cobayos. Estos resul tactos sugieren que la inmunización con el 
conjugado tiene un efecto coadyuvante en la inducción de la 
respuesta inmune protectora contra ambas enfermedades, por lo que 
se propone como un buen candidato para la elaboración de una 
vacuna. 
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II. INTRODUCCION. 

l. FIEBRE TIFOIDEA. 
1.1 Epidemiología. 

Aunque la taxonomía del género Salmonella ha variado, desde el 
punto de vista epidemiológico es muy útil continuar con su 
clasificación en tres diferentes especies: S. enteritidis, que 
comprende más de 2, 000 diferentes serotipos, causantes de 
gastroenteritis que pueden considerase como zoonosis. S. 
choleraesuis, la cual está altamente adaptada a los cerdos, pero 
que también puede causar enfermedad en el humano; y S. typhi, que 
afecta solo al ser humano causando fiebre tifoidea. Si bien la 
infección por S. paratyphi A o B produce fiebre paratifoidea, que 
en muchos aspectos es clínicamente indistinguible a la a fiebre 
tifoidea, en los países endémicos el 90% de los casos de la fiebre 
entérica se debe a S. typhi. 

Se estima que hay alrededor de 12.5 millones de casos de 
fiebre tifoidea en el mundo cada año, lo cual representa una 
incidencia global de 365 casos/100, 000 habitantes, pero en los 
países subdesarrollados puede ser hasta de 540 casos/100,000 
habitantes con una tasa de letalidad promedio del 1%. Cuarenta y 
dos porciento de los casos ocurren en niños menores de 14 años y 5 
% son en niños menores de 5 años (1). La fiebre tifoidea continúa 
siendo un problema de saluci en los paises en vlas de desarrollo er1 
algunos países industrializados y aún en los países con buena 
infraestructura sanitaria donde se pueden presentar brotes (2) 

Se considera que 5. typhi es una sola clona que tiene poca 
divergencia genética intraespecie (3,4). Sin embargo, en 
Sudamérica la fiebre tifoidea generalmente es una enfermedad menos 
grave, en tanto que en Africa y en Indonesia las complicaciones 
tienden a ser más frecuentes y no esta claro si esta discrepancia 
se debe a diferencias genéticas de la bacteria o del hospedero 
(5, 6). 

La fiebre tifoidea es endémica en América Latina, donde se 
presentan alrededor de 595 mil casos al año, que representan una 
incidencia de 150 casos/100,000 habitantes; de estos, 197,000 
casos se complican y producen aproximadamente 10,000 muertes. 
Perú, Chile, Ecuador, Nicaragua, Bolivia y Colombia tienen las 
tasas de incidencia más altas y se han presentado epidemias 
periódicas en varios 
Guatemala y Guyana; 
cepas resistentes a 

países, como Brasil, México, 
algunos de estos brotes se 
cloramfenicol. Además, se 
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aparición de cepas resistentes a ciprofloxacina en diversas partes 
del mundo . ( 7, 8, 9, 1 O, 11, 12) . 

En México,. durante 1987 se reportaron 11,078 casos, con una 
tasa de 13.64 casos/100,000 habitantes. Después de un período 
remisión, la enfermedad ha presentado una tendencia ascendente. En 
el D.F., por ejemplo, hasta la semana 51 de 1995 se habían 
registrado 1,259 casos, comparados con 4 6 del mismo período de 
1994 (13). Hasta la semana 34 de 1996 se habían reportado 4,351 
casos, que comparados con 3,286 del año anterior, representan un 
incremento del 32% (14). El grupo de edad más afectado por la 
enfermedad es el de los 15 a 44 años, donde se presentan 
aproximadamente el 58.62% de los casos. Considerando que este es 
el grupo de edad económicamente activo, la enfermedad representa 
más de 500,000 días laborales perdidos al año. 

Debido a que existe un subregistro muy importante de casos, se 
han realizado varios estudios para determinar la prevalencia real 
de infección por S. typhi. En 1976, utilizando la prueba de 
fijación de superficie de Ruiz-Castañeda, se analizaron 19,259 
sueros y se encontró que la prevalencia de títulos significativos 
de anticuerpos fue de 9. 6% (15). En la Unidad de Investigación 
Médica en Inmunoquímica se realizó un estudio seroepidemiológico 
para determinar la prevalencia de anticuerpos contra el antígeno 
"O" mediante ELISA. Comparando sueros de pacientes confirmados de 
fiebre tifoidea con sueros de persona? normales, se determinó un 
punto de corte que fue capaz de diferenciar ambas poblaciones con 
un 95% de sensibilidad y un 90% de especificidad. Se analizaron 
62,630 muestras de suero, proporcionadas por el Instituto Nacional 
Diagnóstico y Referencia Epidemiológicos de la SSA, las cuales son 
representativas de toda la población mexicana y que fueron 
colectadas entre 1985 y 1986 (16). Se encontraron títulos 
significativos de anticuerpos contra el antígeno "O" en el 4.27% 
de la población. No se demostró correlación con el sexo, grado de 
hacinamiento o estado socioeconómico, pero los ni veles de 
anticuerpos parecen aumentar con la edad. La prevalencia de 
anticuerpos contra S. typhi es mayor en los estados de la región 
central-sur del país, la cual incluye al D.F. y a los Estados 
circunvecinos, en tanto que la prevalencia más baja se encontró en 
la península de Yucatán, demostrando que en México la transmisión 
es mayor en las áreas urbanas que tienen las peores condiciones 
sanitarias. 

1.2 Patogenia 
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La fiebre tifoidea se adquiere a través de la ingestión de 
alimentos o agua contaminados. La bacteria viaja a través del 
intestino hasta alcanzar las placas de Peyer donde se pone en 
contacto con las células M, a través de las cuales es 
internalizada, alcanza la circulación sanguínea produciendo una 
bacteriemia primaria (17), invade las células del sistema 
fagocítico mononuclear, prolifera intracelularmente y produce 
bacteriemia secundaria, la cual se acompaña del síndrome febril 
clásico. Las complicaciones mas frecuentes son la perforación 
intestinal, colecistitis, choque séptico, delirio y coma y la tasa 
de letalidad varía del 1 al 5%. (17,18). El diagnóstico se 
fundamenta en el cuadro clínico y en la determinación de los 
tí tul os de anticuerpos contra los antígenos "O" y "H" pero se 
confirma mediante hemocultivo o mielocultivo. 

S. typhi afecta solo al ser humano y la piedra angular en la 
cadena de transmisión es el portador asintomático (17). Si bien es 
posible infectar macrófagos murinos mediante la inoculación 
intraperitoneal de 5. typhi mezclada con mucina (19), esta 
bacteria no afecta de manera natural al ratón, pero como la 
infección por S. typhimurium en estos animales tiene una patogenia 
semejante a la fiebre tifoidea en el humano, se ha utilizado al 
ratón como modelo para estudiar las interacciones de la bacteria 
con el hospedero. Las diferentes cepas de ratones tiRnen diversos 
grados de susceptibilidad a la infección por 5. typhimurium 
(20,21). Los ratones que expresan el alelo Ityr pueden sobrevivir a 
las primeras fases de infección, mientras que los ratones 
susceptibles (Ity 5

) son incapaces de controlar la multiplicación 
temprana de Salmonella dentro de los macrófagos y mueren 
rápidamente por la enfermedad (22, 23). El locus Ity (Lsh o Bcg), 
se localiza en el cromosoma 1 y codifica para la proteína Nrampl 
(20), la cual interviene en el transporte de intermediarios del NO 
hacia los fagolisosomas (24). La bacteria ocasiona un proceso 
inflamatorio, en los ganglios linfáticos, bazo e hígado, con 
escasa cantidad de polimorfonucleares y gran acumulación de 
mononucleares, en el interior de los cuales es capaz de 
proliferar. En los mecanismos de protección contra la infección 
por S. typhi se requiere de la participación tanto de la inmunidad 
humoral como de la inmunidad celular. La presencia de anticuerpos 
contra diversas fracciones antigénicas no necesariamente 
correlacionan con el desarrollo de protección contra las recaídas 
o reinfecciónes, a excepción de los anticuerpos contra el antígeno 
"H", que son un indicador de resistencia a la fiebre tifoidea. 
Aunque los anticuerpos secretorios ( IgA) impiden la adherencia de 
S. typhi a la pared intestinal. los mecanismos de inmunidad 
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mediada por células, fundamentalmente la activación de macrófagos, 
son indispensables para el control de la infección (25). Se sabe 
que los linfocitos T al3 CD4+ Thl promueven la activación de los 
macrófagos, estimulan la producción de anticuerpos e in~ucen 
hipersensibilidad retardada en los animales infectados con 
Salmonella (26), pero el papel de los linfocitos T CDS+ 
citotóxicos es controversial. 

Las Salmonellas no- typhi tienen plásmidos crípticos de 
virulencia, que le confieren el fenotipo patógeno en ratones. 
Dichos plásmidos no han sido descritos en S. typhi; la cual, sin 
embargo, puede contener plásmidos de resistencia a antibióticos. 
Salmonella invade el intestino a través de las células epiteliales 
en un proceso que implica la activación específica de genes en la 
bacteria, como el locus invABCD que permite la penetración de las 
bacterias a la células en cultivo de tejido ( 27) , la estimulación 
del receptor del factor de crecimiento epidérmico, la formación de 
prolongaciones ci toplásmicas ( "ruff les") en la célula epitelial y 
la internalización de la bacteria en vacuo las (28) . La bacteria 
a traviesa el epitelio sin causar daño aparente, para llegar al 
sistema fagocí tico mononuclear ( SFM) donde se activan sus genes 
de virulencia. El más importante es una pareja de censor­
cinasa/modificador transcripcional (phoP-phoQ) . Al ser 
fosforilado, PhoQ activa a los genes pagABCD, y reprime a los 
genes prg (29,30,31). Estos genes son activados en el fagolisosoma 
de macrófagos, pero no dentro de células epiteliales. El más 
estudiado de ellos es pagC, que permite la sobrevivencia dentro 
del macrófago. La principal característica de la expresión 
coordinada de los genes pag es la de inhibir el descenso de pH 
dentro del fagolisosoma (32). 

1.3-Vacunas existentes. 

La disminución de la fiebre tifoidea en los países 
industrializados se debe al mejoramiento de la infraestructura 
sanitaria, pero en los países de América Latina el desarrollo 
económico es lento y una alternativa efectiva para el control de 
esta enfermedad descansa en la utilización de una vacuna efectiva. 
No obstante que se han realizado amplias investigaciones básicas, 
clínicas y de campo para evaluar diferentes candidatos a vacunas, 
hoy en día todavía no existe una vacuna contra la fiebre tifoidea 
cuya aceptación sea universal. Por otro lado, no se recomienda la 
inmunizacion pasiva contra la fiebre tifoidea. La gamma globulina 
comercial no tiene ninguna utilidad ni en contactos ni en enfermos 
( 33) . 



Las vacunas actualmente en uso pueden clasificarse en tres 
grupos que a continuación se describen. 

, 
Vaaunas elaboradas a partir de células completas inactivadas. 

Se han· utilizado diversos métodos para inactivar a la 
bacteria, ya sea por calor, fenol, alcohol, acetona o formalina, y 
en general se preservan en una suspensión con fenol o se 
liofilizan (33). Las vacunas en suspensión deben conservarse en 
refrigeración, entre 4 a 8 ºC y son muy es tables. Dos tipos de 
vacuna se han evaluado extensamente en ensayos de campo, la 
vacuna K, que es inactivada con acetona, y la L que es inactivada 
por calor y preservada con fenol. La protección que confieren 
varía del 79 al 88% para la vacuna K y es menor para la L (33). 
Muchos países, entre ellos México, están en posibilidades de 
elaborar su propia vacuna de este tipo. Ambas vacunas han 
demostrado proveer entre moderada y buena protección que puede 
durar entre cinco a siete años. Generalmente se recomienda la 
aplicación subcutánea de 5 x 108 bacterias en 0.5 ml de excipiente, 
se administran dos dosis con intervalo de un mes y refuerzos cada 
cinco años. Para disminuir las reacciones indeseables, que 
incluyen fiebre y dolor local, se ha utilizado la aplicación de 
O .1 ml por vía intradérmica, aunque no existen ensayos clínicos 
controlados que aseguren que su eficacia es comparable a la 
administración subcutánea. La administración oral de este tipo de 
vacunas no genera protección efectiva, por lo que actualmente esta 
en desuso. Ocasionalmente se ha asociado la aplicación de este 
tipo' de vacunas con púrpura trombocitopénica, falla renal aguda, 
dermatomiositis, apendicitis, eritema nodoso y esclerosis múltiple 
( 34) . 

Debido a las reacciones colaterales indeseables que causan, no 
se aconseja su aplicación en poblaciones abiertas. Se recomienda 
en personas que viajan a zonas endémicas, en militares y en 
personas especialmente expuestas al riesgo, como trabajadores de 
laboratorios de microbiología. En algunos lugares se recomienda el 
uso en escolares. En general no se recomienda su uso masivo 
después de desastres naturales como terremotos o inundaciones. 
Tampoco esta indicada su aplicación en brotes asociados a la 
exposicion a una fuente común de infección. Se ha sugerido que 
después de la aplicación de la primera dosis de vacuna inactivada 
hay un periódo de anergia donde existe mayor susceptibilidad a la 
infección por S. typhi (35). También se ha descrito que los 
padecimientos como la esquistosomiasis pueden interferir con la 



respuesta inmune hacia la vacuna ( 36.) . Si bien no existen 
contraindicaciones definitivas para la aplicación de este tipo de 
vacunas, debe evitarse su utilización en personas que ya han 
mostrado reacciones indeseables en aplicaciones previas, y no , 
deben utilizarse en pacientes con falla renal o con enfermedades 
del tejido conectivo, pero si pueden utilizarse en personas 
infectadas con HIV. La administración simultánea de este tipo de 
vacunas junto con toxoide tetánico o diftérico, s. paratyphi A y 
B, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Bordetella pertussis o 
Vibrio cholerae inactivados, no ha demostrado afectar su 
inmunogenicidad o aumentar su antigenicidad. De hecho, en. un 
modelo de ratón se comprobó que la administración conjunta de la 
vacuna de células completas de Salmonella inactivada con toxoide 
tetánico o DEAE-Dextrán induce mejor respuesta inmunológica (37) 

Vacunas elaboradas a partir de Salmonella typhi atenuada. 

Se ha logrado atenuar varias cepas de S. typhi mediante métodos 
químicos, como es el caso de una cepa dependiente de 
estreptomicina que ya no se utiliza por su baja inmunogenicidad. 
Actualmente solo la cepa S. typhi Ty2la (38) se encuentra 
disponible en el mercado y es producida por el Instituto de Sueros 
y Vacunas en Berna, Suiza, con el nombre comercial de Vivotif(r). 
Esta cepa se obtuvo al tratar la cepa virulenta Ty2 con nitro-azo­
guanidina, está mutada en el gene galE por lo qué ca:?:·ecc, de la 
enzima UDP-galactosa epimerasa y no puede producir de manera 
adecuada el antígeno "O". No se conoce con exactitud qué otras 
mutaciones tiene porque además no produce antígeno Vi, pero se 
sabe• que estas mutaciones no son del todo responsables de la 
atenuación y la inmunogenicidad, pues algunas variantes que si 
producen al antígeno Vi no han demostrado ser mas inmunogénicas. 
La protección que confiere esta vacuna varía del 60 al 96% 
aproximadamente, dependiendo sobre todo de la manera como se 
administra (39, 40, 41). La vacuna se aplica por vía oral, pero 
requiere la neutralización del pH ácido del estómago. Por ello, se 
recomienda que se tome con el estómago vacío y con poca agua. Para 
neutralizar la acidez del estómago se han utilizado cápsulas que 
contienen gelatina con bicarbonato de sodio o comprimidos con capa 
entérica, la cual parece ser mas efectiva. Se recomiendan tres o 
cuatro dosis de 2 a 4 x 10 9 UFC cada tercer día. La vacuna confiere 
protección por tres años y requiere ser almacenada entre 4 a 8 ºc. 

Se puede administrar junto con otras vacunas como la de 
poliovirus atenuado o la parenteral contra la fiebre amarilla y la 
vacuna oral contra el cólera elaborada a partir de la cepa Vibrio 
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cholerae CVD103HgR (42), 
administración de algunos 
disminuir su inmunogenicidad 

pero se ha 
medicamentos 

( 4 3) 

demostrado que la 
antipalúdicos pueden 

Esta vacuna es bien tolerada y aunque no se ha documentado 
que cause problemas en embarazadas, no se aconseja su utilización 
en estas personas ni en pacientes con depresión de la inmunidad 
mediada por células. La capacidad protectora de esta vacuna no ha 
sido demostrada de manera concluyente y su utilidad en programas 
amplios de vacunación es limitada debido a lo impráctico que 
resulta su administración, por ello su uso es semejante al de las 
vacunas de células completas inactivadas. 

Existen otras cepas que han sido atenuadas mediante 
ingeniería genética inactivando genes involucrados en la síntesis 
de algunos compuestos cuyos metaboli tos no se encuentran en los 
tejidos de los mamíferos. Algunas han resultado reactogénicas y 
pobremente inmunogénicas, de tal manera que no ofrecen- ventajas 
sobre la cepa Ty2la y su uso ha sido abandonado, como S. typhi 

541Ty (óaroA, ópurA derivada de la cepa CDC1080) (44), S. typhi 
543Ty (44) una mutante Vi negativa derivada de 541Ty y S. typhi 

EX642 (ógalE, Vi negativa derivada de Ty2) y S. typhi CVD906 
(óaroC, óaroD derivada de la cepa ISP1896) (45). Entre las cepas 

más prometedoras de este tipo se encuentran las mutantes CVD908 
íóaroC, óaroD derivada de la cc,pa Ty2) (45), 

CVD908 (óaroC,óaroD,óhtrA derivada de CVD908) (46), la cepa X3927 
(ócya, ócrp) (47), las cepas sensibles a temperatura (48) y las 
mutantes phoP/phoQ (49) que ya han sido evaluadas en ensayos 
clínicos en voluntarios humanos (50). 

Estas cepas tienen como ventaja adicional que son excelentes 
candidatos para ser utilizados como acarreadores vivos de 
antígenos. Así por ejemplo, nosotros hemos utilizado a la cepa 
CVD908 como acarreador de la proteína circumsporozoítica de 
Plasmodium falciparum, los factores de colonización CFA/I y CS3 de 
Escherichia coli y la proteína principal del promastigote (gp63) 
de Leishrnania mexicana (51,52,53). 

Vacunas elaboradas a partir de subproductos bacterianos. 

Se han realizado diversos intentos para elaborar vacunas contra la 
fiebre tifoidea a partir de subproductos de S. typhi, como son 
extractos bacterianos crudos obtenidos por ciclos de congelación­
descongelación o tripsinización (33). También se ha utilizado al 
lipopolisacárido (LPSJ purificado (33). Sin embargo, solo el 
antígeno Vi purificado y no desnaturalizado ha demostrado generar 
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protección efectiva (54). La vacuna actualmente en uso, preparada 
por Pasteur-Merieux, consiste en antígeno Vi de Citrobacter 
freundii purificado mediante Cetavlon (r). En ensayos de campo ha 
demostrado que protege entre 64 a 72% (55,56) y que los títulos de 
anticuerpos no decaen significativamente después del tercer año de 
la inmunización (57). Se administra una o dos dosis con intervalo 
de un mes de 25 a 50 (g por vía subcutánea. 

2. PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA DE Salmonella typhi. 

Las proteínas de membrana externa ( PME) se consideran 
antígenos importantes en la inducción de la respuesta inmune 
protectora específica contra diversas infecciones causadas por 
bacterias Gram negativas (58, 59). Por lo anterior varios grupos 
de investigación han realizado estudios para evaluar la capacidad 
protectora de las' PME de S. typhi o S. typhimurium, en modelos 
murinos con resultados alentadores (60,61). 

Las porinas son las PME más abundantes en términos de masa de 
las bacterias Gram negativas. La superficie bacteriana puede 
llegar a tener hasta 10 5 copias de estas proteínas, lo que 
representa hasta un 2% de la proteína total ( 62) . Las porinas 
identificadas en E. coli y S. typhimurium son OmpC, OmpF y PhoE. 
Además se ha descrito OmpD en S. typhimurium. Por otro lado, el 
gene que codifica para OmpC de S. typhi ha sido identificado, 
aislado y secuenciado (63, 64). Las porinas más estudiadas son 
OmpF, PhoE de E. coli y OmpC de s. typhi. Se considera que debido 
a que existe un alto grado de homología funcional y estructural 
entre ellas, evolucionaron de una proteína ancestral común. Estas 
proteínas tienen pesos moleculares de 36 a 38 KDa, se ensamblan 
como trímeros y forman canales de difusión inespecífica para 
pequeñas moléculas hidrofóbicas. OmpC y OmpF forman poros con 
tamaños de exclusión similares (aproximadamente 600 Dal), con 
diámetros que varían entre 1.1. a 1.3 nm (62,65,66,67). 

El monómero de las porinas es un polipéptido que tiene en 
promedio 336 residuos, que adquiere forma cilíndrica semejante a 
un barril y que se ensambla en el espacio periplásmico de la 
bacteria para incorporarse a la membrana externa, donde forma 
trímeros ( 66) . Los estudios cristalográficos realizados en OmpF y 
PhoE muestran que el "barril" está formado por 16 regiones de 
hojas Pplegadas antiparalelas enlazadas en sus extremos por 
horquillas y por largas asas con algunas a hélices intercaladas. 
El cilindro se forma al cerrarse las estructuras p de manera 
pseudocíclica, mediante un enlace iónico entre el extremo 
carb9xilo de la hoja P-16 y el extremo amino de la hoja P-1 
(66, 68). 
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En la Unidad de Investigación Médica en Inmunoquimica 
(División de Investigación Biomédica del D.F., Centro Médico 
Nacional Siglo XXI), se han realizado diversos estudios que 
fundamentan la inclusión de porinas de S. typhi como antigenos 
protectores en una vacuna. La inmunización de ratones NIH con PME 
de s. typhi 9,12,Vi:d indujo una protección al reto con la 
bacteria homóloga de hasta 1, 000 DL50. El suero hiper inmune de 
conejo anti-PME transfirió protección pasiva contra el reto de la 
misma cepa y reconocio por inmunoelectrotransferencia 
principalmente a PME de 38 a 40 KDa, por lo que se infirió que el 
efecto protector se debe principalmente a estas proteínas (69). En 
otros ensayos, se encontró que PME de S. typhi, inyectadas via 
intraperi tone al ( i. p.) en ratones NIH confirieron una protección 
cruzada al desafio con S. typhimurium (69), lo que indicó la 
presencia de epi topos compartidos entre estas cepas. 
Posteriormente, las porinas se aislaron por el método de Nikaido 
(62), obteniéndolas con un 99.96 % de pureza (0.041 % de 
contaminación con LPS). En cromatografia de exclusión molecular se 
determinó un peso molecular de 114-128 KDa en su estado nativo 
(cuando se encuentran asociadas en forma de homotrimeros) y en 
SDS-PAGE bajo condiciones reductoras las porinas monoméricas 
mostraron pesos moleculares de 36-41 KDa y un punto isoeléctrico 
comprendido entre pH 4. 5 y 5 ( similares al reportado para las 
porinas de S. typhimurium). Con estas porinas purificadas se 
inmunizaron ratones, con dosis de 10 µg a 30 µg y se logró un 90% 
de protección para 100 y 500 DL50 , respectivamente (70). A su 
vez, anticuerpos monoclonales anti-porinas confirieron una 
protección del 60% al reto con 20 DL50 de S. typhi ( 71) mientras 
que anticuerpos monoclonales anti-LPS no tienen ningún efecto 
protector (72), estos estudios apoyaron la suposición de que las 
porinas participan en los mecanismos de protección contra el 
desafió de la bacteria homóloga. Otros estudios refuerzan esta 
hipótesis, pues se ha observado que pacientes con fiebre tifoidea, 
durante la fase de convalecencia, producen anticuerpos de clase 
IgG dirigidos contra las porinas de S. typhi (73) y los individuos 
vacunados con la vacuna oral presentan respuesta inmune celular 
dirigida contra las porinas, en contraste con las personas 
vacunadas con S. typhi inactivada (vacuna L), que no la tienen 
( 7 4) . Además se ha logrado inducir protección contra el reto con 
S. typhi inmunizando ratones con la porina OmpC recombinante 
purificada (75), se han. identificado los epi topos inmunodominantes 
de esta proteína (76, 77) y la inmunización con DNA que codifica 
para OmpC induce anticuerpos capaces de reconocer a la proteína 
nativa (78) 
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En experimentos in vitro se ha demostrado que las porinas son 
capaces de activar linfocitos T (79) y que esta respuesta está 
controlada genéticamente (80), estos experimentos probablemente 
indiquen el mecanismo por el cual confieren protección, pues se ha 
descrito con anterioridad para otros padecimientos, que este 
proceso es importante en el control de patógenos intracelulares 
(44), ya que la estimulación de linfocitos T, induce la liberación 
de citocinas que a su vez activan a los macrófagos. Así, mediante 
un ensayo de infección de macrófagos in vitro se ha observado que 
las porinas de S. typhi inducen la activación de macrófagos 
dependiente de linfocitos T, pues los macrófagos de ratones 
inmunizados con porinas, eliminaron aproximadamente 50% más 
bacteria intracelular que las células de ratones no inmunizados. 
También debe participar la activación de complemento mediada por 
anticuerpos. Esta última hipótesis se apoya en el hecho de que en 
nuestro laboratorio hemos demostrado que las porinas contienen 
epitopos de células B expuestos al medio, que pueden ser 
reconocidos por anticuerpos (75,76.77). 

3. TETANOS. 

El tétanos es una enfermedad aguda producida por accion de la 
neurotoxina secretada por Clostridium tetani, bacteria que 
prolifera en condiciones anaeróbicas y que generalmente se 
establece en sitios seriamente lesionados a partir de las esporas 
presentes en el ambiente (81). Clínicamente el tétanos se 
caracteriza por contracciones musculares dolorosas, primero en los 
maceteros, cuello y después tronco. Uno de los primeros signos que 
sugieren tétanos es la rigidez abdominal, aunque a veces el 
fenómeno se limita a la zona de la lesión, presentando espasmos 
generalizados, a menudo inducidos por estímulos sensoriales, cuyos 
signos típicos son la posicion de opistótonos y la expresión 
facial conocida como "risa sardónica"(81,82,83). 

La toxina del tétanos está constituida por una cadena 
polipeptídica de 150 KDa. dividida en fragmentos A y B-C que se 
mantienen unidos por enlaces disulfuro, esta toxina se une a 
gangliósidos de las terminales nerviosas periféricas, por medio 
del extremo carboxil-terminal de su fragmento C; internalizándose 
a través del transporte axonal al cordón de la médula espinal 
donde, por un mecanismo desconocido, interfiere con el disparo 
neurotransmisor, produciendo una parálisis espástica acompañada 
por convulsiones ( 84) . Como es una enfermedad ocasionada por la 
toxina y no por la infección invasiva en si, se previene 
únicamente por la presencia de anticuerpos neutralizantes, los 
cuales pueden ser inducidos mediante inmunizacion activa con 
formas no tóxicas de la toxina (generalmente destoxificada con 
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formaldehído), o bien de manera adquirida por inmunización pasiva 
(85, 86). 

El tétanos es una de las enfermedades que contempla el 
Programa Ampliado de Inmunización (PAI) que promueve la 
Organización Mundial de la Salud. Los programas de vacunacion 
contra el tétanos han resultado ser muy seguros y exitosos, por lo 
que esta enfermedad casi ha desaparecido en aquellos países en los 
que se ha llevado a cabo una inmunización apropiada (85) Sin 
embargo, el tétanos ocurre todavía en aquellos individuos que no 
han recibido esquemas completos de inmun1zac1on durante la 
infancia o que no reciben un refuerzo posterior apropiado. El 
tétanos se presenta en la mayoría de poblaciones de adultos cuyos 
anticuerpos neutralizantes han· disminuido por debajo de niveles 
protectores. Esta observación confirma la absoluta necesidad de 
inmunizar adultos en países en vías de desarrollo, en donde la 
vacunación universal aún no es practicada. Esta enfermedad es 
responsable de un al to porcentaje de muertes ( 87) en los países 
subdesarrollados donde se estima que ocurren entre 300,000 y un 
millón de casos anualmente. Especialmente importante es el tétanos 
neonatal. La infección ocurre a través del cordón umbilical cuando 
el parto se atiende en condiciones de higiene deficiente. En los 
países subdesarrollados, donde la atención prenatal y perinatal es 
todavía inadecuada, se aconseja la vacunación de todas las 
embarazadas con el propósito de conferir inmunidad 
transplacentaria al feto. 

Para cumplir con las recomendaciones del PAI el toxoide 
tetánico generalmente se administra en combinación con toxoide 
diftérico y vacuna contra la tosferina (difteria, pertussis, 
tétanos) (DTP), el esquema consiste en tres dosis con intervalo de 
dos meses, comenzando al mes o dos meses de edad. La formulación 
que ha sido usada por décadas y que contiene células completas de 
B. pertussis pronto será sustituida por una con un componente 
acelular y pronto se agregará un cuarto componente que consiste en 
glicoconjugados de H. influenzae. El uso de componentes 
purificados deberá reducir los efectos colaterales, como dolor 
local y fiebre en ocasiones acompañada de convulsiones, 
permitiendo la introducción de nuevos antígenos en la formulación 
y para alcanzar al tos tí tu los de anticuerpos con una sola dosis 
( 87) . 
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III.PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

Algunas proteínas o carbohidratos que son pobremente 
inmunogénicos por si solos, incrementan su inmunogenicidad al ser 
insertados en un vehículo adecuado o unidos correctamente a un 
sistema de molécula acarreadora. Los antígenos macromoleculares 
generalmente expresan un número limitado de determinantes 
antigénicos o epitopos que dictan su especificidad, en el caso de 
antígenos que poseen actividad biológica, solo pocos epitopos 
intervienen en la interacción con anticuerpos neutralizantes (88). 
Por tal razón, los antígenos protéicos o péptidos sintéticos, 
pueden unirse covalentemente a sistemas de moléculas acarreadoras 
a través de grupos funcionales sin afectar su antigenicidad (89). 
La respuesta inmune que inducen los haptenos no solo depende del 
número de determinantes unidos al acarreador, sino que se ve 
influida por factores como su tamaño, orientación y carga (90). La 
distancia entre el hapteno y el acarreador determina la 
accesibilidad al receptor del linfocito B. Un antígeno ideal es 
aquel cuyos grupos antigénicos no se ligan directamente a la 
proteína acarreadora, sino que el acoplamiento se realiza a través 
de grupos reactivos, o mediante una cadena policarbonada 
espaciadora entre el hapteno y el acarreador. Los grupos reactivos 
funcionales como carboxilos, aminas o alcoholes en los haptenos 
permite la unión directa a una proteína acarreadora, pero el uso 
de reactivos bi funcionales o hetero-bi funcionales, como 
carbodiimida o glutarldehído, permite la uLión indirecta mediante 
la formación de derivados, al introducir grupos adicionales, 
capaces de reaccionar con las proteínas acarreadoras en aquellas 
substancias con grupos hidroxilo disponibles (91). Sin embargo, 
durante los procedimientos de conjugación cada reactivo acoplante 
es potencialmente capaz de modificar más de un tipo de residuo y 
consecuentemente, modificar la estructura espacial de los 
determinantes antigénicos inmunodomiantes, alterando su 
inmunogenicidad (92). La orientación de un péptido sintético 
respecto a la proteína acarreadora puede manipularse de acuerdo al 
método de conjugación utilizando y así modificar la respuesta 
inmune que se genera (93). 

La vacuna de polisacárido capsular de H. influenzae tipo b 
(Hib) conju_gado a toxoide diftérico (PRP-TD), que previene 
meningitis y otras enfermedades sistémicas causadas por esta 
bacteria, representa el inicio de una nueva generación de vacunas 
cuyo éxito ha moti vado la búsqueda de otras al terna ti vas 
semejantes para prevenir diferentes enfermedades infecciosas en 
las que los antígenos (como polisacáridos capsulares) son 
pobremente inmunogénicos si se aplican purificados o no evocan una 
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respuesta inmune 
timoindependientes 

de memoria 
(94, 95) 

al comportarse como antígenos 

Se pretende desarrollar un inmunógeno de porinas de 5. typhi 
conjugadas a toxoide tetánico para inducir actividad divalente 
específica, de tal manera que no se altere la inmunogenicidad de 
ambos antígenos y se logre un efecto potenciador en la producción 
de anticuerpos, que sean protectores contra 5. typhi y 
neutralizantes de la toxina tetánica. El toxoide tetánico no solo 
ha sido utilizado ampliamente como vacuna, sino también ha 
demostrado ser un excelente potenciador de la respuesta inmune, 
cuando se une covalentemente a determinantes antigénicos 
individuales o fracciones polisacarídicas de algunos agentes 
infecciosos (96, 97, 98, 99). Por ello, se decidió conjugarlo a las 
porinas de 5. typhi 9,12,Vi:d, utilizando el método de conjugación 
del polisacárido capsular de H. infl uenzae tipo b con toxoide 
diftérico y del polisacárido de Pneumococcus 6B con toxoide 
tetánico, el cual consiste en la utilización de la carbodiimida y 
el ácido adípico (DHA) como agente espaciador (96,100). Mediante 
esta tecnología se han generado conjugados estables capaces de 
inducir respuesta inmune eficiente (99,101,102,103) 

Tener una vacuna divalente contra la fiebre tifoidea y el 
tétanos representaría di versas ventajas, podría reducir la 
cantidad de antígeno requerido para inducir una respuesta efectiva 
para con.trolar las dos enfermedades. Desde el punto de vlsta 
operativo de los programas de vacunación, se disminuiría el costo 
de aplicación de los productos biológicos, pues se requerirían 
menor cantidad de materiales y equipo como jeringas, alcohol y 
elementos para el almacenamiento en refrigeración (104). Además, 
ya que en una sola visita se recibirían dos inmunógenos, la 
cobertura de los programas de vacunacion sería mayor, al 
requerirse menor número de contactos entre los destinatarios de 
los programas preventivos y las instituciones de salud. Por otro 
lado, como la utilización de ambos inmunógenos tienen un efecto 
potenciador de la inmunogenicidad, se despertaría una respuesta 
inmune más eficiente que probablemente disminuiría la necesidad de 
refuerzos frecuentes. Este efecto potenciador, posiblemente 
también haría innecesaria la utilización de otros adyuvantes, con 
la consecuente disminución de los efectos colaterales indeseables, 
como inflamación local o fiebre. 
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IV.HIPOTESIS. 

Al unir covalentemente las porinas con el toxoide tetánico se 
obtendrá un inmunógeno divalente que inducirá una respuesta inmune 
específica hacia ambas proteínas, de manera más eficiente que 
cuando se administran de manera independiente cada uno de estos 
antígenos. 

V. OBJETIVOS. 

GENERAL: 

Obtener un inmunógeno di valen te que pueda ser usado como vacuna 
contra la fiebre tifoidea y el tétanos. 

PARTICULARES: 

a) Conjugar porinas de Salmonella typhi 9,12,Vi:d con toxoide 
tetánico. 
b) Evaluar la inmunogenicidad del conjugado. 
c) Evaluar la capacidad protectora del conjugado. 
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VI. MATERIAL Y METODOS. 

l. OBTENCION Y PURIFICACION DE ANTIGENOS. 
1.1. Porinas de Salmonella typhi 9,12,Vi:d. 

La S. typhi 9,12,Vi:d, fue aislada de un paciente con 
diagnóstico clínico y bacteriológico de fiebre tifoidea, esta cepa 
bacteriana creció durante 8 hr a 37ºC en cultivo agitado a 200 rpm 
(New Brunswick Scientific Co.) en medio mínimo A (fosfato dibásico 
de potasio 7 g/1, fosfato monobásico de potasio 3 g/1, citrato de 
sodio 0.5 g/1, sulfato de amonio 1 g/1, sulfato de magnesio 0.1 
g/ 1), suplementado con O. 1 % de extracto de levadura y O. 5% de 
glucosa. Posteriormente, las bacterias en fase de crecimiento 
logarítmico se cosecharon por centrifugación a 1,650 Xg durante 15 
mina 4°C. La pastilla bacteriana se resuspendió en amortiguador 
de Hepes 0.01 M pH 7.4, conservándose a -20ºC hasta su uso. 

La obtención de porinas se efectuó empleando el método 
descrito por Nikaido ( 62) . Las bacterias cosechadas en la fase 
logarítmica de crecimiento se ajustaron a una densidad óptica de 
1. O, en un espectro fotómetro (DU7 Beckman, Ins.) a 660 nro. A la 
suspensión bacteriana se le adicionó DNAsa y RNAsa (20µg/ml) y 40 
µl de MgC12 lM por cada 10 ml. Posteriormente las células se 
rompieron sonicándolas (Lab line Ultratip Lab-sonic system 
sonicator) por períodos- de dos min en baño de hielo hasta 
disminuir la densidad óptica a O. 3. Enseguid2. se elim.1,:-0 ro,: las 
bacterias enteras por centrifugación a 7,000 Xg 15 min. La 
envoltura celular se separó por ultracentrifugación a 100,000 Xg/ 
30 mina 20ºC, la solubilización se realizó en presencia de Tris 10 
mM,, pH 7. 7 con SDS al 2 % , e incubación a 32°C durante 30 min. y 
ultracentrifugación posterior a 100,000 Xg/30 min. El sedimento 
fue sometido a una segunda solubilización en las condiciones 
descritas previamente y la peptidoglicana se obtuvo por 
ul tracentri fugación en el precipi tacto. Las proteínas unidas a la 
peptidoglicana se extrajeron incubando la preparación 2 hr a 37°C 
en Tris 50 mM, SDS al 2%, EDTA 5 mM, NaCl 40 mM y íl-mercaptoetanol 
al 0.05% pH 7.7. Después de ultracentrifugar a 100,000 Xg/30 mina 
25°C, el sobrenadante se pasó a través de una columna de Sephacryl 
S-200 de 80 cm x 2.6 cm (Pharmacia Chemical Co.) con una velocidad 
de flujo de 40 ml/hr. Se separó la fracción que eluye 
inmediatamente después del volumen de exclusión (Vo) y se midió su 
absorbancia a 280 nm. La fracción obtenida en el volumen de 
exclusión (Vo) fue separada y conservada para su posterior 
utilización. 
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1.2. Toxoide tetánico. 

El toxoide que se utilizó en este trabajo fue donado por el 
Instituto Nacional de Higiene (Gerencia General de Biológicos y 
Reactivos, de la Secretaría de Salud). Fue concentrado por 
ultrafiltración y posteriormente purificado por cromatografía en 
Sephacryl S-200 en una columna de 68 cm X 2.6 cm (Pharmacia 
Chemical Co.) a una velocidad de flujo de 40 ml/h, la fracción que 
eluyó después del volumen de exclusión se recuperó midiendo su 
absorbancia a 280 nm. Se dializó contra PBS 0.0lM pH 7, se 
concentró y se caracterizó por corrimiento electroforético en SDS­
PAGE. 

2. CONJUGACION DE PORINAS-TOXOIDE TETANICO. 
2.1. Método de unión por carbodiimida 

Con el fin de obtener un conjugado entre porinas de S. typhi 
y toxoide tetánico (Por-TT), se utilizó como agente espaciador el 
ácido 6-amino-hexanóico (Sigma Chemical Co.) y la dihidrazida del 
ácido adípico (Sigma Chemical Co.). El procedimiento de 
conjugación consistió en preparar dos mezclas de reacción, para el 
toxoide tetánico una con dihirazida del ácido adípico y otra con 
ácido 6-amino-hexanóico, ambas en proporción 1: 6 p/p y se 
mantuvieron en agitación constante durante una noche. J..l mismo 
tiempo, las porinas se mezclaron con l-etil-3(3-dimetil amino 
propil) carbodiimida HCl (EDC) (Sigma Chemical Co.) en proporción 
1:10. Posteriormente, se incorporaron las mezclas de porinas con 
c/u de las mezclas de toxoide en un microambiente ácido pH 5 
( logrado con HCl O. 1 N añadido al medio) , la reacción se conservó 
en agitación constante durante 30 min, a temperatura ambiente, al 
término de las cuales se agregó NaOH O.IN para lograr un pH 10 con 
la finalidad de disolver los coloides formados. En seguida esta 
mezcla se dializó contra una solución amortiguadora de fosfatos 
(PBS 0.01 M pH 7.2) durante 72 hr a 4oC, al cabo de este tiempo 
se centrifugó durante 15 min a 3,500 rpm para separar agregados 
macromoleculares insolubles formados durante la reacción. El 
sobrenadante se conservó en congelación hasta su caracterización 
posterior. 

2.2. Método modificado de unión por carbodiimida. 

La reacción de conjugado Por-TT se realizó en un 
microambiente amortiguado con N-metil imidazol 0.2M pH 6, se 
mezcló el toxoide tetánico con ácido 6-amino-hexanóico en 
proporción 1:3 p/p durante 15 min en agitación constante, 
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posteriormente se incorporó la mezcla de porinas con EDC (1: 3) y 
se mantuvo en agitación constante por 30 min a temperatura 
ambiente y toda la noche a 4°C, la mezcla se dializó contra PBS 
0.01M pH 7.2 durante 96 hr y se centrifugó durante 15 mina 3,500 
rpm, separando el sobrenadante del precipitado y cuantificando el 
contenido de proteínas por el método de Lowry ( 106) , la 
conjugación fue monitoreada por corrimiento electroforético en 
SDS-PAGE y se caracterizaron sus propiedades antigénicas por 
ELISA, transferencia a papel de nitrocelulosa e 
inmunoprecipitación en geles de agarosa. 

2.3. Método de unión por glutaraldehído. 

La reacción de conjugación de porinas con toxoide tetánico se 
realizó según el método descrito por Zegers (105). El toxoide 
tetánico se dializó durante 16 hr a 4°C, contra una solución de PBS 
0.01 M con 1% de glutaraldehído y posteriormente contra PBS O.OlM, 
se formó un derivado toxoide-glutaraldehído que se mezcló con 
porinas y se mantuvo en agitación constante durante 16 hr a 4°C, 
para formar un corijugado toxoide-glutaraldehído-porinas, los 
grupos activos libres de glutaraldehído que quedaron sin conjugar 
se bloquearon con lisina durante 2 hr, los productos obtenidos se 
conservaron en congelación hasta su uso. 

2.4. Selección del conjugado para evaluar inrnunogenicidad en 
ratones. 

Al existir varias alternativas de conjugación fue necesario 
seleccionar un conjugado Por-TT que conserve la mejor reactividad 
antigénica específica de porinas y toxoide tetánico, con la 
finalidad de probar inmunogenicidad en el modelo murino; esto se 
realizó de acuerdo a los resul tactos obtenidos por el método de 
ELISA utilizando suero de conejo anti-porinas y anti-toxoide 
tetánico como primer anticuerpo e IgG de cabra anti conejo unido a 
peroxidasa (Pel-Freez Biologicals) como segundo anticuerpo. De 
igual forma se estimó reactividad antigénica divalente de 
conjugados realizados en diferente proporcion molar de porinas 
respecto a toxoide tetánico ( 1: 3; 1: 1 O; 1: 4 8) y se comparó, la 
influencia del uso de moléculas espaciadoras en las propiedades 
antigénicas específicas de los conjugados: Por-TT con ácido 6-
amino-hexanóico como molécula espaciadora; Por-TT/sin molécula 
espaciadora. 

3.CUANTIFICACION DE PROTEINAS. 

La determinación del contenido de proteínas en las 
preparaciones de porinas se realizó de acuerdo al método de Lowry 
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( 1 O 6) que consiste en hacer reaccionar a las proteínas con el 
cobre en medio alcalino, formando un complejo colorido, cuya 
intensidad se debe a una combinación del reactivo de Biuret y la 
reducción del reactivo fosfomolíbdico-fosfowolfrámico por la 
tirosina y el triptófano. Como proteína de referencia se empleó 
albúmina sérica bovina (Sigma Chemical Co). 

4. CARACTERIZACION DE LOS CONJUGADOS. 
4.1. Electroforesis en geles de poliacrilarnida. 

La electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) se 
realizó utilizando la unidad de electroforesis vertical del 
sistema Midget (LKB 2050-001) con geles de 10 x 8 cm, en presencia 
de dodecil sulfato de sodio (SOS), en condiciones reductoras y en 
un sistema de amortiguador discontinuo, según la técnica descrita 
por Laemmli (107). El gel introductor contenía una concentración 
final de 5% de acrilamida, 0.13% de bisacrilamida, 0.1% de SDS en 
Tris HCl 0.125 M, pH 6.8; el gel separador se preparó con 
concentraciones de 7.5 y 10% de ·acrilamida, 0.8% de 
bisacrilamida, 10 % de sos en Tris-HCl 0.35 M, pH 8.8. Previo al 
análisis electroforético, las muestras de proteínas se mezclaron 
con amortiguador de muestra (Tris O. 125 M pH 6. 8, SOS al 2%, G­
mercaptoetanol al 5%, glicerol al 10% y azul de bromofenol al 
O. 005%) 1: 1, se calentaron a 96ºC durante 5 min y se procedió al 
corrimiento electroforético a 15 mA por placa durante 3 hr a una 
temperatura de lO''C, empleando como amortiguador de con:imient:o 
Tris 0.025 M, glicina 0.192 M, SDS al 0.1% pH 8.3. Concluida la 
electroforesis, los geles se fijaron durante 30 min y se tiñeron 
durante una hora con azul de Coomassie R 250 al 0.25% en metanol­
ac.acético-agua 45:10:45. El exceso de colorante se eliminó con la 
solución decolorante (metanol-Ac.acético-agua 5:10:85). 

4.2. Inmunoelectrotransferencia. 

La electrotransferencia de porinas, toxoide tetánico y 
conjugado Por-TT de los geles de poliacrilamida a papel de 
nitrocelulosa (PNC) se llevó a cabo durante 1.15 hr a 500 mA 
(Transphor, LKB Ins.). Se empleó como amortiguador para la 
transferencia glicina 192 mM, metanol al 20% en Tris 20 mM pH 8.3, 
según la técnica de Towbin (108). Transcurrido este tiempo y para 
comprobar la transferencia, el PNC se tiñó con rojo de Ponceau al 
0.1% en agua. Después de lavar con PBS-Tween 0.1% hasta que 
desaparecieron las bandas, el papel se introdujo en solución de 
bloqueo (leche descremada l. 5% en PBS O. OlM NaCl O. 15 M pH 7. 2) 
durante 2 hr a 37oC. Después de 4 lavados con PBS-Tween 20 al 
O. 1 % , el PNC se incubó 3 hr a tempera tura ambiente con suero de 
conejo anti-porinas y anti-toxoide tetánico respectivamente; se 
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lavó 4 veces con PBS-Tween y se incubó 1.5 hr a temperatura 
ambiente con la dilución óptima de antisuero de cabra conjugado a 
peroxidasa IgG (H+L) (Pel-Freez Biological División). Transcurrido 
este tiempo, se lavó dos veces con PBS-T y 2 veces con PBS para 
finalmente colocarlo durante 20 min. en la solución del substrato 
(4-cloro-2-naftol 2 mM, H2O2 al 0.08 % en PBS), eliminándose el 
exceso con agua destilada. 

4.3. Electroforesis bidimensional. 

La electroforesis bidimensional para análisis de la 
preparación de porinas, toxoide tetánico y conjugado Por-TT, se 
rea:),izó de acuerdo al método descrito por O'Farrell (109). Los 
geles en primera dimensión se precorrieron durante 15 min. a 200 
V, 30 min. a 300 V y 60 min. a 400 V (BRL Life Technologies), 
después de lo cual fueron colocadas las muestras (0.500 mg/gel) y 
se aplicó una corriente de 400 V/20 hr y gradiente de pH de 3 a 
10. Una vez terminada la corrida, un gel en tubo se colocó 
horizontalmente sobre la región introductora de un gel para 
electroforesis vertical previamente preparado y se corrió a 50 V 
el gel concentrador y a 100 V el gel separador. Finalmente, el gel 
se sometió a tinción con azul de Coomassie R 250. 

4.4. Ensayo inmunoenzimático en fase sólida (ELISA). 

Se realizó de acuerdo al método originalmente descrito por 
Engval (110). Placas de microtitulación de 96 pozos (Nunc), fueron 
sensibilizadas con el conjugado Por-TT, porinas, toxoide tetánico 
en una concentración de 0.25 µg/pozo en solución amortiguadora de 
carbona tos pH 9. 4, durante una noche a 4°C, después de lavarlos 
fueron saturadas con una solución de PBS-leche descremada al 2% 
durante 1. 30 hr a 37ºC, se lavaron e incubaron con diluciones de 
suero 1:100 en PBS-leche descremada, por 1.30 hr a 37°C, los pozos 
fueron lavados cinco veces con PBS O. OlM pH 7. 4 conteniendo O. 1 % 
de tween 20. Se usó como segundo anticuerpo IgG de cabra anti­
ratón conjugado a peroxidasa, que se incubó por 1 hr a 37ºC, 
después del lavado se afiadió el substrato con OPD, la coloración 
fue desarrollada por 15 min y se midió la absorbancia a 490 nm en 
un lector de ELISA, los títulos fueron definidos como la más alta 
dilución de suero dando la absorvancia de 1 ó mayor de 1, el 
control negativo usado fue suero de ratones no inmunizados (la 
especificidad de unión fue calculada en cada caso, por incubación 
de un exceso de antígeno soluble con el antisuero diluido). 
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4.5. Inmunoprecipitación en geles de agarosa. 

Se realizó de acuerdo a la técnica de doble difusión descrita 
por Ouchterlony (111),las placas de vidrio de 7.5 x 5 cm fueron 
cubiertas con 13 ml de solución de agarosa al 1. 5 % en SSF, se 
hicieron horadaciones en el gel solidificado con una distancia de 
7.5 mm de centro a centro. Para investigar la capacidad antigénica 
del conjugado obtenido, se colocó la solución de conjugado Por-TT 
en el pozo central y suero de conejo anti-porinas y anti-toxoide 
en pozos periféricos, las placas se incubaron a 37°C en cámara 
húmeda durante dos hr y a 4°C durante 24 hr. Posteriormente, las 
placas fueron colocadas en SSF durante 72 hr para lavar, con 
cambios frecuentes de solución y finalmente con agua destilada, el 
exceso de humedad fue absorbido con papel filtro. Las placas 
fueron secadas en horno a 50°C durante 4 hr hasta su total 
deshidratación, posteriormente se tiñeron ( 3-5 min) con azul de 
Coomassie brillante ( Sigma Chemical Co) 2 gr (O. 5%) , en 
(180:40:180) etanol, ácido acético, agua destilada y desteñidas 
con solución etanol-ácido acético-agua 180:40:180. 

5. INMUNOGENICIDAD DE LOS CONJUGADOS. 
5.1. Esquema de inmunización para ratones C3HeB/FeJ. 

Grupos de ratones machos C3HeB/FeJ de 14 a 1 7 g de peso se 
inmunizaron con 30 µg de porinas, toxoide tetánico y conjugado 
Por-TT respectivamente, sin adyuvantes, los días O, 14, y 28 por 
vía i.p. y fueron sangrados vía seno retroorbitario, los días O, 
7, 20, 48, 96, y 120, los sueros fueron conservados en congelación 
a -70°C hasta su uso. 

5.2. Esquema de inmunización para conejos. 

Conejos machos Nueva Zelanda 
inmunizados con 1 µg de antígeno en 
por vía subcutanea los días O, 7, 
sangre por punción cardíaca, los 
congelación a -70ºC hasta su uso. 

de 2 kg de peso fueron 
adyuvante completo de Freund 

14 y 21, el dia 28 se obtuvo 
sueros fueron conservados en 

5.3. Esquema de inmunización para cobayos. 

Grupos de cobayos machos de 250-350 kg de peso se inmunizaron 
con los diferentes inmunógenos a una concentración de 100 µg/ml en 
solución salina fisiológica (SSF), administrados por vía 
subcutanea, de acuerdo a los siguientes esquemas: 
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Esquema No. 1 

No de cobayos Irununógeno Dosis l00µg/ml 

10 Toxoide tetánico 0.75 mi 
5 Prinas 0.75 mi 
5 TT-Porinas 0.75 mi 
5 Testigo 

Se aplicó una dosis única el día O. Los cobayos se sangraron por 
punción cardíaca el día 15. 

Esquema No. 2 

No de cobayos Irununógeno Dosis l00µg/ml 

10* Toxoide tetánico 0.15 mi 
5 Prinas O 15 mi 
5 TT-Porinas 0.15 mi 
5 Testigo 

Se aplicaron dos dosis una el día O y otra el día 15, estos 
cobayos fueron sangrados el día 30 por puncion cardíaca, los 
sueros fueron separados y almacenados a -70°C hasta su uso. 
*5 cobayos recibieron una primera dosis de toxoide tetánico y una 
segunda dosis de conjugado Por-TT. 

6. ENSAYOS DE PROTECCION. 
6.1. Determinación de dosis letal media. 

Los cultivos bacterianos cosechados en la fase logarítmica de 
crecimiento se ajustaron a una concentración de 10 9 bacterias/rol 
(D.O.. 0.6 a 540 nm). A partir de esta suspensión, empleando un 
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factor de dilución constante, 
concentraciones: 

se prepararon las 

Salmonella typhi 9,12,Vi:d 

500 000 bact/ml 
100 000 
20 000 
4 000 

siguientes 

0.5 ml de las bacterias suspendidas en mucina (mucina gástrica de 
cerdo Sigma Chemical Co.) al 5% en SSF se inocularon por vía i.p. 
a grupos de 10 ratones C3HeB/eFJ de 18 a 20 gr de peso. Como grupo 
testigo se emplearon ratones inyectados con 0.5 ml de mucina. 
La sobrevivencia de 9, 12,Vi:d se registró tres y diez días 
después de la administración del inóculo bacteriano. La DLso se 
determinó de acuerdo al método de Reed y Muench (112), según la 
siguiente fórmula: 

log DL50 = log dil < 50% - (D.P.) x log factor de dilución. 

Donde: log dil < 50% logaritmo de la dilución inmediata inferior 
a la dilución que mata el 50 % de la población. 

50% - <50% 
D.P. (distancia proporcional) 

>50% - <50% 

50% = dilución de la concentración que mata al 50% de la población 
<50% = dilución inmediata inferior a la dilución que mata al 50 % 
de la población 
>50% = dilución inmediata superior a la dilución que mata al 50% 
de la población. 

6.2. Protección activa con porinas de S. typhi 9, 12, Vi:d, toxoide 
tetánico y conjugado Por-TT. 

Para evaluar la capacidad de los inmunógenos de porinas, 
conjugado Por-TT de inducir inmunidad activa en el modelo murino 
por el desafió vía i.p. (113), se emplearon grupos de 6 ratones 
C3HeB/eFJ, inmunizados de acuerdo a lo indicado en párrafos 
anteriores y retados el día 120 con 1,000 DLS0 de S typhi 
9,12,Vi:d resuspendidas en mucina al 5% en SSF. Los grupos 
testigos fueron ratones inmunizados con mucina al 5% en SSF. El 
grado de protección se evaluó como la sobrevivencia a los 10 días 
del reto. 

6.3. Neutralización de toxina tetánica. 
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Los sueros de los cobayos inmunizados según el esquema 
descrito anteriormente, fueron utilizados para titular el 
contenido de anticuerpos neutralizantes de toxina tetánica, según 
el método de Ipsen descrito en la Farmacopea de los Estados Unidos 
Mexicanos (114), para ello se utilizaron dos series de ratones NIH 
de 16 a 18 g de peso, a cada uno de 6 ratones se les administró 
subcutáneamente 0.5 ml de cada una de las seis mezclas preparadas 
de manera que la dosis inyectada contenía 0.25, 0.04, 0.0062, 
0.001, 0.00156 y 0.000025 ml de suero problema combinado con 1 
L+/400/50 del lote de toxina INH LTP211, es decir con la cantidad 
mínima de toxina que mezclada con 0.0025 UIA (1/400 de UIA) mata 
al 50% de los animales 4 1/2 días después de la inyección. Con el 
fin de corregir la variabilidad inherente a la sensibilidad de los 
ratones a la toxina, se preparó una serie de testi9os paralela a 
la serie de prueba, inyectando subcutáneamente, en grupos de 3 
ratones cada uno, 0.5 ml de una serie de 5 mezclas preparadas en 
tal forma que la dosis inyectada contenía O. 0035, O. 0025, O. 00175, 
0.00125 y 0.0009 UIA mezcladas con lL+/400/50 de toxina. Los 
ratones inyectados fueron observados durante 5 días y se 
registraron tanto los ratones muertos como los sobrevivientes con 
signos de tétanos y se calculó la concentración del suero problema 
en unidades internacionales de antitoxina (UIA/ml). 

VIII. RESULTADOS 

Para sintetizar el inmunógeno divalente de porinas de S. 
typhi 9, 12, Vi: d, con el toxoide tetánico; las porinas se 
obtuvieron a partir del cultivo masivo de la bacteria, según el 
método descrito por Nikaido (62) y el toxoide tetánico por 
obsequio del INH, GGBR de la SSA. Ambos componentes se purificaron 
por cromatografía de exclusión molecular en columnas de Sephacryl 
S-200 y se caracterizaron mediante SDS-PAGE 10% (Figuras No. 1 y 
No. 2). 
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Figura No. l. Purificación y caracterización de porinas de Salmonella typhi 
9, 12,Vi:d 

Perfil cromatográfico de las porinas de Salmonella typhí 9,12,Vi:d, obtenido por 
elución de la columna de Sephacryl S-200. La fracción que eluye inmediatamente 
después del volumen vacío corresponde a las porinas en forma de trímeros (114-
123 KDa). 
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Figura No. 2. Purificación y caracterización de toxoide tetánico. 
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Perfil crornatográfico de purificación de toxoide tetánico, por 
cromatografía de exclusión molecular, en Sephacryl S-200. El pico de elución 
mejor definido, después del volumen vacío, corresponde al toxoide tetánico, de 
peso molecular aproximado a 150 Kda. El patrón de migración electroforética en 
el gel de poliacrilamida SOS 10 % muestra en el carril 1, marcadores de peso 
molecular, carril 2. - el toxoide tetánico sin purificar, en el carril 3-. 
muestra una banda de migración para el toxoide tetánico purificado, en el rango 
que involucra el peso molecular reportado para el toxoide tetánico de 150 KDa. 
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Figura No. 3. Patrón electroforético de porinas y toxoide tetánico libres. 

La mezcla de porinas y toxoide tetánico, no forma agregados 
macrornoleculares, según el patrón de migración electroforética en SDS-PAGE 10 %. 
Después de 72 hr de haberse conservado en refrigeración. Carril I.- marcadores 
de peso molecular, carril 2.- mezcla de porinas y toxoide tetánico. 

Con estas proteínas purificadas se ensayaron tres métodos de 
conjugación, el método de la carbodiimida (117), del 
glutaraldehído (105), y de la carbodiimida modificado (119). 
Mediante SDS-PAGE al 10% se demostró que la mezcla sencilla de 
porinas y toxoide tetánico no forma agregados macromoleculares 
(Figura No. 3). 

Para comparar los cambios en la migración electroforética de 
los conjugados, se elaboraron conjugados de acuerdo al método de 
la carbodiimida, entre albúmina sérica bovina (ASB) y toxoide 
tetánico (ASB-TT), así como ASB y lizosima (ASB-Liz) y se 
caracterizaron por SDS-PAGE. El producto de la conjugación ASB-TT 
mostró la presencia de tres bandas de diferente peso molecular 
(PM) correspondientes a ASB y toxoide tetánico libres y a un 
componente macromolecular que no migró en el gel separador y que 
corresponde al conjugado ASB-TT (Figura No. 4). 

30 



• 1 . ; 

1 1· ,_ 

q -

Figura No. 4. Patr9n electroforético de un conjugado testigo. 

El conjugado testigo ASB-TT, es identificado en el gel de poliacrilarnida 
corno un agregado macrornolecular de alto peso molecular, no migratorio en las 
condiciones de este corrimiento, así mismo, se identifican bandas 
correspondientes a ASB y toxoide tetánico libres, en el mismo producto de 
conjugación.; carriles 1.- marcadores de peso molecular; 2.- IgG, como 
referencia de peso molecular de 150 KDa; 3.- albúmina libre (ASB); 4.- toxoide 
tetánico; 5.- conjugado ASB-TT. 

El conjugado ASB-Liz dio resultados semejantes (no se 
muestran) De acuerdo a esta referencia se corrieron en un mismo 
gel los conjugados ASB-Liz y Por-TT obtenidos tanto por el método 
de la carbodiimida, como por el de glutaraldehído (Figura No. 5). 
Los patrones electroforéticos muestran para el testigo ASB-Liz, la 
formación de un complejos macromoleculares con características no 
migratorias y un componente de 80 KDa, que corresponde al producto 
de la unión de albúmina (66 KDa) y lizosima (14 KDa). 
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Figura No. 5. Comparación de la eficacia en la formación de conjugados Porinas­
toxoide tetánico. 

El método de conjugación por glutaraldehído no parece ser efectivo para 
acoplar las porinas al toxoide tetánico, en comparación con el método de unión 
por carbodiirnida. La caracterización se realizó por SDS-PAGE 10 %. Carriles: 1 y 
7.- marcadores de peso molecular; 2.- testigo de conjugación ASB-Liz; 3.- Por-TT 
(glutar~ldehído), notándose la presencia de porinas libres, 4.- Mezcla de Por­
TT, 5 y 6.- Por-TT (carbodiimida}, 
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El producto de la conjugación Por-TT obtenido por el método 
de glutaraldehído mostró un complejo macromolecular, así como la 
presencía de una banda bien definída de 34 KDa, que corresponde a 
porínas líbres. Estos resultados sugieren que por este método no 
se llevó a efecto una union química eficiente entre porinas y 
toxoide tetánico, por lo tanto, se descartó su evaluación 
inmunológíca. El producto de la conjugación Por-TT obtenido por el 
método de carbodiimida mostró la presencia de un complejo 
macromolecular no migratorio sin la presencia de una banda que 
sugiriera porinas libres. Sin embargo, los resultados obtenidos no 
fueron del todo exitosos, debido a que las condiciones de reacción 
para obtener el conjugado Por-TT propiciaron la insolubilización 
de los reactantes y productos, disminuyendo la recuperación del 
conjugado en forma soluble. Por lo tanto, fué necesario modificar 
el procedimiento de conjugación por carbodiimida, cambiando el 
microambiente de reaccion, por una solución amortiguadora de 
citratos o N-metilimidazol a un pH 6, diferente del punto 
isoeléctrico de las porinas, para evitar su insolubilización y la 
formación de los compuestos intermediarios de la reacción 
(acilurea), por la presencia del N-metilimidazol (119) Los 
resultados obtenidos con esta modificación se presentan en la 
Figura No. 6. 

•• t:11 

1 _ ____.., 

Figura No. 6. 
modificado. 

Resultados de conjugación por el método de carbodiimida 

Cambiar las condiciones de reacción a un microarnbiente y un pH diferente 
permitió un alto grado de conjugación y de recuperación de Por-TT. Se muestra el 
patrón de migración electroforética carriles: 1.- marcadores de peso molecular; 
2 y 3.- conjugado Por-TT. 

Una vez eliminados los productos insolubles de la 
conjugación, se observa mejor resolución en 
electroforético y mayor concentración de proteínas en 
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unión covalente entre los productos de conjugación se determinó de 
manera indirecta por el monitoreo del cambio de migración 
electroforética en SDS-PAGE, debido al aumento aparente en el peso 
molecular del producto y por el cambio en el punto isoeléctrico 
del conjugado en isoelectroenfoque. Para verificar la presencia de 
agregados de unión sólida en el conjugado, las proteínas se 
separaron por electroforesis bidimensional, los resultados 
obtenidos mostraron que los productos de la conjugacion son dos 
moléculas de diferente peso molecular pero .igual punto 
isoeléctrico en relación al de las porinas_ y toxoide tetánico 
libres (Figura No. 7). 

: .. ~-

Figura No. 7. Patrón de electroforésis bidimensional. 

El conjugado Por-TT, esta caracterizado por dos rnacromoléculas: una de 
difícil migración y otra de peso molecular comprendido entre 100-160 KDa, ambas 
con el mismo punto isoeléctrico, comprendido entre 5-6. En esta figura el 
conjugado se localiza en la región ácida; en el carril 2, los marcadores de peso 
molecular. 
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Para determinar si el conjugado obt~nido conservó sus 
propiedades antigénicas especificas después de la union quimica, 
se realizaron ensayos de doble inmunodifusión en geles de agarosa, 
empleando sueros de conejo anti-porinas y anti-TT. Se observaron 
los patrones de identidad parcial esperados que indican la 
presencia de determinantes antigénicos en el conjugado comúnes 
para ambos sueros, generado por la posible unión covalente entre 
las porinas y el toxoide tetánico; también se observaron patrones 
de no identidad, sugiriendo una actividad divalente en el 
conjugado (Figura No. 8). 

e 

' 7 

Figura No. 8. Dobleirununodifusión para determinar la identidad del conjugado 
Porinas-Toxoide tetánico. En el pozo del centro se aplicó el conjugado Porinas­
Toxoide tetánico (7). El pozo 1.- contiene suero de conejo anti-toxoide 
tetánico, 2.-suero de conejo anti-porinas, 3.-porinas de Salrnonella typhi, 4.­
Suero normal de conejo. Se observa identidad parcial entre los pozos 1, 7 y 2. 

A partir de una concentración molar fija de toxoide tetánico 
se realizaron conjugados con concentraciones variables de porinas, 
para obtener productos con diferente grado de sustitución 
(1:3,1:10,1:48). La reactividad antigénica divalente especifica de 
estos conjugados se hizo con sueros de conejos anti-Por y anti-TT, 
y como segundo anticuerpo IgG de cabra anti conejo unido a 
peroxidasa (Pel-Freez Biologicals). Se encontró que la proporción 
de porinas unidas al toxoide tetánico parece tener influencia en 
la reactividad antigénica del conjugado, pues mientras una mayor 
cantidad de porinas unidas a la molécula acarreadora no aumenta 
los valores de D.O. cuando se hace reaccionar con su anticuerpo 
homólogo, si modifica la reactividad del toxoide tetánico; la 
formulación 1:3, mostró la mejor reactividad divalente y por ello 
se decidió utilizarlo en los ensayos posteriores 0Figura No. 9). 
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Figura No. 9. Antigenicidad de conjugados Porinas-toxoide tetánico. Se 
elaboraron conjugados Porinas-toxoide tetánico a diferentes relaciones molares 

toxoide tetánico:porinas (1:3,1:10 y 1:48). 
Con los conjugados obtenidos se sensibilizaron placas de microtitulación (25 
(g/pozo) y la antigenicidad se comparará mediante el método de ELISA, revelando 
con anticuerpos de conejo anti-porinas o anti-toxoide tetánico. 

De manera semejante se determinó la posible influencia del 
uso de espaciadores en el comportamiento antigénico del conjugado. 
Por ELISA se determinó que al utilizar la molécula espaciadora, no 
existe modificación en la reactividad de los conjugados con sus 
anticuerpos homólogos, por lo tanto se seleccionó el conjugado 
formulado 1:3 con molécula espaciadora (Figura No. 10). 

,· 
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D. O. A 490 nm 

Con espaciador Sin espaciador 

ANTIGENICIDAD DE 

oPorinas 

mtoxoide tetanico 

TIPO DE CONJUGADO TOXOIDE TETANICO-PORINAS 

Figura No. 10. Efecto de la inclusión de moléculas espaciadoras en la 
antigenicidad de los conjugados Porinas-toxoide tetánico. Se elaboraron 
conjugados Porinas-toxoide tetánico, sin molécula espaciadora y utilizando ácido 
6 amino-hexanóico como espaciador. Con los conjugados obtenidos se 
sensibilizaron plácas de microtitulación (25µg/pozo) y se determinó la 
antigenicidad por ELISA, revelando con anticuerpos de conejo contra porinas o 
toxoide tetánico. 

La inmunogenicidad del conjugado se evaluó en ratones de la 
cepa C3HeB/FeJ. Para ello, grupos de ratones fueron inmunizados 

vía i.p. con dos dosis 30 µg/ml c/u de antigeno sin adyuvante, los 
días O, 7. Los titulos de anticuerpos contra porinas se 
determinaron por ELISA los días O, 7, 20, 48, 96 y 120. Los 
títulos de anticuerpos inducidos por el conjugado Por-TT fueron 
mayores, en comparación con aquellos obtenidos mediante 
inmunizacion con las porinas libres. Los sueros de los ratones 
inmunizados con el conjugado reconocieron al con~ugado así como a 
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las porinas 
anticuerpos 
posterior a 
el día 49, 
(Figura No. 

y el toxoide tetánico libres. El incremento de 
comenzó el día 8, a·lcanzando su máximo al día 20 
la segunda inmunizacion, con una ulterior disminución 
pero con anticuerpos detectables hasta el día 120 
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Figura No. 11. Evaluación de la respuesta inmune humoral. Las porinas conjugadas 
a Toxoide tetánico inducen mayor respuesta de anticuerpos que las porinas libres 
adrnnisitradas a una dosis subóptirna. Se inmunizaron ratones C3HeB/FeJ de acuerdo 
al esquema descrito en materiales y métodos y se determinó el título de 
anticuerpos antiporinas por ELISA. La figura presenta L\D.O. respecto al suero 
preirunune. 

Para evaluar la capacidad protectora del conjugado se utilizó 
el esquema de inmunización descrito en el experimento anterior, 
los ratones fueron desafiados con 1, 000 DLS0 de S. typhi 
9,12,Vi:d, vía i.p. el día 120. Los resultados mostraron que los 
ratones inmunizados con el conjugado Por-TT fueron más resistentes 
al desafío, en comparación con los inmunizados con las porinas 
libres, pues el porcentaje de sobrevivencia fue de 67%, para el 
grupo inmunizado con el conjugado y de 30% para el de las porinas 
libres (tabla No. 12). 
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PREPARACION UTILIZADA PARA INMUNIZAR SOBREVIDA (%) 
PORINAS SOLUBLES 30 
PORINAS CONJUGADAS A TOXOIDE TETANICO 67 
TOXOIDE TETANICO 20 
SOLUCION SALINA o 
TESTIGO NO RETADO 100 

Tabla No. 12. Evaluación de la respuesta inmune protectora. Las porinas 
conjugadas confieren mayor protección que una dosis subóptima de porinas. Grupos 
de ratones C3HeB/FeJ se inmunizaron de acuerdo al esquema descrito en materiales 
y métodos y se retaron con 1,000 DL50 de Salmonella typhi 9,12,Vi:d. El cuadro 
presenta la sobrevida de los ratones. 

La capacidad del conjugado para inducir anticuerpos 
neutralizantes de la toxina tetánica se determinó de acuerdo 
método propuesto por Ipsen (114). A seis ratones NIH se les 
administró subcutáneamente 0.25, 0.04, 0.0062, 0.001, 0.00156 y 
0.000025 ml de suero de cobayo (obtenido como producto de la 
inmunización para cobayos descrita en los esquemas anteriores) 
combinado con 1 L+/400/50 del lote de toxina INH LTP211, es decir 
con la cantidad mínima de toxina que mezclada con 0.0025 UIA 
(1/400 de UIA) mata al 50% de los animales 4 1/2 días después de 
la inyección. Los resultados obtenidos indicaron que el conjugado 
es capaz de inducir la producción de anticuerpos neutralizantes de 
la toxina tetánica, estimados en UI/ml, con valor superior a lo 
mínimo aceptable (tabla No. 13). 

,. 
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TITULO DE ANTICUERPOS ANTITOXINA 
PREPARACION UTILIZADA TETANICA (UIA/ml) 

PARA INMUNIZAR ESQUEMA DE UNA ESQUEMA DE DOS 
DOSIS DOSIS 

TT Y CONJUGADO PORINAS N. D. 11.22 
TOXOIDE TETANICO 
CONJUGADO PORINAS 1.011 5.17 
TOXOIDE TETANICO 
TOXOIDE TETANICO 0.217 9.88 -

PORINAS SOLUBLES o o 

Tabla No. 13. Inducción de anticuerpos neutralizantes de la toxina tetánica. Se 
inmunizaron cobayos con toxoide tetánico o con el conjugado Porinas-Toxoide 
tetánico de acuerdo a los esquemas que se describen en materiales y métodos. Se 
obtuvo suero y se mezcló con toxina tetánica. La mezcla se transfirió a ratones 
Nih y se decermin6 la sobrevida de los raton~s. Los resultados estár. expresados 
en Unidades Neutralizantes Internacionales por ml (UIA/ml) 

Con las evidencias anteriores, se comprobó que el conjugado 
Por-TT es potencialmente más inmunogénico que las porinas libres y 
confiere protección específica y es capaz de inducir anticuerpos 
neutralizantes de toxina tetánica, por lo que, se considera como 
un inmunógeno divalente, que podría ser usado como vacuna contra 
la fiebre tifoidea y como un refuerzo, para inducir anticuerpos 
neutralizantes de toxina tetánica. 
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VIII. DISCUSION. 
En la actualidad existen evidencias de que la respuesta 

humoral a S.typhi ha sido importante para conferir inmunidad 
protectora contra la fiebre tifoidea de acuerdo a los reportes de 
protección obtenidos con el empleo de vacunas de células muertas o 
atenuadas y de componentes purificados del parásito tales como el 
antígeno Vi. 
En la mayoria de las situaciones que se utilizan subunidades 
inmunogénicas se recurre al uso de adyuvantes, con el fin de 
generar una respuesta apropiada de inmunidad protectora, debido a 
que estas substancias o componentes adyuvantes están ligadas a la 
capacidad de estimular subpoblaciones de células T, las cuales 
controlan las principales características de la respuesta inmune 
especifica, por lo tanto no es difícil suponer que si el efecto 
del adyuvante deriva de su modo de accion y si las principales 
fuentes de inmunoadyuvantes son estructuras bacterianas miméticas 

éstas pueden ser de utilidad como base de vehículos para 
antígenos purificados. El unir antígenos purificados a una 
molécula acarreadora que corresponde a un componente microbiano 
con propiedades adyuvantes se da el incremento de 
inmunogenisidad para el antígeno purificado unido a ella y se 
genera una respuesta inmune hacia mecanismos mediados por células, 
como es el caso de las vacunas de polisacaridos que al ser 
conjugadas a una proteína acarreadora como el TT le confiere un 
incremento inmunogénico y le adiciona propiedades timo 
dependientes al polisacarido (122,123). 
El unir más de un determinante antigénico protector en una 
proteína acarreadora sin modificar en ambas moléculas los epitopos 
reactivos por el efecto de conjugación, aumenta la posibilidad de 
interacción con las células del sistema inmune de manera apropiada 
y dirigida. 

En el presente trabajo se describe la obtención de conjugados 
de porinas de S. typhi con toxoide tetánico mediante tres métodos, 
glutaraldehído, carbodiimida y carbodiimida modificado. Los 
conjugados fueron caracterizados electroforéticamente y se 
encontró que el método más eficiente fue el de carbodiimida 
modificado, sobre todo por la mejor solubilidad del producto. Los 
determinantes antigénicos inmunodominantes de las porinas y del 
toxoide tetánico no parecen ser afectados por el proceso de 
conjugación, pues los anticuerpos dirigidos contra las proteínas 
libres reconocen al conjugado, dando como resultado bandas de 
identidad parcial en doble inmunodifusión. Utilizando el método 
modificado de la carbodiimida se obtuvieron conjugados con 
diferentes proporciones de toxoide tetánico-porinas. La proporción 
de porinas en el conjugado no parece afectar la inmunogenicidad de 
estas proteínas, sin embargo se encontró que a ma;yor proporción de 
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porinas la respuesta hacia el toxoide tetánico es menor. Los 
conjugados demostraron ser inmunogénicos y generaron una respuesta 
inmune más eficiente que las proteínas libres. En el experimento 
que se presenta en la Figura No.11 las porinas solubles no 
generaron una respuesta inmune eficiente; sin embargo, es 
importante hacer notar que los esquemas de inmunización y dosis 
utilizados en este experimento son distintos a aquellos utilizados 
en experimentos anteriores donde se ha demostrado que las porinas 
son buenos inmunogénos. 

Se decidió utilizar al toxoide tetánico como antígeno para 
realizar los conjugados con porinas porque el toxoide es 
inmunogénico y seguro, y la respuesta inmunitaria se puede 
evaluar. Se ha utilizado con éxito en combinación con otros 
antígenos y al formar parte de los conjugados, puede potenciar la 
respuesta de antígenos que son pobremente inmunogénicos. La 
toxina tetánica es una potente neurotoxina, constituida por una 
cadena polipeptídica de 150.5 KDa que es sintetizada 
intracelularmente por Clostridium tetani y después de la lísis 
celular, la toxina es liberada al medio de cultivo, el filtrado de 
este cultivo contiene la toxina, que es destoxificada por la 
adición del formaldehído (86). 

Durante el proceso de destoxificación, el 
reacciona, no solo con la molécula de toxina, sino 
peptonas y otras proteínas presentes en el medio 
(115,116). El resultado final del tratamiento de 

formaldehído 
también con 
de cultivo 
la toxina 

tetánica con formaldehído involucra uniones cruzadas entre grupos 
(-amino de lisina, histidina, tirosína o triptófano, a través de 
un puente metileno (-CH2-) estable, pudiendo ocurrir reacciones 
entre los grupos de amino ácidos de la misma molécula de toxina, 
resultando una reacción de unión cruzada interna de proteínas. Así 
mismo, las reacciones pueden ocurrir entre dos moléculas de 
toxina, dando como resultado una dimerización, o bien puede 
reaccionar un pequeño péptido presente en el medio y una molécula 
de toxina disminuyendo en el toxoide la cantidad de algunos 
aminoácidos a consecuencia de la rección con el formaldehído. Por 
lo tanto, el proceso de destoxificación crea una población de 
moléculas extremadamente heterogéneas. Por ello, para conjugar al 
toxoide tetánico con las porinas fue necesario primeramente 
purificarlo mediante cromatografía de exclusión molecular en 
Sephacryl S-200. Por cada molécula de toxoide tetánico ( 150Kd) se 
determina el equivalente a 48 grupos amino. disponibles para 
acoplarse. Este valor a sido determinado por el 2,4-dinitrophenyl, 
según el método de Sanger revisado por Needleman, 1970 (128) 

42 



En el presente trabajo la carbodiimidda demostró ser el mejor 
agente acoplante. Este es un reactivo heterobifuncional 
dependiente principalmente de grupos amino y carboxilo (117). En 
comparación con otros procedimientos de conjugación, la reacción 
con carbodiimida presenta las siguientes ventajas: ocurre bajo 
condiciones muy suaves, puede unir un amplio rango de componentes 
y permite conjugar directamente proteínas sin intercalar grupos 
adicionales. La unión postulada entre un hapteno una proteína se 
realiza a través de un enlace amida. El acoplamiento probablemente 
se realiza en dos pasos, el primero implica un ataque inicial al 
residuo carboxílico para la formación de un material básico 
inestable 0-acilurea, que en ausencia de un nucleófilo fuerte y un 
ambiente ácido, puede producir dos reacciones principales, un 
rearreglo para formar N-acilurea o una hidrólisis que regenera el 
ácido carboxilico. La hidrólisis aparentemente procede a una 
velocidad menor que el rearreglo. Por lo tanto, en cada ciclo 
puede formarse una pequeña cantidad de N-acilurea, pero en 
presencia de exceso de carbodiimida puede regenerarse el ácido 
carboxílico y reaccionar con nueva molécula de carbodiimida. Este 
mecanismo cíclico acumula N-acilurea que también puede formarse en 
modificaciones previas de proteínas por carbodiimida en ausencia 
de un nucleófilo agregado. Si se añade al sistema un nucleótido 
capaz de reaccionar rápidamente con el O-acil-isourea, compite 
efectivamente con el rearreglo y dirige la reacción a la lormación 
del conjugado hapteno-proteína (118). Sin embargo, el empleo de 
carbodiimida en la preparación de conjugados no siempre ha sido 
exitoso (119), debido probablemente a la presencia de acilurea. En 
el presente trabajo fue necesario utilizar un método modificado. 
Se cambiaron las condiciones del acoplamiento con un amortiguador 
de N-metil imidazol el cual inhibe aparentemente la formación de 
derivados ó agregados de acilurea, creando así condiciones 
favorables de acoplamiento (119) entre las porinas (hapteno) y el 
toxoide (proteína) con propiedades nucleofílicas y dirigiendo la 
reacción hacia la formación del conjugado deseado Por-TT. 

En este trabajo se demuestra que es posible la obtención de 
un conjugado de toxoide tetánico-porinas de S. typhi y en 
consecuencia la preparación de una vacuna contra tétanos Y fiebre 
tifoidea. Sin embargo, el trabajo tiene también como propósito la 
evaluación de la factibilidad de conjugar porinas a otras 
moléculas, pues estas proteínas tienen una estructura terciaria 
que semeja un barril cuyos aminoácidos, posiblemente reactivos, 
pueden no estar suficientemente expuestos. 
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Una posibilidad atractiva es conjugar porinas de S. typhi al 
antígeno Vi. Pues si bien la vacuna elaborada a partir de antígeno 
Vi tiene ventajas sobre otras vacunas, ya que es bien tolerada, 
muy estable y no requiere de refrigeración e induce la producción 
de IgG contra el antígeno Vi en adultos, la vacuna se comporta 
como un antígeno timo-independiente, debil como inmunógeno en los 
ninos menores de cuatro anos y la respuesta de anticuerpos no se 
refuerza cuando se administran dosis subsecuentes, por lo que se 
presume que la inmunidad protectora no sea mayor a cinco anos 
( 33) . 

Para aumentar la inmunogenicidad del antígeno Vi es necesario 
convertirlo a timodependiente. Para ello, se ha intentado su 
conjugación química con proteínas acarreadoras como son los 
toxoides tetánico o diftérico (120) y la toxina termolabil (LTB) 
de E. coli o la exoproteína A de P. aeruginosa (121) con 
resul tactos prometedores, pues además se ha demostrado que otros 
antígenos, como el polisacárido O incrementan su inmunogenicidad 
al conjugarse químicamente a proteínas como toxoide tetánico (122) 
y que las v2cunas de conjugados proteína-polisacárido contra 
microorganismos como H. influenzae del grupo b o S. pneumoniae 
(123,124) son muy efectivas e inducen una respuesta inmunitaria en 
ninos (125,126,127). Consecuentemente, el üntígeno Vj conJugado a 
las porinas podría generar una protección mucho mas eficiente 
contra la fiebre tifoidea. 
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