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I. RESUMEN.

Las Porinas purificadas de Salmonella typhi se unieron
covalentemente al toxocide tetédnico mediante el método modificado -
de la carbodiimida, utilizando como espaciador el &cido 6-amino-
hexandico. La unién entre las moléculas fue evaluada por el
aumento de peso molecular y la modificacién del punto isoeléctrico
del producto de la reaccidén. La inmunogenicidad del conjugado se
evalud por su capacidad de inducir anticuerpos especificos contra
las porinas y contra toxoide teténico en conejos y ratones. La
inmmunizacién con el conjugado confirié proteccién a ratones
C3HeB/Fed al desafio con 1,000 DL50 de Salmonella typhi e indujo
titulos altos de anticuerpos neutralizantes de la toxina tetanica
en cobayos. Estos resultados sugieren que la inmunizacién con el
conjugado tiene un efecto coadyuvante en la induccién de la
respuesta inmune protectora contra ambas enfermedades, peor lo gue
se propone como un buen candidato para la elaboracién de una
vacuna.



II. INTRODUCCION.

1. FIEBRE TIFOIDEA.
1.1 Epidemioclogia.

Aunque la taxonomia del género Salmenella ha variado, desde el
punto de vista epidemiclégico es muy util continuar con  su
clasificacidén en tres diferentes especies: §. enteritidis, dJue
comprende mas de 2,000 diferentes serotipos, causantes de
gastroenteritis Jque pueden considerase como zoonosis. S.
choleraesuis, la cual estd altamente adaptada a los cerdos, pero
que también puede causar enfermedad en el humano; vy S. typhil, que
afecta solc al ser humanc causando fiebre tifoidea. Si bien la
infeccidén por S. paratyphi A o B produce fiebre paratifoidea, que
en muchos aspectos es clinicamente indistinguible a la a fiebre
tifoidea, en los paises endémicos el 90% de los casos de la fiebre
entérica se debe a S. typhi.

Se estima que hay alrededor de 12.5 miliones de <casos de
fiebre tifoidea en el mundo cada afio, 1o cual representa una
incidencia global de 365 casos/100,000 habitantes, pero en 1lo0s
paises subdesarrollados puede ser hasta de 540 casos/100,000
habitantes con una tasa de letalidad promedioc del 1%. Cuarenta y
dos porciento de los casos ocurren en nifios menores de 14 afies y 5
% son en niftos menores de 5 afios (1). La fiebre tifoidea continta
siendo un problema de salucd en los palses en vias de desarrolio en
algunos palises industrializados y aun en los palses con buena
infraestructura sanitaria donde se pueden presentar brotes (2).

Se considera que S. 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 tantc gque en Africa y en Indonesia las complicaciones
tienden a ser més frecuentes y no esta clarc 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 afio, que representan una
incidencia de 150 casos/100,000 habitantes; de estos, 197,000
casos se complican y producen aproximadamente 10,000 muertes.
Pert, Chile, Ecuador, Nicaraqua, Bolivia y Colombia tienen 1las
tasas de incidencia mas altas y se han presentado epidemias
periddicas en varios palises, como Brasil, México, Pert, Ecuador,
Guatemala y Guyana; algunos de estos brotes se han asociado a
cepas resistentes a <cloramfenicol. Adem&s, se ha descritc la
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aparicidn de cepas resistentes a ciprefloxacina en diversas partes
del mundo. {(7,8,9,10,11,12).

En México,. durante 1987 se reportaron 11,078 casos, con una
tasa de 13.64 casos/100,000 habitantes. Después de un periodo
remisién, la enfermedad ha presentado una tendencia ascendente. En
el D.F., por ejemplc, hasta la semana 51 de 1995 se habian
registrado 1,259 casos, comparados con 46 del mismo periocdo de
1994 (13). Hasta la semana 34 de 1996 se habian reportado 4,351
casos, que comparados con 3,286 del afc anterior, representan un
incremento del 32% (14). El grupo de edad mas afectado por la
enfermedad es el de 1los 15 & 44 afios, donde se presentan
aproximadamente el 58.62% de los casos. Considerando que este es
el grupo de edad econdmicamente activo, la enfermedad representa
mas de 500,000 dias laborales perdidos al afio.

Debido a que existe un subregistro muy importante de casos, se
han realizado varios estudios para determinar la prevalencia real
de infeccidn por S. typhi. En 1876, utilizando la prueba de
fijacion de superficie de Ruiz-Castafieda, se analizaron 19,259
sueros y se encontrd que lea prevalencia de titulos significativos
de anticuerpos fue de 2.6% (15). En la Unidad de Investigacioén
Médica en Inmunogquimica se realizé un estudio sercepidemioldgico
para determinar la prevalencia de anticuerpos contra el antigeno
"O" mediante ELISA. Comparando suercs de pacientes confirmados de
fiebre tifoidea con sueros de personas normales, se determind 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
Diagndéstico y Referencia Epidemiolégicos de la SSA, las cuales son
representativas de toda la poblacién mexicana y que fueron
colectadas entre 1985 y 1986 (16). Se encontraron titulos
significativos de anticuerpos contra el antigeno "0O" en el 4.27%
de la poblacién. No se demostrd correlacién con el sexo, grado de
hacinamiento o estado socicecondémico, pero los niveles de
anticuerpos parecen aumentar con la edad. La prevalencia de
anticuerpos contra S. typhi es mayor en los estados de la regidn
central-sur del pails, la cual incluye al D.F. y a los Estados
Ccircunvecinos, en tanto que la prevalencia mas baja se encontrd en
la peninsula de Yucatén, demostrando que en México la transmisién
€5 mayor en las areas urbanas que tienen las peores condiciones
sanitarias.

1.2 Patogenia



La fiebre tifoidea se adgquiere a través de la ingestién de
alimentos o agqua contaminados. La bacteria viaja a través del
intestinc hasta alcanzar las placas de Peyer donde se pone en
contacte con las células M, a través de las cuales es
internalizada, alcanza la circulacién sanguinea produciendo una
bacteriemia primaria {17}, invade las «c¢élulas del sistema
fagocitico mononuclear, prolifera intracelularmente vy produce
bacteriemia secundaria, la cual se acompafa del sindrome febril
clasico. Las complicaciones mas frecuentes son la perforacidén
intestinal, colecistitis, choque séptico, delirio y coma y la tasa
de letalidad wvaria del 1 al ©5%. (17,18). El1 diagnéstico se
fundamenta en el cuadro clinico y en la determinacién de los
titulos de anticuerpos contra los antigenos "0" y "H" pero se
confirma mediante hemocultive o mielocultivo.

5. typhl afecta solo al ser humano y la piédra angular en la

cadena de transmisién es el portador asintomatico (17). Si bien es
posible infectar macréfagos murinos mediante la inoculacién
intraperitoneal de S. typhi mezclada con mucina (19), esta

bacteria no afecta de manera natural al ratén, pero comc la
infeccién por S. typhimurium en estos animales tiene una patogenia
semejante a la fiebre tifoidea en el humano, se ha utilizado al
raton como modelo para estudiar las interacciones de la bacteria
con el hospedero. Las diferentes cepas de ratones tienen diversos
grados de susceptibilidad a la infeccién por S. typhimurium
(20,21). Los ratones que expresan el alelo Ity" pueden sobrevivir a
las primeras fases de infeccién, nmientras que los ratones
susceptibles (Ity®) son incapaces de controlar la multiplicacidn
temprana de Salmonella dentro de los macrdéfagos vy mueren
rédpidamente por la enfermedad (22,23). El locus Ity (Lsh o Bcg),
se localiza en el cromosoma 1 y codifica para la proteina Nrampl
(20), la cual interviene en el transporte de intermediariocs del NO
hacia los fagolisosomas (24). La bacteria ocasiona un proceso
inflamatoric, en los ganglios linfaticos, bazo e higado, con
escasa cantidad de polimorfonucleares y gran acumulacién de
mononucleares, en el interior de los cuales es capaz de
proliferar. En los mecanismos de proteccién contra la infeccidn
por S. typhi se requiere de la participacién 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 proteccidén contra las recaidas
0 reinfeccidnes, a excepcidn de los anticuerpos contra el antigeno
"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. 1los mecanismos de inmunidad



mediada por células, fundamentalmente la activacién de macréfagos,
son indispensables para el control de la infeccidén (25). Se sabe
que los linfocitos T aff CD4+ Thl promueven la activacién de 1los
nacrdofagos, estimulan la produccidén de anticuerpos e inducen
hipersensibilidad retardada en los animales infectados con
Salmonella (26), pero el papel de los linfocitos T CD8+
citotdxicos es controversial.

Las Salmonellas no-typhi tienen pléasmidos cripticos de
virulencia, gque le confieren el fenotipo patdégeno en ratones.
Dichos pléasmidos no han sido descritos en $§. typhi; la cual, sin
embargo, puede contener plasmidos de resistencia a antibidticos.
Salmonella invade el intestino a través de las células epiteliales
en un proceso gque implica la activacién especifica de genes en la
bacteria, como el locus invABCD que permite la penetracion de las
bacterias a la células en cultivo de tejido (27), la estimulacién
del receptor del factor de crecimiento epidérmico, la formacién de
prolongaciones citopléasmicas ("ruffles") en la célula epitelial Y
la internalizacidén de la bacteria en vacuolas (28). La bacteria
atraviesa el epitelio sin causar dafic aparente, para llegar al
sistema fagocitico mononuclear (SFM) donde se activan sus genes
de virulencia. El mas importante es wuna pareja de censor-

cinasa/modificador transcripcional (phoP-phoQ) . Al ser
fosforilado, PhoQ activa a los genes pagABCD, vy reprime a los
genes prg (29,30,31). Estcs genes son activados en el fagolisosoma

de macréfagos, pero no dentro de células epiteliales. E1 méas
estudiado de ellos es pagC, gque permite la sobrevivencia dentro
del macréfago. La principal caracteristica de 1la expresion
coordinada de los genes pag es la de inhibir el descenso de pPH
dentro del fagolisosoma (32},

1.3.Vacunas existentes.

L. disminucion de la fiebre tifoidea en los ©paises
industrializados se debe al mejoramiento de 1la infraestructura
sanitaria, pero en los paises de América Latina el desarrollo
econdmico es lento y una alternativa efectiva para el control de
esta enfermedad descansa en la utilizacién de una vacuna efectiva.
No obstante que se han realizado amplias investigaciones béasicas,
clinicas y de campo para evaluar diferentes candidatos a vacunas,
hoy en dia todavia no existe una vacuna contra la fiebre tifoidea
cuya aceptacidn sea universal. Por otro lado, no se recomienda la
inmunizacién pasiva contra la fiebre tifoidea. La gamma ¢globulina
comercial no tiene ninguna utilidad ni en contactos ni en enfermos
(33).



Las wvacunas actualmente en us¢ pueden clasificarse en tres
grupos que a continuacidén 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, vy
en general se preservan en una suspensién con fenol o se

liofilizan (33). Las vacunas en suspensién deben conservarse en
refrigeracién, entre 4 a 8 °C y son muy estables. Dos tipos de
vacuna se han evaluado extensamente en ensayos de campo, la

vacuna K, gque es inactivada con acetona, y la L gue es inactivada
por calor y preservada con fenol. La proteccién que confieren
varia del 79 al 88% para la vacuna K y es menor para la L (33).
Muchos paises, entre ellos México, estdn en posibilidades de
elaborar su propia vacuna de este tipo. Ambas vacunas han
demostrado proveer entre moderada y buena proteccién que puede
durar entre cinco a siete afios. Generalmente se recomienda la
aplicacién subcutanea de 5 x 10% bacterias en 0.5 ml de excipiente,
se administran dos dosis con intervalo de un mes y refuerzos cada
cinco afos. Para disminuir las reacciones 1indeseables, que
incluyen fiebre y dolor local, se ha utilizado la aplicacién de
0.1 ml por via intradérmica, aunque no existen ensayos clinicos
corntrolados que aseqguren que su eficacia es comparable a la
administracién subcutdnea. La administracién oral de este tipo de
vacunas no genera proteccidn efectiva, por 1o que actualmente esta
en desuso. Ocasionalmente se ha asociado la aplicacién de este
tipo' de vacunas con purpura trombocitopénica, falla renal aguda,
dermatomiositis, apendicitis, eritema nodoso y esclerosis multiple
(34).

Debido a las reacciones colaterales indeseables que causan, no
se aconseja su aplicacidén en poblaciones abiertas. Se recomienda
en personas dque viajan a zonas endémicas, en militares y en
personas especlalmente expuestas al riesgo, como trabajadores de
laboratorios de microbiologia. En algunos lugares se recomienda el
uso en escolares. En general no se recomienda su UsSQO masivo
después de desastres naturales como terremotos o inundaciones.
Tampoco esta indicada su aplicacidén en brotes asociados a 1la
exposicidén a una fuente comin de infeccidén. Se ha sugerido que
después de la aplicacién de la primera dosis de wvacuna inactivada
hay un peridédo de anergia donde existe mayor susceptibilidad a la
infeccion por S. typhi (35). También se ha descrito que los
padecimientos como la esquistoscmiasis pueden interferir con la



respuesta inmune hacia la wvacuna (36). Si bien no existen
contraindicaciones definitivas para la aplicacidn de este tipo de
vacunas, debe evitarse su utilizacidén en personas gque ya han
mostrado reacciones indeseables en aplicacicnes 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 administracién simultdnea de este tipo de
vacunas junto con toxoide tetadnico o diftérico, §. paratyphi A y
B, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Bordetella pertussis ©
Vibrio cholerae inactivados, no ha demostrado afectar su
inmunogenicidad o aumentar su antigenicidad. De hecho, en un
modelo de ratédn se comprobd que la administracién conjunta de la
vacuna de célulias completas de Salmonella inactivada con toxcide
tetanico o DEAE-Dextran induce mejor respuesta inmunoldgica (37)

Vacunas elaboradas a partir de Salmonella typhi atenuada.

Se ha logrado atenuar varias cepas de S. typhi mediante métodos
quimicos, COomo es el caso de una cepa dependiente de
estreptomicina que yva 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 Viveotif{r).
Esta cepa se obtuvo al tratar la cepa virulenta Ty2 con nitro-azo-
guanidina, estéd mutada en el gene galE por lo gue carece de la
enzima UDP-galactosa epimerasa y no puede producir de manera
adecuada el antigeno "0O". No se conoce con exactitud qué otras
mutaciones tiene porque ademas no produce antigeno Vi, pero se
saber que estas mutaciones no son del todo responsables de la
atenuacidén y la inmunogenicidad, pues algunas variantes que si
producen al antigenc Vi no han demostrado ser mas inmunogénicas.
La proteccién que confiere esta vacuna varia del 60 al 96%
aproximadamente, dependiendo sobre tfodo de la manera como Sse
administra (39,40,41). La wvacuna se aplica por via oral, pero
requiere la neutralizacién del pH &cido del estémago. Por ello, se
recomienda que se tome con el estémago vacio y con poca agua. Para
neutralizar la acidez del estdmago se han utilizado capsulas que
contienen gelatina con bicarbonato de sodio o comprimidcocs con capa
entérica, la cual parece ser mas efectiva. Se recomiendan tres o
cuatro dosis de 2 a 4 x 10° UFC cada tercer dia. La vacuna confiere
proteccidn por tres afios y requiere ser almacenada entre 4 a 8 °C.

Se puede administrar Jjunto con otras wvacunas como la de
poliovirus atenuado o la parenteral contra la fiebre amarilla y la
vacuna oral contra el célera elaborada a partir de la cepa Vibrio
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cholerae CVD103HgR (42), pero se ha demostrado que la
administracién de algunos medicamentos antipaltudicos pueden
disminuir su inmunogenicidad (43)

Esta vacuna es bien tolerada y aunque no se ha documentado
gue cause problemas en embarazadas, no se aconseja su utilizacidn
en estas personas ni en pacientes con depresidéon 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 vacunacidén es limitada debido a lo impractico gque
resulta su administracidén, por ello su uso es semejante al de las
vacunas de células completas inactivadas.

Existen otras «cepas que han sido atenuadas mediante
ingenieria genética inactivando genes involucrados en la sintesis
de algunos compuestos cuyos metaboliteos no se encuentran en los
tejidos de los mamiferos. Algunas han resultado reactogénicas vy
pobremente Iinmunogénicas, de tal manera gque no cofrecen. ventajas
sobre la cepa TyZla y su uso ha slido abandonade, como 5. typhi
541Ty (AaroA, ApurA derivada de la cepa CDC1080) (44), S. typhi
543Ty (44) una mutante Vi negativa derivada de 541Ty y S. typhi
EX642 {AgalE, V1 negativa derivada de TyZ2) vy 5. typhi (VD206

(AaroC, AarcD derivada de la cepa ISP1896} (45). Entre las cepas
mas prometedeoras de este tipo se encuentran las mutantes CVD203B

(AaroC, AaroD derivada de la ceps Ty2) (45),
CVD908 (AaroC,AaroD,AhtrA derivada de CVD908) (46), 1la cepa X39827
{Acya, Acrp){47), las cepas sensibles a temperatura (48) y las

mutantes phoP/phoQ (49) que vya han sido evaluadas en ensayos
clinicos en veoluntarios humanos (59).

Estas cepas tienen como ventaja adicional que son excelentes
candidateos para ser utilizados como acarreadores vivos de
antigenos. Asi por ejemplo, nosotros hemos utilizado a la cepa
CvDS08 como acarreador de la proteina circumsporczolitica de
Plasmodium falciparum, los factores de colonizacién CFA/I y CS3 de
Escherichia coli v la proteina principal del promastigote (gp63)
de Leishmania mexicana (51,52,53).

vVacunas 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 congelacién-
descongelacién o tripsinizacién (33). También se ha utilizado al
lipopolisacarido (LPS) purificado (33). Sin embargo, solo el
antigeno Vi purificado y no desnaturalizado ha demostrado generar
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proteccidén efectiva (54). La vacuna actualmente en uso, preparada
por Pasteur-Merieux, consiste en antigeno 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 titulos de
anticuerpos no decaen significativamente después del tercer afo de
la inmunizacién (57). Se administra una o dos dosis con intervalo
de un mes de 25 a 50 (g por via subcutéanea.

2. PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA DE Salmonella typhi.

Las proteinas de membrana externa (PME) se ceonsideran
antigenos importantes en la induccién de la respuesta inmune
protectora especifica contra diversas infecciones causadas por
bacterias Gram negativas (58,59). Por lo anterior varios grupos
de investigacién han realizado estudios para evaluar la capacidad
protectora de las PME de S.typhi o §. typhimurium, en modelos
murinos con resultados alentadores (60, 61).

Las porinas son las PME mas abundantes en términos de masa de
las bacterias Gram negativas. La superficie bacteriana puede
llegar a tener hasta 10° copias de estas proteinas, lo que
representa hasta un 2% de la proteina total (62). Las porinas
identificadas en E. coli y §. typhimurium son OmpC, OmpF y PhoE.
Ademas se ha descritoc OmpD en S. typhimurium. Por otro lado, el
gene que codifica para OmpC de S§. typhi ha sido identificado,
alslado y secuenciado (63,64). Las porinas mas estudiadas son
OmpF, PhoE de E. coli y OmpC de 5. typhi. Se considera que debido
a que existe un alto grado de homologia funcional ¥y estructural
entre ellas, evolucionaron de una proteina ancestral comUn. Estas
proteinas tienen pesos moleculares de 36 a 38 KDa, se ensamblan
como trimeros vy forman canales de difusién inespecifica para
pequenas moléculas hidrofdbicas. OmpC y OmpF forman poros con
tamafios de exclusidn similares (aproximadamente 600 Dal), con
didmetros que varian entre 1.1. a 1.3 nm {62,65,66,67).

El monbémero de las porinas es un polipéptido que tiene en
promedic 336 residuos, que adquiere forma cilindrica semejante a
un barril y que se ensambla en el espacio periplasmico de 1la
bacteria para incorporarse a la membrana externa, donde forma
trimeros (66). Los estudios cristalogré&ficos realizados en OmpF vy
PhoE muestran que el "barril" esta formado por 16 regiones de
hojas Pplegadas antiparalelas enlazadas en sus extremos por
horquillas y por largas asas con algunas o hélices intercaladas.
El c¢ilindro se formea al cerrarse las estructuras B de manera
pseudociclica, mediante un enlace idénico entre el extremo

carboxilo de la hoja B-16 y el extremo amino de la hoja B-1
(66,68) .



En la Unidad de Investigacién Médica en Inmunoquimica
{(Divisién de Investigacidén Biomédica del D.F., Centrc Médico
Nacional Siglo XXI), se han realizado diversos estudios que
fundamentan la 1inclusién de porinas de S. typhi como antigenos
protectores en una vacuna. La inmunizacidén de ratones NIH con PME
de S. typhi 9,12,Vi:d indujo una proteccidn al reto ccn 1la
bacteria homdloga de hasta 1,000 DL50. El1 suero hiperinmune de
conejo anti-PME transfirid proteccidn pasiva contra el reto de la
misma cepa Y reconocio por inmunocelectrotransferencia
principalmente a PME de 38 a 40 KDa, por lo que se infirid que el
efecto protector se debe principalmente a estas proteinas (69). En
otros ensayos, se encontrd gue PME de 5. typhi, inyectadas via
intraperitoneal (i.p.} en ratones NIH confirieron una proteccién
cruzada al desafic con S. typhimurium (69), lo que indicé la
presencia de epltopos compartidos entre estas cepas.
Posteriormente, las porinas se aislaron por el método de Nikaido
(62), obteniéndolas con un 99.%6 % de pureza {0.041 % de
contaminacidén con LPS). En cromatografia de exclusidn molecular se
determiné 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 1soeléctrico
comprendido entre pH 4.5 v 5 (similares al reportado para las
porinas de S. typhimurium). Con estas porinas purificadas se
inmunizaron ratcnes, con dosis de 10 pg a 30 pg y se logré un 90%
de proteccidn para 100 y 500 DL50 , respectivamente (70). A su
vez, anticuerpos monoclonales anti-porinas confirieron una
proteccidon del 60% al reto con 20 DL50 de §. typhi (71) mientras
dque anticuerpos monoclonales anti-LPS no tienen ningun efecto
protector (72), estos estudios apoyaron la suposicién de que las
porinas participan en los mecanismos de proteccidén contra el
desafid de la bacteria hombdloga. Otros estudios refuerzan esta
hipdtesis, pues se ha observado que pacientes con fiebre tifoidea,
durante la fase de convalecencia, producen anticuerpos de clase
IgG dirigides 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
{74) . Ademés se ha logrado inducir proteccidén contra el reto con
S. typhi 1inmunizando ratones con la porina OmpC recombinante
purificada (75), se han identificado los epitopos inmunodominantes

de esta proteina (76,77) y la inmunizacidén con DNA que codifica
para OmpC 1induce anticuerpos capaces de reconocer a 1l1a proteina
nativa (78)



En experimentos in vitro se ha demostrado que las porinas son
capaces de activar linfocitos T (79) y que esta respuesta esta
controlada genéticamente (80}, estos experimentos probablemente
indiquen el mecanismo por el cual confieren proteccién, pues se ha
descrito con anterioridad para otros padecimientos, que este
proceso es importante en el control de patdégenos intracelulares
(44), ya que la estimulacién de linfocitos T, induce la liberacién
de citocinas que a su vez activan a 1los macréfagos. Asi, mediante
un ensayo de infeccién de macré6fagos in vitro se ha observado que
las porinas de S. typhi inducen la activacién de macréfagos
dependiente de linfocitos T, pues los macréfagos de ratones
inmunizados con porinas, eliminaron aproximadamente 50% mas
bacteria intracelular que las células de ratones no inmunizados.
También debe participar la activacién de complemento mediada por
anticuerpos. Esta tGltima hipdtesis se apoya en el hecho de gue en
nuestro laboratorio hemos demostrado gque las porinas contienen
epitopos de células B expuestos al medio, gque pueden ser
reconocidos por anticuerpos (75,76.77).

3. TETANOS.

El tétanos es una enfermedad aguda producida por accién de la
neurotoxina secretada por Clostridium tetani, bacteria que
prolifera en condiciones anaerdbicas y que generalmente se
establece en sitios seriamente lesionados a partir de las esporas
presentes en el ambiente (81). Clinicamente el tétanos se
caracteriza por contracciones musculares dolorosas, primero en lios
maceteros, cuello y después tronco. Uno de los primeros signos que
sugieren tétanos es la rigidez abdominal, aunque a veces el
fendémeno se limita a la zona de la lesién, presentando espasmos
generalizados, a menudo inducidos por estimulos sensoriales, cuyos
signos tipicos son la posicién de opistdétonos y la expresién
facial conocida como "risa sardénica"(81,82,83).

La toxina del tétanos estd constituida por una cadena
polipeptidica de 150 KDa. dividida en fragmentos A ¥y B-C que se
mantienen unidos por enlaces disulfuro, esta toxina se une a
ganglidésidos de las terminales nerviosas periféricas, por medio
del extremo carboxil-terminal de su fragmento C; internalizandose
a través del transporte axcnal al cordén de la médula espinal
donde, por un mecanismo desconocido, interfiere con el disparo
neurotransmisor, produciendo una pardlisis espéastica acompafiada
por convulsiones (84). Como es una enfermedad ocasionada por 1la
toxina y no por la infeccién invasiva en si, se previene
Unicamente por la presencia de anticuerpos neutralizantes, los
cuales pueden ser inducidos mediante inmunizacién activa con
formas no téxicas de la toxina (generalmente destoxificada con
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formaldehido), © bien de manera adquirida por inmunizacidén pasiva
(85,86) .

El tétanos es una de las enfermedades que contempla el
Programa Ampliado de Inmunizacion (PAT) que promueve la
Organizacidén Mundial de la Saiud. Los programas de vacunacidn
contra el tétanos han resultado ser muy seguros y exitosos, por lo
que esta enfermedad casi ha desaparecido en aquellos paises en los
gue se ha llevade a c¢abo una inmunizacidén apropiada (85). Sin
embargo, el tétanos ocurre todavia en aquellos individuos gque no
han recibido esquemas completos de 1nmunizacidén durante la
infancia o que no reciben un refuerzo posterior apropiado. E1
tétanos se presenta en la mayoria de poblacicnes de adultos cuyos
anticuerpos neutralizantes han disminuido por debajo de niveles
protectores. Esta observaclidén confirma la absoluta necesidad de
inmunizar adultos en paises en vias de desarrollo, en donde la
vacunacién universal ain no es practicada. Esta enfermedad es
responsable de un aito porcentaje de muertes (87) en los palses
subdesarrollados donde se estima gque ocurren entre 300,000 y un
millén de cascs anualmente. Especlalmente importante es el tétancs
neonatal. La infeccidn ocurre a través del corddn umbilical cuando
el parto se atiende en condiciones de higiene deficiente. En los
paises subdesarrcllados, donde la atencidn prenatal y perinatal es
todavia inadecuada, se aconseja la vacunacidn de todas las
embarazadas con el propdésito de conferir inmunidad
transplacentaria al feto.

Para cumplir con las recomendaciones del PAI el toxoide
tetanico generalmente se administra en combinacidén con toxoide
diftérico y wvacuna contra 1la 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 formulacién
gue ha sido usada por décadas y gque contiene células completas de
B. pertussis pronto serd sustituida por una con un componente
acelular y pronto se agregard un cuarto componente que consiste en
glicoconjugados de H. influenzae. El uso de componentes
purificados deberé reducir 1los efectos colaterales, como dolor
local Y fiebre en ocasiones acompafiada de convulsiones,
permitiendo la introduccidén de nuevos antigenos en la formulaciédn
Yy para alcanzar altcos titulos de anticuerpos con una sola dosis
(87).



IIT.PLANTEAMIENTC DEL PROELEMA.

Aligunas proteinas 0 carbohidratos que son pobremente
inmunogénicos por si solos, incrementan su inmunogenicidad al ser
insertados en un vehiculo adecuadc © unidos correctamente a un
sistema de molécula acarreadora. Los antigenos macromoleculares
generalmente eXxpresan un numero limitado de determinantes
antigénicos o epitopos que dictan su especificidad, en el caso de
antigenos que poseen actividad biolégica, solo pocos epitopos
intervienen en la interaccién con anticuerpos neutralizantes (88).
Por tal razén, los antigenos 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 gque inducen los haptenos no solo depende del
nimero de determinantes unidos al acarreador, sino que se ve
influida por factores como su tamafio, orientacidén y carga {90). La
distancia entre el hapteno y el acarreador determina la
accesibilidad al receptor del linfocitc B. Un antigeno ideal es
aguel cuyos grupos antigénicos no se ligan directamente a 1la
proteina acarreadora, sino que ei acoplamientc se realiza a traves
de grupos reactivos, o mediante una cadena policarbonada
espaciadora entre el hapteno y el acarreador. Los grupos reactivos
funcionales como carboxilos, aminas ¢ alcoholes en los haptenos
permite la unidén directa a una proteina acarreadora, pero el uso
de reactivos bifuncionales o) hetero-bifunciconales, COMmO
carbodiimida o glutarldehido, permite la unidn Iindirecta mediante
la formacidén de derivados, al introducir grupos adicionales,
capaces de reaccionar con las proteinas acarreadoras en aquellas
substancias con grupcs hidroxilc disponibles (91}. Sin embargo,
durante los procedimientos de conjugacidn cada reactivo acoplante
es potencialmente capaz de modificar mas de un tipo de residuo vy

consecuentemente, modificar la estructura espacial de los
determinantes antigénicos inmunodomiantes, alterando su
inmunogenicidad ({92). La orientacidén de un péptido sintético

respecto a la proteina acarreadora puede manipularse de acuerdo al
métode de conjugacién utilizande y asi modificar 1la respuestia
inmune que se genera (93).

La vacuna de polisacdrido capsular de H. iInfluenzae tipo b
{Hib) conjugade a toxoide diftérico (PRP-TD), que previene
meningitis vy otras enfermedades sistémicas causadas poxr esta
bacteria, representa el inicio de una nueva generacidén de vacunas
cuyc éxito ha motivado la Dbusqueda de otras alternativas
semejantes para prevenir diferentes enfermedades infecciosas en
las que los antigenos (como polisacaridos capsulares) son
pobremente inmunogénicos si se aplican purificados o no evocan una
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respuesta inmune de memoria al comportarse come antigenos
timoindependientes (94, 985)

Se pretende desarrollar un inmundgeno de porinas de 5. typhi
conjugadas a toxolde tetanico para inducir actividad divalente
especifica, de tal manera que no se altere la inmunogenicidad de
ambos antigenos vy se logre un efectc potenciador en la produccidn

de anticuerpos, que sean prctectores contra S. typhi Y
neutralizantes de la toxina tetfdnica. FEl toxoide tetanico no solo
ha sido wutilizado ampliamente como vacuna, sino también ha

demostrado ser un excelente potenciador de la respuesta inmune,
cuando se une covalentemente a determinantes antigénicos
individuales ¢ fracciones polisacaridicas de algunos agentes
infecciosos (96,97,98,99). Por ello, se decidid conjugarlo a las
porinas de 5. typhi 9,12,Vi:d, utilizando el método de conjugacidn
del polisacarido capsular de H. Influenzae tipo b con toxcide
diftérico y del polisacarido de Pneumeccoccus 6B con toxcide
teténico, el cual consiste en la utilizacién de la carbodiimida vy
el 4cido adipico (DHA) como agente espaciador (96,100). Mediante
esta tecnologia 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 representaria diversas ventajas, podria reducir la
cantidad de antigeno requerido para inducir una respuesta efectiva
para controlar las dos enfermedades. Desde el punto de vista
operative de los programas de vacunacicén, se disminuiria el costo
de aplicacién de los productos bioldgicos, pues se regueririan
menor cantidad de materiales y equipe como Jjeringas, alcohol vy

elementos para el almacenamiento en refrigeraciédn (104). Ademas,
ya que en una sola visita se recibirian dos inmunégenos, la
cobertura de los programas de vacunacidn seria maycr, al

requerirse menor numero de contactos entre los destinatarios de
los programas preventiveos y las instituciones de salud. Por otro
lado, como la utilizacién de ambos inmundgenos tienen un efecto
potenciador de la inmunogenicidad, se despertaria una respuesta
inmune més eficiente que probablemente disminuiria la necesidad de
refuerzos frecuentes. Este efecto potenciador, posiblemente
también haria innecesaria la utilizacidén de otros adyuvantes, con
la consecuente disminucién de los efectos colaterales indeseables,
como inflamacidén local o fiebre.




T,

IV.HIPOTESIS.

Al unir covalentemente las porinas con el toxocide tetanico se
obtendrd un inmundgeno divalente que inducird una respuesta inmune
especifica hacia ambas proteinas, de manera mas eficiente que
cuando se administran de manera independiente cada uno de estos
antigenos.

V. OBJETIVOS,
GENERAL:

Obtener un inmundgeno divalente 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
tetanico.

b) Evaluar la inmunogenicidad del conjugado.

¢) Evaluar la capacidad protectora del conjugado.




VI. MATERIAL Y METOCDCS.

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

La 5. typhi 9,12,Vi:d, fue aislada de un paciente con
diagnéstico clinico y bacterioclégico de fiebre tifoidea, esta cepa
bacteriana crecié durante 8 hr a 37°C en cultivo agitadc a 200 rpm
(New Brunswick Scientific Co.) en medio minimo A (fosfato dibasico
de potasio 7 g/1, fosfato monobasico de potasio 3 g/l, citrato de
sodio 0.5 g/l, sulfato de amonio 1 g/l, sulfato de magnesio 0.1
g/l), suplementado con 0.1% de extracto de levadura y 0.5% de
glucosa. Posteriormente, las bacterias en fase de crecimiento
logaritmico se cosecharon por centrifugacidén a 1,650 Xg durante 15
min a 4°C . La pastilla bacteriana se resuspendid en amortiguador
de Hepes 0.01 M pH 7.4, conservandose a -20°C hasta su uso.

La obtencidén de porinas se efectud empleando el método
descrito por Nikaido (62). Las bacterias cosechadas en la fase
logaritmica de crecimiento se ajustaron a una densidad optica de
1.0, en un espectrofotdédmetro (DU7 Beckman, Ins.) a 660 nm. A la
suspensidén bacteriana se le adiciond DNAsa v RNAsa (20pg/mi) y 40
pl de MgCl2 1M por cada 10 ml. Posteriormente las células se

rompileron sonicandolas {Lab line Ultratip Lab-sonic system
sonicator) por periodos- de dos min en bafio de hielo hasta
disminuir la densidad oéptica a 0.3. Encseguide se elimin~ron las

bacterias enteras por centrifugacién a 7,000 Xg 15 min. La
envoltura celular se separd por ultracentrifugacién a 100,000 Xg/
3C min a 20°C, la solubilizacidn se realizd en presencia de Tris 10
mM, pH 7.7 con SDS al 2 %, e incubacién a 32°C durante 30 min. vy
ultracentrifugacién posterior a 100,000 Xg/30 min. El sedimento
fue sometido a una segunda solubilizacidén en las condiciones
descritas previamente y la peptideglicana se obtuvo por
ultracentrifugacién en el precipitado. Las proteinas unidas a la
peptidoglicana se extrajeron incubando la preparacién 2 hr a 37°C
en Tris 50 mM, SDS al 2%, EDTA 5 mM, NaCl 40 mM y R-mercaptoetancl
al 0.05% pH 7.7. Después de ultracentrifugar a 100,000 Xg/30 min a
25°C, el sobrenadante se pasd a través de una columna de Sephacryl
$-200 de 80 cm x 2.6 cm (Pharmacia Chemical Co.) con una velccidad
de flujo de 40 ml/hr, Se separd la fraccidén gque eluye
inmediatamente después del volumen de exclusidén (Vo) y se mididé su
absorbancia a 280 nm. La fraccidn obtenida en el volumen de
exclusidén (Vo) fue separada vy conservada para su posterior
utilizacidn.




1.2. Toxcide tetanico.

El toxoide que se utilizd en este trabajo fue donado por el
Instituto Nacional de Higiene {(Gerencia General de Bioldgicos y
Reactivos, de la Secretaria de Salud}). Fue concentrado por
ultrafiltracidén y posteriormente purificado por cromatografia en
Sephacryl $-200 en una columna de 68 cm X 2.6 cm (Pharmacia
Chemical Co.}) a una velocidad de flujo de 40 ml/h, la fraccidn que
eluyd después del volumen de exclusidn se recuperd midiendo su
absorbancia a 280 nm. Se dializd contra PBS 0.01M pH 7, se
concentrdé y se caracterizd por corrimiento electroforético en SDS-
PAGE.

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

Con el fin de obtener un conjugado entre porinas de §. typhi

y toxoide tetéanico (Por-TT), se utilizé como agente espaciador el
dcido 6-amino-hexandico (Sigma Chemical Co.) y la dihidrazida del
dcido adipico (Sigma Chemical Co.). El procedimiento de

conjugacidn consistid en preparar dos mezclas de reaccidn, para el
toxoide tetanico una con dihirazida del &acido adipico y otra con
dacido 6-amino-hexandico, ambas en proporcién 1:6 p/p y se
mantuvieron en agitacién constante durante una noche. ELI mismo
tiempo, las porinas se mezclaron con 1-etil-3(3-dimetil amino
propil) carbodiimida HC1 (EDC) (Sigma Chemical Co.) en proporcién
1:10. Postericrmente, se incorpcraron las mezclas de porinas con
c/u de las mezclas de toxoide en un microambiente é&cido pH 5
(logrado ceon HCl1 0.1 N ariadido al medio), la reaccidn se conservd
en agitacion constante durante 30 min, a temperatura ambiente, al
término de las cuales se agregd NaOH 0.1N para lograr un pH 10 con
la finalidad de disolver los coloides formados. En segquida esta
mezcla se dializd contra una solucidén amortigquadora de fosfatos
{PBS 0.01 M pH 7.2) durante 72 hr a 4oC , al cabo de este tiempo
se centrifugé durante 15 min a 3,500 rpm para separar agregados
macromoleculares insolubles formados durante la reaccidon. E1
sobrenadante se conservé en congelacidn hasta su caracterizacién
postericr.

2.2. Método modificado de unidén por carbodiimida.
La reaccion de conjugado Por-TT se realizd en un
microambiente amortiguado con N-metil imidazol 0.2M pH 6, se

mezcld el toxoide tetéanico con acide 6-amino-hexandicc en
proporcién 1:3 p/p , durante 15 min en agitacidédn constante,
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posteriormente se incorpord le mezcla de porinas con EDC {(1:3) vy
se mantuvo en agitacién constante por 30 min a temperatura
ambiente y toda la noche a 4°C, la mezcla se dializo contra PBS
0.0IM pH 7.2 durante 96 hr y se centrifugd durante 15 min a 3,500
rpm, separando el sobrenadante del precipitade y cuantificando el
contenido de ©proteinas por el método de Lowry (106), la
conjugacidn fue monitoreada por corrimiento electroforético en
SD5-PAGE vy se caracterizaron sus propiedades antigénicas por
ELISA, transferencia a papel de nitrocelulosa e
inmunoprecipitacién en geles de agarosa.

2.3. Método de unidén por glutaraldehido.

La reaccion de conjugacién de porinas con toxoide tetanice se
realizd segun el método descrito por Zegers {105). E1 toxoide
tetanico se dializé durante 16 hr a 4°C, contra una solucidn de PBS
0.01 M con 1% de glutaraldehido y posteriormente contra PBS 0.01M,
se formé un derivado toxoide-glutaraldehido que se mezcld con
porinas y se mantuvo en agitacidén constante durante 16 hr a 4°C,
para formar un conjugado toxoide-glutaraldehido-porinas, los
grupos activos libres de glutaraldehido que quedaron sin coniugar
se bloquearon con lisina durante 2 hr, los productos obtenidos se
conservaron en congelacidén hasta su uso.

2.4. Seleccién del conjugado para evaluar inmunogenicidad en
ratones.

Al existir varias alternativas de conjugacién fue necesario
seleccionar un conjugado Por-TT que conserve la mejor reactividad
antigénica especifica de porinas vy toxoide tetdnico, con la
finalidad de probar inmunogenicidad en el modelc murino; esto se
realizd de acuerdo a los resultadeos obtenidos por el método de
ELISA wutilizando suero de conejo anti-porinas vy anti-toxoide
tetanico como primer anticuerpo e 1gG de cabra anti conejc unido a
peroxlidasa (Pel-Freez Biologicals) como segundo anticuerpo. De
igual forma se estimdé reactividad antigénica divalente de
conjugados realizados en diferente proporcién molar de porinas
respecto a toxolde tetanico (i:3; 1:10; 1:48) v se compard, la
influencia del uso de moléculas espaciadoras en las propiedades
antigénicas especificas de los conjugados: Por-TT con acido 6-
amino-hexandico como molécula espaciadora; Por-TT/sin molécula
espaciadora.

3.CUANTIFICACION DE PROTEINAS.

La determinacidn del contenido de protelinas en las
preparaciones de porinas se realizd de acuerdo al método de Lowry

21




(106) que consiste en hacer reaccionar a las proteinas con el
cobre en medio alcalino, feormando un complejo colorido, cuya
intensidad se debe a una combinacién del reactivo de Biuret y la
reduccién del reactivo fosfomolibdico-fosfowolframico por la
tirosina y el triptéfano. Como proteina de referencia se empled
albimina sérica bovina (Sigma Chemical Co).

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

La electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE} se
realizé utilizando la wunidad de electroforesis vertical del
sistema Midget (LKB 2050-001) con geles de 10 x 8 cm, en presencia
de dodecil sulfato de sodic (SDS), en condiciones reductoras y en
un sistema de amortiguador discontinuo, segun la técnica descrita
por Laemmli (107). El gel introductor contenia una concentracidn
final de 5% de acrilamida, 0.13% de bisacrilamida, 0.1% de SDS en
Tris HC1 0.125 M, pH 6.8; el gel separader se prepard con
concentraciones de 7.5 Y 10% de ‘-acrilamida, 0.8% de
bisacrilamida, 10 % de SDS en Tris-HCl1l 0.35 M , pH 8.8. Previo al
analisis electroforético, las muestras de proteinas se mezclaron
con amortiguador de muestra {(Tris 0.125 M pH 6.8, SDS al 2%, B-
mercaptoetanol al 5%, glicerol al 10% y azul de bromofenol al
0.005%) 1:1, se calentaron a 96°C durante 5 min y se procedid al
corrimiento electroforético a 15 mA por placa durante 3 hr a una
temperatura de 10°C, empleando como amortiguador de corrimiento
Tris 0.025 M, glicina 0.192 M, SDS al 0.1% pH 8.3. Concliuida la
electroforesis, los geles se fijaron durante 30 min y se tifieron
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 elimind con la
solucién decolorante (metanocl-Ac.acético-agua 5:10:85).

4.2. Inmunoelectrotransferencia.
La electrotransferencia de porinas, toxoide tetanico vy

conjugado Por-TT de los geles de poliacrilamida a papel de
nitrocelulosa (PNC) se llevd a cabo durante 1.15 hr a 500 mA

(Transphor, LKB 1Ins.). Se empled como amortiguador para la
transferencia glicina 192 mM, metanol al 20% en Tris 20 mM pH 8.3,
segun la técnica de Towbin (108). Transcurrido este tiempo y para

comprobar la transferencia, el PNC se tifi6 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 solucidn de
bloqueo {leche descremada 1.5% en PBS 0.01M NaCl (.15 M pH 7.2)
durante 2 hr a 370C. Después de 4 lavados con PBS-Tween 20 al
0.1%, el PNC se incubd 3 hr & temperatura ambiente con suero de
conejo anti-porinas y anti-toxoide tetédnico respectivamente; se
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lavé 4 veces con PBS~-Tween y se incubd 1.5 hr a temperatura
ambiente con la dilucidén &ptima de antisuero de cabra conjugado a
peroxidasa IgG (H+L}) (Pel-Freez Biological Divisidn) . Transcurrido
este tiempo, se lavd dos veces con PBS-T y 2 veces con PBS para
finalmente colocarlo durante 20 min. en la solucidn del substrato
{(4-cloro-2-naftol 2 mM, H202 al 0.08 % en PBS), eliminéndose el
exceso con agua destilada.

4.3. Electroforesis bidimensional.

La electroforesis bidimensional para analisis de la
preparacidén de porinas, toxoide tetanico y conjugado Por-TT, se
realizdé de acuerdo al método descrito por OC'Farrell (109). Los
geles en primera dimensidén se precorrieron durante 15 min. a 200
V, 30 min. a 300 v y 60 min. a 400 V (BRL Life Technologies},
después de 1o cual fueron colocadas las muestras (0.500 mg/gel) y
se aplicd 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 colocd
horizontalmente sobre 1la regién introductora de un gel para
electroforesis vertical previamente preparado y se corridé a 50 V
el gel concentrador y a 100 V el gel separador. Finalmente, el gel
se sometid a tincidn con azul de Coomassie R 250.

4.4. Ensayo inmunoenzimatico en fase sdélida (ELISA).

Se realizd de acuerdo al métode originalmente descrito por
Engval (110). Placas de microtitulacidén de 96 pozos (Nunc), fueron
sensibilizadas con el conjugado Por-TT, porinas, toxoide tetéanico

en una concentracidn de 0.25 pg/pozo en solucidén amortiguadora de
carbonatos pH 9.4, durante una noche a 4°C, después de lavarlos
fueron saturadas con una sclucidén de PBS-leche descremada al 2%
durante 1.30 hr a 37°C, se lavaron e incubaron con dilucicnes de
suero 1:100 en PBS-leche descremada, por 1.30 hr a 37°C, los pozos
fueron lavados cinco veces con PBS 0.01M pH 7.4 conteniendo 0.1%
de tween 20. Se usd como segundo anticuerpo IgG de cabra anti-
ratén conjugado a peroxidasa, que se 1incubé por 1 hr a 37°C,
después del lavado se aftadié el substrato con OPD, la coloracidn
fue desarrollada por 15 min y se midié la absorbancia a 490 nm en
un lector de ELISA, 1os titulos fueron definidos como la més alta
dilucidén de suero dando la abscrvancia de 1 & mayor de 1, el
contrel negativo usado fue suero de ratones no inmunizados (la
especificidad de unién fue calculada en cada caso, por incubacidn
de un exceso de antigeno soluble con el antisuere diluido).
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4.5. Inmunoprecipitacién en geles de agarosa.

Se realizd de acuerdo a la técnica de doble difusidn descrita
por Ouchterlony (111),las placas de vidrio de 7.5 x 5 cm fueron
cubiertas con 13 ml de solucidn 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 colocd la solucién 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 cémara
himeda 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 solucién y finalmente con aqua 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
deshidratacién, posteriormente se tifieron (3-5 min) con azul de
Coomassie brillante (Sigma Chemical Co) 2 gr (0.5%), en

{180:40:180) etanol, Acido acético, agua destilada y destefiidas
con solucidn etanol-acido acético-agua 180:40:180.

5. INMUNOGENICIDAD DE LOS CONJUGADOS.
5.1. Esquema de inmunizacidén para ratones C3HeB/Fed.

Grupos de ratones machos C3HeB/FeJ de 14 a 17 ¢ de peso se
inmunizaron con 30 upg de porinas, toxoide tetanico y conjugado
Por-TT respectivamente, sin adyuvantes, los dias 0, 14, v 28 por
via i.p. vy fueron sangrados via seno retroorbitario, los dias 0,
7, 26, 48, 96, y 120, los sueros fueron conservados en congelacidn
a -70°C hasta su uso.

5.2. Esquema de inmunizacidén para conejos.

Conejos machos Nueva Zelanda de 2 kg de peso fueron

inmunizados con 1 pg de antigeno en adyuvante completo de Freund
por via subcutanea los dias 0, 7, 14 y 21, el dia 28 se obtuvo
sangre por puncién cardiaca, 1los sueros fueron conservados en
congelacién a -70°C hasta su uso.

5.3. Esquema de inmunizacidén para cobayos.

Grupos de cobayos machos de 250-350 kg de peso se 1nmunizaron

con los diferentes inmundgenos a una concentracién de 100 pug/ml en
solucidn salina fisioldgica (SSF}, administrados por via
subcutanea, de acuerdo a los sigulentes esquemas:
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Esgquema No. 1

No de cobayos Inmunégeno Dosis 100ug/ml
i0 Toxoide tetanico 0.75 ml
5 Prinas 0.75 ml
5 TT-Ponnas 0.75 ml
5 Testigo ---

Se aplicd una dosis Unica el dia 0. Los cobayos se sangraron por
puncidén cardiaca el dia 15.

Esquema No. 2

No de cobayos Inmunégeno Dosis 100pg/ml
10* Toxoide tetanico 0.15ml
5 Prinas 0.15 ml
5 TT-Porinas . 0.15 ml
5 Testigo -

Se aplicaron dos deosis una el dia 0 y otra el dia 15, estos
cobayos fueron sangradeos el dia 30 por puncidédn cardiaca, los
sueros fueron separados y almacenados a -70°C hasta su uso.

*5 cobayos recibieron una primera dosis de toxolide tetdnico y una
segunda dosis de conjugado Por-TT.

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

Los cultivos bacterianos cosechados en la fase logaritmica de

crecimiento se ajustaron a una concentracidn de 10" bacterias/ml
(D.0. 0.6 a 540 nm). A partir de esta suspensidn, empleando un
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factor de dilucidén constante, se ©prepararon las siguientes
concentraciones:
Salmeonella typhi 9,12,Vi:d
500 000 bact/ml
100 000
20 000
4 000

0.5 ml de las bacterias suspendidas en mucina (mucina gastrica de
cerdo Sigma Chemical Co.) al 5% en SSF se inocularon por via 1i.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 scbrevivencia de 9,12,Vi:d se registrd tres y diez dias
después de la administracién del inéculo bacteriano. La DLsy se
determindé de acuerdo al métodc de Reed y Muench (112}, segun la
siguiente férmula:

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

Donde: log dil < 50% = logaritmo de la dilucidén inmediata inferior

Q

a la dilucidén que mata el 50 % de la poblacidn.

D.P. (distancia proporcicnal) = —-—-——-———=—-—--
>50% - <50%

50% = dilucidn de la concentracidén que mata al 50% de la poblacidn
<50% = dilucién inmediata inferior a la dilucién que mata al 50 %
de la poblacidn

>50% = dilucidédn inmediata superior a la dilucién que mata al 50%

de la poblacién.

6.2. Proteccién activa con porinas de §. typhi 9,12,Vi:d, toxoide
tetdnico y conjugado Por-TT.

Para evaluar la capacidad de 1los inmundgenos de porinas,
conjugado Por-TT de inducir inmunidad activa en el modeloc murino
por el desafidé via i.p. (113), se emplearon grupos de 6 ratcnes
C3HeB/eFJ, inmunizados de acuerdo a 1o indicade en pérrafos
anteriores y retados el dia 120 con 1,000 DL50 de S typhi
9,12,Vi:d resuspendidas en mucina al 5% en S3F. Los grupos
testigos fueron ratones inmunizados con mucina al 5% en SSF. El
grado de proteccidén se evalud como la sobrevivencia a los 10 dias
del reto.

6.3. Neutralizacién de toxina tetanica.
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Los suercs de 1los cobayos 1inmunizados segun el esquema
descrito anteriormente, fueron utilizados para titular el
centenido de anticuerpos neutralizantes de toxina teténica, segln
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 administré
subcuténeamente 0.5 ml de cada una de las seis mezclas preparadas
de manera que la dosis inyectada contenia 0.25, 0.04, 0.0062,
0.001, 0.00156 y 0.000025 ml de suerc problema combinado con 1
L+/400/50 del lote de toxina INH LTP211, es decir con la cantidad
minima de toxina que mezclada con 0.0025 UIA (1/400 de UIA) mata
al 50% de los animales 4 1/2 dias después de la inyeccién. Con el
fin de corregir la variabilidad inherente a la sensibilidad de los
ratones a la toxina, se prepard una serie de testigos paralela a
la serie de prueba, inyectando subcutaneamente, en grupos de 3
ratones cada uno, 0.5 ml de una serie de 5 mezclas preparadas en
tal forma que la dosis inyectada contenia 0.0035, 0.0025, 0.00175,
0.00125 y 0.0009 UIA mezcladas con 1L+/400/50 de toxina. Los
ratones inyectados fueron observados durante 5 dias y se
registraron tanto los ratones muertos como los sobrevivientes con
signos de tétanos y se calculé la concentracién del suero problema
en unidades internacionales de antitoxina (UIA/ml).

VIII. RESULTADQOS

Para sintetizar el inmundégeno divalente de porinas de S.
typhi 9,12,Vi:d, con el toxolde tetanico; las porinas se
obtuvieron a partir del cultivo masivo de la bacteria, segin el
método descrito por Nikaido (62) y el toxoide tetanico por
obsequio del INH, GGBR de la SSA. Ambos componentes se purificaron
por cromatografia de exclusion melecular en columnas de Sephacryl
S-200 y se caracterizaron mediante SDS-PAGE 10% (Figuras No. 1 1%
No. 2).
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Figura No. 1. Purificaciédn y caracterizacién de porinas de Salmonella typhi
9,12,vi:d

Perfil cromatogrifico de las porinas de Salmonella typhi 9,12,Vi:d, obtenido por
elucidn de la columna de Sephacryl S5-200. La fraccidén que eluye inmediatamente
después del volumen vacio corresponde a las porinas en forma de trimeros ({114-

123 KbDa).
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Purificacién y caracterizacién de toxoide tetanico.

Figura No. 2,
de toxoide tetanico, por

Perfil cromatografico de
cromatografia de exclusién molecular, en Sephacryl $-200. El pico de elucién
despueés del volumen vacio, corresponde al toxoide tetanico, de

El patrén de migracidn electroforética en
marcadores de peso
en el carril 3-.

purificacién

mejor definido,
pesc molecular aproximado a 150 Xda.
muestra en el carril 1,

el gel de poliacrilamida $DS 10 %
carril 2.- el toxoide teténice sin purificar,

molecular,
muestra una banda de migracién para el toxoide tetanico purificado, en el rango
que involucra el peso molecular reportade para el toxoide tetanico de 150 KDa.
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Figura No. 3. Patrdén electroforético de porinas y toxoide tetanico libres.

La mezcla de porinas Y toxoide tetdnico, no forma agregacdos
macromoleculares, seqin el patrén de migracién electroforética en SDS-PAGE 10 %.
Después de 72 hr de haberse conservado en refrigeracién. Carril I.- marcadores
de peso molecular, carril 2.- mezcla de porinas y toxoide tetanico.

Con estas proteinas purificadas se ensayaron tres métodos de
conjugacion, el método de la carbodiimida (117), del
glutaraldehide (105), y de 1la carbodiimida modificado (119).
Mediante SDS-PAGE al 10% se demostrd que la mezcla sencilla de
porinas vy toxoide tetdnico ne forma agregados macromoleculares
{Figura No. 3).

Para comparar los cambios en la migracién electroforética de
los conjugados, se elaboraron conjugados de acuerdo al método de
la carbodiimida, entre albumina sérica bovina (ASB) y toxoide
teténico (ASB-TT), asi como ASB y lizosima (ASB-Liz) y se
caracterizaron por SDS-PAGE. El producto de la conjugacion ASB-TT
mostré la presencia de tres bandas de diferente pesc melecular
(PM) correspondientes a ASB y toxoide tetanico libres y a un
componente macromolecular gue no migrd en el gel separador y que
corresponde al conjugado ASB-TT (Figura No. 4).
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Figura No. 4. Patrdn electreoforétice de un conjugado testigo.

El conjugado testigo ASB-TT, es identificado en el gel de poliacrilamida
como un agregado macromolecular de alto peso molecular, no migratoric en las

condicicnes de este corrimiento, asi mismo, se identifican bandas
correspondientes a ASB y toxoide tetdnico libres, en el mismo producto de
conjugacidn.; carriles 1.- marcadores de peso molecular; 2.- 1IgG, como
referencia de peso molecular de 150 KDa; 3.- albumina libre (ASB); 4.- toxoide

tetdnico; 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 cobtenidos tantc por el método
de la carbodiimida, como por el de glutaraldehide {(Figura N¢. 5).
Los patrones electroforéticos muestran para =1 testigo ASB-Liz, la
formacidén de un complejos macromoleculares con caracteristicas no
migratorias y un componente de 80 KDa, que corresponde al producto
de la unién de albumina (66 KDa) y lizosima (14 KDa).

Liz- ASE -
kg

9z
Li1z=ASB -

ASB - Y]

Figura No. 5. Comparacidén de la eficacia en la formaciodon de conjugados Porinas-
toxoide teténico.

El método de conjugacidn por glutaraldehide no parece ser efectivo para
acoplar las porinas al toxoide tetanico, en comparacidén con el método de unidn
por carbodiimida. La caracterizacién se realizé por SDS-PAGE 10 %. Carriles: 1 y
7.- marcadores de peso melecular; 2.- testigo de conjugacién ASB-Liz; 3.- Por-TT
{glutaraldehido}, notandose la presencia de porinas libres, 4.- Mezcla de Por-
TT, 5 y 6.- Por-TT (carbodiimida),

31




El producto de la conjugacién Por-TT obtenido por el método
de glutaraldehide mostré un complejo macromolecular, asi como la
presencia de una banda bien definida de 34 KDa, que corresponde a
porinas libres. Estos resultados sugieren que por este método no
se llevd a efecto una unién quimica eficiente entre poerinas vy
toxoide tetanico, por lo tanto, se descartd su evaluacién
inmunolégica. El producto de la conjugacién Por-TT obtenido por el
métode de carbodiimida mostré 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 reaccidén
para obtener el conjugado Por-TT propiciaron la insolubilizacién
de los reactantes y productos, disminuyendo la recuperacién del
conjugado en forma soluble. Por lo tanto, fué necesario modificar
el procedimiento de conjugacién por carbodiimida, cambiando el
microambiente de reaccién, por una solucién amortiguadora de
citratos o N-metilimidazol a un pH 6, diferente del punto
isoeléctrico de las porinas, para evitar su insolubilizacién y la
formacién de los compuestos intermediarics de la reaccién
{acilurea), por la presencia del N-metilimidazol (119). Los
resultados obtenidos con esta modificacién se presentan en la
Figura No. 6.

Figura No. 6. Resultados de conjugacidén por el método de carbodiimida
modificado.

Cambiar las condiciones de reaccién a un microambiente y un pH diferente
permitidé un alto grado de conjugacién y de recuperacién de Por-TT. Se muestra el
patrén de migracidén electroferética carriles: 1.- marcadores de peso molecular;
2 y 3.- conjugado Por-TT.

Una vez eliminados los productos insolubles de la reaccién de
conjugaciodn, se observa mejor resolucién en el patrdn
electroforético y mayor concentracién de proteinas en solucién. La
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union covalente entre los productos de conjugacidén se determind de
manera 1indirecta por el monitoreo del cambio de migracién
electroforética en SDS-PAGE, debido al aumento aparente en el peso
molecular del producto y por el cambic en el punto isceléctrico
del conjugado en isoelectroenfoque. Para verificar la presencia de
agregados de unién sdélida en el conjugado, las proteinas se
separaron  por electrcfcoresis bidimensional, los resultados
cbtenidos mostraron que los productos de la conjugacién son dos
moléculas de diferente peso molecular perc .igual punto .
isoeléctrico en relacidén al de 1las porinas y toxoide teténico
libres (Figura No. 7). '

At

S
R
AT U i Wl T

Figura No. 7. Patrdén de electroforésis bidimensional.

El conjugado Por—-TT, esta caracterizado por dos macromoléculas: una de
dificil migracidén 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 regidn acida; en el carril 2, los marcadores de peso
molecular.
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Para determinar si el conjugado obtenido conservd sus
propiedades antigénicas especificas después de la unién quimica,
se realizaron ensayos de doble inmunodifusién 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 comines
para ambos sueros, generado por la posible unién covalente entre
las porinas y el toxoide tetanico; también se observaron patrones
de no identidad, sugiriende wuna actividad divalente en el
conjugado (Figura No. 8).

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

A partir de una concentracién molar fija de toxoide tetanico
se realizaron conjugados con concentraciones variables de porinas,
para obtener productos con diferente grade de sustitucién
(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,
Yy como segundo anticuerpo IgG de cabra anti conejo unido a
peroxidasa (Pel-Freez Biologicals). Se encontré que la proporcidn.
de porinas unidas al toxoide tetédnico 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.0O. cuando se hace reaccionar con su anticuerpo
homélogo, si modifica la reactividad del toxoide tetanico: la
formulacién 1:3, mostrd la mejor reactividad divalente y por ello
se decididé utilizarlo en los ensayos posteriores (Figura No. 9).
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Figura No. 9. antigenicidad de conjugados Porinas-toxoide tetanico. Se
elaboraron conjugados Porinas-toxoide teténico a diferentes relaciones mclares
toxoide tetédnico:porinas {1:3,1:10 y 1:48).

Con los conjugados obtenidos se sensibilizaron placas de microtitulacidén {25
{g/pozo}) y la antigenicidad se compararé mediante el método de ELISA, revelando
con anticuerpos de conejo anti-porinas © anti-toxoide tetanice.

De manera semejante se determindé la posible influencia del
uso de espaciadores en el comportamiento antigénico del conjugado.
pPor ELISA se determiné que al utilizar la molécula espaciadora, no
existe modificacién en la reactividad de los conjugados con Sus
anticuerpos homdélogos, Ppor lo tanto se ‘selecciond el conjugado
formulado 1:3 con molécula espaciadora (Figura No. 10) .
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Figura No. 10. Efecto de la inclusién de moléculas espaciadoras en la
antigenicidad de los conjugados Porinas-toxoide tetanico. Se elaboraron
conjugados Porinas-toxoide tetdnice, sin molécula espaciadora y utilizando acide
6 amino-hexandéico como  espaciador. Con los conjugados obtenidos se

sensibilizaren placas de microtitulacién (25ug/pozo) y se determind la
antigenicidad por ELISA, revelando con anticuerpos de c¢onejo contra porinas o
toxoide tetanico.

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

via i.p. con dos dosis 30 pug/ml c/u de antigeno sin adyuvante, los
dias 0, 7. Los titulos de anticuerpos contra porinas se
determinaron por ELISA los dias 0, 7, 20, 48, 96 y 120, Los
titulos de anticuerpos inducidos por el conjugado Por-TT fueron
mayores, en comparacioén con aquellos obtenidos mediante
inmunizacién c¢on las porinas libres. Los sueros de los ratones
inmunizados con el conjugado reconocieron al con;jugado asi como a

36




las porinas y el toxoide tetanico libres. El incremento de
anticuerpos comenzé el dia 8, alcanzando su maximo al dia 20
posterior a la segunda inmunizacién, con una ulterior disminucién
el dia 49, pero con anticuerpos detectables hasta el dia 120
(Figura No. 11}.
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Figura No. 1ll. Evaluacién de la respuesta inmune humoral. Las porinas conjugadas
a Toxoide tetanico inducen mayor respuesta de anticuerpos que las porinas libres
admnisitradas a una dosis subdéptima. Se inmunizaron ratones C3HeR/FeJ de acuerdo
al esquema descrito en materiales y métodos y se determind el tituleo de
anticuerpos antiporinas por ELISA. La figura presenta AD.D. respecto al suero
preinmune.

Para evaluar la capacidad protectora del conjugado se utilizd
el esquema de inmunizacidén descrito en el experimento anterior,
los ratones fueron desafiados con 1,000 DL50 de S. tvphi
9,12,vi:d, via i.p. el dia 120. Los resultados mostraron que los
ratones inmunizados con el conjugado Por-TT fueron mas resistentes
al desafio, en comparacidén con los inmunizados c¢on 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 TOXOQIDE TETANICO 67
TOXOIDE TETANICO 20
SOLUCION SALINA 0
TESTIGO NC RETADQ 100

Tabla No. 12. Evaluacién de la respuesta inmune protectora. Las porinas
conjugadas confieren mayor proteccidén que una dosis subdptima de porinas. Grupos
de ratones C(C3HeB/FeJ se inmunizaron de acuerdc al esguema descrito en materiales
y métodos y se retaron con 1,000 DLy, de Salmonella typhi 9,12,vi:d. El cuadro
presenta la sobrevida de los ratones.

La capacidad del conjugado para inducir anticuerpos
neutralizantes de 1la toxina tetédnica se determind de acuerdo
método propuesto por Ipsen (114)., A seis ratones NIH se les
administré subcutaneamente 0.25, 0.04, 0.0062, 0.001, 0.00156 vy
0.000025 ml de suero de cobavo (obtenido como producto de 1la
inmunizacién para cobayos descrita en los esguemas anteriores)
combinado con 1 L+/400/50 del lote de toxina INH LTP211, es decir
con la cantidad minima de toxina que mezclada con 0.0025 UIA
(1/400 de UIA) mata al 50% de los animales 4 1/2 dias después de
la inyeccién. Los resultados obtenidos indicaron que el conjugado
es capaz de inducir la produccidén de anticuerpos neutralizantes de
la toxina tetéAnica, estimades en Ul/ml, con valor superior a 1lo
minimo 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 0 0

Tabla No. 13. Induccién de anticuerpos neutralizantes de la toxina tetéanica. Se
inmunizaron cobayos con toxcide tetdnico o con el conjugade Porinas-Toxoide
tetédnico de acuerdo a los esquemas que se describen en materiales y métodos. Se
obtuvo suero y se mezcld con toxina tetdnica. La mezcla se transfirid a ratones
NIH v se decterminé la sobrevida de los ratcnes. Los resultados estan expresados
en Unidades Neutralizantes Internacionales por ml (UIA/ml}

Con las evidencias anteriores, se comprobd que el conjugado
Por-TT es potencialmente mas inmunogénico gue las porinas libres y
cenfiere proteccidn especifica vy es capaz de inducir anticuerpos
neutralizantes de toxina tetéanica, por lo que, se considera como
un inmunégenco divalente, que podria ser usado como vacuna contra
la fiebre tifoidea y como un refuerzo, para inducir anticuerpos
neutralizantes de toxina tetanica.
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VIII. DISCUSION.

En 1la actualidad existen evidencias de que la respuesta
humoral a S.typhi ha sido importante para conferir inmunidad
protectora contra la fiebre tifcidea de acuerdo a los reportes de
proteccidn obtenidos con el empleo de vacunas de células muertas o
atenuadas y de componentes purificados del parasito tales como el
antigeno Vi,

En la mayoria de las situaciones gque 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 estan ligadas a la
capacidad de estimular subpoblaciones de células T, las cuales
controlan las principales caracteristicas de la respuesta inmune
especifica, por lo tanto no es dificil supcner que si el efecto
del adyuvante deriva de su modo de accidén y si las principales
fuentes de inmunoadyuvantes son estructuras bacterianas miméticas
, éstas pueden ser de utilidad comc base de vehiculos para

antigenos purificados. El1 unir antigencs purificados a una
molécula acarreadora que corresponde a un componente microbiano
con propiedades adyuvantes ' se da el incremento de

inmunogenisidad para el antigeno purificado unido a ella y se
genera una respuesta inmune hacia mecanismos mediados por células,
como es el caso de las vacunas de polisacarideos que al ser
conjugadas a una proteina acarreadora como el TT le confiere un
incrementc inmunogénico v le adiciona propiedades £imo
dependientes al polisacarido (122,123).

El unir més de un determinante antigénico protector en una
proteina acarreadora sin modificar en ambas moléculas los epiltopos
reactivos por el efecto de conjugacidén, aumenta la posibilidad de
interaccidén con las células del sistema inmune de manera apropiada
y dirigida.

En el presente trabajo se describe la obtencién de conjugados
de porinas de S. typhi con toxoide tetanico mediante tres métodos,
glutaraldehido, carbodiimida y —carbodiimida modificado. Los
conjugados fueron caracterizados electroforéticamente Y 5@
encontré que el método mas eficiente fue el de carbodiimida
modificado, sobre todo por la mejor solubilidad del producto. Los
determinantes antigénicos inmunodominantes de las porinas y del
toxoide tetanico no parecen ser afectados por el proceso de
conjugacién, pues los anticuerpos dirigidos contra las proteinas
libres reconocen al conjugado, dando como resultado bandas de
identidad parcial en doble inmunodifusién. Utilizande el método
modificado de la carbodiimida se obtuvieron conjugados con
diferentes proporciones de toxoide tetanico-porinas. La proporcidn
de porinas en el conjugado no parece afectar la inmunogenicidad de
estas proteinas, sin embargo se encontrd que a mayor proporciédon de
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porinas la respuesta hacia el toxoide tetédnico es menor. Los
conjugados demostraron ser inmunogénicos y generaron una respuesta
inmune mas eficiente que las proteinas libres. En el experimento
que se presenta en la Figura No.ll las porinas solubles no
generaron una respuesta I1nmune eficiente; sin embargo, es
importante hacer notar que los esquemas de inmunizacidédn 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 decididé utilizar al toxoide tetanico como antigeno para
realizar los conjugados con porinas porgue el toxeide es
inmunogénico y seguro, y la respuesta inmunitaria se puede
evaluar. Se ha utilizado <c¢on éxito en combinacidén con o©Lros
antigenos y al formar parte de los c¢onjugados, puede potenciar la
respuesta de antigenos gque son pobremente 1nmunogénicos. La
toxina teténica es una potente neurotoxina, constituida por una
cadena polipeptidica de 150.5 KDa que es sintetizada
intracelularmente por Clostridium tetani v después de la lisis
celular, la toxina es liberada al medio de cultivo, el filtrado de
este cultivo contiene la toxina, que es destoxificada por la
adicidn del formaldehido (86).

Durante el ©proceso de destoxificacidn, el formaldehido
reacciona, ne scolo con la melécula de toxina, sine también con
peptonas y otras proteinas presentes en el medio de cultivo
(115,116). E1 resultado final del tratamiento de la toxina
tetédnica con formaldehido involucra uniones cruzadas entre grupos
(-amino de lisina, histidina, tirosina o triptdéfano, a través de
un puente metileno (~CH2-) estable, pudiendo ocurrir reaccicnes
entre los grupos de amino &acidos de la misma molécula de toxina,
resultando una reaccién de unién cruzada interna de proteinas. Asi
mismo, las reacciones pueden ocurrir entre dos moléculas de
toxina, dando como resultado una dimerizacidén, o bien puede
reaccionar un pequefio péptido presente en el medio y una molécula
de toxina disminuyendo en el toxoide la cantidad de algunos
aminodcidos a consecuencia de la reccién con el formaldehido. Pox
lo tanto, el proceso de destoxificacién crea una poblacidn de
moléculas extremadamente heterogéneas. Por ello, para conjugar al
toxoide tetanico <con las porinas fue necesario primeramente
purificario mediante cromatografia de exclusién molecular en
Sephacryl S-200. Por cada molécula de toxoide tetanico (150Kd)se
determina el eguivalente a 48 grupos amino, disponibles para
acoplarse. Este valor a sido determinado por el 2,4-dinitrophenyl,
segun el método de Sanger revisado por Needleman, 1970 (128)

%
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En el presente trabajo la carbodiimidda demostrd ser el mejor
agente acoplante. Este es un reactivo heterobifunciocnal
dependiente principalmente de grupos amino y carboxilo (117). En
comparacién con otros procedimientos de conjugacidén, la reaccidn
con carbodiimida presenta las siguientes ventajas: ocurre bajo
condiciones muy suaves, puede unir un amplio rangce de componentes
y permite conjugar directamente proteinas sin intercalar grupos
adicionales. La unién postulada entre un hapteno una proteina se
realiza a través de un enlace amida. El acoplamiento probablemente
se realiza en dos pasos, el primero implica un atagque inicial al
residuo carboxilico para 1la formacidén de un material béasico
inestable O-acilurea, gue en ausencia de un nucledfilo fuerte y un
ambiente Aacido, puede producir dos reacclones principales, un
rearreglo para formar N-acilurea o una hicdrélisis que regenera el
dcido carboxilico. La hidrélisis aparentemente procede a una
velocidad menor que el rearreglo. Por lo tanto, en cada ciclo
puede formarse una pequefia cantidad de N-acilurea, pero en
presencia de exceso de carbodiimida puede regenerarse el acido
carboxilico v reaccionar con nueva molécula de carbodiimida. Este
mecanismo ciclico acumula N-acilurea que también puede formarse en
modificaciones previas de proteinas por carbodiimida en ausencia
de un nucledfilo agregado. Si se anhade al sistema un nucledtido
capaz de reaccionar réapidamente con el OQO-acil-isourea, compite
efectivamente con el rearreglo y dirige la reaccidn a lia formacidn
del conjugado hapteno-proteina (118). S$Sin embargo, el empleo de
carbodiimida en la preparacién 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 formacidn de
derivados & agregados de acilurea, creande asl condiciones
favorables de acoplamiento (119) entre las porinas (hapteno) y el
toxoide (proteina) con propiedades nucleofilicas y dirigiendo la
reaccién hacia la formacién del conjugado deseado Por-TT .

En este trabajo se demuestra que es posible la obtencidén de
un conjugado de toxoide tetanico-porinas de S. typhi y en
consecuencia la preparacién de una vacuna contra téetanos y fiebre
tifoidea. Sin embargo, el trabajo tiene también como propdsito la
evaluacién de la factibilidad de conjugar porinas a otras
moléculas, pues estas proteinas tienen una estructura terciaria
gue semeja un barril cuyos aminoadcidos, posiblemente reactivos,
pueden no estar suficientemente expuestos.




Una posibilidad atractiva es conjugar porinas de 5. typhi al
antigeno Vi. Pues si bien la vacuna elaborada a partir de antigeno
Vi tiene ventajas sobre otras vacunas, ya que es bien tolerada,
muy estable y no requiere de refrigeracidén e induce la producciodn
de I1IgG contra el antigeno Vi en adultos, la vacuna se comporta
como un antigeno timo-independiente, debil como inmundégeno en los
nifios menores de cuatro afios 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 antigeno Vi es necesario
convertirlo a timodependiente. Para ello, se ha intentado su
conjugacién quimica con proteinas acarreadoras como son los
toxoides tetdnico o diftérico (120) y la toxina termolabil (LTB)
de FE. coli o la exoproteina A de P. aeruginosa (121) con
resultados prometedores, pues ademds se ha demostrado gque otros
antigenos, como el polisacdride O incrementan su inmunogenicidad
al conjugarse quimicamente a proteinas como toxoide tetanico (122)
Y gue las vacunas de conjugados proteina-polisacéarido contra
microorganismos como H. influenzae del grupo b o 5. pneumoniae
{123,124) son muy efectivas e inducen una respuesta inmunitaria en
nifios (125,126,127). Consecuentemente, el antigeno Vi coniugado 3
las porinas podria generar una proteccidon mnuche mas eficiente
contra la fiebre tifoidea.
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