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] Resumen

El presente trabajo tuvo como finalidad estudiar algunos de los mecanismos de
la respuesta inmune innata inducidos por las porinas de Salmonella enterica
serovar Typhi. y su influencia en la respuesta de anticuerpos.

Las Porinas son antigenos capaces de inducir proteccién contra el reto con
S. typhi en ratones, las porinas, OmpC y OmpF a demas de la proteccion inducida
por cada una de ellas, se observa que inducen la generacién de altos titulos de
anticuerpos de por vida y que estos anticuerpos tienen capacidad bactericida y
neutralizante. [1]

En el presente trabajo, se muestra que las porinas de S. typhi también inducen
la maduracion de células dendriticas en términos del aumento de sus moléculas
coestimuladoras, generando en células dendriticas la sobreexpresién de CD80,
CD86, CD40, ademas de sobreexpresarse otras moléculas como MHC clase Il y
CD69 (marcador de activacion) este incremento en dichas moléculas esta
relacionado con capacidad adyuvante, en la respuesta inmune humoral contra
antigenos modelo, por lo que se midid esta capacidad in vivo inmunizando
porinas, OmpC y OmpF junto con dos antigenos modelo HEL y OVA, en los cuales
se volvid a observar que efectivamente el aumento de moléculas coestimuladoras
encontrado en las células dendriticas in vitro corresponde al efecto adyuvante
encontrado contra estos antigeno in vivo. [2]

Estos resultados nos indican, que las porinas son antigenos que ademas de
inducir una respuesta inmune adaptativa, observamos que tiene la capacidad de
activar a los mecanismos de la respuesta inmune innata es decir un (PAMP) y ser
adyuvantes de la respuesta de anticuerpos contra antigenos modeio. [3]

"



] ANTECEDENTES

La Inmunidad se refiere a la habilidad global de un hospedero de resistir a
microbios que de otra manera serian capaces de acabar con él. Sin embargo, por
razones de estudio la inmunidad como tal se ha dividido en dos ramas
principalmente la llamada inmunidad adaptativa, que ha sido estudiada desde
hace mas de un siglo y la inmunidad innata, la cual se dejo de lado por mucho
tiempo y desde hace algunos anos ha empezado a retomar su importancia.

Debido a la importancia tomada por la inmunidad innata en los Ultimos afos
Beutler [4] 'en el 2004 haciendo analogia con el sistema nervioso decide dividir a
los componentes de la respuesta inmune como Aferentes (sensores) y Eferentes
(efectores), los cuales a su vez se encuentran divididos en humorales (aguellos
gue sen encuentran de forma soluble) y celulares (aquellos que se encuentran en
la célula) de tal manera que esta clasificacion nos permite tener una idea en
cuanto a la funcién y localizacién de los componentes de este sistema, esto puede
apreciarse mas claramente en la figura 1. [4]

De tal manera que entre los componentes humorales aferentes encontramos a
LBP, Pentrexinas, colectinas CD14, y entre los aferentes celulares se encuentran
los TLR’s, CD 14 membranal, NOD, entre otros, todos estos componentes
sensores, se conocen genéricamente como PRR’s (Receptores de reconocimiento
patrén), ultimamente se les ha dado el nombre de MRR’'s sin embargo esta
nomenclatura nos es utilizada comunmente por lo cual en este trabajo se les

seguira nombrando PRR’s.
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Fig 1. Componentes de la respuesta inmune innata, modificado de, [4]

1. Células de la respuesta inmune innata

La respuesta inmune innata utiliza diferentes tipos de células para responder
ante el ataque de microorganismos. Estas células despliegan una serie de
actividades efectoras con el fin de controlar la infeccion, atraer al sitio a mas
células de la resistencia innata y activar a la respuesta inmune adaptativa [4].
Algunas de estas actividades consisten en la fagocitosis del antigeno, la liberacién
de mediadores inflamatorios y factores quimiotacticos, la presentacion de antigeno
a los linfocitos T, entre otras [4). Muchas de estas actividades pueden ser
desempenadas por la misma células, aunque hay células que preferentemente
solo realizan algunas de ellas, por ejemplo, los neutrdfilos , monocitos,

macréfagos y células dendriticas que son células fagociticas, siendo ésta la
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especialidad del el neutréfilo; los macréfagos y células dendriticas son
presentadoras de antigeno aunque se reconoce é las ultimas como las
especialistas; la mayoria de ellas son capaces de liberar mediadores inflamatorios.
A continuacién se presenta una breve explicacion de las células de la resistencia

innata que son relevantes en esta investigacion.

2. Macroéfagos.

Se encuentran presentes en todos los tejidos del organismo, a los cuales
proveen de una vigilancia constante [5]. Derivan de precursores mieloides en la
médula dsea, el bazo y el higado fetal hacia una forma de macréfagos inmaduros
denominados monocitos. Al dejar el ambiente de la médula ésea migran hacia los
diferentes tejidos probablemente dirigidos por quimiocinas [6]. Al entrar ala
parénquima del tejido el ambiente circundante influirda significativamente en la
funcién del macréfago, ya que los macréfagos residentes de diferentes tejidos
despliegan una serie de funciones diferentes. Después de alguna agresién hacia
el tejido, los macréfagos residentes pueden contribuir a la resistencia innata
mediante el despliegue de una serie de actividades inflamatorias y efectoras [7].

Los macréfagos son capaces de detectar la presencia de microorganismos
mediante el reconocimiento de patrones moleculares asociados a patégenos
(PAM’s) a través de receptores de reconocimiento de microorganismos (MRR's)
[8] presentes en la superficie de la célula. Posterior al reconocimiento el
macréfago se activa y despliega sus funciones efectoras, dentro de las cuales se
encuentra la fagocitosis y destruccion del patégeno, la producciéon de una serie de

citocinas [9] y quimiocinas que ayudaran a la comunicacién entre las células, tanto
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de la resistencia innata como de la inmunidad adaptativa y finaimente la
presentacion de antigeno a los linfocitos CD4+ con lo cual se inicia la respuesta
inmune adaptativa [10].

Una vez que se ha activado la respuesta inmune adaptativa los linfocitos CD4+
pueden incrementar las funciones de los macréfagos mediante la liberacién de
citocinas que, al unirse a su receptor presente en los macréfagos, prenden una
serie de genes que hacen al macr6fago mas eficiente en sus funciones. Los
macrofagos también tienen en su superficie receptores para anticuerpos y

complemento los cuales contribuyen a la destruccién del antigeno.

3. Células dendriticas (DC).

Son componentes cruciales del sistema inmune teniendo un rol esencial en la
induccién y control de la activacion de los linfocitos T asi como la modulacion de la
respuesta de los linfocitos B y células NK [11]. La potencia de las células
dendriticas en inducir la activacion de los linfocitos T, depende de su capacidad de
capturar, intemalizar y procesar antigenos lievando a la presentacion de péptidos
asociados a las moléculas de MHC a linfocitos T antigeno especificos, ademas,
una vez que reconocen al antigeno a través de PRRs, Io fagocitan y se induce su
maduracion la cual consiste en un aumento en la expresién de moléculas
coestimuladoras como CD80, CD86, CD40 necesarias para una efectiva
activacion de linfocitos T naive, y moléculas de MHC y una disminucion en su
capacidad fagocitica. El proceso de maduracion de las células dendriticas incluye
un cambio en la expresion de receptores para quimiocinas [12] y moléculas de
adhesion [13] el cual le permite viajar del sitio de infeccién al 6rgano linfoide mas
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cercano, lugar en el que se lleva a cabo la presentacion de antigeno y en donde la
DC es capaz de producir una serie de citocinas cruciales para las funciones
efectoras de los linfocitos T [14].

Las célutas dendriticas se encuentran en todos los tejidos periféricos del
organismo, 1o que le permite detectar rapidamente la presencia de antigenos.

Se ha visto que existen diferentes subpoblaciones de DC. Estudios anteriores
sustentan la idea de que estas subpoblaciones se generaban debido a que las
células dendriticas podian generarse a partir de precursores mieloides vy
precursores linfoides. Sin embargo, investigaciones recientes han demostrado que
DC con el mismo fenotipo pueden generarse tanto de precursores mieloides como
linfoides. Otros estudios han mostrado evidencia de que verdaderas
subpoblaciones de DC pueden originarse paralelamente de estos precursores. Por
esta razén es que el enfoque central acerca del tema se ha centrado en las
diferencias entre las poblaciones conocidas de DC, ahora llamadas colectivamente
células dendriticas convencionales (CDC) y las nuevas integrantes y poco
conocidas del grupo, las células dendriticas plasmacitoides (PDC) [5], las cuales
han sido identificadas por su capacidad de producir grandes cantidades de IFN
tipo | como respuesta a las infecciones virales y se ha visto que tienen una
fisiologia compleja y diferente de las CDCs puesto que difieren de éstas en el
control génico de la expresion de moléculas de MHC asi como en la rapida
produccion de IFN tipo | después del reconocimiento del antigeno a través de

TLR"s. [15]).
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4, Reconocimiento (PRRs y PAMPSs)

La estrategia de reconocimiento de la inmunidad innata se basa en la
deteccion de estructuras moleculares conservadas, presentes en los patdgenos
pero no en el organismo huésped. Existen mlltiples diferencias entre las rutas
metabdlicas de las células procariotas y eucariotas, al igual que en las de
protozoarios y huéspedes multicelulares, que llevan a la generacion de productos
que son esenciales para las funciones fisiolégicas y que, por lo tanto, se
encuentran presentes en todos los microorganismos (PRR’s) de cierta clase . [16]

Los productos de estas rutas metabdlicas se conocen como patrones
moleculares asociados a patdégeno (PAMP’s) [16] y representan los blancos de
reconocimiento por parte de la resistencia innata, a través de receptores llamados
receptores de reconocimiento de patogeno (PRR’s).

Dentro de los PAMP’s se encuentran los acidos nucleicos como el RNA de
doble cadena el cual es generado por virus que se encuentran replicandose, N-
formil metionil péptidos que son tipicos en las proteinas bacterianas, lipidos
complejos y carbohidratos que son sintetizados exclusivamente por los
microorganismos, como el lipopolisacarido en las bacterias Gram negativas, ios
acidos teicoicos en las bacterias Gram positivas y los oligosacaridos ricos en
manosa que se encuentran en las glicoproteinas bacterianas [17].

La inmunidad innata utiliza una variedad de PRR’s los cuales pueden
encontrarse expresados en la superficie de la célula, en compartimentos
intracelulares o secretados en el torrente sanguineo o fluidos tisulares. Las
principales funciones de los PRR’s incluyen la opsonizacion, activacion dei
complemento y cascadas de coagulacion, fagocitosis, apoptosis y cascadas de

17



sefializacion que llevan a una respuesta proinflamatoria . De cuerdo a lo anterior

los PRR’s se puede dividir en dos clases funcionales [17].

a. PRR’s que median la fagocitosis (anclados a la membrana)

Se expresan en la superficie de macrofagos, neutréfilos y células
dendriticas y como su nombre lo indica, reconocen PAMPs en la superficie de los
microorganismos [18] y median la fagocitosis de los mismos, los cuales
posteriormente, son transportados a compartimentos lisosomales en donde
existen una gran cantidad de mecanismos disponibles para su destruccién [19]. En
caso de las células dendriticas y los macrofagos, la fagocitosis es seguida por el
procesamiento de antigenos y su presentacion a linfocitos T en el contexto de
moléculas del MHC. Algunos integrantes de este grupo son: receptores scavenger
(SR’s) como SR -~ A y MARCO, miembros de la familia de las lectinas tipo C [20,
21}, como el receptor de manosa en macrofagos (MR) y DEC205 expresado en

CD, y receptores de B - glucanos, como  Dectin—1. [22]

b. PRR’s secretados (solubles)

Esta clase de PRR’'s dan lugar a tres tipos de funciones. activan al
complemento, opsonizan células para facilitar su fagocitosis y, algunas de ellas,
funcionan como proteinas accesorias para el reconocimiento de PAMP’s por
receptores transmembranales. Son producidos principalmente por el higado y en
menor grado por células como fagocitos. Estos PRR’s son conocidos como

proteinas de fase aguda. Dentro de este grupo se encuentran: colectinas (como la
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proteina de unién a manosa (MBL) [23], proteinas surfactantes A y D (SP-A y
SP-D), pentraxinas como la proteina C reactiva (PCR) y el suero amiloide A
(SAM), transferasas de lipidos (como la proteina de unién a LPS (LBP), la proteina
de incremento de la permeabilidad (BP!), etc. y las proteinas de reconocimiento de

peptidoglicano (PGRP’s). [24]

C. Sistemas de reconocimiento intracelular:

Estan involucrados en el reconocimiento de patégenos intracelulares, en
particular virus, con el fin de activar mecanismos que bioqueen su replicacion. Los
dos sistemas mejor caracterizados son el de la proteina cinasa R (PKR) y la
oligoadenilato sintasa (OAS), los cuales juegan un papel muy importante en la
proteccién antiviral del hospedero. Las proteinas de la familia de Dominio de unién
a oligonucleétidos NOD (NOD1 y NOD2) también pertenecen a este tipo de PRRs
y recientemente se ha demostrado que participa como un sensor general de
bactenas intracelulares Gram positivas y Gram negativas. [16][25][26]

También los TLR's 7, 8 y 9 pertenecen a este tipo de receptores sin

embargo, se hablara de sus caracteristicas generales en el siguiente punto.

d. Receptores tipo Toll (TLR’s):

El término Toll del aleman (estupendo), originalmente se referia a un receptor
presente en la superficie de la célula que dirigia la orientacion dorsofventral en las
larvas de Drosophila. [27] Al final del siglo XX, Toll mostré ser un receptor esencial
en la defensa de Drosophila contra la infecciobn por hongos y otros
microorganismos [28]. Al secuenciar el genoma de este insecto se encontraron
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nueve proteinas pertenecientes a la familia Toll. En los 90°’s un homdlogo al
receptor Toll fue encontrado en mamiferos (TLR4) y se observé que inducia la
expresion de genes involucrados en la respuesta inflamatonia.

Debido a su similitud con los receptores Toll de Drosophila, se les dio el
nombre de TLR (siglas en inglés de Toll — like receptors) [29].

Los TLRs de los mamiferos comprenden una familia que consiste en al menos
11 miembros en humano y 13 en raton [30].

Los primeros 9 se conservan entre el humano y el ratdn, ya que se ha visto que
el TLR-10, el cual es presumiblemente funcional en humano, presenta una
mutacién en ratdén que ocasiona que la secuencia sea no productiva indicando que
el TLR-10 en raton no es funcional, por otra parte, el TLR-11 de ratén es funciona!
mientras que en humano la secuencia presenta un codon de terminacion que
resulta en una carencia en la produccién de este TLR en humanos [31][32].

Se ha observado la presencia de estos receptores en la mayoria de las células
del sistema inmune, tales como macréfagos, células dendriticas,. linfocitos T y
linfocitos B.

Funcionalmente, se ha demostrado una importante participacién de estos
receptores en el reconocimiento de componentes microbianos especificos

derivados de patdégenos incluyendo hongos, parasitos, virus y bacterias.
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Fig. 2 Ligandos de los TLRs. [33)

6.  Moléculas cosstimuladoran
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Actualmente se conoce un gran numero de moléculas coestimuladoras de los
linfocitos T cuyas funciones pueden ser distintas 0 sobreponerse [34]. La sefal de
coestimulacion es proporcionada principalmente por las integrantes de tres
familias: la superfamilia (B7-CD28), factor de necrosis tumoral-receptor del factor
de necrosis tumoral (TNF-TNFR), la cual carece de dominios de muerte, y la
superfamilia CD2.

a. Familia B7-CD28 [35].

Son cruciales para la activacion de los linfocitos T, para la prevencion de la
tolerancia y para un adecuado desarrollo de la inmunidad mediada por los
linfocitos T. Estas moléculas no solo proveen de senales positivas que estimulan
el crecimiento de los linfocitos T, también aumentan la produccion de citocinas y
promueven la diferenciacion de estas células. Sin embargo, también mandan
sefales negativas que limitan, terminan o atenuan la respuesta de T. Son dos las
moléculas pertenecientes a esta familia CD80 y CD86 y sus receptores, presentes
en los linfocitos T, CD28 y CTLA- 4.

b.  TNF-TNFR [36][37].

La principal molécula coestimuladora perteneciente a esta famitia es CD40. Es
expresada en una gran variedad de células como linfocitos B, macrofagos, células
dendriticas, células epiteliales, fibroblastos. El ligando de CD40-CD154 es
expresado principalimente en linfocitos T CD4+ activados. Después de la unién de
CD40 un gran numero de vias de senalizacion son activadas llevando a cambios
en la expresién y funcidén de los genes. Estos incluyen NF-kB, MAP cinasas,
proteinas TRAF, P13K y la via de sefnalizacion JAK/STAT, las cuales aumentan la

expresion de otras moléculas coestimuladoras, la produccion de multiples
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citocinas y quimiocinas y recientemente se ha demostrado que la interaccién de

CD40 con su receptor promueve la produccion de factores angiogénicos.

6. Activacién de la inmunidad adaptativa

Una vez activadas, las DCs migran al érgano linfoide secundano donde
presentaran el antigeno a los linfocitos T CD4+ y CD8+. El cambio fenotipico que
sufren las células dendriticas durante la migracion implica la expresion de
moléculas coestimuladoras como CD40 y CD86 [38]. Algunos adyuvantes junto
con el antigeno pueden llegar al 6rgano linfoide secundario y activar a los linfocitos
B de manera Tly TD.

La respuesta inmune celular adquirida comprende a los LT CD8+ y CD4+,
estos son activados cuando los antigenos, previamente procesados, son
presentados por las APC’s (DC’'s, LB y macréfagos) en el contexto de las
moléculas del complejo principal de histocompatibilidad de clase | o de clase |
(MHCI y MHCI!) respectivamente, los cuales son reconocidas a través del receptor
del linfocito T (TCR). [39][40]

Los LT CD4" reconocen a los antigenos exdgenos que son presentados en
moléculas del MHC de clase I, cuando esto ocurre, los LT CD4" se diferencian a
células denominadas LT cooperadores 1 (Th1) o LT cooperadores 2 (Th2) [41][42].
La diferencia entre estas dos poblaciones radica en el perfil de citocinas que
secretaran, siendo el interferébn gamma (IFN-y) la citocina caracteristica para los

Th1 mientras que la Interleucina 4 (IL-4) es la citocina caracteristica para los Th2.
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Figura 3. Interaccion entre la inmunidad innata y adaptativa. [32)

Los LT CD8" reconocen antigenos endégenos asociados a las moléculas
del MHC de clase |, la forma en que realizan sus funciones efectoras puede ser
por medio de la liberacion de IFN-y y del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) o
bien por un proceso citolitico directo [43]. El IFN-y juega un papel importante en el
mecanismo que indica la capacidad adyuvante, el IFN-y incrementa la capacidad
fagocitica de las DC’'s y macréfagos asi como la expresién de moléculas
coestimuladoras [44].

Para que los linfocitos B sean activados se requiere que su receptor de
antigeno (BCR) reconozca a su antigeno, si el reconocimiento de la estructuras es
repetitivo, entonces: Induce la activacion de linfocitos B y la produccion de igM

[45][46]. Las citocinas generadas por los LT cooperadores promueven el cambio
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de isotipo en los linfocitos B produciendo asi las otras clases de anticuerpos.

(tabla 1).
Humano Ratén
Interleucina Isotipo Interleucina Isotipo
IL-10 19G1 L4 IgG1
&? 1gG2 IFN-y IgG2a
iL-10 1gG3 TGF-B 1gG2b
IL-4 +IL-13 IgG4 INF-y 1gG3
IL4 +IL-13 IgE L4 IgE
IL-10 + TGFB IgA1 e IgA2 TGF-B, IL4, IL6 IgA

‘Tabla 1. Efecto de las citocinas sobre el cambio de isotipo en linfocitos B. [47][48]

7. Adyuvantes.
Promueven la generacion de una respuesta inmune elevada y de larga duracion.
Los adyuvantes pueden ejercer su efecto inmunopotenciador a nivel de la
respuesta inmune innata, estimulando a las DC’s y macrofagos a tomar antigeno
del medio. La activacién de estas células es a través de los PRR’s. El adyuvante
también facilita la endocitosis del antigeno evitando que este se diluya, es decir

localizandolo [49].
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b. Lipopolisacarido (LPS).

El LPS, componente de la membrana de las bacterias Gram negativas, tiene
una region hidrofilica compuesta de polisacaridos y una region lipofilica compuesta
de un fosfolipido (Lipido A) [56].

Ei lipido A en pequerias dosis puede estimular la produccion excesiva de
citocinas proinflamatorias provocando el efecto adyuvante y en dosis mayores
choque séptico [55].

El efecto adyuvante del LPS se debe en parte a que inicialmente, el LPS
libre o el complejo soluble LPS-Proteina de unién al LPS (LBP) se unen a CD-14,
una proteina que se puede encontrar soluble o en la membrana celular, activando
la unién al TLR-4. Se requiere una tercer proteina, MD-2, para que se active la
cascada de sefalizacion inducida por el LPS [57][58].

Si se elimina un residuo de fosfato del LPS se cbtiene el Monofosforil lipido A
(MPL), esta mok_—écula mantiene la adyuvanticidad pero tiene menor toxicidad. Se
ha visto que la B(1-6) digluscamina hexacilada con tres residuos
3-n-alcanociloxitetradecanocil o con seis acidos grasos es necesaria para la

adyuvanticidad [59].
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Figura 5. Diferencias estructurales entre el Lipido A y MPL.

c. B-Glucanas
Las B-glucanas, polisacaridos de levaduras, son polimeros de B(1-3) glucosa
que pueden presentar cadenas laterales de glucosa B(1-6) adquiriendo una

conformacién de hélice o triple hélice [60].

Las propiedades inmunomoduladoras de las B-glucanas dependen del tamano,
ramificaciones y conformacion, siendo las conformaciones de una sola hélice las

mas efectivas [61].

Las B-glucanas de alto peso molecular pueden ser reconocidas por el receptor de
complemento tipo 3 (CR3) presente en monocitos y neutrofilos, activando la

degranulacion y liberacién de citocinas en ausencia de los LT.
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Las B-glucanas de bajo peso molecular pueden unirse al CR3 activando a
macrofagos, neutréfilos y células NK para ejercer su actividad citotdxica en

patdogenos o células opsonizados con iC3b [61].

Investigaciones recientes han demostrado que las 3-glucanas activan un receptor
que contiene un dominio de receptor Toll / Interleucina 1 (TIR) y que producen

TNF-a. Esta produccién de TNF-a es dependiente de NF-xB [62].

d. CpG DNA bacteriano

ElI DNA bacteriano contiene motivos CpG poco comunes en el DNA de eucariotes,
estos motivos son reconocidos intracelularmente por el TLR 9 activando a la
respuesta inmune innata y promoviendo la liberacion de citocinas de tipo Th1 [63]
Debido a las diferencias en la secuencia de aminoacidos que conforman el
dominio de unién a motivos metil-CpG (MBD1) del TLR 9 de diferentes especies,
la afinidad del TLR-9 por los oligonucléotidos de CpG dependera de la secuencia
optima de nucléotidos para cada especie [64].

Los CpGS se han podido clasificar de acuerdo al tipo de respuesta inmune gue
estimulen, los CpG’s tipo D estimulan la produccion de interferon alfa (IFN-a) e
IFN-y por las DC’s y células NK, no estimulan eficientemente a las células B y
tienen una cadena quimérica con un nucleo de CpG con enlaces fosfodieste:
flanqueado por secuencias de PTO-poliguanosina; los CpG’s tipo K estimulan la

proliferacion de los linfocitos B y la liberacion de IL-6 por los monocitos [65].
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La respuesta Th1 de mayor especificidad inducida por los
CpGs—0ligodesoxinucledtidos (ODNs), se consigue cuando se inmunizan los
CpGs unidos covalentemente al antigeno [66]. Los CpGs son candidatos
prometedores a ser aplicados en la prevencion y tratamiento de enfermedades
infecciosas debido a sus multiples efectos inmunologicos y bajos efectos

secundarios [67]

e. Membrana de las bacterias GRAM (-).
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Fig. 6 Esquema de la membrana de las bacterias Gram-negativas [68].
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v, MODELD EXPERIMEMNTAL,
1. Porinas
Las porinas son poros o canales protéicos no especificos gue pusden ser
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La cantidad de porinas presente en la membrana extema es relativamente
constante aproximadamente de 2x10° siendo ademas una de las proteinas mas
abundantes en términos de masa que pueden llegar a representar hasta un 2% de

las proteinas totales en la célula [72].

b. Actividad Biologica de las porinas.

Las proteinas de las bacterias Gram-negativas se han utilizado como
acarreadores para mejorar la respuesta inmune a diferentes antigenos o como
antigenos candidatos a vacuna [73][74].

Durante la interaccion con el hospedero, las porinas de gran parte de las

bacterias Gram-negativas, incluyendo Salmonella, activan al sistema inmune tanto
innato como adaptativo y tienen actividades biolégicas diversas en diferentes
células eucariéticas. Por ejemplo, la inoculacién de porinas de Salmonella entenca
serovar Typhimurium en la pata de ratas induce edema de manera dosis
dependiente, también se ha visto que las porinas son pirogénicas en conejos y
que este fenémeno no se encuentra relacionado con contaminacion de LPS.
Se tiene evidencia de que las porinas de S. typhimurium inducen aumento de
TNFa, intefeucina 1a (IL-1a) e interleucina 6 (IL-6) en monocitos humanos y de
IFN-y e interleucina 4 (IL-4) en linfocitos humanos [75].

Entre los efectos generados por las porinas se encuentra el de inducir

aumento de NO en macrofagos peritoneales de raton tratados con IFN-y,
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Utilizando células endoteliales de la vena umbilical (HUVEC) y células de
sangre periférica humana se encontrd que las porinas de S. typhimurium pueden
estimular la migracion de leucocitos a través del endotelio previamente activado
con IL-1B o sin activar; y tienen influencia en el aumento de la expresion de B7-2
en los linfocitos B. [75].

Recientemente se demostré que las porinas de Neisseria, se unen a uno de
los receptores de la familia de PRR (receptores de reconocimiento patron), el toll
like receptor-2 (TLR-2) que unen a moléculas llamadas Patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMP's) [76][77], y se ha demostrado también que esta
proteina es capaz de aumentar la expresion tanto de TLR-2 como de TLR-6 en
células B2 peritoneales.

Por otro lado , Galdiero (78], reportaron recientemente que las porinas de
S. typhimunum activan los factores de transcripcion AP-1 y NF-xB en la linea
celular U937, a través de la via de sefializacion de las proteina cinasas activadas
por mitogenos (MAPK), participando de manera muy importante p-38. Esta
activacion es diferente en tiempo y elementos a la activacion generada por el LPS
en la misma célula, mediante la utilizacion de inhibidores [78].

Estudios de Avinjit [79], han demostrado recientemente que las porinas de
Shigella dysenteriae a demas de aumentar la expresién de TLR-2 y TLR-6,
inducen la expresion de lgG2a e IgA y que esta porina tiene la capacidad de
aumentar la expresion de CD-86 molécula esencial en la activaciéon de linfocitos T

y por lo tanto relacionada con el efecto adyuvante que ejercen diferentes ligandos.
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2. Respuesta inmune contra Porinas de Salmonelia typhi.

Debido a que uno de los blancos de la respuesta inmune contra S. typhi son
las porinas, éstas se purificaron y los estudios de proteccién en ratones
demostraron que inducen el 90% de proteccion contra el reto de hasta 500 DLso de
S. typhi [80]. También se demostro que estas proteinas son el blanco no solo de
los anticuerpos sino también de linfocitos T en humanos que se recuperan de la
enfermedad y en individuos vacunados con la cepa atenuada Ty21a. Los
resultados obtenidos en estudios realizados previamente en nuestro laboratorio
indican que la vacuna oral de Germanier [81], induce respuesta inmune celular
contra porinas y OMP’s de S. typhi probablemente debida a una infeccion
autolimitada producida por la cepa Ty21a capaz de generar proteccion a través de
respuestas celulares y humorales similares a aquellas que se generan en
pacientes convalecientes de fiebre tifoidea. Estos resultados también muestran
que las porinas son buenos inmundgenos y que fungen comao blanco de la
respuesta inmune celular contra  S. typhi. Tanto las celulas mononucleares de
sangre periférica (PBMCs) de pacientes con fiebre tifoidea como las PBMCs de
voluntarios humanos vacunados oralmente con Ty21a respondieron contra porinas
y proteinas de membrana extema de S. typhi [81].

Por ello en la Unidad de Investigacion Médica en Inmunoquimica del Hospital
de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS, se disefo una
vacuna a base de porinas de S. typhi a la que se le denomind Isipor, que ademas
de inducir la proteccion, por su naturaleza proteica, es capaz de producir memoria
y no requiere de cadena fria por ser estable a temperatura ambiente. Esta vacuna

se encuentra actualmente en estudio clinico fase | [82].
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a. Inmunogenicidad de OmpC y OmpF de S. typhi

El estudio molecular demostré que la preparacion de porinas esta constituida
por una mezcla proteica donde fueron identificadas OmpC y OmpF,

Para estudiar los mecanismos de proteccion inducidos por estas proteinas se
identificéd y cloné el gen ompC de S. typhi dentro del plasmido pST13. La porina
OmpC de S. typhi fue expresada en E. coli (UH302) carente de sus propias
porinas. La OmpCr punficada de esta bacteria fue capaz de conferir proteccion
hasta de un 40% contra el reto con 100 DL50 de S. typhi en el modelo del
raton[83].

Sin embargo para entender realmente la contribucion de estas proteinas en
la proteccion, se obtuvieron de S. typhi, primero se caracterizo la respuesta
inmune humoral inducida por OmpF y OmpC y se observé que ambas inducen la
produccion de altos titulos de anticuerpos, de larga duracion y de todos los
isotipos, posteriormente se caracterizé la funcionalidad de los mismos por medio
de ensayos de fijacion de complemento y neutralizacion en los cuales se encontro
que los anticuerpos anti-OmpC tienen una mayor capacidad bactericida y que esta
se conserva a lo largo del tiempo mientras que para OmpF, no se obtuvo una
respuesta bactericida tan marcada ni de larga duracion; en cuanto a la capacidad
neutralizante, se observo que los anticuerpos inducidos por ambas poseen esta
capacidad [83].

Como se comentd anteriormente, todos los antecedentes que se tienen a
cerca de las porinas de S. typhi estan relacionados con la parte adaptativa de la
respuesta, sin embargo no se conocen los mecanismos de la respuesta inmune

innata inducidos por las porinas de S. typhi.
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3. Respuesta de Ab’s vitalicios inducidos por porinas de S. typhi
Anticuerpos Vitalicios.

Se ha examinado la capacidad de las porinas de S. typhi para la induccion
de anticuerpos de larga duracion en ratones BALB/c, estas proteinas
desencadenan una importante produccion de inmunoglobulinas de clase I1gG de
larga duracion, esta induccion se lleva a cabo en ausencia de adyuvantes
externos, se observo que se producen todas las subclases de 1gG durante la
respuesta de larga duracién (1gG1, 1gG2a, 1gG2b e IgG3), como se menciono
anteriormente las porinas tienen un alto grado de homologia entre diferentes
especies bactenanas sin embargo los anticuerpos generados por las porinas de
S. typhi no presentan reaccion cruzada con S. typhimurium. El suero antiporinas
demuestra actividad bactericida de larga duracion en contra de la cepa tipo
silvestre de Salmonella aunque los titulos de anticuerpos que se observan por

ELISA han disminuido a lo largo del tiempo. [84]

Anteriormente se menciond que las porinas de S. typhi estan compuestas
mayoritariamente por OmpC y OmpF y se evaluo la contribucion de éstas en la
induccion de la respuesta inmune humoral de larga duracion, y los anticuerpos
inducidos por estas proteinas se observaron por 300 dias ademas de que son
capaces de inducir altos titulos de anticuerpos bactericidas y en el caso de
OmpC estos son de larga duracion, por lo cual OmpC estaria mediando la
capacidad bactericida de larga duracion que se habia observado en las

porinas. [85]
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Se desconocen los mecanismos celulares y moleculares innatos y su
influencia en la respuesta humoral, que median la proteccién y la produccion de

Ab’s vitalicios inducidos por porinas de S. typhi.

Vi. HIPOTESIS

Las poninas de S. typhi tienen la capacidad de ser reconocidas y activar a
las células de la respuesta inmune innata y de inducir un efecto adyuvante sobre
la respuesta inmune debido a anticuerpos especificos contra porinas u otras

proteinas.

Vil. OBJETIVOS GENERALES.

Evaluar las caracteristicas de la respuesta inmune innata inducida por las
porinas de S. typhi, y su efecto adyuvante sobre la respuesta de Ab’s.
Vill. OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Evaluar la capacidad de las porinas, OmpC y OmpF de S. typhi de activar
células dendriticas mediante la identificacién del patrén de citocinas generado por
éstas in vitro.

2. Observar la maduracion de células dendriticas in vitro inducida por las
porinas de S. typhi.

3. Evaluar la capacidad adyuvante de las porinas, OmpC y OmpF de S. typhi

sobre dos antigenos modelo OVA y HEL in vivo.
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IX Materiales y biolégicos

1. Cepas Bacterianas:

Salmonella enterica serovar Typhi cepa ATCC 9993 (cepa de Salmonella enterica
serovar Typhi ATCC).

Salmonella enterica serovar Typhi cepa STYF 302 (Cepa de Salmonella enterica
serovar Typhi carente de OmpF).

Salmonella enterica serovar Typhi cepa STYC 171 (Cepa de Salmonella enterica

serovar Typhi carente de OmpC).

2, Animales de laboratorio.
Se utilizaron ratones de cepa BALB/c (ity sensible) hembras y machos de 8-10

semanas (Bioterio de la Unidad de Medicina Experimental UNAM)

3. Biolégicos.

Porinas purificadas por el método de Nikaido a partir de S. typhi ATCC 9993.
OmpF purificada por el método de Nikaido a partir de S. typhi STYC 171.
OVA grado VI se obtuvo de SIGMA (# cat. A-2512 lote: 91K7057).

HEL

a. Obtencién de los sueros de ratén

Los ratones fueron sangrados por cavidad retroorbital colectando la sangre en

tubos microtainer con gel serparador (Becton Dickinson).
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La sangre se centrifugd a 9739 g; durante 5 minutos para separar el suero del
paquete celular. El suero fue almacenado a —20°C hasta el momento de su

utilizacion.

b. Obtencion de monocitos de médula 6ésea de raton y su diferenciacion
a células dendriticas.

Los ratones de la cepa BALB/c se sacrificaron mediante dislocacion cervical y
se fijaron a una piantilla para raton y se obtuvieron los fémures. En la campana de
seguridad biologica se lavaron los fémures con alcohol al 70% durante 10
segundos y posteriormente 3 veces con PBS. Se cortaron los extremos de cada
fémur dejando un canal para eluir la médula ésea empleando 2.5 mL de medio
DMEM suplementado para cada extremo. El eluido se colectd en tubos conicos
estériles de 15 mL y se centrifugd a 112 g/1min./4°C. El sobrenadante de cada
tubo se transfirio a otro tubo conico estéril y se centrifugaron a 112g/10 min./4°C.
Se desechd el sobrenadante, se colectaron los botones de los tubos en uno solo y
se resuspendid en un volumen final de 6mL con medio adecuado de médula
6sea. Se colocd 1 mL de la suspensidn celular en cajas para cultivo celular de baja
adherencia y se completé a un volumen final de 20mL con medio de médula osea.
Las cajas se incubaron a 37°C con 5% de CO; durante 6 dias.

Al tercer dia se agreg6 a cada caja 5 mL de medio de médula ésea. Al sexto
dia se desechd el medio de las cajas y se lavaron 2 veces con 10 mL de PBS frio
y se dejaron en hielo con 10 mL de PBS. Se despegaron las células y las

suspensiones se colocaron en tubos conicos estériles de 15 mL los cuales se
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centrifugaron a 1129/10 min./4°C. Se desecho el sobrenadante, se colectaron
todos los botones en un solo tubo y se resuspendio en DMEM suplementado a un
volumen conocido. Se obtuvo el numero de células en el hematocitémetro
asegurandose que mas del 80% del cultivo se encontrara viable. Para obtener el

numero de células por mL se empled la siguiente formula:

No. de células X Dilucidon X 10* = No. de células / mL

Se colocd en una placa de 6 pozos la cantidad necesaria de suspension de
células para que en cada uno de elflos hubieran 1 x10° células y se completé el
volumen en cada pozo a 2mL con DMEM suplementado. Se incubd toda la noche

antes del experimento a 37° C en atmdsfera de 5% de CO»

c. Evaluacion de la captacion de porinas de S. typhi por macrofagos
derivados de médula 6sea.
Se evalud la captacidon de porinas de S. typhi a MDMO, obtenidas por el
método antes descrito, por microscopia confocal.
- Se coloca en un cubreobjetos circular 200,000 MDMO.
- Se dejar toda adherir toda la noche
- Se estimulan las células con porinas 1ug/mL durante 45 min.

- Selavan (con PBS+SFB 2%) para eliminar las porinas que no fueron
intemalizadas.

- Se saca el cubreobjetos
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- Selava (con PBS+SFB 2%) para eliminar las porinas que no fueron
interalizadas.

- Se fija con formaldehido al 3% por 20 min. a 4°C

- Selavan (con PBS+SFB 2%) para eliminar las porinas que no fueron
intemalizadas.

- Secolocan el 1er. Ab dil. 1:100, «<Porinas de conejo
- Se incuba 30 min. a temperatura ambiente en camara himeda

- Selavan (con PBS+SFB 2%) para eliminar las porinas que no fueron
intemalizadas.

- Se adiciona el 2° Ab dil. 1:100, «<Conejo TRITC (500-600 nm).

4. Evaluacién del efecto adyuvante inducida por las Porinas, OmpC y

OmpF de S. typhi.

a. Esquema de inmunizacién para OVA y HEL
Grupos de 3 ratones BALB/c hembra de entre 8 y 10 semanas de edad
fueron inmunizados via i.p.
La distribucion de los grupos se muestra en el siguiente cuadro.
El volumen final de los antigenos administrados se ajusté a 500uL con SSI.
El grupo control de SS| se inoculo con 500uL de SSI.
Las muestras de sangre se obtuvieron por sangria retroorbital en los dias

senalados.
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Esquema de inmunizacién

-

I

DO D4 D08 D12 D20 D30 D50 D120
inmunizacion
Sangria
Grupo Antigeno | Adyuvante |
1 OVA (2mg) | Porinas (10ug) i
2 OVA (2mg) OmpC (10ng)
3 OVA (2mg) OmpF (10ug)
4 OVA (2mg) FIA
5 OVA (2mg) FCA
6 OVA (2mg) LPS E. coli (5ng)
7 OVA (2mg) e e
- 8 ~ HEL (1mg) Porinas (10ug)
9 HEL (1mgq) OmpC (10ng)
10 HEL (1mg) OmpfF (10uQ)
11 HEL (1mg) FIA
12 HEL (1mg) FCA
13 HEL (1mg) LIPS E ol (10ug)
14 HEL (1mg) e
15 SSli e -

Cuadro 2. Esquema de inmunizacién para la respuesta de Ac’s . con distintos

adyuvantes.

IgG contra OVA fig. 11y 12

e

IgG contra HEL fig.13y 14
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b. Determinacién del titulo de anticuerpos anti-OVA y anti-HEL

Las placas para ELISA de 96 pozos se fijaron adicionando 100uL de solucion
de unidn por pozo (15ug de OVA/100uL y 5pug de OmpCr/100uL). Las placas se
incubaron 1 hora a 37°C y durante toda la noche a 4°C. Después se lavaron cuatro
veces con solucidn de lavado. Posteriomente se bloquearon las. placas
adicionando a cada pozo 100uL de solucidon de bloqueo. Se incubaron una hora a

37°C y posteriormente se lavaron cuatro veces con solucion de lavado.

Los sueros a ser analizados se diluyeron 1:20 en solucién de bloqueo con un
volumen final de 100pL. Se adicionaron 100uL de los sueros diluidos a los
primeros pozos de las placas de diluciones, se hicieron diluciones seriadas 1:2 con
solucion de bloqueo. Los sueros se transfirieron cuantitativamente y en el orden
correspondiente a la placa de ELISA previamente sensibilizada. Se incubaron 1
hora a 37°C y al término de ese tiempo se lavaron cuatro veces con solucién de

lavado.

Posteriormente se agregaron 100uL del anticuerpo anti-inmunoglobulina de
ratdn correspondiente, marcado con peroxidasa de rabano diluido 1:1000 en
solucion de blogueo. La incubacion de las placas se realizd a 37°C durante 1 hora,

posteriormente se lavaron cuatro veces con soluciéon de lavado.



El revelado de las placas se realizé adicionando 100uL de solucion de revelado
a cada pozo. Se incubo en la oscuridad a temperatura ambiente 156 minutos y ia
reaccion se detuvo con 10uL de H;SO4 2.5N por pozo.

L.a formacién de color fue determinada a una longitud de onda de 490nm en
un lector de ELISA (Lector para placas de ELISA Dynex Technologies Modelo
MRXII). Los resultados se graficaron como titulo de anticuerpos (-log2 x 40) vs
tiempo. La preparacion de las soluciones empleadas se detalla en los anexos | a

V.

5. Produccién y caracterizaciéon de antigenos.

Las porinas, OmpC y OmpF se obtuvieron por medio del método de
Nikaido modificado [86],

La cantidad de proteina se cuantific6 mediante el método de Lowry, para
evaluar su pureza e integridad se realizaron geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes y reductoras, por Uitimo la determinacion de LPS se
realizé por el método modificado de Karkhanis [94]. Las metodologias detalladas

de los métodos antes mencionados se describen a continuacion.

a. Obtencioén de la Porina OmpC y OmpF a partir de la cepa STYF302 de
S. typhi, a través del método de Nikaido modificado. [87]

Se cultivé S. typhi STYF302 en 10 L de medio minimo A ( 70g K.HPO,, 30g

KH2POs, 10g (NH4)2S04, 5g citrato de sodio, 10g extracto de levadura, 50g

glucosa, 0.1% MgS0.) hasta obtener una densidad 6ptica de 1.0 a 540 nm que

corresponde a la fase logaritmica tardia del crecimiento de la bacteria. Se cosechd
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centnfugando a 9500g/15 minutos a 4°C, y se lavd 2 veces con una solucion de
Tris-HCI 0.05M  (pH 7.7). La pastilla bacteriana se pesd y se resuspendié en
solucion de Tris-Ci 0.05M (pH 7.7) hasta obtener 50 mL de suspensidn bacteriana.
Se rompié la bacteria en un molino Dyno-mill y la suspensidn se centrifugd a
9500g/30 minutos a 4°C .

El sobrenadante se retird y se traté con 25uL de DNAsa 10000 U/mL y 25uL
de RNAsa 10000 U/mL y 2.77 mL de solucion de MgCl, 1M por cada 10g de
biomasa humeda obtenida de la cosecha, por 30 minutos a 37°C 12.2g para
eliminar el DNA y RNA.

Se ultracentrifugé a 203,347g durante 45 minutos a 4°C. El botén se
resuspendid en 100ml de solucién de Trnis HCI-SDS 2%, se incubd 30 minutos a
32°C 12.2g y se ultracentrifugé a 160,669g, 30 minutos a 20°C. El botdn resultante
se resuspendid en 25 mL de solucién de Tris HCI-SDS 2%, se incubd nuevamente
por 30 minutos a 32°C 12.2g y se ultracentrifugd a 160.669g 30 minutos 20°C. El
boton se resuspendié en 20 mL de amortiguador de Nikaido SDS 1% (Tris 0.05M,
NaCl 0.4M, EDTA 0.005M) pH 7.7. Se incubd 2 horas a 37°C 12.2g y se
ultracentrifugé a 160,669g/45 minutos a 20°C. Se recuperé el sobrenadante.

El sobrenadante se purifico en una columna de Sephacryl S-200 (XK100
Pharmacia) a un flujo de 5mL/min con amortiguador de Nikaido SDS 0.5% pH 7.7.
Se colecté el primer pico obtenido en el cromatograma y se dializé en PBS pH 7.2

durante 4 dias para eliminar el SDS.
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b. Cuantificacién de proteinas por el método de Lowry [88]
La cantidad de proteina obtenida de la produccién de OmpCr se cuantificé por

el método de Lowry para ello se utilizé una curva patron de albumina sérica bovina
(ABS) 0.05 - 0.60 mg/mL. Se tomé 0.1mL de la solucion de proteina
respectivamente y se precipitaron con 20uL de acido tricloroacético al 72%, se
centrifugarén a 16085¢g, por 30 minutos y después, con mucho cuidado, se

decanto el sobrenadante.

Se adicionaron 200uL de NaOH 0.5N y se hirvieron por 10 minutos. Se
adicion6 1mL de una solucion de NaxCO3z al 2%, CuSO, al 0.01% y tartato de
sodio al 0.01%, y 100uL de reactivo de Follin-Cicalteau 1N, se incub6 durante 45
minutos a temperatura ambiente y protegido de la luz. La lectura de la formacion
de color se realizé a 750nm. El célculo de la concentracién de proteinas se calculd
con la siguiente ecuacion:

mg/ mL de proteina=1.751 Z (100 - %H) ( %N) / (0.2802 VR ) donde:
Z = cantidad de pg de ABS de la interpolacién de la DO de cada una de

las muestras con la curva patréon.

%H = porcentaje de humedad de la ABS.

%N2 = porcentaje de nitrdgeno de la ABS.

V = Volumen de la muestra problema en pL.

R =JK

J = factor de comecion del porcentaje de humedad.

K = factor de correcién del porcentaje de nitrogeno.
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c. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida SDS-PAGE,

La SDS-PAGE de proteinas se efectu6é de acuerdo al método de Laemmli en
una unidad electroforética para geles verticales en placa (Biorad) y sistemas de
amortiguadores discontinuos. El gel separador contenia 11.2% de acrilamida,
0.32% de bis-acrilamida, 0.10% de SDS en amortiguador de tris-HCI 0.35 M pH
8.8. El gel introductor contenia 4.2% de acrilamida, 0.12% de bisacrilamida, 0.1%
de SDS en amornitguador de Tris-HCI 0.125 M pH 6.8. Como amortiguador de
muestra se usé Tris 0.125 m pH 6.8 que contenia SDS al 2%, glicerol al 10% y
azul de bromofenol al 0.005%. Las muestras se analizaron en condiciones
reductoras y no reductoras. Para las condiciones reductoras, el amortiguador de
muestra contenia ademas (B-mercaptoetanol al 5%. El comrimiento electroforético

se llevd a cabo con 10mA en el gel introductor y 15mA en el separador.

d. Determinacion de lipopolisacarido por el método de Karkhanis [89]

La cantidad de lipopolisacarido (LPS) contaminante de los antigenos
producidos a partir de bacterias se determin6 de manera indirecta cuantificando el
contenido de 2-cefo-3-deoxioctonato (KDO) de acuerdo al método de Karkhanis.
Empleando una curva patron de KDO (Sigma Co.) de 1-20 pyg / mL. Se tomé la
cantidad correspondiente de la solucion y se llevé a 500mL con H;SO4 0.2N, se
hirvié por 30 minutos. Se agregaron 0.25mL de NaAsO, 2.6N, cuando el color café
desaparecid se agregd 0.5mL de acido tiobarbiturico 0.6% y se hirvid por 15
minutos. Se agregé 1mL de dimetilsufoxido y se leyd la absorbancia a 548nm. La
cantidad de KDO se calcul6 interpolando la absorbancia de la muestra en la curva
patrén.
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X Resultados.
1. Las porinas de S. typhi pueden ser captadas por macrofagos in vitro.

Para empezar a estudiar la interaccidon de la porinas con los componentes del
sistema inmune innato se estudid la capacidad que tienen los macrdfagos
derivados de médula 6sea de captar estas proteinas.

Se estimularon MDMO con 1ug/mL, posteriormente se pusieron en evidencia
las porinas captadas utilizando un anticuerpo anti-porinas de conejo y un segundo
anticuerpo anti-conejo marcado con TRITC, las muestras se analizaron por
microscopia confocal.

En las células que fueron estimuladas se observa una gran cantidad de
fluorescencia en color rojo correspondiente a las porinas que fueron captadas por
la célula, en comparacion con las células que no fueron tratadas con porinas, sin
embargo, en las células sin tratamiento también se pudo observar la presencia de
fluorescencia, esto debido a la union inespecifico del anticuerpo, a pesar de este
fendmeno, la fluorescencia observada en las células estimuladas es mucho mayor
lo cual nos indica que a demas del la unién inespecifico las porinas si se

encuentran en la célula.
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Figura 8(A) y 9(B). Los MDMO son capaces de captar porinas de S. typhi in vitro.
Se estimularon 1x 10° macréfagos derivadas de medula osea de raton con 1ug/mL
de porinas, por 45 minutos, posteriormente se cosecharon las células y se tiferon
utilizando un anticuerpo primario anti-porinas hecho en conejo y como anticuerpo
secundario se utilizo un anticuerpo anti conegjo marcado con TRITC, para su
analisis por microscopia confocal. a) MDMO sin estimular, b) MDMO estimuladas
con porinas durante 45min.

2. Las porinas de S. typhi son capaces de activar células dendriticas
induciendo su maduracion in vitro.

Como se menciond en la introduccion, una de las caracteristicas que
distinguen a los PAMPs como tales es su capacidad adyuvante, y una de las
formas de evaluar dicha capacidad es por medio del aumento en la expresion de
moléculas coestimuladoras como CDB80 y CD86. Por lo cual se disenéd un
expenmento en el cual se colocaron células dendriticas de meédula osea de
ratones Balb/C y se estimularon con porinas, LPS y anti-CD40, lo ultimos dos
como controles de maduraciéon, después de 12h de estimuld se buscaron
diferentes marcadores: CD80, CD86( Coestimulacion), CD40, CD89( activacién),

MHC clase Il. Estos marcadores se midieron por citometria de fiujo.
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Figura 10: Se estimularon 1x10° células dendriticas derivadas de médula ésea con 1pg/mL de porinas,
500ng de LPS de S. typhi o anti-CD40 durante 12h posteriormente se cosecharon las células y se tifieron para
su analisis por citometria de flujo,se tomaron para este las celulas CD11¢c positivas, se midieron los siguientes

marcadores en las mismas CD40, CDBO, CD86, clase |l, todos estos marcados con FITC
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Como podemos observar en los histogramas las porinas son capaces de
inducir la maduracion de células dendriticas in vitro, es decir aumento en las
moléculas coestimuladoras, y de moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad clase 1, el hecho de que las células dendriticas estén
madurando nos indica que hay una mayor capacidad de la mismas de presentar
antigeno y por lo tanto inducir respuestas mas efectivas, también se puede
observar que hubo un aumento de CD40 molécula esencial en la interaccion de
las células presentadoras de antigeno con células T, lo cual nos indicaria de forma
indirecta, que las porinas estan activando a estas células y que esta activacion
podria generar un ambiente adecuado de citocinas ideal para el cambio de isotipo
y la generacion de una respuesta inmune humoral adecuada.

El aumento en las moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 nos indica que
las porinas podrian estarse comportando como un adyuvante ya que es una
caracteristica de estas sustancias el inducir la sobre expresion de estos dos
marcadores para inducir una mejor respuesta inmune, es decir de mayor
intensidad y con una mayor duracién.

Al comparar con los grupos control, se puede observar que las porinas
inducen una mayor expresion de CD69 que el LPS S. typhi y una menor expresion
de CD80 lo cual nos indica que las porinas inducen un estimulo diferente al
inducido por el LPS. En el caso del anticuerpo anti-CD40 se comprobd lo
reportado en la literatura, al estimular via CD40 se produce un aumento en las
moléculas coestimuladoras CD80 y CD86, lo cual nos indica que el sistema

funciona de manera eficiente.
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3. Las porinas tienen efecto adyuvante sobre la respuesta inmune de
anticuerpos inducida por antigenos modelo.

En el experimento anterior se observo que las porinas inducen la sobre
expresion de moléculas coestimuladoras (CD80 y CD86), lo cual esta relacionado
con la capacidad adyuvante que tienen los PAMPs, sin embargo para comprobar
el hecho de que las porinas de S. typhi realmente estén actuando como tal se
probé un sistema in vivo. Se inmunizaron grupos de tres ratones con dos
antigenos modelo OVA o HEL los cuales se sabe que son débilmente
inmunogénicos y que se necesitan dosis muy altas de los mismos para inducir una

respuesta de anticuerpos,.

La inmunizacion se llevo a cabo del dO por via intraperitoneal y se obtuvo
sangre de los animales de la cavidad retro orbital los dias 0,4,8,12,20,30,90 y
120, posteriormente se obtuvo el suero y se almacené a -20°C para su analisis por
el método de ELISA.

Se realizaron mediciones de anticuerpo contra HEL u OVA de clase IgG

respectivamente, obteniéndose los siguientes resultados.
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Induccion de anticuerpos anti OVA de clase IgG
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FIG 11. Evaluacion del efecto adyuvante de las porinas en la respuesta inmune de
anticuerpos de clase IgG contra OVA. Se inmunizaron grupos de 3 ratones
BALBY/c,con distintos adyuvantes mas OVA, se realizaron sangrias en los dias
indicados. los sueros fueron analizados por ELISA.
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FIG. 12. Evaluacion del efecto adyuvante de las porinas en la respuesta inmune
de anticuerpos de clase IgG contra OVA. Se inmunizaron grupos de 3 ratones
BALBI/c,con distintos adyuvantes mas OVA, se realizaron sangrias en los dias
indicados. los sueros fueron analizados por ELISA.
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Al evaluar el efecto adyuvante de las Porinas, OmpC y OmpF sobre OVA
podemos observar que al dia 8 la Unica de estas capaz de inducir un efecto
adyuvante muy importante es OmpF, este efecto adyuvante de la misma
intensidad por el inducido por el FCA, nuestro control positivo de grupo, a este dia;
sin embargo este efecto se pierde en el dia doce y no encontramos efecto
adyuvante de nuevo sino hasta el dia 120 en el cual podemos observar que OmpC
y OmpF inducen este efecto, a diferencia de las porinas que no lo inducen, este
fenébmeno es muy importante, debido a que sabemos que muchos de los
antigenos modeio cdmo OVA inducen una respuesta de anticuerpos de corta
duracién, en este caso podemos observar que titulos alrededor de 3, sin embargo
OmpC y OmpF son capaces de potenciar esta respuesta a dias tardios, lo cual
nos indica que su actividad como adyuvantes no sélo estan aumentando la

intensidad de la respuesta sino probablemente también aumentando su duracion.

54



14+
- o0 - ® FCA+HEL
d @ FIA+HEL
g 1 —@- LPS+HEL
'g 8 -l Porinas+HEL
g9 6 m— ¥ ~¥- OmpF+HEL
o 4 —&— OmpC+HEL
g 2 2 —~HEL
- S88SI

0 4 8121620242832 100 110 120 130
dias después de la inmunizacién

FIG. 13. Evaluacion del efecto adyuvante de las porinas en la respuesta inmune
de anticuerpos de clase IgG contra HEL. Se inmunizaron grupos de 3 ratones
BALB/c con distintos adyuvantes mas HEL, se realizaron sangrias en los dias
indicados. Los sueros fueron analizados por ELISA.
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FIG. 14 Evaluacién del efecto adyuvante de las porinas en la respuesta inmune
de anticuerpos de clase 1gG contra HEL. Se inmunizaron grupos de 3 ratones
BALBI/c con distintos adyuvantes mas HEL, se realizaron sangrias en los dias
indicados. Los sueros fueron analizados por ELISA.
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Xl  Andlsis de Resultados.

En el presente trabajo se reporta la activacién de algunos componentes del
sistema inmune innato inducida por las ponnas de Salmonella typhi. Se habian
realizado estudios en el laboratoric en los cuales se describia la capacidad de
estas proteinas como fuertes inductoras de una respuesta inmune humoral de
larga duracién, y que los anticuerpos generados tenian capacidad bactericida, por
otro lado, se describi6, que estas proteinas son capaces de inducir proteccién de
ratones hasta contra 500DLs, de S. typhi por lo cual en este trabajo lo primero que
se hizo fue ver si las porinas eran capaces de ser captadas por células del sistema
inmune innato en este caso MDMO, y se observd que efectivamente estas células
son capaces de captarios, el tipo de tincién que se manejd en esta prueba (tincién
simple) no se puede saber si las porinas se encuentran dentro o fuera de la célula
0 Si se encuentran en una vesicula, por lo cual, seria necesario realizar una tincion
doble con algun marcador de membrana o de alguna vesicula para poder cbservar
la localizacién de éstas.

Una vez que se caracterizé que las porinas de S. typhi podian se captadas
por células de la respuesta inmune innata, la siguiente pregunta a responder es,

si estas proteinas son capaces de activar a los macréfagos, una de las
formas por las cuales se puede observar esta activacion es, mediante la
sobreexpresién de moléculas coestimuladoras, estas moléculas son de gran
importancia en la presentacién de antigeno a los linfocitos T para la generacién de
una respuesta inmune adecuada, se sabe que la sefializacién a través de algunos
PRR’s conlleva al aumento de este tipo de moléculas, dados los resultados
obtenidos se observa que las porinas son capaces de inducir un aumento en este
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tipo de moléculas (CD80, CD86 y CD40) ademas de inducir las sobrexpresion de
moléculas del MHC Il y de un marcador de activacién temprana CD69, un punto
importe a aclarar en estos resultados es el hecho de que la activacién inducida por
las porinas es similar a la que genera el LPS de S. typhi sin embargo la cantidad
de LPS que contienen las porinas es 0.02% de las mismas, tomando en cuenta las
condiciones en que se realizo el expenmento (1ug/mL y un total de 10vapor
placa) las células solamente entraron en contacto con 2ng de LPS mientras que
en el control habia 1ug de LPS en total, por lo cual la cantidad de LPS que existia
en las pornas es despreciable, sin embargo seria adecuado estimular las células
con una cantidad equivalente a la contenida por las porinas para que la
comparacién de la activacion fuera valida; estos hallazgos nos llevan a pensar que
las poninas se estan comportando como un PAMP’s debido a que el aumento de
estas moléculas, es un indicio de su union a PRR’s, por otra parte dada la
importancia de la coestimulacién para la generacién de una respuesta adecuada,
se han denominado a las moléculas capaces de inducir el aumento de las mismas
como adyuvantes por lo cual tomando en cuenta este cnteno las porinas tienen
propiedades adyuvantes caracteristica intrinseca de los PAMPs, sin embargo era
importante poner de manifiesto esta caracteristica no solamente en la interaccion
de las células presentadoras de antigeno y el linfocito T, sino en un contexto
general es decir in vivo por 1o que las porinas, OmpC y OmpF, fueron utilizadas
como adyuvantes sobre la respuesta inmune humoral de dos antigenos modelo
poco inmunogénicos OVA y HEL, se observé que los porinas OmpC y OmpF son

capaces de inducir un aumento en la respuesta de IgG inducida por ambas

57



proteinas aun en una respuesta de memona al dia 120, aunque esta respuesta es
menor a la inducida por los adyuvantes completo e incompleto de Freund, sin
embargo hay que tomar en cuenta que estos adyuvantes son una mezcla de
lisado de micobacterias y aceite mineral, lo cual genera una alta respuesta
inflamatoria, mientras que las porinas son antigenos solubles y Unicamente se
administraron 10ug por ratén en comparacion de los 2mg de OVA y 1.5mg de HEL
utilizados para obtener respuesta, esta diferencia de concentraciones
administradas nos habla de que las ponnas tienen una alta eficiencia como
inmunoestimuladores, ademas de estos resultados nos hablan de que no
solamente son reconocidas por el sistema inmune innato in vitro sino también in
vivo lo cual les da una gran importancia biol6gica.

Con todos estos resultados y los antecedentes que indican la induccién de
una respuesta inmune humoral de larga duracion, podemos decir que las porinas
estan siendo reconocidas tanto por el sistema inmune innato como por el
adaptativo, y que probablemente esta caracteristica sea, la que les confiera su
capacidad protectora y de inducir memoria, estas dos cualidades apoyan el uso de
estas proteinas en el desarrollo de una nueva vacuna contra la fiebre tifoidea.

Por otra parte el hecho de que estén siendo reconocidas por el sistema
inmune innato y con las evidencias mencionadas anteriormente nos da la
posibilidad de utilizar a las porinas como adyuvantes para el desarrolic de nuevas
vacunas asi como el mejoramiento de vacunas ya existentes que no inducen una

respuesta de memoria. Utilizando una vacuna de tipo Porinas-Vi.
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CONCLUSIONES

Las porinas son capaces de activar a las células de la respuesta
inmune innata.

Las porinas de S. typhi, pueden inducir un efecto adyuvante en la
respuesta humoral contra un antigeno modelo.

Las porinas presentan caracteristicas de Patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMP’s); entonces probablemente podremos

usarlo como adyuvante.

Las porinas son adyuvantes en la respuesta de anticuerpos contra un
antigeno modelo.

Las porinas presentan propiedades adyuvantes intrinsecas.

PERSPECTIVAS DE TRABAJO

Se sabe que porinas de otros microorganismos sefalizan a través de
TLR-2 y TLR-4, porlo que es importante conocer las porinas de
S. typhi interaccionan con algin TLR.

Estudiar la activacion de DC, macréfagos y linfocitos B in vivo.
Estudiar la capacidad adyuvante de las porinas sobre una vacuna, que

ya se encuentra en uso el antigeno Vi, utilizando un conjugado de
Porinas-Vi.
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